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Зміст анотації:

Лікування безпліддя шляхом запліднення in vitro може приводити до розвитку потенційно небезпечного для життя жінок ятрогенного ускладнення – СГСЯ, помірний та тяжкий ступень якого при контрольованій оваріальній стимуляції агоністами гонадотропін-рілізінг-гормонів (аГнРГ) зустрічається у 10,68 % випадків, а антагоністами (антГнРГ) – у 4,34 % (ВШ 0,28; 95% ДІ 0,19–0,41). Порушення морфофункціонального стану гіперстимульованих яєчників ведуть до змін в органах-мішенях, що потребує часу для відновлення, а тому – сегментації циклу, вітрифікації ембріонів і переносу їх в наступних циклах. Отримання нових даних за патогенез порушень рецептивності ендометрія при СГСЯ, розробка малоінвазивних способів діагностики її стану та індивідуалізованої методики підготовки до переносу вітрифікованих/відігрітих ембріонів може бути резервом збільшення числа випадків живонародження у пацієнток даної когорти. 
На підставі аналізу статистичних звітів про допоміжні репродуктивні технології з’ясовано, що проведення у жінок циклів запліднення in vitro з контрольованою оваріальною стимуляцією антГнРГ, ускладнених розвитком раннього СГСЯ помірного та тяжкого ступеня,  порівняно з циклами без такого ускладнення характеризується підвищенням частоти мимовільного переривання вагітності у 3,11 раза (ВШ 3,89; 95 % ДІ 1,01-14,90) і зниженням частоти клінічної вагітності, що продовжується, в 3,20 раза (ВШ 0,21; 95% ДІ 0,05-0,93).

Виявлено, що експериментальне моделювання у самиць лабораторних мишей СГСЯ введенням різних доз гонадотропних гормонів призводить до розвитку у них в ендометрії розладів місцевої мікроциркуляції у вигляді розширення, повнокров’я тонкостінних маткових судин, діапедезу та тривалого стійкого стазу еритроцитів,  припинення кровообігу в цих зонах, дистрофічних змін покривного епітелію, чисельних зон некрозів губчастого шару, скупчення макрофагів. Встановлена пряма кореляційна залежність між вираженістю патологічних змін в ендометрії та  дозою  гонадотропінів, що вводяться. 
Встановлено, що розвиток раннього СГСЯ у жінок при  заплідненні in vitro знижує рецептивність ендометрія в лікувальному циклі. Це проявляється залозисто-стромальною дизсинхронією, розширенням, повнокров'ям тонкостінних маткових судин, діапедезом еритроцитів, дистрофічними змінами в поверхневому епітелії з порушенням формування піноподій, мозаїцизмом їх форми, розмірів і стадії розвитку, залозистим розширенням і звивистістю, набряком строми. 

Визначено, що зміни молекулярного профілю факторів імплантації в ендометрії у жінок в лікувальному циклі запліднення in vitro у разі СГСЯ порівняно з пацієнтками без СГСЯ характеризуються зниженням експресії Hoxа-10 в залозах і стромі відповідно в 1,32 і в 1,05 раза; gp130 – в 1,27 і в 2,52; IL-6 – в 1,09 і в 1,07; sIL-6R – в 1,33 і в 2,00; продукції VEGF у стромі – 45,90±0,61 проти 48,95±0,74 точок на 1 мм2 площі зрізу. Експресія LIF і LIFR знижена порівняно із здоровим контролем в 1,14 раза і не відрізняється від жінок циклів запліднення in vitro без СГСЯ. Експресія αVβ3-інтегринів не має значимої різниці ні з жінками циклів запліднення in vitro без СГСЯ, ні з фертильним контролем. Ендотеліальна дисфункція в ендометрії при СГСЯ проявляється зменшенням продукції iNOS у 47,44 % осіб. Статистично значимі кореляційні взаємозв’язки між вмістом LIF (R²=0,86) та gp130 (R²=0,75) в маткових змивах та експресією в ендометрії дозволяють використовувати їх для оцінки рецептивності ендометрія малоінвазивним методом оцінки вмісту цих молекул імплантації в маткових змивах. 

Виявлено, що морфофункціональні зміни в ендометрії при СГСЯ формуються на тлі імунної дизреактивності – рівень загального лейкоцитарного антигену у осіб з СГСЯ перевищує аналогічний у групі пацієнток циклів запліднення in vitro без СГСЯ в 1,32 раза і у жінок фертильного контролю – в 4,02; СD56+ – відповідно в 1,37 і в 13,94; СD16+ – в 1,44 і в 31,57. Експресія маркера запалення СD138+ під час циклів запліднення in vitro виявляється в ендометрії у 42,31 % жінок з СГСЯ і у 26,67 % без СГСЯ.

Доведено, що застосування розробленої методики підготовки ендометрія у пацієнток з СГСЯ перед трансфером вітрифікованих/відігрітих ембріонів поліпшує стан рецептивності ендометрія порівняно з традиційними методами, сприяє продовженню клінічної вагітності і збільшенню числа живонароджень у 2,11 раза (ВШ 3,17; 95 % ДІ 1,20-8,39; p<0,02). Підвищення терапевтичної користі запропонованої індивідуалізованої корекції складає 25,64 % (95% ДІ 5,12-46,16 %), підвищення відносної користі відповідає клінічно значимому ефекту – 111,10 % (95% ДІ 9,40-307,40 %), число хворих, яких необхідно лікувати – 3,90 (95% ДІ 2,17-19,52).

Наукова новизна одержаних результатів дисертаційного дослідження полягає в тому, що у роботі приведено нове рішення актуального завдання акушерства та гінекології, репродуктивної медицини зокрема, – підвищення частоти живонародження у жінок з безпліддям при заплідненні in vitro, ускладненому СГСЯ.

На підставі звітної документації про ДРТ уточнено особливості репродуктивних результатів у пацієнток з проведеним заплідненням in vitro при розвитку СГСЯ, відмічено підвищення частоти мимовільного переривання вагітності і зниження клінічної вагітності, що подовжується.

Уперше експериментально на моделі СГСЯ визначено патологічні зміни, що відбувається в ендометрії самок гібридних мишей з моделюванням СГСЯ, відзначено обтяження змін зі збільшенням дози ведення екзогенних гонадотропних гормонів і терміном після їх введення.

На підставі динаміки змін в оваріально-ендометріальному компартменті після перенесеного СГСЯ встановлено оптимальний часовий інтервал між лікувальним циклом і циклом, в якому проводиться трансфер вітрифікованих/відігрітих ембріонів. Визначено, що СГСЯ у жінок змінює морфофункціональні властивості ендометрія, активізує нітрозативний стрес, запальні реакції та зменшує рецептивність ендометрія, що негативно впливає на імплантацію ембріона і виношування вагітності.

Доведено, що використання розробленої індивідуалізованої методики корекції морфофункціонального стану ендометрія у жінок, які перенесли СГСЯ, що поєднує протизапальне, гормональне лікування, зниження нітрозативного стресу, поліпшення гемодинаміки в ендометрії, сприяє відновленню рецептивності ендометрія, імплантації ембріона та виношуванню вагітності, що у сукупності приводить до збільшення питомої ваги живонародження.

Для практичної роботи гінекологів, лікарів-репродуктологів запропоновані малоінвазивний метод оцінки рецептивності ендометрія під час проведення запліднення in vitro та індивідуалізована система корекції морфофункціонального стану ендометрія перед переносом вітрифікованих/відігрітих ембріонів. Буде підвищена кумулятивна частота настання вагітностей у безплідних жінок із заплідненням in vitro, ускладненим СГЯ.
Результати дослідження впроваджені та використовуються в клінічній практиці медичних закладів міст Слов’янська, Києва, Одеси, Чернівців, Івано-Франківська, про що свідчать акти впровадження. 

Результати наукових досліджень за матеріалами дисертації використовуються в навчальному процесі на кафедрі акушерства та гінекології Донецького національного медичного університету (м. Лиман) при підготовці студентів, лікарів-інтернів і лікарів-курсантів.

Ключові слова: безпліддя, запліднення in vitro, синдром гіперстимуляції яєчників, вітрифікація, морфофункціональний стан ендометрія, експериментальне моделювання синдрому гіперстимуляції яєчників, піноподії, молекули імплантації, індуцибельна синтаза окису азоту, імунореактивність ендометрія, маткові змиви, неінвазивна методика оцінки рецептивності ендометрія, індивідуалізована корекція стану ендометрія, трансфер вітрифікованих/відігрітих ембріонів, живонародження.
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Contents of the annotation

Infertility treatment by in vitro fertilization can lead to the development of an iatrogenic complication of potentially life-threatening women - ovarian hyperstimulation syndrome (OHSS), a moderate and severe stage of which is controlled by ovarian stimulation of gonadotrophin rillsing hormones (aGnRH) in 10.68% of cases, and antagonists (antGnRH ) - at 4.34% (OR 0.28; 95% CI 0.19-0.41). Violations of the morphofunctional state of hyperstimulated ovaries lead to changes in the target organs, which require time for recovery, and therefore - segmentation of the cycle, vitrification of the embryos and their transport in subsequent cycles. Obtaining new data for the pathogenesis of endometrial receptor disturbances in OHSS, the development of noninvasive methods for diagnosis of its condition and the individualized method of preparation for the transfer of vitrified / warmed embryos may be a reserve for an increase in the number of cases of live birth in patients of this cohort.

Based on the analysis of statistical reports on auxiliary reproductive technologies, it was found that women in vitro fertilization cycles with controlled ovary stimulation of antiGnRH, complicated by the development of early OHSS of moderate to severe degree, compared to cycles without such complication, is characterized by an increase in the incidence of involuntary abortion in 3.11 times (OR 3,89; 95 % DI 1,01-14,90) and a decrease in the incidence of continuing clinical pregnancy in 3,20 times (OR 0,21; 95 % DI 0,05-0,93).

It was found out that experimental modeling in the females of OHSS laboratory mice by introducing different doses of gonadotropic hormones leads to the development of local microcirculation in the endometrium in the form of enlargement, subtlety of thin-walled uterine vessels, diapedesis and prolonged stable stasis of erythrocytes, cessation of blood circulation in these zones, dystrophic changes of cover epithelium, numerical areas of necrosis of the spongy layer, accumulation of macrophages. There is a direct correlation between the severity of pathological changes in the endometrium and the dose of introduced gonadotropins.

It has been established that the development of early OHSS in women during in vitro fertilization reduces the acceptability of endometrium in the treatment cycle. It is manifested by glandular-stromal dyssynchrony, enlargement, subtlety of thin-walled uterine vessels, diapedesis of erythrocytes, dystrophic changes in superficial epithelium with violation of the formation of foamypositions, mosaicism of their shape, size and stage of development, glandular expansion and twisting, edema of the stroma.

It was determined that changes in the molecular profile of implantation factors in endometrium in women in the in vitro fertilization treatment cycle in the case of OHSS compared with non- OHSS patients are characterized by a decrease in expression of HOXA-10 in glands and stroma, respectively, in 1.32 and 1.05 times; gp130 – in 1.27 and 2.52; IL-6 – in 1.09 and 1.07; sIL-6R - in 1.33 and 2.00; VEGF products in the stroma are 45.90 ± 0.61 versus 48.95 ± 0.74 dots per 1 mm2 in the cut area. The expression of LIF and LIFR is reduced by 1.14 times in comparison to healthy control and does not differ from women in vitro fertilization cycles without OHSS. Expression of αVβ3-integrin has no significant difference with women in vitro fertilization cycles without OHSS nor with fertile control. Endothelial dysfunction in endometriosis with OHSS manifests itself as a decrease in iNOS products in 47.44% of individuals. The statistically significant correlation between the content of LIF (R² = 0.86) and gp130 (R² = 0.75) in uterine washings and expression in the endometrium allows them to be used to evaluate the acceptability of the endometrium by a non-invasive method for evaluating the content of these implantation molecules in uterine washings.

It was found out that morphofunctional changes in endometrium with OHSS are formed on the background of immune dysreactivity - the level of general leukocyte antigen in people with OHSS exceeds the same in the group of patients in vitro fertilization cycles without OHSS in 1,32 times and in women fertile control – in 4.02; CD56 + - respectively in 1.37 and 13.94; CD16 + - in 1.44 and 31.57. Expression of the marker of inflammation CD138 + during the in vitro fertilization cycles is found in the endometrium in 42.31% of women with OHSS and 26.67% without OHSS.

It has been proved that the application of the developed method of endometrium preparation in patients with OHSS before the transfer of vitrified / warmed embryos improves the state of acceptability of the endometrium in comparison with traditional methods, promotes prolongation of clinical pregnancy and increase the number of live births in 2,11 times (OR 3.17, 95% CI 1,20-8.39; p<0.02). The increase in the therapeutic benefit of the proposed individualized correction is 25.64% (95% CI 5.12-46.16%), an increase in relative benefit corresponds to a clinically significant effect of 111.10% (95% CI 9.40-30.7.40%), the number of patients to be treated is 3.90 (95% CI 2.17-19.52).

The scientific novelty of the dissertation research is that a new solution of the actual problem of obstetrics and gynecology, reproductive medicine in particular, is given in the work. It is an increase in the frequency of live birth in women with infertility during in vitro fertilization complicated by the OHSS.

On the basis of the analysis of the reporting documentation about ART, the specifics of reproductive outcomes in patients with in vitro fertilization in the course of development of OHSS have been clarified, there has been an increase in the frequency of spontaneous abortion and a decrease in the clinical pregnancy that continues.

For the first time, the pathological changes that occur in the endometrium of female hybrid mice with the modeling of OHSS have been experimentally determined on the model of OHSS, changes in the increase in the dose of exogenous gonadotropic hormones and the period after their introduction have been noted.

Based on the dynamics of changes in the ovarian-endometrial compartment after the transfer, the optimal time interval between the treatment cycle and the cycle in which the transfer of vitrified / warmed embryos is performed is established. It is determined that the OHSS in women changes the morphofunctional properties of the endometrium, activates nitrosative stress, inflammatory reactions and reduces the receptivity of the endometrium, which adversely affects embryo implantation and gestation.

It was proved that the use of the developed personified method of correction of the morphofunctional state of the endometrium in women who underwent OHSS, combining anti-inflammatory, hormonal treatment, reducing nitrosative stress, improving hemodynamics in the endometrium, helps restore the receptivity of the endometrium, embryo implantation and pregnancy, which together leads to an increase specific weight of live birth.

For practical work of gynecologists, reproductive physicians, a minimally invasive method for assessing endometrial receptivity in IVF and a personified system for correcting the morphofunctional state of the endometrium before the transfer of vitrified / warmed embryos is proposed, which leads to an increase in the cumulative frequency of pregnancy in infertile women with IVF, complicated by OHSS.

The results of the study are implemented and used in clinical practice in medical institutions in the cities of Slavyansk, Kiev, Odessa, Chernivtsi, Ivano-Frankivsk, as evidenced by the acts of implementation.

The results of scientific research on the materials of the thesis are used in the educational process at the Department of Obstetrics and Gynecology of the Donetsk National Medical University (Liman) in the preparation of students, interns and doctors-cadets.

Key words: infertility, in vitro fertilization, ovarian hyperstimulation syndrome, vitrification, morphofunctional state of endometrium, ovarian hyperstimulation syndrome experimental modeling, pinopodes, implantation molecules, inducible nitric oxide synthase, endometrial immunoreactivity, uterine washings, non-invasive endometrial receptivity assessment, individualized methods of endometrium correction, vitrified / warmed up embryos, live birth.
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	АМГ
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	антГнРГ
	–
	антагоніст гонадотропін-рілізинг-гормону
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	–
	відношення шансів

	ГнРГ
	–
	гонадотропін-рилізинг-гормон

	ГСЖК
	–
	гонадотропін сироватки жеребих кобил

	ДІ
	–
	довірчий інтервал

	ДРТ
	–
	допоміжні репродуктивні технології

	Е2
	–
	естрадіол

	ІГХ
	–
	імуногістохімія

	ІМТ
	–
	індекс маси тіла

	КОС
	–
	контрольована оваріальна стимуляція

	ЛГ
	–
	лютеїнізуючий гормон

	МАТ
	–
	моноклональні антитіла

	МО
	–
	міжнародна одиниця

	ПАТ
	–
	поліклональні антитіла

	ПЛР
	–
	полімеразна ланцюгова реакція

	СГСЯ
	–
	синдром гіперстимуляції яєчників

	СЕМ
	–
	скануюча електронна мікроскопія

	СПКЯ
	–
	синдром полікістозних яєчників

	Т
	–
	тестостерон

	УЗД
	–
	ультразвукове дослідження

	ФСГ
	–
	фолікулостимулюючий гормон

	ХГЛ 
	–
	хоріонічний гонадотропін людини

	ARR
	–
	зниження абсолютного ризику

	BSA-PBS
	–
	бичачій сироватковий альбумін+натрій фосфатний буфер

	gp130
	–
	глікопротеїн 130

	HOXA
	–
	гомеобокс-вміщуючий ген

	H-SCORE
	–
	індекс імунозабарвлення

	IL
	–
	інтерлейкін

	iNOS
	–
	індуцибельна синтаза окису азоту

	LIF
	–
	лейкемічний інгібіторний фактор

	LIFR
	–
	рецептор лейкемічного інгібіторного фактору

	M
	–
	середнє значення

	Me
	–
	медіана

	NK
	–
	природний кілер

	NNT
	–
	число хворих, яких необхідно лікувати

	Q1-Q3
	–
	25-й і 75-й процентиль

	Р4
	–
	прогестерон

	RR
	–
	відносний ризик або відношення ризиків

	RRR
	–
	зниження відносного ризику


	SE
	–
	помилка стандартного відхилення

	s-Flt-1 
	–
	білок-рецептор-1, який зв’язує VEGF-A

	VEGF 
	–
	судинно-ендотеліальний фактор росту судин 

	VEGF-R
	–
	рецептор судинно-ендотеліального фактору росту судин


Вступ

Актуальність теми. Репродуктивне здоров’я жінок – важлива передумова сприятливих перспектив кожної нації. Демографічна ситуація останніх років диктує необхідність розглядати поліпшення надання медичної допомоги при лікуванні неплідності як пріоритетне медико-соціальне завдання [1]. Запліднення in vitro широко виконується як метод лікування безпліддя і призвело до народження понад 5 мільйонів дітей по всьому світу [2-3]. Відповідно даних Нацреєстру, в Україні з 1999 по 2015 роки зареєстровано народження 47 157 немовлят після запліднення in vitro [4].
 Синдром гіперстимуляції яєчників (СГСЯ) є найважливішим потенційно небезпечним для життя жінок ятрогенним ускладненням контрольованої оваріальної стимуляції (КОС) [5-10]. Для повної профілактики СГСЯ у групах ризику рекомендується проведення КОС з антагоністами ГнРГ (антГнРГ), використання в якості тригера овуляції агоніста ГнРГ (аГнРГ), вітрифікація всіх ембріонів, сегментація циклу запліднення in vitro [11-13]. Попередження пізнього СГСЯ забезпечується відмовою від перенесення ембріонів у свіжому циклі. Вагітність після трансферу розморожених ембріонів пов'язана з меншим ризиком передчасних пологів, низької ваги новонароджених та перинатальної смертності, ніж вагітність від перенесеного свіжого ембріона  [14, 15].
 Однак стратегія «заморожування» не може повністю усунути СГСЯ та його наслідки у всіх пацієнток [16-18]. Більшість дослідників сходяться на тому, що при перенесенні морфологічно якісних ембріонів однією з вагомих причин невдач циклів запліднення in vitro є порушення рецептивності ендометрія [19-21]. Показано, що КОС змінює профілі експресії генів в ендометрії як у тварин, так і у людей. Була виявлена різниця в експресії понад 150 генів, включаючи гени, що регулюють ангіогенез і ранню імплантацію [22]. У доступній літературі не знайдено робіт, присвячених оцінки стану морфофункціонального ендометрія у жінок з СГСЯ, що потребує проведення подальших досліджень. Також важливим є питання, коли переносити ембріон у разі розвитку СГСЯ при сегментації циклу запліднення in vitro. 
Існуючі методи оцінки рецептивності ендометрія є інвазивними і при високій інформативності мають свої обмеження – застосується тільки в циклах обстеження. У зв'язку з цим, актуальним є пошук неінвазивних методів, які б дозволяли оцінювати рецептивність ендометрія безпосередньо в циклах перенесення ембріонів.

Після спроби запліднення in vitro, ускладненому СГСЯ, гіпоталамо-гіпофізарно-яєчниковій системі потрібен час для відновлення. Тому більшість клінік вимагають паузу між проведенням неефективного лікувального циклу і циклом, в якому проводиться трансфер в матку вітрифікованих/відігрітих ембріонів [23]. Але до теперішнього часу не встановлено оптимальний часовий інтервал між лікувальним циклом і циклом, в якому потрібно проводити трансфер вітрифікованих/відігрітих ембріонів. Існують суперечливі дані щодо ефективності різних методів підготовки ендометрія для трансферу вітрифікованих/відігрітих ембріонів – від відсутності будь-якої різниці до переваг того або іншого способу [15; 24-29].
Робота, яка присвячена вивченню патогенезу порушень морфофункціонального стану ендометрія та його рецептивності при розвитку СГСЯ у жінок в циклах запліднення in vitro, пошуку малоінвазивних способів оцінки рецептивності ендометрія безпосередньо в циклах запліднення і розробці патогенетично обґрунтованої індивідуалізованої методики підготовки ендометрія до переносу вітрифікованих/відігрітих ембріонів, може бути резервом збільшення числа випадків живонародження у пацієнток даної когорти. 
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Робота є частиною планових науково-дослідних робіт Донецького національного медичного університету МОЗ України «Патогенетичні механізми ускладнень й невдач допоміжних репродуктивних технологій та їх профілактика» (№ держреєстрації 0110U007771) і «Особливості порушення функції репродуктивної системи жінок, які мешкають на території Донбасу» (№ держреєстрації 0116U004056). Автор була співвиконавцем означених тем.
Мета дослідження: підвищити частоту живонародження у жінок з безпліддям при заплідненні in vitro, ускладненому синдромом гіперстимуляції яєчників, на підставі нових наукових даних про морфофункціональні зміни ендометрія після контрольованої оваріальної стимуляції при цьому ускладненні, розробки малоінвазивної методики оцінки рецептивності ендометрія та індивідуалізованої методики підготовки ендометрія щодо трансферу вітрифікованих/відігрітих ембріонів.
Завдання дослідження:

1. На підставі аналізу статистичних звітів про допоміжні репродуктивні технології з’ясувати частоту розвитку синдрому гіперстимуляції яєчників помірного та тяжкого ступеня в циклах запліднення in vitro і оцінити репродуктивні результати при цьому ускладненні порівняно з неускладненими циклами.
2. Виявити особливості морфофункціонального стану ендометрія у самиць мишей із експериментальним моделюванням синдрому гіперстимуляції яєчників різними дозами гонадотропінів.

3. Дослідити морфофункціональний стан ендометрія у жінок із заплідненням in vitro, ускладненим синдромом гіперстимуляції яєчників, в день передбачуваного віна імплантації.

4. Визначити молекулярний профіль ендометріальних факторів імплантації та активність індуцибельної синтази окису азоту в ендометрії жінок із заплідненням in vitro, ускладненим синдромом гіперстимуляції яєчників.

5. Встановити кореляційні взаємозв’язки між експресією в ендометрії лейкемічного інгібіторного фактору і глікопротеїну 130 та їх вмістом в маткових змивах і розробити малоінвазивну методику діагностики рецептивності ендометрія.

6.  Виявити особливості імунної реактивності ендометрія у жінок із заплідненням in vitro, ускладненим синдромом гіперстимуляції яєчників.

7.  Розробити та впровадити методику ведення пацієнток при заплідненні in vitro, ускладненому синдромом гіперстимуляції яєчників, з проведенням індивідуалізованої корекції морфофункціонального стану ендометрія щодо переносу вітрифікованих/відігрітих ембріонів, оцінити її ефективність.

Об’єкт дослідження: морфофункціональний стан ендометрія у жінок з синдромом гіперстимуляції яєчників у жінок в циклах запліднення in vitro.
Предмет дослідження: катамнез та репродуктивні результаті у пацієнток із заплідненням in vitro, ускладненим СГСЯ; морфофункціональні особливості ендометрія у самиць мишей з експериментально індукованим СГСЯ; ехографічні характеристики органів малого тазу, ембріологічні дані, морфофункціональні особливості ендометрія та репродуктивні результати у безплідних жінок із заплідненням in vitro, ускладненим СГСЯ.

Методи дослідження: клініко-анамнестичні – для загальної характеристики пацієнток; інструментальні (ультразвукове дослідження (УЗД) органів малого тазу, аспіраційна пайпель-біопсія) – для оцінки морфофункціонального стану репродуктивних органів; імуноелектрохімічні з хемілюмінесценцентною детекцією та імуноферментні – для визначення рівня гормонів, факторів росту в сироватці крові; фотометричні – для оцінки концентрацій лейкемічного інгібіторного фактору (LIF) та глікопротеїну 130 (gp130) в маткових змивах; полімеразна ланцюгова реакція (ПЛР) – для визначення стану вагінальної мікробіоти; експериментальні – для оцінки впливу гонадотропінів на ендометрій самиць мишей; гістологічне, імуногістохімічне дослідження (ІГХ) і скануюча електронна мікроскопія (СЕМ) біоптатів ендометрія – для оцінки його морфофункціонального стану; статистичні – для оцінки отриманих результатів.

Наукова новизна одержаних результатів. У роботі приведено нове рішення актуального завдання акушерства та гінекології, репродуктивної медицини зокрема, – підвищення частоти живонародження у жінок з безпліддям при заплідненні in vitro, ускладненому СГСЯ.

На підставі аналізу статистичних звітів про допоміжні репродуктивні технології з’ясована частота розвитку СГСЯ помірного та тяжкого ступеня у разі проведення запліднення in vitro, відмічено підвищення частоти мимовільного переривання вагітності і зниження частоти клінічної вагітності, що подовжується, порівняно з неускладненими циклами.
Експериментально доведена наявність патологічних змін в ендометрії самок гібридних мишей з моделюванням СГСЯ, відзначено обтяження цих змін зі збільшенням дози ведення екзогенних гонадотропних гормонів і терміном після їх введення, що зробило доцільним аналогічне вивчення змін ендометрія у жінок при розвитку СГСЯ. 
Визначено, що СГСЯ у жінок також змінює морфофункціональні властивості ендометрія, експресію молекул імплантації, активізує нітрозативний стрес, запальні, імунні реакції та зменшує рецептивність ендометрія, що негативно впливає на імплантацію ембріона і виношування вагітності. Встановлено кореляційні взаємозв’язки між експресією в ендометрії LIF та gp130 та їх вмістом в маткових змивах, що дозволило обґрунтувати малоінвазивний спосіб діагностики рецептивності ендометрія під час проведення запліднення in vitro.
На підставі оцінки динаміки змін в яєчниках та ендометрії у жінок з СГСЯ встановлено оптимальний часовий інтервал між лікувальним циклом запліднення in vitro і циклом, в якому доцільно проводити трансфер вітрифікованих/відігрітих ембріонів. 
Доведено, що використання розробленої індивідуалізованої методики корекції морфофункціонального стану ендометрія у жінок, які перенесли СГСЯ, що поєднує протизапальне, гормональне лікування, зниження нітрозативного стресу, поліпшення гемодинаміки, сприяє відновленню рецептивності ендометрія, імплантації ембріона та виношуванню вагітності, що у сукупності приводить до збільшення питомої ваги живонародження.
Практичне значення одержаних результатів. Для практичної роботи гінекологів, лікарів-репродуктологів запропонована малоінвазивна методика оцінки рецептивності ендометрія, яку можливо використовувати безпосередньо під час проведення запліднення in vitro, та методика ведення пацієнток при заплідненні in vitro, ускладненому синдромом гіперстимуляції яєчників, з проведенням індивідуалізованої корекції морфофункціонального стану ендометрія щодо переносу вітрифікованих/відігрітих ембріонів.

Результати дослідження впроваджені та використовуються в клінічній практиці медичних закладів міст Івано-Франківська, Києва, Одеси, Слов’янська, Чернівців, про що свідчать акти впровадження. 

Результати наукових досліджень за матеріалами дисертації використовуються в навчальному процесі на кафедрі акушерства та гінекології Донецького національного медичного університету (м. Лиман) при підготовці студентів, лікарів-інтернів і лікарів-курсантів.

Особистий внесок здобувача. Здобувачем самостійно проаналізовано літературні джерела та патентна документація з питання лікування безпліддя в циклах запліднення in vitro у разі розвитку СГСЯ та існуючі заходи щодо діагностики та корекції морфофункціонального стану ендометрія перед трансфером вітрифікованих/відігрітих ембріонів. Відповідно до робочої гіпотези, мети та завдань дисертаційної роботи розроблена методологія дослідження, самостійно проведено аналіз звітної медичної документації, обрано методи обстеження жінок, самостійно проводилося збирання матеріалу, викопіюван​ня первин​ної докумен​та​ції, відбір пацієнток та їх розподіл за групами. Значна частина лабораторних досліджень, зокрема проведення експериментальної частини роботи, проводилася за особистою участю дисертанта. Безпосередньо автором більшості жінок проводилося запліднення in vitro. Дисертантка особисто провела статистич​ну обробку даних, проаналізувала та інтерпретувала отримані результати дослідження, сформулювала висновки та розробила практичні рекомендації, а також забезпечила їх впровадження в практичну медицину.
Апробація результатів дисертації. Основні положення дисертації були представлені на: XV конгресі з репродукції людини (Венеція, Італія, 2013); на XVI Всесвітньому конгресі з гінекологічної ендокринології, IV конгресі міжнародного товариства з гінекологічної ендокринології (Флоренція, Італія, 2014); науково-практичній конференції з міжнародною участю та Пленумі ГО «Асоціація акушерів-гінекологів України» «Актуальні питання охорони материнства та дитинства в Україні» (Київ, 2015); науково-практичній конференції «Персоніфікація сучасних принципів діагностики та лікування захворювань, обумовлених порушеннями імунітету. Роль мікробіоти та пробіотиків у формуванні та підтримці імунітету (присвячена до 170-річчя українського вченого лауреата Нобелівської премії І.І. Мечникова)» (Київ, 2015); 78‑му науковому медичному конгресі молодих вчених «Медицина XXI сторіччя» (з міжнародною участю) (Краматорськ, 2016), Науково-практичній конференції «Епідеміологія, імунопатогенез, діагностика та лікування хламідіозу і TORCH-інфекцій» (Київ, 2016); Науково-практичній конференції з міжнародною участю «Актуальні питання репродуктивної медицини в Україні» (Дніпропетровськ, 2016); Міжнародному симпозіумі «Теорія та практика репродукції людини» (Чернівці, 2017); Пленумі ГО «Асоціація акушерів-гінекологів України» та науково-практичній конференції з міжнародною участю «Акушерство, гінекологія та репродуктологія: освіта, клініка, наука» (Одеса, 2017); 79‑му науковому медичному конгресі студентів та молодих вчених «Медицина XXI сторіччя» (Краматорськ, 2017); на розширеному засіданні кафедри акушерства та гінекології Донецького національного медичного університету (Лиман, 2018).
Публікації. За темою дисертації опубліковано 9 наукових робіт: 5 статей у фахових виданнях, рекомендованих ДАК МОН України, з яких 2 у закордонних виданнях; а також 1 стаття в збірнику наукових праць та 3 тези.
Обсяг і структура дисертації. Дисертація викладена на 200 сторінках тексту і складається зі вступу, огляду літератури, опису матеріалу та методів дослідження, 4 розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення результатів дослідження, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних джерел, який включає 204 посилання (35 – кирилицею, 169 – латиницею) і займає 25 сторінок, додатків. Робота ілюстрована 31 таблицею, 34 рисунками, які займають 5 цілих сторінок.

РОЗДІЛ 1

Діагностика та корекція морфофункціонального стану ендометрія при заплідненні in vitro, ускладненому синдромом гіперстимуляції яєчників

(ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ)

1.1. Вплив контрольованої оваріальної стимуляції та синдрому гіперстимуляції яєчників на рецептивність ендометрія
СГСЯ (англ. OHSS, класифікація МКХ 10: N98.1), викликаний збільшенням яєчників, збільшенням проникності судин, розвитком асциту та внутрішньосудинною гемоконцентрацією, є потенційно небезпечним для життя жінок ускладненням КОС при заплідненні in vitro [30], що має системний вплив. СГСЯ є найважливішим ятрогенним ускладненням протоколу КОС [7].

Під час лікування в циклах запліднення in vitro КОС призводить до дозрівання множинних ооцитів і понадфізіологічних рівнів естрогенів, збільшення яєчників, збільшення проникності капілярів в черевній порожнині, що може привести до розвитку асциту [31]. СГСЯ являє собою дуже широкий спектр клінічних проявів, з частотою 0,2-1 % серед усіх циклів стимуляції від легких та середніх симптомів (близько 3-6 % серед циклів запліднення in vitro), що потребує пильної уваги [7], до більш тяжких симптомів (близько 1% циклів лікування), які потребують госпіталізації [32]. 

Тяжкий СГСЯ може бути пов'язаний з печінковою та дихальною недостатністю [7], а також з підвищеним ризиком венозної тромбоемболії, яка може бути фатальною [33-37]. Через ці серйозні наслідки визнання факторів ризику розвитку СГСЯ стало вирішальним. До них відносять молодий вік, низький індекс маси тіла (ІМТ), наявність синдрому полікістозних яєчників (СПКЯ), високу базальну концентрацію антимюлерового гормону (АМГ), велику кількість антральних фолікулів, розвиток множинних фолікулів під час КОС, велику кількість зібраних ооцитів, високі рівні естрадіолу (Е2) в сироватці крові, групу крові А, мутації в алелях морфогенного білка кісток, наявність мутацій і поліморфізм рецепторів фолікулостимулюючого гормону (ФСГ), високу дозу ФСГ, високе співвідношення лютеїнізуючого гормону (ЛГ)/ФСГ, високу доза хоріонічного гонадотропіну людини (ХГЛ), високі значення інгібіну А та B, високий рівень фактору росту ендотелію судин (VEGF) та рівнів інтерлейкінів, зниження рівня α-2-макроглобуліну (інгібітору VEGF) та алергію [7; 31; 32, 38-40]. 

На жаль, сьогодні поки не названий на 100 % абсолютний прогностичний фактор розвитку СГСЯ. Цей синдром може розвиватися як при наявності 3-4 фолікулів, так і не розвиватися при більш, ніж 20 фолікулах. У літературі описані поодинокі випадки виникнення тяжких форм СГСЯ на тлі самостійної овуляції одного фолікула. Нині основними факторами ризику, що використовуються для попереднього визначення ризику розвитку СГСЯ, є наявність СПКЯ, кількість розвинених фолікулів та підвищення сироваткової концентрації Е2. Використання аГнРГ як тригера овуляції було підтримано, щоб повністю уникнути СГСЯ [41-43]. Тим не менше, СГСЯ може розвинутися на більш пізній стадії. Таким чином, індивідуалізація протоколів стимуляції є надзвичайно важливою [40].

Традиційна класифікація видаляє три ступені тяжкості СГСЯ: м'який, помірний і тяжкий. М’який СГСЯ спостерігається у третини пацієнток циклів штучного запліднення і характеризується наявністю збільшеної ваги, спраги, здуття і дискомфорту в животі та / або його розтягування, діаметр яєчників < 5 см. Помірний СГСЯ (або середньої тяжкості) характеризується додатковою наявністю нудоти та блювоти, болючим розтягненням черевної порожнини, задишкою та / або асцитом (виявляється за допомогою УЗД), діаметр яєчника 5-12 см, без необхідності госпіталізації. Тяжкий СГСЯ відрізняється наявністю блювоти (іноді неконтрольованої), задишки, накопиченням рідини в третьому просторі з гідротораксом та / або напруженим асцитом (з болем) з наявністю внутрішньочеревної рідини, гіповолемії з гемоконцентрацією, електролітного дисбалансу, олігурії та / або гепаторенальної недостатності, з яєчниками діаметром > 12 см, з необхідністю госпіталізації [44, 45].

З урахуванням особливостей перебігу СГСЯ, без сумніву, доцільно попередити його розвиток взагалі або прогресування з більш легкої форми у більш тяжку. Для профілактики, у першу чергу, перед початком стимуляції виявляють пацієнток групи ризику. Для них найдоцільнішим є застосування короткого протоколу стимуляції та утримання від великих доз гонадотропінів (так звані «м’які протоколи»). У якості тригера остаточного дозрівання ооцитів використовують замість препаратів ХГЛ препарати аГнРГ. Такий протокол стимуляції протягом останніх років зарекомендував себе як найбільш надійний у контексті ризику розвитку СГСЯ і при цьому високоефективний. Хоча є повідомлення за розвиток тяжкого СГСЯ в циклах з використанням в якості тригера овуляції аГнРГ [17; 46-48].

Частота тяжкого СГСЯ становить 0,72% у циклах із тригером овуляції аГнРГ в групі пацієнток високого ризику, в якій одноразова ін'єкція ХГЛ 1500 МО також використовувалося для підтримки лютеїнової фази під час вилучення ооцитів. Це частота нижча, ніж у циклах з використанням у якості тригера ХГЛ (2-3%) [42; 49]. З іншого боку, Seyhan et al. (2013) [12] повідомили про більш високий рівень захворюваності на СГСЯ (26%) у пацієнток високого ризику, які проходили подібний протокол лікування. Тому для повної профілактики СГСЯ рекомендований сегментований цикл, який включає у якості тригера аГнРГ та вітрифікацію всіх ембріонів, особливо для пацієнток з підвищеною реакцією на КОС [12,13].

СГСЯ класифікується як ранній, коли відбувається через 3-5 днів після того, як введений тригер овуляції, і як пізній, коли розвивається через 5-7 днів після перенесення ембріонів [50]. Випадки пізнього СГСЯ в порівнянні з раннім СГСЯ частіше мають місце в циклі настання вагітності (100 проти 40 %); мають більш високу ймовірність бути тяжким (72,7 проти 42 %), а також найчастіше пов'язані з багатоплідною вагітністю (40 проти 0 %) [49].

Безпеку й надійність протоколу з аГнРГ доповнює в якості засобу для дозрівання ооцитів можливість кріоконсервації ембріонів. Попередження пізнього СГСЯ забезпечується перенесенням одного ембріона або відмовою від перенесення ембріонів у свіжому циклі. Багато клінік, які використовують такі протоколи, повідомляють про відсутність тяжких форм СГСЯ в поєднанні з високою результативністю кріоциклів протягом останніх кількох років [44,45]. Але нещодавно H.M. Fatemi et al. (2014) повідомили за два випадки тяжкого СГСЯ після використання у якості тригера аГнРГ у поєднанні з підходом заморожування усіх ембріонів у протоколі з антГнРГ [18]. Вони наголосили, що стратегія «заморожування» не може повністю усунути СГСЯ у всіх пацієнтів. G. Griesinger et al. (2011) [16] також повідомили за ранній СГСЯ при такому підході, A.S. Gurbuz et al. (2014) [17] описали три випадки раннього розвитку тяжкого СГСЯ після застосування тригера аГнРГ та заморожування усіх ембріонів.

Рецептивність ендометрія (від англійського receptivity – сприйнятливість, чутливість) визначають як комплекс морфофункціональних характеристик ендометрія з чіткими часовими і просторовими константами, що визначають здатність ендометрія до імплантації ембріона [51].

Докази, отримані в результаті досліджень організму людини та тварин, показують, що КОС призводить до гістологічних змін ендометрія в момент імплантації. На моделях тварин було продемонстровано, що КОС впливає на товщину поверхневого епітелію, кількість і довжину мікроворсинок, а також на мітотичну активність у поверхневому епітелії та стромальних клітинах [52, 53]. 

Як дослідження людей, так і тварин встановили, що КОС знижує експресію специфічних інтегринів, пов'язаних з вікном рецептивності [54, 55]. Докази також свідчать, що КОС може впливати на терміни вікна рецептивності, період часу, протягом якого ендометрій здатний до ембріональної імплантації. 

У людей, імплантація зазвичай відбувається через 8-10 днів після овуляції [56]. Гістологічно це представлено залозистими змінами в ендометрії, в якому з’являються суб'ядерні вакуолі, а також появою піноподій на просвітній поверхні епітелію [57]. У циклах КОС ці клітинні зміни відбуваються раніше, ніж у природних циклах. Дослідження біопсій ендометрія, проведених в день забору ооцитів в циклах запліднення in vitro, свідчать за прогресування морфофункціональних змін ендометрія в більшості зразків, при цьому більш значне збільшення цього просування реєструється у молодих пацієнток та тих, хто мав більшу кількість отриманих ооцитів [58, 59]. Гістологічні зміни, які спостерігаються при суперовуляції, також підтверджуються більш ранньою появою системи нуклеарних каналів ендометрія, які є маркером дозрівання ендометрія після КОС [60]. Ця зміна у вікні рецептивності ендометрія може вплинути на імплантацію. Настання вікна імплантації пізніше на три дні пов'язано з невдалою імплантацією [59]. 

Зміни вікна імплантації також може вплинути на розвиток ембріона після його успішної імплантації. Дослідження на мишах дозволяють припустити, що ембріони, які імплантуються поза нормальним вікном рецептивності, більш схильні щодо дефектів формування плаценти та росту плоду [61].

Рецептивність ендометрія може найбільше постраждати у когорті пацієнток з перебільшеною реакцією на КОС. Це може бути пов'язано з тим, що у цих пацієнток спостерігається високі рівні як Е2, так і прогестерону (Р4) під час і після суперовуляції. Клінічні дослідження показують, що більш високі рівні Е2 співвідносяться з більш раннім підвищенням Р4, навіть до введення тригера овуляції ХГЛ [62-65]. Підвищені рівні Р4 (особливо > 1,5 нг/мл) пов'язують з передчасним гістологічним розвитком ендометрія та зниженням частоти настання вагітності після свіжого трансферу в циклах запліднення in vitro [66, 67]. 

У ретроспективному дослідженні 4 032 свіжих циклів запліднення in vitro / інтрацитоплазматичної ін’єкції сперматозоїдів (ICSI), проведених T. Bosch et al. (2010), пацієнтки, які мали рівень Р > 1,5 нг / мл в день введення тригера овуляції ХГЛ, мали частоту настання вагітності 19 % у порівнянні з 31 % випадками у пацієнток з рівнем Р4 <1,5 нг / мл (р<0,001; ВШ 0,53, 95% ДI 0,38-0,72) [62]. Частота настання вагітності не зменшувалася, коли ці ембріони переносили в наступному кріоциклі, що демонструє згубний ефект підвищеного Р4 на ендометрій, а не погану якість ембріонів [68, 69].

Показано, що КОС змінює профілі експресії генів в ендометрії при дослідженні як моделей тварин, так і людей. Декілька досліджень у жінок показали відмінності експресії генів ендометрія між циклами КОС та природними циклами [70-75] (табл. 1.1). 

Таблиця 1.1

Дані досліджень щодо відмінності експресії генів ендометрія між циклами контрольованої оваріальної стимуляції 

та природними циклами
	Дослідження
	Кіль-кість зразків
	Зміна складу, що вважається значною
	Кількість генів

	
	
	
	Збільшення
	Зниження

	Mirkin et al. [45]


	13
	≥1,2
	5–6a
	1–6a

	Horcajadas et al. [46] 
	19
	≥3
	281
	277


Simon et al. [47]

	
	28
	≥2
	22–88a
	24–100a


Horcajadas et al. [48]

	
	49
	–
	69
	73


Liu et al. [49]

	
	13
	≥2
	5–244a
	2–159a


Haouzi et al. [50]

	
	84
	≥2
	321–657a
	0–4a


Примітка. а – діапазони представлені варіаціями між різними протоколами стимуляції.

Вивчення біопсій ендометрія у жінок після активної реакції на КОС в порівнянні з біопсією у контрольних пацієнток показало суттєві відмінності експресії генів між двома групами. Ідентифіковані гени були залучені до численних шляхів, які вважаються учасниками імплантації, включаючи шлях сигналізації Wnt, який, як відомо, є важливим в естроген-опосередкованому рості матки та імплантації у мишей та STC1, який, як було показано, є важливим в ангіогенезі у мишей [74].

Дослідження R. Weinerman, M. Mainigi (2014) [22] вивчало експресію генів у біоптатах ендометрія, отриманих від донорів ооцитів після КОС або в природних циклах. Була виявлена різниця в експресії понад 150 генів, включаючи гени, що регулюють ангіогенез і ранню імплантацію. В іншому дослідженні, яке порівнювало біоптати ендометрія в стимульованих та природних циклах, виявлено зміни експресії генів ендометрія з урахуванням 2-4-денного прискорення при розвитку під час КОС в порівнянні з природними циклами, що узгоджується зі змінами вікна рецептивності через КОС [73]. Ці зміни можуть бути безпосередньо пов'язані зі змінами рівнів естрогенів та Р4 після КОС. Вивчення біоптатів ендометрія після стимуляції яєчників та забору ооцитів показало різницю експресії генів ендометрія у пацієнток із підвищеним Р4 у день тригера ХГЛ у порівнянні з пацієнтами з нормальним Р4 [76]. Ці дослідження дозволяють припустити, що КОС може зашкодити імплантації шляхом зміни генів, що мають вирішальне значення для взаємодії між ендометрієм та ембріоном, особливо якщо розвивається СГСЯ.

Існують певні дані як у мишей, так і у людини щодо диференційованої підтримки експресії генів ендометрія в залежності від протоколу КОС, і це може впливати на імплантацію, плацентацію та розвиток плода [77, 78]. 

Отже, на сьогоднішній день доведено, що використання КОС в циклах запліднення in vitro змінює морфофункціональні властивості та рецептивність ендометрія, час та тривалість вікна імплантації. Дані за зміни морфофункціональних властивостей та рецептивності ендометрія в динаміці після КОС, ускладненому СГСЯ, поодинокі.
1.2. Сегментація лікувального циклу запліднення in vitro як метод профілактики прогресування синдрому гіперстимуляції яєчників і стратегія синхронізації розвитку ембріона і морфофункціонального статусу ендометрія

Перенос свіжих ембріонів є звичайною практикою в більшості випадків запліднення in vitro, коли такі ембріони доступні. У деяких випадках лікувальний цикл запліднення in vitro може бути сегментований, усі ембріони можуть бути кріоконсервованими без переносу свіжого ембріона, найчастіше – для запобігання або як метод профілактики прогресування СГСЯ при надлишку розвитку фолікулів. Після відновлення яєчників ембріони розморожують і переносять в матку в природному циклі, циклі замісної гормонотерапії або стимульованому циклі. При перенесенні свіжого ембріону ліки, призначені для КОС, або результуючі супрафізіологічні рівні статевих стероїдів можуть змінювати рецептивність ендометрія [79-81] і негативно впливати на трофобластичну інвазію або плацентацію [82]. 

Кріоконсервація ембріонів людини була вперше описана в 1983 році A. Trounson, L. Mohr [83]. З цього моменту трансфер вітрифікованих/відігрітих ембріонів широко використовується для збільшення кумулятивної кількості вагітностей на цикл запліднення in vitro, що дало додаткові шанси на вагітність без подальшої процедури забору ооцитів. Кріоконсервація ембріонів дозволяє здійснювати перенесення одного ембріона після аспірації ооцитів, уникнути багатоплідних вагітностей [84], і є стратегією попередження СГСЯ або затримки перенесення ембріону, якщо морфофункціональний стан ендометрія не є оптимальним [85]. 

Спостереження показали, що після трансферу вітрифікованих/відігрітих ембріонів рівень одноплідної вагітності вище, ніж після перенесення свіжих ембріонів [86]. Метааналіз з 11 спостережних досліджень довів, що вагітність після трансферу вітрифікованих/відігрітих ембріонів пов'язана з меншим ризиком передчасних пологів, низької ваги новонароджених та перинатальної смертності, ніж вагітність від перенесеного свіжого ембріона [14, 15]. В подальшому інші дослідження, що порівнюють дві процедури, показали кращі показники вагітності за допомогою трансферу вітрифікованих/відігрітих ембріонів [87, 88]. Проте, цикли з трансфером вітрифікованих/відігрітих ембріонів пов'язані з більш високим рівнем макросомій [89, 90] та більш високим рівнем ризику виникнення placenta accreta [91, 92].

Причинно-наслідкові зв'язки між периімплантаційним середовищем та перинатальними наслідками підтверджені кількома дослідженнями, які демонструють, що несприятливі ефекти периімплантаційного середовища є найбільш значущими у тих пацієнтів, які найбільш активно реагують на КОС [93-95]. Пілотне дослідження A.N. Imudia et al. (2013) показало, що у пацієнтів з високим ризиком СГСЯ, які обрали кріоконсервацію усіх ембріонів, показники прееклампсії та народження малих за вагою дітей, які визначаються як <10% для гестаційного віку, були нижчими, ніж у пацієнток, які вирішили продовжити перенесення ембріонів [95]. Ця група також виявила більш високі показники прееклампсії та народження дітей з малою для гестаційного віку вагою у пацієнтів з рівнем Е2, більшим за 90-й процентиль, що свідчить про те, що енергійна реакція на суперовуляцію може бути пов'язана з більшим ризиком несприятливих результатів вагітності (ВШ для народження дітей з малою вагою – 9.40, 95% ДI 3,22-27,46; ВШ для прееклампсії – 4,79, 95% ДІ 1,55-14,84) ​​[96].

Отже, аналіз досліджень показує, що ненормальний гормональний фон після КОС безпосередньо чи опосередковано несприятливо впливає на ендометрій, ранній ембріон, ранню імплантацію та плацентацію. Ці дані разом з неоднозначними недавніми епідеміологічними спостереженнями підтверджують перевагу перенесення кріоконсервованих ембріонів у більш фізіологічне гормональне середовище порівняно з переносом свіжих ембріонів одразу після КОС. У доступній літературі ми не знайшли робіт, присвячених оцінки стану морфофункціонального ендометрія у жінок з СГСЯ, що потребує проведення подальших досліджень. Також важливим є питання, коли переносити ембріон при сегментації циклу.

1.2. Можливі патогенетичні механізми зміни морфофункціональних властивостей ендометрія під час контрольованої оваріальної стимуляції

Розуміння механізму, за допомогою якого КОС призводить до вище вказаних змін ендометрія та результатів ембріональної імплантації, є критичним як для нашого розуміння ранньої імплантації, так і для визначення того, як краще змінити несприятливі ефекти. 

Стимуляція яєчників призводить до утворення кількох лютеїнових тіл, які виділяють кілька факторів, які можуть відігравати певну роль у вказаних змінах. Потенційними медіаторами, які можуть відігравати певну роль у впливі КОС як на ендометрій, так і на ембріон, що імплантується, є підвищені рівні Е2, Р4 і VEGF [97-99].
КОС призводить до утворення кількох фолікулів, кожен з яких виділяє Е2 в кровообіг. Таким чином, рівні E2, на відміну від природного циклу з єдиним домінантним фолікулом є значно вищими після суперовуляції через наявність кількох фолікулів. Середні рівні E2 в природному циклі складають 200-300 пг/мл, тоді як при заплідненні in vitro не рідкістю є рівень E2 до 1500-5000 пг/мл [94]. 

СГСЯ характеризується ще більш вираженим гормональним дисбалансом. За даними Л.Н. Щербаковой, О.Б. Паниной (2009) [100], концентрація E2 на 14-й день після перенесення ембріона в групі СГCЯ перевищувала таку в групі порівняння в 15 разів (16819±2849 пмоль/ л проти 1 123±306 пмоль/л). Крім того, при СГCЯ відзначалася підвищена секреція не тільки E2, а й P4, проте виражена вона була в меншій мірі, а, отже, співвідношення концентрацій P4 і E2 змінювалося на користь останнього. Відносна гіперестрогенія при СГСЯ приводила до порушень секреторної трансформації ендометрія, і, як наслідок, до порушень адаптаційних механізмів розвитку і невиношування.

Протилежну точку зору мають C.K. Xu, S.B. Tang (2014) [101], які провели дослідження впливу СГСЯ на ендометрій в експерименті на щурах. Вони визначали рівень ендометріальної мРНК естрогенових рецепторів, рецепторів до Р4, HOXA-10 та LIF за допомогою напівкількісної ПЛР та рівня естрогенових рецепторів, рецепторів до Р4, HOXA10, LIF та αvβ-3 інтегринів за допомогою вестерн-блоттингу. Розвиток піноподій у групі СГСЯ трохи затримувався, тоді як у групі регулярної стимуляції їх розвиток був суттєво пригнічений. Транскрипція мРНК в групі регулярної стимуляції була нижчою, а транскрипція в групі гіперстимуляції не відрізнялася від контрольної. Експресія протеїнів була найменшою при регулярній стимуляції. Автори прийшли до висновку, що СГСЯ асоціюється із сприятливою рецептивністю ендометрія, подібною до тої, що спостерігається в нормальному циклі, у той же час рецептивності збільшується порівняно із звичайним протоколом стимуляції.

Існує зростаюча частина літератури для підтвердження клінічного спостереження, що підвищення пікових рівнів Е2 пов'язане зі зниженням успіху після запліднення in vitro, а також посилення несприятливих наслідків, включаючи плоди з малою вагою для гестаційного віку та прееклампсію [93, 94, 96, 102]. Попередні дані дозволяють припустити, що вітрифікація з подальшою перенесенням вітрифікованих/відігрітих ембріонів у нестимульованому циклі зменшує ці ризики [95].

У дослідженнях на мишах введення високих доз Е2 у формі ін'єкцій індукує рефрактерний стан в ендометрії [103-105]. Навпаки, низькі дози Е2 підтримують рецептивний ендометрій [106]. Проте ендометрій миші відрізняється від людини за відповіддю на естрогени і Р4, тому важко екстраполювати безпосередньо на клінічне запліднення in vitro [107]. Незважаючи на це, як показано, високі дози Е2 також впливають на людську тканину ендометрія. В одному дослідженні in vitro ембріони миші були поміщені в культуру з тканинами ендометрія людини, отриманими від фертильних жінок. Вплив високих рівнів Е2 на ендометрій призвів до порушення розвитку ембріонів та зменшення адгезії [108].

Е2 також впливає на проліферацію людських ембріональних стовбурових клітин in vitro. В одному дослідженні людські ембріональні стовбурові клітини культивували з різними рівнями Е2. Фізіологічні рівні E2 індукували проліферацію стовбурових клітин, тоді як супрафізіологічні рівні порушували проліферацію клітин, можливо, через зниження регуляції гена HDAC1 (гістон-деацетилази-1), що, як відомо, є важливим для розвитку ембріона, ацетилювання гістону та експресії генів [109].

 Е2 також може впливати на диференціювання та вторгнення трофобласта, які є основними етапами створення добре функціонуючої плаценти. У кількох дослідженнях нелюдських приматів, E.D. Albrecht et al. (2006) показали, що екзогенний естроген, введений під час ранньої вагітності, перешкоджає надмірному вторгненню трофобласту до спіральних артерій матки [110, 111]. Ця група також встановила, що передчасне підвищення естрогенів на ранніх термінах вагітності зменшує реконструкцію судин матки та призводить до ненормальної динаміки матково-плацентарного кровоплину [112].

Р4, як відомо, є вирішальним для сприйнятливості ендометрія людини, індукує зміни гістології ендометрія та експресії генів, які є критичними для імплантації ембріона [61]. Субтільні підвищення Р4 у період КОС можуть, таким чином, впливати на імплантацію ембріона внаслідок змін рецептивності ендометрія та експресії генів, у тому числі зміщення періоду часу, який ендометрій сприйнятливий до імплантаційного ембріона [66, 76]. Клінічні дослідження підтвердили, що підвищений рівень P4 до застосування ХГЛ пов'язують із зниженням вагітності при заплідненні in vitro, що свідчить про те, що підвищений рівень Р4 фактично зсовує вікно рецептивності та зменшує нормальну імплантацію ембріона [62, 66]. Призначення препаратів Р4 протягом лютеїнової фази змінює експресію генів ендометрія, і підтримка лютеїнової фази може бути в змозі подолати деякі зміни рецептивності ендометрія, індуковані іншими аспектами суперовуляції [78, 113, 114]. Незважаючи на те, що підтримка Р4 надається пацієнткам як під час свіжих, так і заморожених циклів перенесення ембріонів, терміни впливу Р4 різняться у свіжому циклі, оскільки передчасне підвищення рівня Р4, яке часто спостерігається при КОС у свіжому циклі, не відбувається в кріоциклі. Р4 також може бути безпосередньо залученим до проліферації судин, необхідних для імплантації, як це повідомлялося в дослідженні на мишах, яке показало, що P4 стимулює проліферацію ендотеліальних клітин [115]. Крім того, нещодавнє дослідження показує, що P4 може бути ще більше задіяний в ембріональну імплантацію шляхом регулювання VEGF, ангіогенного чинника, важливого для імплантації у людини [116].

Здається, що VEGF має суттєву роль у процесі нормальної імплантації. Відомо, що він секретується жовтим тілом, передімплантаційним ембріоном та ендометрієм [117]. VEGF стимулює ангіогенез і вважається критичним для вторгнення трофобласта та реконструкції спіральних артерій. Він тісно регулюється ендометрієм матки, а порушення експресії VEGF можуть бути пов'язані як з порушеннями, так і з надмірним втручанням трофобласта, що може призвести до синдромів плацентарної дисфункції, таких як прееклампсія [118]. Розчинна форма рецептора VEGF-1, s-FLT1, специфічно пов'язана з прееклампсією. Підвищена концентрація s-FLT1 в сироватці крові може вказувати на ризик прееклампсії ще до появи клінічних ознак або симптомів [118].

Відомо, що КОС впливає на рівні VEGF на рівні як жовтого тіла, так і ендометрія. Після лютеїнізації, гранульоза-лютеїнові клітини виробляють VEGF, і це виробництво збільшується в присутності ХГЛ [31]. Рівні VEGF у сироватці крові значно підвищені після КОС у порівнянні з природним зачаттям як у людей, так і у мишей [119, 120]. КОС також призводить до посилення експресії VEGF ендометрієм. Дослідження біоптатів ендометрія від фертильних донорів ооцитів через 5-8 днів після овуляції в природних та стимульованих циклах показало підвищення рівня VEGF в ендометрії під час стимульованих циклів у порівнянні з природними циклами [121].

Хоча не встановлено прямих кореляцій між рівнями VEGF та несприятливими результатами вагітності, дані досліджень СГСЯ свідчать про зв'язок VEGF із дефектами в процесах плацентації та росту плоду. Було показано, що вагітності, ускладнені СГСЯ, пов'язані з більш високими показниками несприятливих перинатальних результатів, включаючи передчасні пологи, дітей з малою вагою щодо гестаційного віку та прееклампсію [122, 123]. Одне з цих досліджень виявило потрійне збільшення числа дітей з малою вагою щодо гестаційного віку, пов'язане з розвитком СГСЯ [122]. Незважаючи на те, що точний механізм цих несприятливих результатів при СГСЯ невідомий, дослідження людей та інших тварин підтвердили роль VEGF в патогенезі СГСЯ [124, 125]. В моделі щурів СГСЯ блокування активації VEGF-R2, одного з основних рецепторів VEGF, призвело до регресу патології, включаючи судинну проникність [124]. Дослідження пацієнток лікувальних циклів ДРТ із СГСЯ в порівнянні з тими, хто не страждав на СГСЯ, виявили більш високий рівень вільного VEGF у сироватці крові жінок з СГСЯ [125].

Додаткова підтримка причинно-наслідкових зв'язків між VEGF та несприятливими перинатальними наслідками пов'язана з дослідженнями тварин, які не визнають ролі VEGF як у плацентарному васкулогенезі, так і у матковому ангіогенезі. Вивчення місць імплантації мишей показало, що VEGF є ключовим регулятором децидуального ангіогенезу, зокрема, виявлено, що VEGF впливає як на кількість судин, так і на просторовий розподіл ангіогенезу на ранніх термінах вагітності [116]. У моделі нелюдиноподібних приматів зменшення рівнів VEGF змінює естроген-індуковані зміни проліферації ендотеліальних клітин, що дозволяє вважати, що VEGF є основним посередником раннього ангіогенезу [111].

Таким чином, ефекти КОС на рецептивність ендометрія можуть впливати як на швидкість, так і на якість імплантації, включаючи вплив на ранню плацентацію. У контексті КОС необхідні подальші дослідження, щоб з'ясувати вплив порушеної рецептивності ендометрія на імплантацію, плацентацію та зростання плоду. 

Незважаючи на те, що зміни в протоколах КОС можуть сприятливо змінити експресію генів ендометрія, зараз немає достатніх доказів, щоб рекомендувати оптимальний режим максимізації сприятливих профілів ендометріального геному. За відсутності остаточних досліджень, кріопереноси ембріонів мінімізують будь-які потенційні відмінності в протоколах шляхом перенесення всіх ембріонів у фізіологічне середовище, яке не піддавалося впливу КОС. 

Цілком імовірно, що багато факторів відіграють роль у опосередкуванні впливу КОС на імплантацію та розвиток ембріона та плаценти. Ці фактори можуть регулювати один одного, оскільки дослідження вказують на те, що Е2 і Р4 обидва відіграють певну роль у регулюванні VEGF. Cинхронність ембріона і ендометрія має вирішальне значення для успішної імплантації при заплідненні in vitro Необхідні дослідження, які допоможуть з'ясувати механізми, за допомогою яких КОС погіршує імплантацію, плацентацію та зростання плоду, включаючи роль як гормональних, так і ангіогенних чинників. 

Отже, оптимальна схема для підготовки ендометрія в циклі переносу вітріфікованих/відігрітих ембріонів потребує подальшого з'ясування, особливо якщо гормональне середовище справді грає шкідливу роль. Оскільки механізми впливу КОС на імплантацію та плацентацію стають ще більш зрозумілими, практика запліднення in vitro може бути модифікована для оптимізації навколишнього середовища для імплантації. Потрібні подальші дослідження, як клінічні, так і трансляційні. До цього часу, переважно вітрифікація ембріонів та їхній перенос в більш фізіологічне середовище можуть зменшити принаймні ризики, пов'язані з СГСЯ. 

1.2.  Діагностика рецептивності ендометрія у циклах запліднення in vitro
Для оцінки рецептивності ендометрія було запропоновано різні методики, такі як оцінка розвитку піноподій у період очікуваного вікна імплантації, молекулярні та ехографічні маркери [126, 127].
Експресію маркерів рецептивності в ендометрії можна оцінити при ІГХ дослідженні та СЕМ біоптатів ендометрія в період очікуваного вікна імплантації.

В якості ключових морфологічних маркерів рецептивності ендометрія тривалий час розглядаються піноподії, що представляють собою випинання мембрани на апікальній поверхні епітеліальних клітин ендометрія діаметром ~ 6 мікрометрів, що утворюються під дією Р4. Єдиним достовірним методом для вивчення піноподій на сьогоднішній день є СЕМ [128]. Вважається, що тривалість існування розвинених піноподій обмежується коротким періодом протягом 24-48 годин у дні піку ЛГ + 6-8 (19-21-й дні), в той час як в циклах КОС піноподії з'являються на 1-2 дні раніше [129,130]. Поява піноподій в середині лютеїнової фази асоційована зі збільшенням секреції Р4 і експресією LIF, рецептора LIF (LIF-R), інтегринів αvβ3, епідермального фактора росту і глутаредоксину, що передбачає їх безпосередню участь в процесі імплантації. У той же час велике значення в розвитку піноподій грає гомеобокс-вміщуючий ген HOXA-10, блокування експресії якого різко зменшує їх кількість [131]. 
Необхідно відзначити, що в літературі немає єдиної думки щодо тривалості періоду існування і часу появи піноподій. Так, за даними досліджень, присутність зрілих піноподій на поверхні ендометрія в лютеїновій фазі варіює від декількох годин до тижня, тому логічно припустити, що вони не можуть бути маркером точного часу оптимальної рецептивності ендометрія. У досліджені на мишах показано, що СГСЯ асоціюється з сприятливою рецептивністю ендометрія, подібній до тої, що спостерігається в нормальному циклі, і рецептивністю, яка збільшена порівняно з такою, що спостерігається за звичайним протоколом стимуляції, хоча автори вказують на затримання розвитку піноподій у групі СГСЯ [132].

В процесі імплантації обмін сигналами між бластоцистою і ендометрієм здійснюється, в тому числі, за допомогою молекул адгезії. Вони забезпечують взаємодію клітин між собою і елементами міжклітинного матриксу. Сімейство молекул клітинної адгезії представлено чотирма групами, а саме інтегринами, кадгеринами, селектинами та імуноглобулінами. Інтегрини є найбільш вивченої групою і являють собою сімейство гетеродімерних білків, молекула яких складається з нековалентно пов'язаних α і β-субодиниць [133]. В ендометрії на 20-24-й день експресуються три інтегрина: α1β1, α4β1, αVβ3, але тільки збільшення експресії мРНК β3 інтегринової субодиниці відбувається після 19-го дня і не виявляється раніше. Інтегрини регулюють процеси взаємодії клітин трофобласта з складовими базальної мембрани і позаклітинного матриксу [134]. Низький рівень інтегринів αVβ3 асоційований з безпліддям неясного генезу, недостатністю лютеїнової фази, ендометріозом, гідросальпінксом, СПКЯ [135].

Одним з ключових ангіогенних факторів, що відіграють важливу роль в розвитку фізіологічного та патологічного ангіогенезу в ендометрії є VEGF-А. Він сприяє підвищенню проникності кровоносних судин в ендометрії і проліферативної активності ендотеліальних клітин, пригнічує апоптоз, стимулює вивільнення ендотеліальними клітинами спіральних артерій оксиду азоту та простацикліну, що сприяє вазодилатації [136]. В ендометрії VEGF-А переважно експресується в залозистих епітеліальних клітинах і дифузно – у стромі, причому пік експресії припадає на середину секреторної фази, що відповідає періоду максимальної активності ендометріальних клітин. Біологічна активність VEGF-А реалізується за рахунок зв'язування з трьома тирозинкіназними рецепторами: VEGFR-1, 2 і 3. На ранніх стадіях імплантації VEGF-А бере участь в координації процесів диференціювання, міграції та інвазії трофобласта. Локальна гіпоксія і ішемія в тканинах ендометрія, що виникає в передменструальний період, є основним регулятором ангіогенезу і грає важливу роль в синтезі VEGF-А. Фактор, індукований гіпоксією 1-альфа (HIF-1-α) – транскрипційні фактор, який у відповідь на зменшення вмісту кисню стимулює підвищення експресії VEGF-А, його рецепторів та інших ангіогенних факторів [137]. У пацієнток з недостатністю імплантації без органічної патології ендометрія виявлено зниження експресії VEGF-A в середню фазу секреції [138]. Виявлено достовірне зниження рівня VEGF-А в ендометрії у жінок з невдалими спробами запліднення in vitro [139]. Таким чином, порушення ангіогенезу може бути причиною порушення імплантації, циклічної трансформації ендометрія і мимовільних викиднів.

LIF, за даними більшості дослідників, один з ключових паракринних маркерів, що регулює безліч процесів до і під час імплантації бластоцисти. LIF активує децідуалізацію строми за рахунок підвищення продукції цитокінів і простагландинів, збільшує експресію генів, залучених в трансформацію ендометрія в рецептивний стан, регулює ріст і розвиток ембріона, стимулює диференціацію трофобласта, бере участь у залученні імунних клітин до місця імплантації, забезпечує взаємодію клітин трофобласта з ендометрієм за допомогою піноподій і молекул адгезії, грає важливу роль в інвазії ембріона [140]. LIF має властивості прозапального та гемопоетичного цитокіна і частково дублює біологічні властивості IL-6, IL-11, онкостатіна М внаслідок наявності з даними цитокінами загального мембранного рецептора gp130. Експресується LIF в залозистому епітелії і стромі протягом усього менструального циклу, досягає максимуму в середню фазу секреції і залишається відносно високим майже до кінця менструального циклу [141]. Виявлено зниження експресії LIF в ендометрії у пацієнток з безпліддям неясного генезу і звичною недостатністю імплантації в порівнянні з помірною експресією в проліферативну фазу і високою в секреторну у фертильних жінок [142]. P. Serafini et al. (2008) повідомили, що у жінок з безпліддям з вираженою експресією LIF в середині лютеїнової фази шанси на досягнення вагітності були в 6 разів вище, ніж у пацієнток зі зниженою експресією LIF [143].

IL-6 являє собою багатофункціональний цитокін, який грає важливу роль в імунній відповіді, реакції гострої фази, кровотворенні і може проявляти як про -, так і протизапальні властивості [144]. IL-6 переважно експресується в середній та пізній секреторною фазах, в той час як ендометрій піддається впливу стероїдних гормонів, з чого можна припустити, що вони можуть регулювати його експресію [145]. Свою дію IL-6 здійснює шляхом зв'язування з комплексом рецепторів, що складаються з двох мембранних білків IL-6R і gp130 [146]. Даний цитокін відіграє важливу роль в регуляції процесів диференціювання та інвазії трофобласта і ремоделювання маткових спіральних артерій. Дослідження останніх років показують, що зміна рівня IL-6 або його біологічної активності асоційована з ризиком спонтанного переривання вагітності [147]. B. Demir et al. (2009) виявили значне підвищення концентрації IL-6 в сироватці крові у жінок з безпліддям неясного генезу в порівнянні з контролем [148]. Таким чином, IL-6, можливо, є одним з молекулярних тригерів, які беруть участь в активації процесу плацентації.

У період вікна імплантації в ендометрії міститься велика кількість імунокомпетентних клітин, які є одними з найважливіших у взаємодії ембріона з ендометрієм. Природні кілерні клітини (NK-клітини) представляють саму велику популяцію лімфоцитів (65-70%), на частку ж антиген-презентуючих клітин, таких як макрофаги, припадає близько 10-20%, дендритні клітини складають 2-4% [120]. NK-клітини відіграють важливу роль в регуляції материнської імунної відповіді на інвазію трофобласта, ремоделювання спіральних артерій, регуляцію диференціювання клітин строми і є джерелом цитокінів та факторів росту, таких як фактор некрозу пухлин, IL-8, IL-10, IL1β, трансформуючого фактора роста-β1, колонії стимулюючого фактору росту-1, LIF і інтерферону-γ [49]. Типовими маркерами NK-клітин є молекули адгезії CD56+ і рецептор для Fc-фрагмента імуноглобуліна СD16 [149]. Кількість NK-клітин значно зростає в стромі ендометрія в секреторну фазу менструального циклу. Однак, надмірне підвищення числа ендометріальних NK-клітин призводить до безпліддя, імплантаційної недостатності, звичного невиношування вагітності [150]. E. Tuckerman et al. (2010) продемонстрували підвищення кількості CD56+ клітин у зразках ендометрія в період вікна імплантації у жінок з імплантаційною недостатністю в порівнянні з фертильними [151].

Існуючі методи оцінки рецептивності ендометрія з визначенням перерахованих маркерів є інвазивними і при високій інформативності мають свої обмеження – застосуються тільки в циклах обстеження. У зв'язку з цим, актуальним є пошук неінвазивних методів, що дозволяють оцінити рецептивність ендометрія безпосередньо в циклах перенесення ембріонів.

Відповідно до сучасних уявлень, у процесі імплантації важлива роль належить реципрокним взаємодіям ендометрія з одного боку, і бластоцисти, з іншого боку. Цей процес опосередковується різними паракринними регуляторами: цитокінами, простагландинами, факторами росту, сімейством молекул адгезії, компонентами міжклітинної речовини та ін. Вивчення характеру експресії молекул, залучених до процесу імплантації, представляється перспективним в оцінці рецептивності ендометрія [152].

Проведені дослідження, які виявляють взаємозв'язок експресії молекул в тканини ендометрія з його вмістом в змивах з порожнини матки і в цервікальному слизі [153-155]. Однак ці роботи не мають поки широкої клінічної інтерпретації і мало застосовуються на практиці.

Зазвичай використовувані ехографічні маркери, які включають товщину ендометрія та його якісні характеристики. Адекватний кровоплин в ендометрії вважається необхідним для покращення результатів настання вагітності в циклах запліднення in vitro [156]. В якості маркерів рецептивності ендометрія була запропонована реєстрація трьохшарової структури ендометрія та наявності його товщини більше за 7 мм, але вони дали високий відсоток помилково-позитивних результатів[156].

У роботі J.A. Gingold et al. (2015) [157] доведено, що патерн ендометрія, але не його товщина впливає на темпи імплантації перенесених еуплоїдних ембріонів.

Добре кровопостачання ендометрія, як правило, вважається необхідним для імплантації. Передбачається, що тонкий ендометрій має субоптимальний кровоплин, а різні препарати, наприклад, аспірин в низьких дозах, вагінальний силденафіл, можуть покращити кровоплин і розвиток ендометрія. Підвищений пульсативний індекс маткових артерій був пов'язаний з низькою імплантацією та частотою вагітності. Проте допплерівська велосіметрія маткових артерій має невелику специфічність для прогнозування вагітності. Імплантація бластоцисти в ендометрій, а отже, ендометріальний кровоплин більш відповідним чином відображає рецептивність матки [158].

Незважаючи на те, що співвідношення між кровоплином в ендометрії та частотою вагітності було оцінено у багатьох дослідженнях у свіжих циклах перенесення ембріонів, існує мала кількість даних в замороженому та розмороженому циклі переносу ембріонів [23, 158]. З розвитком у галузі кріобіології та рухом до переносу запланованих одиночних ембріонів різко зросла потреба в поліпшенні частоти настання вагітності в циклах трансферу вітрифікованих/відігрітих ембріонів. 

Отже, успішна імплантація передбачає якісний ембріон, рецептивний ендометрій та перехресний діалог між ними. Незважаючи на перенос якісних ембріонів (виявлених за стандартними ембріологічними методами) під час запліднення in vitro, більшість ембріонів не можуть імплантуватися, що робить пошук високоінформативних малоінвазивних методів оцінки рецептивності ендометрія дуже важливим.

1.3. Підготовка ендометрія щодо переносу вітрифікованих/відігрітих ембріонів в сегментованому циклі запліднення in vitro
В останні роки предметом активного обговорення наукової спільноти стає проблема підвищення результативності кріоциклів, ефективність якої визначається як якістю вітрифікованих/відігрітих ембріонів, так і структурно-функціональною повноцінністю ендометрія [152, 159].

Важливим завданням репродуктолога є повноцінна підготовка ендометрія до кріопереносу. Аналіз сучасної наукової літератури показав, що найбільш часто в клінічній практиці застосовуються такі протоколи, як перенесення розморожених ембріонів в природному овуляторному менструальному циклі, гормональна підготовка ендометрія препаратами Е2 і Р4, а також перенесення розморожених ембріонів на тлі індукції овуляції «м'якими» схемами стимуляції [160-162].

Гранульозні клітини з фолікулів, що розвиваються, генерують Е2 у відповідь на стимуляцію гонадотропінами в природних циклах. Ендометрій набуває рецептивності до ембріональної імплантації, реагуючи на дію Р4 на відповідному шарі ендометрія. Естрогенна стимуляція може призвести до проліферативних змін ендометрія та індукції рецепторів Р4. Ендометрій піддається глибоким конформаційним та біохімічним змінам, від проліферативних до секреторних, з супутньою індукцією рецептивності ендометрія та відкриттям вікна імплантації у відповідь на Р4. Під час вікна імплантації ендометрій, який раніше був несприйнятливий до ембріональної імплантації, набуває функціонального стану, необхідного для рецепції бластоцисти [26].

Перенос вітріфікованих/відігрітих ембріонів має важливі наслідки для ведення жінок, які зазнають КОС в циклах запліднення in vitro [163]. Як повідомляється, перенос заморожених ембріонів здійснюється протягом природного циклу після спонтанної овуляції. 

У дослідженні V. Morozov et al. (2007) [164] більш високий показник вагітності спостерігався у реципієнтів, які пройшли трансфер вітрифікованих/відігрітих ембріонів в природному циклі, ніж в циклі замісної гормонотерапії. Рівень Е2 був більшим у циклах замісної гормонотерапії, ніж в природному циклі. Вікно маткової рецептивності закривається раніше на більш високому рівні ендогенних естрогенів та обмежує час для успішної імплантації ембріонів. Відповідно до цих результатів, замісна гормонотерапія у порівнянні з природним циклом переносу кріоембріонів була пов'язана зі зниженням показників вагітності. 

У дослідженні М. Eftekhar et al. (2013) [26] для кінцевого дозрівання ооцитів використовували ХГЛ. Було висловлено припущення, що ХГЛ, призначений для кінцевого дозрівання ооцитів у стимульованих циклах запліднення in vitro, може спричинити дефект лютеїнової фази через придушення виробництва ЛГ через механізм зворотного зв'язку [165], хоча застосування ХГЛ не знижувало регуляцію секреції ЛГ в лютеїновій фазі регулярних та нестимульованих циклів у жінок з нормальною овуляцією [93]. Крім того, у цьому дослідженні у жодної з пацієнток не розвинулася передчасна лютеїнізація. Передчасний сплеск ЛГ визначається як рівень ЛГ ≥ 10 МО/л та рівень Р4 ≥1,0 ​​нг/мл у день введення ХГЛ [94]. Підвищений рівень Р4 прискорює трансформацію ендометрія, тому трансфер ембріонів 3-го дня відбувається в асинхронний ендометрій з наступною відмовою встановлення перехресного діалогу ембріон-ендометрій, що призводить до невдалої імплантації [95].

Звісно, що Р4 викликає секреторну трансформацію ендометрія в лютеїновій фазі [166] та індукує цю зміну після достатнього впливу естрогенів, покращує рецептивність ендометрія [167]. Р4 не тільки підтримує розвиток ендометрія, але також підтримує виживання ембріона, зміщує імунну систему на виробку незапальних Th2-цитокінів [168]. Крім того, шляхом індукування синтезу оксиду азоту в децидуа, він посилює місцеву вазодилятацію та матковий спокій [168]. Дослідження R. Orvieto et al. (2007) показало, що в штучних кріоциклах висока доза Р4 в лютеїновій фазі призвела до більш високої частоти клінічної вагітності [169].

На відміну від дослідження Eftekhar et al. (2013) [26], Bjuresten et al. (2011) [25] доповіли, що підтримка Р4 покращила частоту живонароджуваності після перенесення ембріона в природних циклах. У цьому дослідженні жінки отримували вагінальний Р4 у дозі 400 мг двічі на день з дня перенесення ембріону. Автори приписують збільшення частоти живонароджуваності до впливу вагінального Р4. Вагінальний Р4 призводить до адекватного розвитку ендометрія, незважаючи на низький вміст Р4 в сироватці крові.

Недавній метааналіз, проведений E.R. Groenewoud et al. (2017), показав відсутність істотної різниці та будь-яких переваг у живонародженні при різних методах підготовки ендометрія під час стандартних протоколів кріопереносів [170].

За даними літератури, після невдалої спроби запліднення in vitro в лікувальному циклі гіпоталамо-гіпофізарно-яєчниковій системі потрібен час для відновлення. І в зв'язку з цим більшість клінік вимагають паузу між проведенням неефективного стимульованого циклу і циклом, в якому проводиться перенесення в матку відігрітих після вітрифікації ембріонів [23]. Але до теперішнього часу не встановлено оптимальний часовий інтервал між цими циклами.
 Н.В. Протопопова и др. (2012) проаналізували ефективність лікування безпліддя в залежності від тривалості такого інтервалу. Проведений аналіз показав, що в їхньому відділенні перенесення розморожених ембріонів в 27,1% випадків проводиться в перші 3 місяці після стимульованого циклу, в 28% - протягом 4, 5, 6 місяців, в 44,9% - через 6 місяців після лікувального циклу. Однак частота настання вагітності при перенесенні відігрітих після вітрифікації ембріонів у вищевказані тимчасові інтервали не мала статистично значущих відмінностей і становила 25; 27,3; 30,2 % відповідно [171].

Отже, дані літератури щодо оптимального часового інтервалу між проведенням стимульованого циклу і циклом, в якому проводиться перенесення в матку відігрітих після вітрифікації ембріонів, протоколу підготовки ендометрія до такого трансферу є суперечливими, а для когорти пацієнток з СГСЯ – відсутні, що потребує проведення подальших досліджень.
На підставі проведеного огляду літератури можна зробити висновок, що СГСЯ – серйозне ятрогенне ускладнення запліднення in vitro. Основними методами його профілактики є КОС з антГнРГ, тригер овуляції аГнРГ, вітрифікація ембріонів, сегментація циклу, трансфер вітрифікованих/відігрітих ембріонів. Мало вирішеними питаннями є малоінвазивна діагностика рецептивності ендометрія під час проведення запліднення, вибір оптимального часового інтервалу між проведенням стимульованого циклу і циклом, в якому проводиться перенесення в матку відігрітих після вітрифікації ембріонів, протокол підготовки ендометрія до такого трансферу для когорти пацієнток з СГСЯ. Тому дисертаційна робота, метою якої є підвищення частоти живонародження у жінок з безпліддям при заплідненні in vitro, ускладненому СГСЯ, за рахунок вивчення патогенезу морфофункціональних змін ендометрія після КОС, розробки малоінвазивних методів оцінки рецептивності ендометрія та індивідуалізованої методики підготовки ендометрія щодо трансферу вітрифікованих/відігрітих ембріонів, є актуальною.

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1. Дизайн дослідження

Робота виконувалася на базі кафедри акушерства та гінекології Донецького національного медичного університету МОЗ України (виконуючий обов’язки ректора д.мед.н., професор П.Г. Кондратенко), Клініки репродуктивної медицини доктора Айзятулової (директор – д.мед.н., с.н.с. Е. М. Айзятулова), Українсько-французького центру репродуктивних функцій людини «Сім’я» (директор – В. А. Хуцишвілі), Інституту проблем кріобіології і кріомедицини Національної академії наук України (директор – академік НАН України, д.мед.н., професор А. М. Гольцев).

Комісія з питань біоетики при Донецькому національному медичному університеті надала висновок, що дана робота відповідає всім етичним вимогам (протокол № 22 від 12.12.2017 р., висновок № 42 від 12.12.2017 р). У висновку зазначено, що кандидатська дисертація Айзятулової Дінари Рушанівни, яка виконана на кафедрі акушерства та гінекології Донецького національного медичного університету (м. Лиман) за темою: «Діагностика та корекція морфофункціонального стану ендометрія при заплідненні in vitro, ускладненому синдромом гіперстимуляції яєчників», відповідає принципам Гельсінської декларації, прийнятої Генеральною асамблеєю Всесвітньої медичної асоціації (1997–2000 рр.), Конвенції Ради Європи про права людини та біомедицину (1997 р.), відповідним положенням ВООЗ, Міжнародної ради медичних наукових товариств, Міжнародного кодексу медичної етики (1983 р.), правил Європейської Конвенції щодо захисту хребетних тварин, які використовуються в експериментальних дослідженнях та з іншою метою, та законодавства України, та повністю виключає обмеження інтересів хворого і нанесення шкоди його здоров’ю та всім етичним вимогам.
На початку дослідження була висунута наступна робоча гіпотеза:

–
СГСЯ негативно впливає на морфофункціональний стан яєчників та ендометрія і погіршує показники проведення циклів запліднення in vіtro при умові переносу ембріонів в свіжому циклі;

–
формування після КОС множинних жовтих тіл в яєчнику, мукозна дисфункція, оксидативний та нітрозативний стрес після перенесеного СГСЯ потребують часу щодо відновлення оваріально-ендометріальної системи і переносу вітрифікованих/відігрітих ембріонів після індивідуалізованої підготовки ендометрія;

–
розробка індивідуалізованої підготовки з метою відновлення морфофункціонального стану ендометрія перед переносом вітрифікованих/відігрітих ембріонів сприятливо впливає на клінічні результати циклів запліднення in vitrо.

Дизайн виконаного дослідження представлений на рис. 2.1. 
На початку дослідження проведений аналіз статистичних звітів про ДРТ за період з 2012 по 2014 роки в Українсько-французькому центрі репродукції людини «Сім’я». Проаналізовано 805 циклів у жінок, яким лікування безпліддя було проведено методом штучного запліднення in vitrо. Виділено дві групи: жінки з СГСЯ (n = 64) та без СГСЯ (n = 741). Оцінені репродуктивні результати лікування безпліддя методом запліднення in vitro у жінок з розвитком СГCЯ.
Під час експериментального моделювання СГСЯ проведено дослідження морфофункціонального стану ендометрія і міометрія у 110 самиць гібридних мишей (СBA×C57BL), які мали масу тіла 18–20 г. 
У контрольну групу А увійшло 24 самиці мишей на стадії еструсу, що відповідало спонтанній овуляції (табл. 2.1). Стадію естрального циклу визначали шляхом оцінки піхвових виділень тварин. Експериментальну групу Б склали 86 тварини на стадії еструсу, яким внутрішньоочеревинно вводили гонадотропін сироватки жеребих кобил (ГСЖК), а через 48 годин – ХГЛ. Мишам експериментальної підгрупи БІ вводили 5 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ (n=30); підгрупи БІІ – 15 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ (n=24) і підгрупи БІІІ – 20 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ (n=32).
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Рис. 2.1. Дизайн дослідження

На першому етапі дослідження проведено ретроспективний аналіз 1800 історій хвороб щодо визначення завершення лікування безпліддя у жінок з розвитком СГЯ післяДизайн дослыдження ЗІВ (рис. 2.1).

Рис. 2.1. Дизайн дослідження.

Таблиця 2.1

Матеріал експериментального дослідження

	Дослідження
	Контрольна група запліднених мишей А (n = 24),
без введення гонадотропінів
	Експерементальна група мишей Б (n = 86) із стимуляцією гонадотропінами

	
	
	Підгрупа БІ
(n = 30)
5 МО ГСЖК і
7,5 МО ХГЛ
	Підгрупа БІІ
(n =24)
15 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ
	Підгрупа БІІІ
(n = 32)
20 МО ГСЖК і
7,5 МО ХГЛ

	Забір ооцитів через 13-14 годин після введення ХГЛ
	Підгрупа Аа (n = 6)

	Підгрупа БІа (n = 8)


	Підгрупа БІІа (n = 6)


	Підгрупа БІІІа (n = 8)



	Дослідження тканин через 24 години після введення ХГЛ
	Підгрупа Аб (n = 6)

	Підгрупа БІб (n = 8)

	Підгрупа БІІб (n = 6)

	Підгрупа БІІІб (n = 8)


	Дослідження тканин через 48 годин після введення ХГЛ
	Підгрупа Ав (n = 6)

	Підгрупа БІв (n = 6)

	Підгрупа БІІв (n = 6)

	Підгрупа БІІІв (n = 8)


	Дослідження тканин через 72 години після введення ХГЛ
	Підгрупа Ав (n = 6)

	Підгрупа БІг (n = 8)

	Підгрупа БІІг (n = 6)

	Підгрупа БІІІг (n = 8)



Самиць групи А на стадії еструсу і самиць групи Б після ін’єкції ХГЛ підсаджували до самців тієї ж лінії на ніч. Наступного дня перевіряли наявність копуляційних пробок. День виявлення копуляційної пробки вважали першим днем вагітності. Тварин виводили з експерименту у різні терміни: через 12 годин (підгрупи а), через 24 (підгрупи б), через 48 (підгрупи в) та 72 (підгрупи г) після введення ХГЛ. 

У підгрупах а групи Б (БІа (n=8), БІІа (n=6), БІІІа (n=8)) і підгрупі Аа групи А (n=6) через 13–14 год після введення ХГЛ забирали и вивчали ооцити. У наступному досліджували морфофункціональні особливості яєчників і ендометрія: через 24 години після введення ХГЛ у підгрупах б групи Б (БІб (n=8), БІІб (n=6), БІІІб (n=8)) і у підгрупі Аб групи А (n=6)); через 48 годин – у підгрупах в групи Б (БІв (n=6), БІІв (n=6), БІІІв (n=8) і у підгрупі Ав групи А (n=6); через 72 години – у підгрупах г групи Б (БІг (n=8), БІІг (n=8), БІІІг (n=8)) і у підгрупі Аг групи А (n=6)). На підставі отриманих даних доведений вплив гормональної стимуляції яєчників лабораторних мишей з використанням різних доз гонадотропних гормонів на розвиток у тварин патологічних змін в ендометрії. 

При проспективному дослідженні результатів штучного запліднення in vitro у 108 жінок, які звернулися для лікування безпліддя, проаналізовані особливості лабораторних, клінічних та інструментальних показників, морфофункціональний стан ендометрія у період передбачуваного вікна імплантації; серед них у 78 жінок з раннім СГСЯ (група СГСЯ) та у 30 жінок без СГСЯ (група КІ). У контрольну групу КІІ (n = 30) ввійшли умовно соматично та гінекологічно здорові фертильні пацієнтки (див. рис. 2.1).
На підставі отриманих даних запропонована малоінвазивна методика оцінки рецептивності ендометрія перед трансфером ембріонів і проведено патогенетичне обґрунтування доцільності проведення індивідуалізованої підготовки ендометрія до переносу вітрифікованих/відігрітих ембріонів та розроблена відповідна методика. Для оцінки розробленої методики група СГСЯ була рандомізована на дві групи: група І (n = 39) - жінки з раннім СГСЯ після запліднення in vitro, яким проведена вітрифікація ембріонів, сегментація циклу, індивідуалізована корекція морфофункціонального стану ендометрія та перенос вітрифікованих / відігрітих ембріонів; група ІІ (n = 39) - жінки з раннім СГСЯ, яким після запліднення in vitro проведена вітрифікація ембріонів, сегментація циклу, стандартна корекція морфофункціонального стану ендометрія та перенос вітрифікованих/відігрітих ембріонів. 

На підставі отриманих даних здійснена оцінка ефективності розроблених заходів індивідуалізованої корекції морфофункціонального стану ендометрія порівняно із стандартним підходом.
Критеріями включення пацієнток у групу з СГСЯ були: наявність безпліддя та розвитку раннього помірного або тяжкого СГСЯ в циклі запліднення in vitro при проведенні КОС з антГнРГ; інформована згода жінок на участь у дослідженні. Критерії виключення склали наявність пухлин яєчників, цукрового діабету, гострих інфекційних захворювань.

2.2. Методи дослідження

Пацієнтки з безпліддям були обстежені із застосуванням загально​прийнятих і спеціальних методів дослідження: клініко-анамнестичні – для оцінки даних вікового розподілу, антропометрії, гінекологічного, акушерського , соматичного і репродуктивного анамнезу; інструментальні (УЗД органів малого тазу, пайпель-біопсія) – для оцінки стану репродуктивних органів; імуноелектрохімічні з хемілюмінесценцією та імуноферментні методи – для визначення рівня гормонів; фотометричні – для оцінки концентрацій LIF та gp130 в маткових змивах; ПЛР – для визначення вагінальної мікробіоти; експериментальні – для оцінки впливу змодельованого СГСЯ на ендометрій самиць мишей; гістологічні та ІГХ дослідження біоптатів ендометрія – для оцінки його морфофункціонального стану; статистичні – для оцінки отриманих результатів.

У всіх жінок були ретельно вивчені акушерський, гінекологічний та соматичний анамнези. 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». 

УЗД проводили з використанням апарату SSA-790A (APLIO-XG) (Toshiba, Японія) та трансабдомінального і трансвагінального конвексних датчиків.
Перед включенням до програми запліднення in vitro у сироватці крові жінок на 2–3‑й день менструального циклу визначали гормони у сироватці периферичної крові. На автоматичному аналізаторі Cobas‑e411 (Roche Diagnostic, Швейцарія) при застосуванні імуноелектрохімічного методу з хемілюмінесцентною детекцією та реактивів фірми Roche Diagnostic (Швейцарія) вимірювали вміст ФСГ, ЛГ, Е2, пролактину, Р4, кортизолу, тестостерону. Вміст АМГ та IL‑6 досліджували імуно​фермент​ним методом із використанням наборів фірми Beckman Coulter (США) і Вектор-Бест (Росія) за допомогою напівавтоматичного імуноферментного ридера ImmunoChem-2100 (Hight Tehnology Inc., США). 
Стан вагінальної мікробіоти оцінювали методом якісної та кількісної ПЛР у режимі реального часу на апліфікаторі Rotor-Gene (Corbett Research, Австралія). 

При проведенні експериментального дослідження ооцити та ембріони отримували стандартним методом. Самиць забивали дислокацією шийних хребтів. Ооцити з ооцит-кумулюсних комплексів аспірували шляхом проколювання стінок ампулярного відділу відпрепарованих яйцепроводів. Клітини гранульози видаляли шляхом інкубації (1–2 хв.) ооцит-кумулюсних комплексів в теплому (37ºС) розчині гіалуронідази (Sigma, США). Ембріони отримували промиванням відпрепа​ро​ва​них яйцепроводів теплим розчином Дюльбекко з додаванням 10%-вої фетальної телячої сироватки (Sigma, США). Після отримання ооцити та ембріони відмивали тричі середовищем Дюльбекко з додаванням 10%-вої фетальної телячої сироватки. Морфологічні якості ооцитів і ембріонів оцінювали за даними мікроскопії. 

Матки тварин фіксували в 10%-вому нейтральному формаліні, проводили через спирти зі зростанням концентрації та заливали в парафін. З отриманих парафінових блоків виготовляли гістологічні зрізи товщиною 5 мкм, які потім прояснювали в ксилолі та забарвлювали гематоксиліном та еозином (Н&Е) та по ван Гізону, вивчали за допомогою світлової мікроскопії.

Гістологічне та ІГХ дослідження біоптатів ендометрія у жінок проводили після отримання інформованої згоди на забір ендометрія в день передбачуваного переносу ембріонів у свіжому циклі КОС і через 3 місяця після лікувального циклу запліднення in vitro. Біопсію ендометрія проводили під ультразвуковим контролем з області дна матки за допомогою аспіраційної пайпель-кюретки Pipelle de Cornier (Laboratoire C.C.D., Франція). Вивчали експресію HoxA-10, VEGF, LIF, IL-6R і LIFR, gp130, αVβ3-інтегринів.
Після фіксації однієї частини зразків операційних матеріалів в 10%-вому нейтральному забуференому формаліні протягом доби і гістологічної проводки тканин за стандартною методикою виготовляли парафінові зрізи товщиною 5 мкм на ротаційному мікротомі Microm HM325 з системою переносу зрізів STS (Carl Zeiss, Німеччина). Зрізи забарвлювали Н&Е для патоморфологічної діагностики та гістологічного датування відповідно критеріям R.W. Noyes [172] і О.И. Топчиевой [173]. 

Для подальшого|дальшого| ІГХ дослідження частину|частку| серійних парафінових зрізів поміщали на покриті адгезивом стекла Super| Frost| Plus| (Menzel|, Німеччина|Германія|). Зрізи ендометрія депарафінували в ксилолі, регідратували з використанням етанолу різних концентрацій, вивчали| авідин-біотин-пероксидазним методом за стандартною методикою. Для «демаскування» антигенів регідратовані зрізи піддавали термічній обробці в розчині Target Retrieval Solution (DAKO, Данія) з використанням мікрохвильової печі Samsung CE118KFR. Після блокування неспецифічного зв'язування білків протеїновим блоком (DAKO, Данія) та ендогенної пероксидазної активності пероксидазним блоком 3% Н2О2 у натрій-фосфатному буфері (PBS) (DAKO, Данія) на слайди наносили первинні антитіла.

ІГХ імунозабарвлення VEGF в ендометрії проводили з використанням мишачих моноклональних антитіл (МАТ) до людського VEGF (Clone VG1, code No. M727329, DakoCytomation, Данія). Потім зрізи інкубували з біотинільованими вторинними антитілами протягом 60 хв, з авідином і з біотиніліьованою пероксидазою протягом 45 хв. і з 3,30-діамінобензидинтетрагідрохлоридом (DAB) (400 мг/мл) протягом 5 хв. Позитивним контролем з відомою імунореактивністю відповідних епітопів при фарбуванні тканин для VEGF була тканина ангіосаркоми. Пропуск первинного антитіла служив в якості негативного контролю. Неспецифічного фарбування виявлено не було. Позитивними результатами при визначенні людського VEGF вважали появу коричневих гранул в ядрах або цитоплазмі клітин тканин. Оцінку реакції VEGF проводили кількісним методом з урахуванням кількості антиген-позитивних точок в стромі ендометрія. Вимірювали кількість точок VEGF на 1 мм2 площі зрізу у 10 репрезентативних полях зору при збільшенні мікроскопу ×400.

ІГХ імунозабарвлення HoxA10 в ендометрії виконували за допомогою МАТ до Hoxа10 (sc-17159, Santa Cruz Biotechnology, США). При визначенні Hoxа10 нормальний козячий IgG (Santa Cruz Biotechnology, США) використовували в якості негативного контролю. Біотинильовані вторинні α-козячі антитіла фірми Vector Laboratories (Великобританія) накладали на 1 годину при 4°С. Слайди промивали PBS, інкубували в авідин-біотин-пероксидазном комплексі (Vector Laboratories, Великобританія) протягом 15 хв. при кімнатній температурі, промивали у PBS та інкубували протягом 5 хв. в діамінобензидині. 20-секундна експозиція гематоксиліном була використана як протилежна. Препарати регідратували через етанол протягом 3 хв. і промивали ксилолом. 
Рівень ІГХ імунозабарвлення LIF в ендометрії визначали з використанням мишачих МАТ проти LIF (J-14F:SC-80159, Santa Cruz Biotechnology Inc., США). У якості вторинних реагентів застосовували ImmunoCruz™: sc-2050 або ABC:sc-2017 мишачі IgG фарбувальної системи відповідно інструкції фірми виробника.

Для імунозабарвлення IL-6 в ендометрії використовували первинні кролячі антитіла (code No CXH1-066LS, що поставляються як кролячий IgG 20 мкг/мл; Cambridge Bioscience, Великобританія), які розбавляли 1:250 в 1%-ому BSA-PBS (бичачій сироватковий альбумін+натрій фосфатний буфер) та додавали до зрізів. Далі зрізи інкубували протягом 60 хв. при 37°С у зволоженій камері. Кролячий IgG (20 мг/мл, DAKO Corp., Данія), розбавлений до тієї ж концентрації, використовували як негативний контроль. Секції обробляли ідентично іммунозахищенню IL-6R, описаному нижче.

Для імунозабарвлення IL-6R застосовували первинні кролячі антитіла проти IL-6R (catalog No sc-661, що поставляються 100 мкг/мл; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, США) розбавляли 1:200 в 1% BSA з PBS та інкубували із слайдами протягом 60 хв. при 37°С у зволоженій камері. Кролячий IgG (20 мг/мл, DAKO Corp., High Wycombe, Великобританія), який розбавляли до тієї ж концентрації IgG, використовували як негативний контроль. Нестимульовані лімфоцити периферичної крові використовували як позитивний контроль для забарвлення IL-6R. Слайди промивали протягом 10 хв. у трьох змінах PBS, а потім інкубували протягом 10 хв. при кімнатній температурі з вторинним антитілом (біотинільований козячий антибактеріальний IgG; Zymed Laboratories, Inc., США), розбавлений 1:100 в PBS. Слайд промивали ще раз протягом 10 хв при трьох змінах PBS та інкубували в пептидазі стрептавідін-хронпероксидази (43-4323; Zymed Laboratories, Inc.), розбавленій до 1:400 в PBS протягом 10 хв. Далі проводили детекцію з використанням суміші хромогенних сумішей діамінобензидинового субстрату. Слайди були контрастовані гематоксиліном Мейера, зневоднені та оброблені морфометрично. 

Імунозабарвлення LIFR було аналогічне такому LIF, за винятком того, що первинні антитіла являли собою козячі поліклональні антитіла (ПАТ) проти LIFR (LIFRα, 2.5 µg/ml, #AF-249-NA R&D Systems, США), які використовувалось протягом однієї години та інкубували при кімнатній температурі. Контроль ізотипу неімунного козячого IgG був розведений до відповідної концентрації як первинні антитіла. Після промивання 0,6% Tween 20 в TBS біотинільовані кінські антикозячі вторинні антитіла (1:200, Vector) застосовували протягом 30 хв. при кімнатній температурі, після чого інкубували 30 хв. з комплексом стрептавідин-біотин/HRP (Vector Laboratories, Великобританія) перед забарвленням основою 3'3-діамінбензоліду (K3466, DAKO). 
Імунозабарвлення gp130 проводили з первинними козячими ПАТ анти-gp130 (BAF 228, що поставляється 50 мкг / мл, R&D Systems), які додавали протягом 1 години при розведенні 1:20 у 5 %-вій кролячій сироватці / 1%-ому BSA-PBS. Контрольне антитіло (I5256, козячий IgG, Sigma) додавали з тією ж концентрацією білка для контролю забарвлення зрізів.

Рівень імунозабарвлення αVβ3-інтегринів в ендометрії визначали з використанням мишачих МАТ проти людських αVβ3-інтегринів (clone LM609, Chemicon®, США, розведення 1:200). У кожному випадку негативний контроль проводився за відсутності інкубації з основним специфічним антитілом.

При оцінці ендометріальної експресії досліджуваних молекул імплантації підраховували позитивно забарвлені клітини у трьох полях зору і розраховували відсоток позитивних клітин по відношенню не менше, ніж у 1000 клітинних елементів строми або залоз. При кількісній оцінці використовували формулу Н-SCORE = Σ Pi (і + 1), де інтенсивність імунофарбування мала значення 0, 1, 2 або 3 (жоден, слабкий, помірний, сильний), і Pi – відсоток забарвлених ядер для кожної інтенсивності.

Для оцінки експресії іNOS відібрані депарафінізовані, регідратовані зрізи нагрівали в мікрохвильовій печі в 0,01 М цитратному буфері (рН 6,0) протягом 30 хв. Активність ендогенної пероксидази блокували 3% перекисом водню протягом 10 хв., після чого промивали фізіологічним розчином, забуференим фосфатом. Зрізи інкубували протягом ночі при 4°С з анти-іNOS кролячими ПАТ (NOS2 С-19: sc-649, Santa Cruz Biotechnology, Німеччина). В якості кон’югата використовували авидин-біотин пероксидазний розчин (Dako Cytomation LSAB і система-HRP, Данія). Сигнал візуалізували з використанням діамінобензидин у (Dako Cytomation Liquid DAB і субстрат Chromogen System, Dako, Данія). Зрізи контрастували гематоксиліном Харріса, збезводнювали, очищали, і досліджували морфометрично. В якості позитивного контролю був використаний зразок шкіри з хронічним гранульоматозним запаленням. Інтенсивність експресії оцінювали напівкількісним методом: за відсутності експресії – «-», при сумнівній експресії – «±», при нормальному рівні експресії – «+» (відповідає контрольним значенням), при підвищеній експресії (збільшення щільності позитивних ділянок на 30–50%) – «++», при гіперекспресії (збільшення позитивних ділянок вдвічі) – «+++». 

Мікроскопію препаратів і усі морфометричні дослідження проводили на дослідницькому мікроскопі Оlympus AX70 Provis (Olympus, Японія) за допомогою програми аналізу зображення Analysis 3.2 Pro (Soft Imaging, Німеччина) згідно з рекомендаціями виробника програмного забезпечення.

Іншу частину зразків ендометрія для вивчення експресії піноподій занурювали у 2,5%-вий розчин глютарового альдегіду на фосфатному буфері (0,1 моль/л, рН 7,4) і витримували так 24 години, потім фіксували у 4 %-ому розчині осмію на фосфатному буфері, дегідратованому розчином ацетону на дистильованій воді у зростаючих концентраціях (від 20 до 100 %), висушували у вуглекислому газі, покривали золотом (150-200 А). СЕМ проводили на мікроскопі JEOL Super probe 733 при збільшенні ×2000.

Визначення молекул імплантації LIF та gp130 в маткових змивах. Маткові змиви робили на 21-й день менструального циклу за допомогою катетерів для переносу ембріонів і введенням в порожнину матки 5 мл фізіологічного розчину натрію хлориду. Зразки маткових змивів поміщали в пробірки об'ємом 5 мл і центрифугували протягом 15 хв. Надосадову рідину розміщували в пластикові туби об'ємом 1,5 мл і для подальшого зберігання поміщали в морозильну камеру при t=-70ºС. В день проведення аналізів проби розморожували. Визначення вмісту LIF та gp130 проводили імуноферментним методом з використанням стандартного комерційного набору реактивів Bender MedSystems (Австрія) і Quantikine ELISA kit, R&D Systems Inc. (США), відповідно інструкції фірм-виробників. Оцінювали кількісно інтенсивність забарвлення продукту ферментативної реакції. Проводили математичну обробку результатів фотометрії за калібрувальною кривою. Результати аналізу висловлювали в нг/мл.

Обробку та аналіз даних статистичної інформації проводили з використанням програмного комплексу IBM SPSS Statistics 22 (Statistical Package for the Social Science). 

При порівнянні ознак формулювали дві взаємовиключні гіпотези. Нульова гіпотеза (H0) — ствердження про відсутність різниці, ефекту, змін і таке інше (зазвичай її збиралися спростовувати) та альтернативна гіпотеза (H1) — її приймали, якщо вдавалося відкинути H0. Під час перевірки нульової гіпотези розраховували рівень статистичної значимості (р). Якщо р < 0,05, нульова гіпотеза відкидалася, отже знайдено статистично значиму різницю в порівнюваних групах. При порівнянні трьох груп критичний рівень значущості дорівнював 0,017, чотирьох груп — 0,009 (поправка Бонферроні (Bonferroni) щодо множинних порівнянь).

Порівняння якісних ознак виконувалося за допомогою аналізу таблиць зв’язаності із застосуванням критерію χ² Пірсона (Pearson Chi-square). Критичне значення χ² залежало від ступенів свободи, які в тексті наведені у дужках. Щодо чотирипільних таблиць (для 1 ступеня свободи) використали поправку Йєтса (Yates’s correction). У випадках, коли хоча б одне очікуване число спостережень дорівнювало менше 5 для чотирьохпільних таблиць, застосовували точний критерій Фішера, для багатопільних таблиць, коли кількість очікуваних чисел менше 5 перевищувала 20 %, доводилося об’єднувати кілька порядкових значень.

До частоти визначали 95%‑й довірчий інтервал (95% ДІ) за методом Уілсона (Wilson), який є найбільш оптимальним, бо дозволяє оцінити ДІ не тільки як для дуже малих і дуже великих частот, але й може застосовуватися для малого числа спостережень.

Щодо визначення сили та напрямку взаємозв’язку між змінними розраховували ранговий коефіцієнт кореляції Спірмена (Spearman) (rs), а також 95% ДІ до нього.
Перевірку розподілу змінних проводили за допомогою критеріїв Колмогорова-Смірнова (Kolmogorov-Smirnov) та Шапіро-Уілка (Shapiro-Wilk). Через те, що більшість змінних не відповідали нормальному розподілу, їх представлено середнім значенням (М) та помилкою стандартного відхилення (SE), медіаною (Ме) та міжквартильною широтою – 25 і 75 перцентилями (Q1; Q3). 

Порівняння кількісних даних двох незалежних груп здійснювали за допомогою непараметричного критерію U Манна-Уітні. 

У роботі наведені параметри щодо визначення ефективності лікування, які використовують в проспективних дослідженнях, що рекомендується надавати з позицій доказової медицини [174, 175].

Під час проведення дослідження результати (наявність ускладнень) є критеріями оцінки ефективності лікувально-профілактичного впливу. Склада​ли таблиці зв’язаності (табл. 2.2), де наводили результати дослідження, і за допомогою яких розраховували рекомендовані ключові показники.

Таблиця 2.2
Чотирьохпільна таблиця зв’язаності
	Група
	Вивчаємий результат (ускладнення)

	
	Є
	Ні
	Разом

	Жінки, які отримували індивідуалізовану корекцію (I)
	A
	B
	A + B

	Стандартне ведення жінок (II)
	C
	D
	C + D


Зниження абсолютного ризику (Absolute risk reduction, ARR) – абсолют​на арифметична різниця в частоті несприятливих наслідків між група​ми традиційних і запропонованих заходів. Часто цей показник називають «терапевтичною користю». Розраховується як |ЧРЗ – ЧРТ|, де ЧРЗ – частота результатів в групі жінок, які отримували індивідуалізовану корекцію (A / A + B), ЧРТ – частота результатів в групі жінок стандартного ведення (C / C + D).
Зниження відносного ризику (Relative Risk Reduction, RRR) — віднос​не зменшення частоти несприятливих наслідків в групі запропоно​ваних заходів, у порівнянні з такою в групі традиційних заходів, що розраховуєть​ся як |ЧРЗ – ЧРТ| / ЧРЗ.
Зниження відносного ризику понад 50 % відповідав клінічно значущому ефекту, від 25 до 50 % – помірному ефекту, менше 25 % – незначному ефекту відносно до традиційних заходів.
Число хворих, яких необхідно лікувати (Number needed to treat, NNT) – спосіб оцінки відносної ефективності двох методів лікування. Показує, яку кількість пацієнток необхідно піддати лікуванню запропонованими заходами щодо попередження одного випадку вивчаємого результату (ускладнення). Розраховується як 1/ARR.

Визначали відношення шансів (ВШ) – відношення шансів події в групах порівняння, рекомендовано щодо досліджень типа «випадок–контроль», зокрема під час проведення ретроспективного дослідження. У нашому дослідженні у табл. 2.1 група І – СГСЯ, група ІІ – без СГСЯ. Тоді ВШ = (A ( D) / (B ( C). Значення ВШ від 0 до 1 відповідає зниженню ризику, більше 1 – його збільшенню, рівний 1 означає відсутність ефекту.
У повідомленнях, які присвячені доказовій медицині, відзначають, що при будь-якому способі подання даних недостатньо вказати на наявність статистично значущої різниці, необхідно розрахувати 95 % довірчий інтервал (ДІ), в межах якого може коливатися величина ефекту. Отже до визначених показників розраховували 95 % ДІ, який показує в яких межах можуть коливатися дійсні значення в популяції. Так, 95% ДІ означає, що істинне значення в 95% випадків знаходиться в межах розрахованого інтервалу та допомагає зорієнтуватися, чи відповідає даний діапазон значень особистому уявленню про клінічну значимість ефекту та яких результатів можна очікувати, застосувавши запропоновані заходи на подібній групі пацієнток. Формули розрахунку залежали від типу даних. Величина ДІ характеризує ступінь доказовості даних, в той час як значення p вказує на ймовірність відхилення нульової гіпотези. 

Якщо при порівнянні двох груп 95% ДІ не включав 1, результати вважалися статистично значущими на рівні 0,05. Показники більше за 1 вказу​вали на підвищений ризик в одній групі в порівнянні з іншою, відношення менше за 1 вказувало на знижений ризик, відношення рівне 1 вказувало на відсутність як підвищеного, так і зниженого ризику. 

2.3. Характеристика проспективно обстежених жінок

2.3.1. Клінічна характеристика

Вік проспективно обстежених жінок коливався від 24 до 34 років і склав у групі СГСЯ 28,28±0,32 роки (28,50 (26,00-30,00)); у групі І – 28,33±0,42 (29,80 (26,50-30,00)); у групі ІІ – 28,23±0,44 (28,00 (26,00-31,00)); у групі КІ – 28,87±0,50 (29,50 (27,00-31,00)); у групі КІІ – 27,57±0,51 (27,00 (25,25-28,00). Результати порівняння груп за допомогою критерію Краскела-Уолліса вказують, що статистично значимої різниці між групами не було.

У всіх групах більшість жінок були мешканками міста (табл. 2.3). 

За професійною діяльністю половина жінок були службовками, біля третини – не працювали, від одної десятої до одної п’ятої осіб були робітницями. Жодна жінка не вказала не виробничі шкідливості. 

Абсолютна більшість жінок перебувала у зареєстрованому шлюбі (див. табл. 2.3). Також були жінки із повторним шлюбом. У групі СГСЯ їх було 16,67 % (13), у групі І з СГСЯ та індивідуалізованою корекцією – 15,38 % (6), у групі ІІ з СГСЯ та стандартним підходом – 17,95 % (7), у групі КІ без СГСЯ, які завагітніли в циклі запліднення in vitro, – 16,67 % (5), у групі КІІ із умовно здоровими фертильними невагітними – 20,00 % (6). Статистично значущої різниці між групами за цим показником не було.

Таблиця 2.3
Місце мешкання, професійна зайнятість і сімейний стан 
	Показник
	Група СГСЯ

(n=78)
	Група І (n=39)
	Група ІІ (n=39)
	Група КІ (n=30)
	Група КІІ (n=30)

	
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%

	Місце меш-кання
	місце
	72
	92,31
	35
	89,74
	37
	94,87
	25
	83,33
	27
	90,00

	
	село
	6
	7,69
	4
	10,26
	2
	5,13
	5
	16,67
	3
	10,00

	Профе​сійна зай-нятість
	службовка
	38
	48,72
	20
	51,28
	18
	46,15
	19
	63,33
	17
	56,67

	
	робітниця
	8
	10,26
	5
	12,82
	3
	7,69
	2
	6,67
	6
	20,00

	
	домогос​подарка
	32
	41,03
	14
	35,90
	18
	46,15
	9
	30,00
	7
	23,33

	Шлюб
	зареє​стрований
	73
	93,59
	36
	92,31
	37
	94,87
	27
	90,00
	25
	83,33

	
	цивільний
	5
	6,41
	3
	7,69
	2
	5,13
	3
	10,00
	5
	16,67


Примітка. Статистично значимої різниці між групами не встановлено (p>0,05).

За місцем мешкання, професійною зайнятістю та сімейним станом групи жінок також були однорідними (див. табл. 2.3). 
Під час визначення соціального статусу усі жінки вказали на задовільні побутові й матеріальні умови. 

При аналізі наявності шкідливих звичок, відзначено, що палили 26,92 % (21) осіб групи СГСЯ; 23,08 % (9) жінок групи з СГСЯ та індивідуалізованою корекцією, 30,77 % (12) – з СГСЯ та стандартним підходом, 20,00 % (6) – без СГСЯ, які завагітніли, 10,00 % (3) – здорові фертильні невагітні; статистично значущої різниці між групами не зареєстровано. 

Зловживання алкоголем та вживання наркотиків заперечували всі жінки, які увійшли до дослідження.

Проведенням антропометричних досліджень визначено, що статистично значущої різниці між групами за масою тіла, зростом та ІМТ не відмічалося (табл. 2.4): ІМТ у групі СГСЯ склав 21,88±0,41 кг/м2 (21,39 (18,99-24,34)); у групі І – 21,88±0,41 (21,16 (19,05-23,79)); у групі ІІ – 21,88±0,54 (21,63 (18.97-24,34); у групі КІ – 23,43±0,68 22,82 (20,70-24,82); у групі КІІ – 22,61±0,47 (23,14 (20,19-24,09).

Таблиця 2.4
Антропометричні показники, M±SE, Ме (Q1-Q3)
	Показник
	Група СГСЯ (n=78)
	Група І (n=39)
	Група ІІ (n=39)
	Група КІ (n=30)
	Група КІІ (n=30)

	Маса тіла, кг
	59,41±1,21

58,50 (50,25-67,00)
	59,03±1,49

58,00 (51,50-66,00)
	59,79±1,72

60,00 (50,75-68,00)
	63,73±1,80

64,00(60,00-67,00)
	62,07±1,37

63,00 (58,00-68,00)

	Зріст, м
	1,65±0,01

1,64 (1,614-1,70)
	1,64±0,01

1,64 (1,62-1,67)
	1,65±0,01

1,65 (1,60-1,71)
	1,65±0,01

1,65 (1,61-1,70)
	1,66±0,01

1,65(1,61-1,70) 

	ІМТ, кг/м²
	21,88±0,41

21,39 (18,99-24,34)
	21,88±0,54

21,16(19,05-23,79)
	21,88±0,54

21,63(18,97-24,34)
	23,43±0,68

22,82(20,70-24,82)
	22,61±0,47

23,14 (20,19-24,09)


Примітка. Статистично значимої різниці між групами не встановлено (p>0,05).

Перед проведенням циклів запліднення in vitro ретельно вивчався преморбідний фон пацієнток. В усіх групах більш, ніж половина жінок у дитинстві перенесли дитячі інфекції (табл. 2.5), в основному це була вітряна віспа, поодинокі випадки – кору, паротиту та скарлатини. 

 Під час оцінки соматичного здоров’я жінок встановлено, що у досліджуваних жінок мали випадки захворювання органів дихання, харчової та медикаментозної алергії. Частка жінок страждала на захворювання серцево-судинної системи, найчастішими були вегето-судинна дистонія та варикозна хвороба. 

Із патології травного тракту відзначено випадки гастриту, жовчнокам’яної хвороби, холециститу, панкреатиту, із ендокринних захворювань – патології щитоподібної залози та ожиріння першого ступеня, із сечо​видільної системи – пієлонефриту, циститу і сечокам’яної хвороба.

 Статистично значимої різниці між групами за соматичним здоров’ям жінок не спостерігалося (див. табл. 2.5). 
Таблиця 2.5
Преморбідний фон жінок та загальні оперативні втручання
	Показник
	Група СГСЯ (n=78)
	Група І (n=39)
	Група ІІ (n=39)
	Група КІ (n=30)
	Група КІІ (n=30)

	
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%

	Дитячі інфекції
	49
	62,82
	22
	56,41
	27
	69,23
	16
	53,33
	20
	66,7

	Захворювання органів дихання
	15
	19,23
	6
	15,38
	9
	23,08
	4
	13,33
	0
	0,00

	Алергія
	16
	20,51
	9
	23,08
	7
	17,95
	6
	20,00
	0
	0,00

	Захворювання серцево-судинної системи
	19
	24,36
	11
	28,21
	8
	20,51
	7
	23,33
	0
	0,00

	Захворювання травного тракту
	22
	28,21
	10
	25,64
	12
	30,77
	11
	36,67
	0
	0,00

	Хвороби сечо​видільної системи
	14
	17,95
	6
	15,38
	8
	20,51
	3
	10,00
	0
	0,00

	Ендокринні захворювання
	16
	20,51
	9
	23,08
	7
	17,95
	9
	30,00
	0
	0,00


Примітка. Статистично значимої різниці між групами не встановлено (p>0,05).

На час проведення запліднення in vitro екстрагенітальні захворювання були в стадії ремісії та не з’явилися протипоказанням для проведення такої процедури.

В анамнезі жінок мали місце такі оперативні втручання як апендектомія, тонзилектомія, холецистектомія, їх частка у групах не перевищувала 15 %, значимої статистичної різниці між групами не було.

Через проблему фертильності особливу увагу привертали на гінекологічний та репродуктивний анамнез жінок, які увійшли у дослідження. Визначено різницю між групами за віком менархе (χ²(3)=15,716, р<0,001), який є головною ознакою статевого дозрівання. В анамнезі умовно здорових фертильних жінок пізнє менархе (старше за 14 років) зазначено статистично значуще рідше, ніж у жінок групи СГСЯ (10,00 % (3) проти 48,72 % (38), ВШ 0,12; 95% ДІ 0,03-0,42). У групі пацієнток циклів запліднення in vitro без СГСЯ з настанням вагітності пізнє менархе мало місце у 26,67 % (8) і не мало значимої різниці з іншими групами. Серед осіб груп І і ІІ різниці за частотою пізнього менархе не було : 51,28 % (20) проти 46,15 % (18). 

Подібну картину спостерігали й за часткою болісних менструацій, на яку здорові жінки вказували рідше, ніж жінки з СГСЯ (6,67 % (2) проти 38,46 % (30), ВШ 0,11; 95% ДІ 0,03-0,52). Болісні менструації у групі жінок із заплідненням in vitro, у яких СГСЯ не розвинувся, відзначено у 23,33 % (7) випадках, що статистично не різнилося з іншими групами. На болісні менструації скаржилися 35,90 % (14) жінок у групі І і 41,03 % (16) – у групі ІІ (p>0,05).

Слід вказати, що серед пацієнток циклів запліднення in vitro опсоменорея у жінок групи СГСЯ виявлялися у 2,14 раза частіше – 50,00 % (39) проти 23,33 % (7) у групі КІ (ВШ 3,29; 95 % ДІ 1,26-8,54), які супроводжувалися хронічною ановуляцією, що приводило до неможливості природного запліднення та настання вагітності. Частота опсоменорея у групі І (53,85 % (21)) не мала вірогідних відмінностей з такою у групі ІІ – 46,15 % (18). Інші види порушень менструального циклу зазначено в поодиноких випадках.

Вік початку статевого життя у групах статистично значуще не відрізнявся (група СГСЯ – 18,14±0,212 років (18,00 (17,00-19,00); група І – 17,77±0,23 (17,00 (17,00-19,00); група ІІ – 18,51±0,34 (18,00 (17,00-20,00); група КІ – 18,33±0,40 (18,00 (17,00-19,00); група КІІ – 17,87±0,44 (17,00 (16,00-19,00), χ²(3)=0,791, p>0,05). 
Тривалість безпліддя у жінок в групах складала від 3 до 16 років. За тривалістю безпліддя групи статистично значимо не різнилися (у групі СГСЯ – 5,13±0,44 (3,90 (2,90-6,90)) років; у групі І – 5,54±0,70 (3,90 (2,80-7,90)); у групі ІІ – 4,72±0,43 (3,90 (2,90-5,90)); у групі КІ – 4,90±0,67 (3,87 (1,76-6,46)), χ²(2)=0,215, p>0,05). Первинне безпліддя у групі СГСЯ було у 61,54 % (48), вторинне – у 38,46 % (30), у групі КІ – відповідно 66,67 % (26) і у 33,33 % (13). 
Таблиця 2.6
Вид та основний фактор безпліддя, з приводу якого виконувалося запліднення in vitro
	Показник
	Група СГСЯ

(n=78)
	Група І

(n=39)
	Група ІІ

(n=39)
	Група КІ (n=30)

	
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%

	Первинне
	48
	61,54
	22
	56,41
	26
	66,67
	18
	60,00

	Вторинне
	30
	38,46
	17
	43,59
	13
	33,33
	12
	40,00

	Трубно-перитонеальний фактор
	26
	33,33
	12
	30,77
	14
	35,90
	16
	53,33

	Ендокринний фактор
	49
	62,82кІ
	26
	66,67 кІ
	23
	58,97
	12
	40,00сгся

	Чоловічий фактор
	12
	15,38
	5
	12,82
	7
	17,95
	4
	13,33

	Ідіопатичне безпліддя
	9
	11,54
	4
	10,26
	5
	12,82
	5
	16,67


Примітка. кІ, СГСЯ – статистично значима різниця з групами КІ, СГСЯ (p<0,05).

Більш, ніж у половини пацієнток циклів запліднення in vitro з СГСЯ, мав місце ендокринний фактор безпліддя (62,82 % (49)), у кожної третьої – трубно-перитонеальний (33,33 % (26)), у кожної шостої – чоловічий (15,38 % (12) у кожної десятої – ідіопатичне безпліддя (11,54 % (9)). У групі КІ найчастішим був трубно-перитонеальний фактор (53,33 % (16)). У кожної третьої жінки відзначено й випадки поєднання різних видів безпліддя (СГСЯ, індивідуалізована корекція – 12 (30,77 %), СГСЯ, стандартний підхід – 14 (35,90 %) років, без СГСЯ, настання вагітності – 11 (36,67 %), χ²(2)=0,335, p>0,05). Розподіл основних факторів безпліддя, з приводу яких виконувалося запліднення in vitro, таких як трубно-перитонеальний фактор, чоловічий фактор, ідіопатичне безпліддя був гомогенним серед груп з безпліддям. Ендокринний фактор, як основний фактор безпліддя, з приводу якого виконувалося запліднення in vitrо, в 1,57 раза частіше зустрічався у групі СГСЯ, ніж КІ – 62,82 % (49) проти 40,00 % (12) (ВШ 2,53; 95% ДІ 1,07-6,01). 
За розподілом гінекологічної захворюваності різниці між групами не спостерігалося, окрім частоти СПКЯ (табл. 2.7). Попарним порівнянням зареєстровано, що СПКЯ статистично значуще частіше спостерігався в жінок з СГСЯ в 1,90 раза – 62,82 % (49) проти 33,00 % (10) (ВШ 3,38; 95%ДІ 1,39-8,21); у тому числі у групі І – у 66,67 % (26) (ВШ 4,00; 95%ДІ 1,46-10,98) і у групі ІІ – у 58,97 % (23) (ВШ 2,88; 95 % ДІ 1,08-7.75)). Це пояснюється тим, що СПКЯ є одним з основних факторів ризику розвитку СГСЯ.
Також цим з’ясовується статистично значуща різниця між групами за сумарним гірсутним числом Феррімана-Голлвея, що визначає ступінь надлишкового росту волосся у гормонально залежних зонах (χ²(3)=48,280, р<0,001). Серед пацієнток циклів запліднення in vitro у жінок з СГСЯ гірсутне число (10,06±0,49; 11,00 (8,00-11,00) балів) було статистично значуще вищим, порівняно з жінками групи КІ без СГСЯ в (6,80±0,88; 6,00 (3,25-10,50) в 1,48 раза (p<0,01) і з таким в умовно здорових фертильних невагітних жінок (2,37±0,33; 2,00 (1,00-3,00) бали) – в 4,24 (p<0,01). Середнє гірсутне число у пацієнток групи І (10,13±0,73; 12,00 (8,50-13,00) бали) і групи ІІ (10,00±0,65; 11,00 (8,00-13,00) бали) не мало статистично значимих відмінностей.

Таблиця 2.7
Гінекологічний анамнез досліджуваних жінок
	Показник
	Група СГСЯ (n=78)
	Група І

(n=39)
	Група ІІ (n=39)
	Група КІ (n=30)

	
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%

	Доброякісні захворювання шийки матки
	16
	20,51
	6
	15,38
	10
	25,64
	5
	16,67

	Хронічні запальні захворювання органів малого тазу
	28
	35,90
	16
	41,03
	12
	30,77
	11
	36,67

	Гіперплазія

Ендометрія
	22
	28,21
	13
	33,33
	9
	23,08
	7
	23,33

	Ендометріоз
	11
	14,10
	3
	7,69
	8
	20,51
	5
	16,67

	СПКЯ
	49
	62,82кІ
	26
	66,67 кІ
	23
	58,97
	10
	33,33сгся,І

	Захворювання, що передаються статевим шляхом
	22
	28,21
	12
	30,77
	10
	25,64
	14
	46,67

	Бактеріальний вагіноз
	14
	17,95
	5
	12,82
	9
	23,08
	6
	20,00

	Кандидозний вагініт
	18
	23,08
	7
	17,95
	11
	28,21
	8
	26,67

	Відновлення прохідності маткових труб
	12
	15,38
	7
	17,95
	5
	12,82
	8
	26,67

	Сальпінгоектомія
	11
	14,10
	4
	10,26
	7
	17,95
	6
	20,00

	Резекція яєчника
	8
	10,26
	3
	7,69
	5
	12,82
	6
	20,00

	Гістероскопія
	30
	38,46
	16
	41,03
	14
	35,90
	11
	36,67


Примітка. кІ, СГСЯ – статистично значима різниця з групами КІ, СГСЯ (p<0,05).

У ході обстеження жінок у разі виявлення урогенітальної інфекції, подружжям призначалося лікування, спрямоване на знищення виявлених збудників. Перед проведенням запліднення in vitro стан урогенітальної мікробіоти жінок та їх чоловіків відповідав нормі, що було підтверджено результатами лабораторних досліджень.

За оперативними втручаннями, що відбулися на органах малого тазу, що часто проводяться у жінок з порушенням фертильності, такими як відновлення прохідності маткових труб, сальпінгоектомія, резекція яєчника статистично значущої різниці між групами не помічено. Найчастішим втручанням була гістероскопія, що є не тільки заключним етапом діагностики, але й початком проведення патогенетично обґрунтованої терапії.

Отже, досліджувані групи І, ІІ та КІ були гомогенні за віком, місцем мешкання, професійною зайнятістю, за перебуванням у шлюбі, побутовими й матеріальними умовами, шкідливими звичками, антропометричними даними, преморбідним фоном, видом та частотою оперативних втручань, віком менархе і початку статевого життя, тривалістю і розподілом видів безпліддя; розподілом основних факторів безпліддя, з приводу яких виконувалося запліднення in vitro; за гінекологічною захворюваністю (окрім СПКЯ), перенесеними урогенітальними інфекціями.
В анамнезі умовно здорових фертильних жінок зазначено статистично значуще рідше, ніж у жінок групи СГСЯ, пізнє менархе (старше за 14 років) (10,00 проти 48,72 %, ВШ 0,12; 95% ДІ 0,03-0,42); болісні менструації (6,67 проти 38,46 %, ВШ 0,11; 95% ДІ 0,03-0,52); були відсутні випадки опсоменорея.

Серед пацієнток циклів запліднення in vitro опсоменорея у жінок групи СГСЯ виявлялися у 2,14 раза частіше – 50,00 проти 23,33 % у групі КІ (ВШ 3,29; 95 % ДІ 1,26-8,54), які супроводжувалися хронічною ановуляцією, що приводило до неможливості природного запліднення та настання вагітності. Ендокринний фактор, як основний фактор безпліддя, з приводу якого виконувалося запліднення in vitrо, в 1,57 раза частіше зустрічався у групі СГСЯ, ніж КІ – 62,82 проти 40,00 % (ВШ 2,53; 95% ДІ 1,07-6,01). Відповідно СПКЯ статистично значуще частіше спостерігався в жінок з СГСЯ в 1,90 раза – 62,82 проти 33,00 % (ВШ 3,38; 95%ДІ 1,39-8,21). 

Серед пацієнток циклів запліднення in vitro у жінок з СГСЯ гірсутне число (10,06±0,49; 11,00 (8,00-11,00) балів) було статистично значуще вищим, порівняно з жінками групи КІ без СГСЯ (6,80±0,88; 6,00 (3,25-10,50) в 1,48 раза (p<0,01) і з таким в умовно здорових фертильних невагітних жінок (2,37±0,33; 2,00 (1,00-3,00) бали) – в 4,24 (p<0,01). 

Групи І і ІІ були однорідними за вище перерахованими показниками, а також частотою опсоменореї і пізнього менархе, СПКЯ і гірсутним числом.

2.3.2. Вміст гормонів та факторів росту у сироватці периферичної крові

Під час проведення передконцепційної підготовки і моніторингу базального гормонального профілю визначено, що вміст АМГ в групах різнився (табл. 2.8). Сироваткова концентрація АМГ у групі з СГСЯ (8,08±0,19 нг/мл) перевищувала таку у групі КІ (4,89±0,45 нг/мл) у 1,65 раза (p<0,01) і у групі КІІ (3,22±0,12 нг/мл) – у 2,51 (p<0,01).

Під час оцінки гонадотропних гормонів визначено, що вміст ФСГ по групах не відрізнявся. Водночас у пацієнток із подальшим розвитком СГСЯ відзначено збільшення ЛГ порівняно з групою КІІ (10,73±0,33; 10,28 (9,00-10,28) проти 6,85±0,16; 6,80 (6,22-7,12) мМО/мл, p<0,01) та співвідношення ЛГ/ФСГ.

Середній вміст пролактину не мав значимої різниці між досліджуваними групами.

Рівні статевих стероїдів у сироватці периферичної крові жінок усіх порівнюваних груп не виходили за межі референтної норми. Але вміст Е2 у пацієнток з СГСЯ дорівнював 74,72±1,95; 75,85 (62,88-75,85) пг/мл і перевищував такий у групі КІ (60,75±2,97; 57,70 (49,63-74,95) пг/мл) в 1,23 раза (p<0,01) і у групі КІІ (53,75±1,62; 53,40 (46,83-60,48) пг/мл) – в 1,39 раза (p<0,01). Групи І і ІІ були гомогенними за середнім вмістом сироваткового Е2 – 74,71±2,95; 76,30 (60,87-90,15) проти 74,73±2,60; 74,50 (61,95-87,45) пг/мл.

Таблиця 2.8
Вміст гормонів в сироватці крові обстежених жінок на 2-3-й день менструального циклу, M±SE; Ме (Q1-Q3)
	Показник
	Група СГСЯ (n=78)
	Група І (n=39)
	Група ІІ (n=39)
	Група КІ (n=30)
	Група КІІ (n=30)

	АМГ, нг/мл
	8,08±0,19

кІ,кІІ

8,23(7,46-8,23)
	8,11±0,31 

кІ,кІІ

8,42(6,90-9,16)
	8,05±0,23

 кІ,кІІ

8,19 (7,49-8,64)
	4,89±0,45

кІІ
3,80(3,20-6,88)
	3,22±0,12

 кІ
3,10 (2,80-3,38)

	ФСГ, мМО/мл
	5,08±0,12

4,95(4,20-4,95)
	5,05±0,16

4,90(4,34-5,72)
	5,12±0,19

5,00(4,08-0,22)
	4,99±0,22

4,90(4,00-5,98)
	5,30±0,12

5,16(4,80-5,80)

	ЛГ, мМО/мл
	10,73±0,33 кІ,кІІ
10,28(9,00-10,28)
	10,53±0,40 кІ,кІІ
10,10(9,17-11,48)
	10,94±0,52 кІ,кІІ
10,60(8,58-13,40)
	8,05±0,53

 кІІ
6,95(5,83-9,95)
	6,85±0,16 

,кІІ
6,80(6,22-7,12)

	ЛГ/ФСГ
	2,13±0,05 кІ,кІІ
2,14(1,97-2,14)
	2,12±0,07

 кІ,кІІ
2,10(1,94-2,44)
	2,15±0,07

кІ,кІІ
2,16(1,97-2,39)
	1,65±0,11

кІІ
1,36(1,25-1,90)
	1,30±0,02

кІ
1,30(1,21-1,35)

	Пролак​тин, нг/мл
	8,20±0,30

8,32(6,08-8,32)
	8,57±0,39

8,50(6,85-10,30)
	7,83±0,44

8,00(5,90-9,55)
	8,03±0,42

8,25(6,33-10,03)
	7,70±0,45

7,80(5,93-9,28)

	Е2, пг/мл
	74,72±1,95

кІ,кІІ
75,85(62,88-75,85)
	74,71±2,95

кІ,кІІ
76,30(60,87-90,15)
	74,73±2,60

кІ,кІІ
74,50(61,95-87,45)
	60,75±2,97

кІІ
57,70(49,63-74,95)
	53,75±1,62

кІ
53,40(46,83-60,48)

	Тесто​стерон вільний, нг/мл
	0,80±0,03

кІ,кІІ
0,85(0,60-0,85)
	0,84±0,05

кІ,кІІ
0,90(0,70-1,10)
	0,77±0,05

кІ,кІІ
0,82(0,59-0,97)
	0,52±0,07

0,42(0,21-0,81)
	0,40±0,05

0,32(0,23-0,55)


Примітка. кІ, кІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ і КІІ, p<0,05.
Значення вільного тестостерону у жінок із подальшим розвитком СГСЯ у середньому складало 0,80±0,03; 0,85(0,60-0,85) нг/мл і було статистично значуще підвищеним у порівнянні із здоровими фертильними жінками (0,40±0,05; 0,32(0,23-0,55 нг/мл) в 2,00 рази (p<0,01) і з пацієнтками циклів запліднення in vitro без СГСЯ (0,52±0,07; 0,42 (0,21-0,81) нг/мл) в 1,54 раза (p<0,01). Групи І і ІІ не мали статистично значимої різниці за рівнями вільного тестостерону.
Було проведено моніторинг вмісту сироваткового рівня E2, IL-6 і VEGF в день трансвагінальної пункції фолікулів. Як видно з табл. 2.9 і рис. 2.2, усі ці показники при СГСЯ перевищували аналогічні у пацієнток циклів запліднення in vitro без СГСЯ і настанням вагітності. 

Таблиця 2.9
Вміст E2, IL-6 і VEGF в сироватці крові обстежених жінок в день трансвагінальної пункції фолікулів, M±SE; Ме (Q1-Q3), пг/мл
	Показ-ник
	Група СГСЯ (n=78)
	Група І 

(n=39)
	Група ІІ 

(n=39)
	Група КІ

 (n=30)

	Е2
	3632±168 кІ
3418(2852-3418)
	3734±251 кІ
3441 (2895-4042)
	3530±226 кІ
3319 (2695-3765)
	1778±87

1689 (1453-2194)

	IL-6
	2,82±0,10 кІ
2,84 (2,11-2,94)
	2,87±0,13 кІ
2,85 (2,30-3,45)
	2,77±0,16 кІ
2,83 (2,05-3,38)
	1,26±0,07

1,30 (0,99-1,57)

	VEGF
	17,51±0,42 кІ
16,80 (14,45-16,80)
	17,82±0,56 кІ
17,30 (15,30-20,19)
	17,19±0,64 кІ
16,80 (13,69-19,32)
	12,12±0,53

11,91 (9,72-

14,52)


Примітка. кІ – статистично значима різниця з показниками групи КІ, p<0,05.

Так, рівень Е2 у групі СГСЯ (3632±168 пг/мл) статистично значимо перевищував аналогічний у групі КІ (1778±87 пг/мл) в 1,48 раза; IL-6 (2,82±0,10 проти 1,26±0,07 пг/мл) – в 2,24; VEGF (17,51±0,42 проти 12,12±0,53 пг/мл) – в 1,44. Рівні досліджуваних показників в групах І і ІІ не мали вірогідної різниці.
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Рис. 2.2. Зміщення сироваткових рівнів E2, IL-6 і VEGF у жінок з СГСЯ у день трансвагінальної пункції фолікулів відносно таких у пацієнток циклів запліднення in vitro без СГСЯ і настанням вагітності. Примітка. - - - – рівень E2, IL-6 і VEGF у жінок групи КІ, прийнятий за одиницю.

Отже, досліджувані групи І і ІІ з СГСЯ не мали вірогідної різниці за вихідним базальним профілем гормонів сироватки крові, а також рівнями E2, IL-6 і VEGF під час трансвагінальної пункції фолікулів. 

Базальний профіль гормонів периферичної крові жінок з СГСЯ від пацієнток циклів запліднення in vitro без СГСЯ відрізняв значимо підвищений рівень АМГ у 1,65 раза, Е2 – в 1,23, вільного тестостерону – в 1,54, а сироватковий рівень E2, IL-6 і VEGF в день трансвагінальної пункції фолікулів був більше відповідно в 1,48; в 2,24 і в 1,44 раза.
2.3.3. Динаміка ехометричних показників органів малого тазу при проведенні контрольованої оваріальної стимуляції в циклах запліднення in vitrо 

Проведено ретроспективний аналіз УЗД органів малого тазу перед включенням пацієнток у цикл запліднення in vitrо (табл. 2.10). 

Таблиця 2.10
Розміри яєчників у жінок перед включенням в цикл запліднення in vitro за даними УЗД, M±SE; Ме (Q1-Q3), у см
	Показ​ник
	Група СГСЯ (n=78)
	Група І (n=39)
	Група ІІ (n=39)
	Група КІ (n=30)
	Група КІІ (n=30)

	Довжина правого яєчника
	4,14±0,05 кІ,кІІ
4,20 (3,80-4,20)
	4,12±0,07 кІ,кІІ
4,20 (3,80-4,40)
	4,17±0,07 кІ,кІІ
4,20 (3,80-4,40)
	3,54±0,06 кІІ
3,50 (3,33-3,78)
	3,34±0,05 кІ
3,30 (3,20-3,50)

	Довжина лівого яєчника
	4,12±0,06 кІ,кІІ
4,10 (3,80-4,10)
	4,17±0,09 кІ,кІІ
4,10 (3,80-4,60)
	4,08±0,08 кІ,кІІ
4,10 (3,70-4,30)
	3,53±0,07кІІ
3,50 (3,30-3,70)
	3,30±0,03

3,30 (3,20-3,40)

	Ширина правого яєчника
	2,85±0,07 кІ,кІІ
2,80 (2,40-2,80)
	2,77±0,09 кІ,кІІ
2,80 (2,35-3,05)
	2,93±0,10 кІ,кІІ
2,80 (2,48-3,50)
	2,35±0,05 кІІ
2,30 (2,13-2,60)
	2,00±0,08 кІ
1,90 (1,63-2,38)

	Ширина лівого яєчника
	2,90±0,07 кІ,кІІ
2,90 (2,50-2,90)
	2,89±0,09 кІ,кІІ
2,80 (2,50-3,30)
	2,90±0,10 кІ,кІІ
2,90 (2,45-3,45)
	2,23±0,05 кІІ
2,20 (2,10-2,40)
	1,94±0,07 кІ
1,80 (1,60-2,35)

	Товщина правого яєчника
	2,38±0,05 кІ,кІІ
2,45 (2,10-2,45)
	2,38±0,07 кІ,кІІ
2,40 (2,10-2,60)
	2,37±0,07 кІ,кІІ
2,50 (2,08-2,60)
	2,04±0,07кІІ
2,10 (1,83-2,20)
	1,68±0,04 кІ
1,70 (1,50-1,80)

	Товщина лівого яєчника
	2,34±0,05 кІ,кІІ
2,30 (2,00-2,30)
	2,36±0,07 кІ,кІІ
2,30 (2,10-2,65)
	2,32±0,08 кІ,кІІ
2,30 (2,00-2,55)
	1,99±0,06 кІІ
2,10 (1,83-2,20)
	1,59±0,03 кІ
1,60 (1,43-1,70)


Примітка. кІ, кІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ і КІІ, p<0,05.
Попарним порівнянням груп визначено, що найбільшими розміри яєчників, як і очікувалося, були у жінок групи СГСЯ – об’єм правого і лівого яєчника 14,92±0,52 і 14,93±0,57 см3 проти 9,19±0,50 і 8,40±0,40 см3 у жінок циклів запліднення in vitrо без СГСЯ, тобто об’єми яєчників у групі СГСЯ перевищували аналогічні у групі КІ в 1,62 (p<0,01) і 2,54 (p<0,01) раза, а в групі КІІ – відповідно в 1,78 (p<0,01) і в 2,80 (p<0,01) (табл. 2.11).

Також відзначено, що у жінок циклів запліднення in vitrо без СГСЯ, розміри яєчників також були більшими, ніж у здорових фертильних невагітних жінок групи КІІ, де об’єм правого яєчника дорівнював 5,87±0,20 і лівого 5,32±0,18 см3. 

Таблиця 2.11

Об’єм яєчників у жінок перед включенням в цикл запліднення in vitro за даними УЗД, M±SE; Ме (Q1-Q3)
	Показ​ник
	Група СГСЯ (n=78)
	Група І (n=39)
	Група ІІ (n=39)
	Група КІ (n=30)
	Група КІІ (n=30)

	Об’єм правого яєчника, см³
	14,92±0,52 кІ,кІІ
14,74 (11,32-14,74)
	14,33±0,60 кІ,кІІ
13,68 (11,33-17,01)
	15,51±0,85 кІ,кІІ
14,87 (11,21-18,22)
	9,19±0,50

кІІ

8,96 (7,21-11,22)
	5,87±0,20 кІ
5,96 (5,05-6,63)

	Об’єм лівого яєчника, см³
	14,93±0,57

кІ,кІІ
13,63 (11,75-13,63)
	15,13±0,75 кІ,кІІ
14,42 (11,86-17,95)
	14,72±0,86 кІ,кІІ
12,87 (11,59-18,15)
	8,40±0,40 

кІІ
8,29 (7,01-9,04)
	5,32±0,18

 кІ
5,02 (4,74-6,12)


Примітка. кІ, кІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ і КІІ, p<0,05.
Розміри матки та ендометрія перед проведенням циклів запліднення in vitro групами статистично значимо не різнилися (табл. 2.12).

Таблиця 2.12
Розміри матки у жінок за даними УЗД, M±SE; Ме (Q1-Q3)
	Показник
	Група СГСЯ (n=78)
	Група І (n=39)
	Група ІІ (n=39)
	Група КІ (n=30)
	Група КІІ (n=30)

	Довжина матки, см
	4,73±0,08

4,75 (4,10-4,75)
	4,66±0,11

4,30 (4,10-5,30)
	4,80±0,10

4,80 (4,30-5,45)
	4,79±0,08

4,75 (4,50-5,00)
	4,58±0,08

4,60 (4,33-4,80)

	Товщина матки, см
	3,64±0,05

3,55 (3,30-3,55)
	3,56±0,07

3,50 (3,20-3,90)
	3,73±0,08

3,60 (3,45-3,95)
	3,53±0,06

3,50 (3,43-3,80)
	3,58±0,06

3,60 (3,40-3,88)

	Ширина матки, см
	4,61±0,06

4,60 (4,20-4,60)
	4,62±0,09

4,60 (4,25-5,00)
	4,61±0,09

4,70 (4,00-5,05)
	4,58±0,10

4,50 (4,10-4,80)
	4,48±0,09

4,40 (4,10-4,90)

	Товщина ендометрія, мм
	7,62±0,15

8,00 (7,00-8,00)
	7,44±0,21

7,00 (6,50-8,00)
	7,79±0,21

8,00 (7,00-9,00)
	7,67±0,19

8,00 (7,00-8,00)
	7,50±0,13

7,00 (7,00-8,00)


Примітка. Статистично значимої різниці між показниками груп не виявлено, p>0,05.

Значимої різниці у розмірах яєчників та матки між групами І і ІІ жінок з СГСЯ перед лікуванням не було, що вказувало на їх гомогенність за цими показниками. 

Під час проведення УЗД встановлено, що число антральних фолікулів у пацієнток з розвитком СГСЯ в циклах запліднення in vitrо (29,31±0,58; 29,00 (26,00-29,00)) було більшим в 1,86 раза, ніж у осіб циклів запліднення in vitrо без розвитку такого синдрому (15,77±1,64; 12,00 (9,00-12,00), p<0,01) і в 3,28 раза порівняно зі здоровими фертильними жінками (8,93±0,36; 9,00 (8,00-10,00), p<0,01). Кількість антральних фолікулів у групі І (29,21±0,82; 29,00 (25,50-33,00)) і групі ІІ (29,41±0,84; 29,00 (26,75-32,00)) не мала значимих відмінностей.

На Р+6 день у жінок групи КІІ внаслідок утворення жовтих тіл відбулося збільшення середнього об’єму яєчників з 5,87±0,20 і 5,32±0,18 см3 до 11,68±1,71 і 11,47±0,29 см3, тобто в 1,99 і в 2,15 раза (табл. 2.13). 
Таблиця 2.13
Розміри яєчників на Р+6-у добу в лікувальному циклі запліднення in vitrо, M±SE; Ме (Q1-Q3)
	Показник
	Група СГСЯ (n=78)
	Група І (n=39)
	Група ІІ (n=39)
	Група КІ (n=30)
	Група КІІ (n=30)

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Довжина правого яєчника, см
	10,60±0,12

 кІ, кІІ
10,58 (9,83-10,58)
	10,55±0,16

кІ, кІІ 

10,50 (9,95-11,04)
	10,64±0,18

кІ, кІІ 

10,60 (9,72-11,30)
	5,66±0,06

кІІ
5,70 (5,40-5,90)
	3,79±0,08

кІ

3,80 (3,50-4,20)

	Довжина лівого яєчника, см
	10,63±0,12

кІ, кІІ 

10,60 (9,89-10,60)
	10,63±0,17

кІ, кІІ 

10,80 (9,87-11,25)
	10,62±0,18

кІ, кІІ 

10,50 (9,90-11,14)
	5,69±0,08

кІІ
5,60 (5,43-5,80)
	3,68±0,08

кІ

3,50 (3,30-4,08)

	Ширина правого яєчника, см
	7,85±0,11

кІ, кІІ 

7,70 (7,20-7,70)
	7,70±0,15

кІ, кІІ 

7,70 (7,12-8,35)
	8,01±0,15

кІ, кІІ 

7,70 (7,30-8,66)
	4,57±0,09

кІІ 

4,60 (4,30-4,88)
	2,57±0,14

кІ

2,50 (1,90-2,95)


Продовження таблиці 2.13

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Ширина 
лівого яєчника, см
	7,88±0,09

кІ, кІІ 

7,70 (7,30-7,70)
	7,77±0,12

кІ, кІІ 

7,68 (7,29-8,18)
	7,99±0,14

кІ, кІІ 

7,80 (7,32-8,80)
	4,37±0,10

кІІ 

4,50 (4,03-4,70)
	2,52±0,17

кІ

2,40 (1,80-3,13)

	Довжина правого яєчника, см
	10,60±0,12

 кІ, кІІ
10,58 (9,83-10,58)
	10,55±0,16

кІ, кІІ 

10,50 (9,95-11,04)
	10,64±0,18

кІ, кІІ 

10,60 (9,72-11,30)
	5,66±0,06

кІІ
5,70 (5,40-5,90)
	3,79±0,08

кІ

3,80 (3,50-4,20)

	Довжина лівого яєчника, см
	10,63±0,12

кІ, кІІ 

10,60 (9,89-10,60)
	10,63±0,17

кІ, кІІ 

10,80 (9,87-11,25)
	10,62±0,18

кІ, кІІ 

10,50 (9,90-11,14)
	5,69±0,08

кІІ
5,60 (5,43-5,80)
	3,68±0,08

кІ

3,50 (3,30-4,08)

	Ширина правого яєчника, см
	7,85±0,11

кІ, кІІ 

7,70 (7,20-7,70)
	7,70±0,15

кІ, кІІ 

7,70 (7,12-8,35)
	8,01±0,15

кІ, кІІ 

7,70 (7,30-8,66)
	4,57±0,09

кІІ 

4,60 (4,30-4,88)
	2,57±0,14

кІ

2,50 (1,90-2,95)

	Ширина 
лівого яєчника, см
	7,88±0,09

кІ, кІІ 

7,70 (7,30-7,70)
	7,77±0,12

кІ, кІІ 

7,68 (7,29-8,18)
	7,99±0,14

кІ, кІІ 

7,80 (7,32-8,80)
	4,37±0,10

кІІ 

4,50 (4,03-4,70)
	2,52±0,17

кІ

2,40 (1,80-3,13)

	Товщина правого яєчника, см
	6,69±0,10

кІ, кІІ 

6,74 (6,21-6,74)
	6,68±0,14

кІ, кІІ 

6,80 (6,28-7,20)
	6,70±0,15

кІ, кІІ 

6,72 (6,12-7,55)
	4,15±0,08

кІІ 

4,25 (3,93-4,48)
	2,23±0,13

кІ

2,20 (1,63-2,68)

	Товщина лівого яєчника, см
	6,73±0,09

кІ, кІІ 

6,65 (6,26-6,65)
	6,77±0,13

кІ, кІІ 

6,70 (6,44-7,40)
	6,69±0,14

кІ, кІІ 

6,60 (6,20-7,47)
	4,05±0,08

кІІ 

4,00 (3,90-4,30)
	2,16±0,13

кІ

1,80 (1,60-2,58)

	Об’єм правого яєчника, см³
	279,77±7,44

кІ, кІІ 

263,78 (130,72-263,78)
	270,86±8,81

кІ, кІІ 

253,89 (226,96-309,03)
	288,68±11,95

кІ, кІІ 

272,03 (231,91-341,94)
	54,15±2,03

кІІ 

53,11

 (48,15-64,72)
	12,19±1,57

кІ

10,45

(5,61-

16,45)

	Об’єм лівого яєчника, см³
	283,36±7,09

кІ, кІІ 

283,72 (229,78-283,72)
	279,91±8,46

кІ, кІІ 

276,08 (234,83-310,72)
	286,81±11,48

кІ, кІІ 

293,73 (219,99-329,16)
	51,07±2,21

кІІ 

51,70 (43,52-60,32)
	11,68±1,71

кІ

6,34 (4,71-16,29)


Примітка. кІ, кІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ і КІІ, p<0,05.
Відповідно збільшилася товщина М-ехо, але значимої різниці між групами не мала: у групі СГСЯ дорівнювала 11,38±0,19; у групі КІ – 1,30±0,23; у групі КІІ – 11,47±0,29 мм.
У жінок групи СГСЯ відмічалося значне збільшення об’єму яєчників відносно вихідних даних під час маніфестації СГСЯ з наявністю множинних лютеїнових тіл: з 14,92±0,52 см3 лівого яєчника і з 14,93±0,57 см3 правого до 279,77±7,44 і 283,36±7,09 см3, тобто в 19,96 і в 18,97 раза, тоді як у осіб циклів запліднення in vitrо без розвитку такого синдрому середній об’єм яєчників збільшився на Р+6 день з 9,19±0,50 і 8,40±0,40 до 54,15±2,03 і 51,07±2,21, тобто у 5,89 і в 6,08 раза (рис. 2.3). 
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Рис. 2.3. Коефіцієнт зміщення середніх об’ємів яєчників у досліджуваних групах з СГСЯ на Р+6-у добу відносно аналогічних на 2-3-й день менструального циклу. Примітка. - - - – вихідний середній об’єм яєчників на 2-3-й день менструального циклу, прийнятий за одиницю.

Товщина ендометрія між групами на Р+6-у добу не різнилася і склала у групі СГСЯ 11,38±0,19, у групі КІ – 11,30±0,23 і у групі КІІ – 11,47±0,29 мм. 

Середні та медіанні значення об’ємів яєчників та ендометрія на Р+6-у добу у разі СГСЯ в групах І і ІІ не мали статистично значимих відмінностей. 
Отже, не виявлено статистично значимої різниці у базальних розмірах яєчників між групами І і ІІ, а також на на Р+6 день, що дозволяє проводити порівнювальні дослідження. У жінок групи СГСЯ відмічається значне збільшення об’єму яєчників під час маніфестації СГСЯ з наявністю множинних лютеїнових тіл: правого – в 19,96 і лівого –в 18,97 раза, тоді як у осіб циклів запліднення in vitrо без розвитку такого синдрому середній об’єм яєчників збільшується лише в 5,89 і в 6,08 раза.

2.3.4. Ембріологічні дані у досліджуваних групах жінок з безпліддям, пролікованих в циклах запліднення in vitrо

Порівняльним аналізом фолікулогенезу визначено, що число аспірованих фолікулів у групах жінок з СГСЯ було більшим в 2,02 раза, ніж без СГСЯ (30,04±0,53 проти 14,90±0,41, p<0,01), але передовуляторні фолікули в групах з СГСЯ частіше були різного розміру, а у жінок без СГСЯ – більш однорідними за розмірами, найчастіше діаметром 18 мм і більше (табл. 2.14). 
З цим, на нашу думку, пов’язано те, що хоча кількість отриманих зрілих ооцитів від загальної кількості ооцитів у групі СГСЯ перевищувала таку у групі осіб без СГСЯ в 1,44 раза (13,58±0,30 проти 9,43±0,40, p<0,01) відсоток зрілих ооцитів від загальної кількості ооцитів був більше в групі жінок без СГСЯ (81,77±1,41 проти 64,12±1,55 %, p<0,01).
Кількість ембріонів відмінної та доброї якості у жінок з СГСЯ перевищувала таку у групі без СГСЯ в 1,31 раза (7,40±0,24 проти 5,63±0,40, p<0,01). За відсотком ембріонів відмінної та доброї якості від загального числа ембріонів досліджувані групи не мали вірогідної різниці (див. табл. 2.14).

Таблиця 2.14
Ембріологічні дані у досліджуваних групах в лікувальному циклі запліднення in vitrо, M±SE; Ме (Q1-Q3)
	Показ​ник
	Група СГСЯ (n=78)
	Група І 

(n=39)
	Група ІІ (n=39)
	Група КІ (n=30)

	Аспіровано фолікулів
	30,04±0,53 кІ
29,00(27,00-29,00)
	30,00±0,73 кІ
28,00 (27,00-29,00)
	30,08±0,77 кІ
29,00 (26,75-33,50)
	14,90±0,41

14,50 (13,25-33,50)

	Отримано ооцитів
	21,96±0,58 кІ
22,50 (19,00-22,50)
	24,46±0,65 кІ
24,00 (22,00-26,00)
	19,46±0,77 кІ
19,00 (15,00-23,50)
	11,50±0,41

11,50 (10,00-13,00)

	% ооцитів від аспірованих фолікулів
	73,29±1,64

78,36 (63,33-78,35)
	81,38±1,33

82,86 (78,57-86,99)
	65,20±2,38 кІ
64,00 (53,78-75,60)
	77,37±2,05

79,47 (69,42-85,71)

	Кількість зрілих ооцитів
	13,58±0,30 кІ
14,00 (12,00-14,00)
	13,85±0,39 кІ
14,00 (13,00-15,00)
	13,31±0,46 кІ
14,00 (11,00-15,00)
	9,43±0,40

10,00 (7,25-10,75)

	% зрілих ооцитів від загальної кіль​кості ооцитів
	64,12±1,55 кІ
65,22 (54,17-65,22)
	58,40±2,17 кІ
60,87 (49,14-65,94)
	69,83±1,80 кІ
71,43 (63,79-77,35)
	81,77±1,41

83,33 (77,14-86,43)

	Кількість ембріонів
	10,96±0,24 кІ
11,00 (9,00-11,00)
	11,08±0,35 кІ
11,00 (9,50-12,00)
	10,85±0,34 кІ
11,00 (9,00-12,00)
	7,70±0,44

7,50 (6,00-9,00)

	% ембріонів від загальної кількості ооцитів
	81,69±1,36

84,81 (75,00-84,81)
	80,49±1,80

81,25 (73,86-87,78)
	82,88±2,05

85,71 (75,00-91,67)
	81,29±2,47

84,52 (71,43-90,00)

	Ембріони відмінної та доброї якості
	7,40±0,24 кІ
7,00 (6,00-7,00)
	7,67±0,34 кІ
8,00 (6,00-9,00)
	7,13±0,33 кІ
7,00 (5,75-8,00)
	5,63±0,40 6,00 (4,00-7,00)

	% ембріонів відмінної та доброї якості від загального числа ембріонів
	68,01±1,75

69,23 (58,75-69,23)
	69,60±2,41

70,00 (63,64-77,78)
	66,42±2,55

66,67 (53,41-76,79)
	71,69±2,66

76,39 (60,00-83,33)


Примітка. кІ – статистично значима різниця з показниками групи, p<0,05.
Отже, число аспірованих фолікулів у групах жінок з СГСЯ перевищує таке у осіб без СГСЯ в 2,02 раза. Варіювання за формою та розмірами, тобто нерівномірний ріст фолікулів при СГСЯ приводить до того, що відсоток зрілих ооцитів від загальної кількості ооцитів є більшим в групі жінок без СГСЯ в 1,28 раза (p<0,01). Кількість ембріонів відмінної та доброї якості у жінок з СГСЯ перевищує таку у пацієнток без СГСЯ в 1,31 раза (p<0,01), але за відсотком ембріонів відмінної та доброї якості від загального числа ембріонів групи з СГСЯ і без СГСЯ не мають значущих відмінностей.

Групи І і ІІ гомогенні за отриманими ембріологічними результатами.
2.4. Використана методика контрольованої оваріальної стимуляції 

З 2‑го дня менструального циклу починали введення гонадотропінів в середній стартовій дозі ФСГ 75–150 МО. На 6–8‑й день виконували УЗД, при виявленні фолікула розміром > 14 мм призначали антГнРГ в дозі 0,25 мг/день протягом 4–5 днів, стимуляція гонадотропінами тривала до досягнення лідируючого фолікула > 18 мм в діаметрі та не менше за три фолікули розмірами > 16 мм. Потім призначали тригер овуляції — аГнРГ в дозі 0,1–0,2 мг, через 34–36 годин виконували забір яйцеклітин та їх запліднення. 
Отримані ембріони вітрифікували. Жінки виводилися з лікувального циклу запліднення і отримували необхідне лікування СГСЯ. З першої менструації після лікувального циклу проводили підготовку ендометрія, як описано у розділі 6 і переносили два вітрифікованих/відігрітих ембріона.
РоЗДІЛ 3

ВПЛИВ СИНДРОМу ГІПЕРСТИМУЛЯЦІЇ ЯЄЧНИКІВ помірного та тяжкого ступеня на репродуктивні результати в циклах запліднення in vitro 
Проведено ретроспективний аналіз таблиць звітів ДРТ, проведених з 2012 по 2014 рр. в Українсько-французькому центрі репродуктивних функцій людини «Сім’я» (таблиці 2000, 2200, 2500 за формою № 41, затвердженою МОЗУ 10.12.2001 № 489) (табл. 3.1).

Таблиця 3.1

Частота СГСЯ помірного та тяжкого ступеня за даними таблиць звітів про ДРТ з 2012 по 2014 рр. в Українсько-французькому центрі репродуктивних функцій людини «Сім’я»

	Рік
	Кількість розпочатих циклів
	СГСЯ помірного ступеня,

n (%)
	СГСЯ тяжкого ступеня, який потребував госпіталізації хворої,

n (%)

	2012
	301
	20 (6,64)
	4 (1,33)

	2013
	289
	19 (6,57)
	3 (1,04)

	2014
	215
	15 (6,98)
	3 (1,40)

	Усього
	805
	54 (6,71)
	10 (1,24)

	
	
	64 (7,95)


Як видно з табл. 3.1, СГСЯ помірного та тяжкого ступеня за звітний період розвинувся у 7,95 % (64/805) пацієнток, з яких помірний – у 6,71 % (54/805) і тяжкий – у 1,24 % (10/805); ранній – у 6,46 % (52/805) і пізній – у 1,49 % (12/805).

Таким чином, питома вага помірного СГСЯ перевищувала таку тяжкого СГСЯ у 5,41 раза (ВШ 5,72; 95% ДІ 2,89-11,31), раннього СГСЯ пізній – у 4,34 (ВШ 4,56; 95% ДІ 2,42-8,62) (рис. 3.1).
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Рис. 3.1 Питома вага форм СГСЯ за тяжкістю та часом розвитку.

КОС з використанням аГнРГ проводилася у 57,02 % (459) жінок, а з антГнРГ – у 42,98 % (346). Під час визначення впливу застосування протоколів КОС на розвиток СГСЯ, зареєстровано, що у разі використання схеми із антГнРГ він розвивався статистично значимо рідше, ніж у разі КОС з аГнРГ (4,34 % (15 з 346) проти 10,68 % (49 з 459), (р<0,01) (рис. 3.2).
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Рис. 3.2 Частота розвитку СГСЯ помірного та тяжкого ступеня при проведенні протоколів КОС з аГнРГ и антГнРГ в циклах штучного запліднення in vitro.
Отже при використанні в циклах штучного запліднення антГнРГ ризик виникнення СГСЯ існував, але він був статистично значимо нижчий, ніж при КОС аГнРГ, у 2,46 раза (ВШ 0,38; 95% ДІ 0,21–0,69).

 Серед 49 пацієнток з СГСЯ після КОС з аГнРГ клінічна вагітність настала та продовжувалася у 22,45 % (11) випадках, тоді як в когорті 410 пацієнток без СГСЯ і КОС з аГнРГ – у 37,07 % (152). Отже, при КОС з аГнРГ шанс настання клінічної вагітності, що продовжується, при заплідненні in vitro, що ускладнилося СГСЯ, зменшується порівняно з жінками без СГСЯ у 1,63 раза (ВШ 0,49; 95% ДІ 0,24–0,99).

Серед 15 пацієнток з КОС з антГнРГ і раннім СГСЯ цикл запліднення in vitro був сегментований і трансфер вітрифікованих/відігрітих ембріонів був проведений у наступному менструальному циклі. 

Підгрупи пацієнток з СГСЯ та без СГСЯ не мали статистично значимої різниці за показниками настання біохімічної вагітності (53,33 % (8)  проти 52,87 % (175), клінічної маткової вагітності (40,00 % (6) проти 48,64 % (161)); позаматкової вагітності (0,00 % (0) проти 1,51 % (5)) (табл. 3.2). 
Таблиця 3.2

Результати проведення запліднення in vitro з КОС з антГнРГ, в залежності від розвитку СГСЯ за даними звітів про ДРТ

	Показник
	КОС з антГнРГ з СГСЯ, n=15
	КОС з антГнРГ без СГСЯ, n=331
	ВШ, 

95 % ДІ

	
	абс.
	%
	абс.
	%
	

	Біохімічна вагітність
	8
	53,33
	175
	52,87
	1,52;

0,54-4,30

	Клінічна маткова вагітність
	6
	40,00
	161
	48,64
	1,06;

 0,37-3,04

	Викидень
	3
	20,00
	20
	6,43
	3,89; 

1,01-14,90

	Позаматкова вагітність
	0
	0,00
	5
	1,51
	-

	Клінічна вагітність, яка продовжується
	2
	13,33
	141
	42,60
	0,21;

 0,05-0,93


Проте, у пацієнток з КОС з антГнРГ та з помірним та тяжким СГСЯ спостерігалася більша частота викиднів у 3,11 раза – 20,00 % (3) проти 6,43 % (20) (ВШ 3,89; ДІ 1,01-14,90) і менша в 3,20 раза частота клінічної вагітності, що подовжується (ВШ 0,21; 0,05-0,93).

Отже, питання розвитку СГСЯ на сучасному етапі залишається актуальним, тому що, хоча застосування антГнРГ, сегментація циклу, вітрифікація ембріонів і перенос вітрифікованих/відігрітих ембріонів знижує частоту розвитку СГСЯ помірного та тяжкого ступеня в 2,46 раза порівняно з КОС з аГнРГ, але він усе рівно реєструється у 4,34 % жінок у разі КОС з антГнРГ (ВШ 0,38; 95% ДІ 0,21–0,69). При КОС з аГнРГ шанс настання клінічної вагітності, що продовжується, при заплідненні in vitro, що ускладнилося СГСЯ, зменшується порівняно з жінками без СГСЯ у 1,63 раза (ВШ 0,49; 95% ДІ 0,24–0,99).

При штучному заплідненні in vitro з КОС з антГнРГ, ускладненому СГСЯ, відмічається підвищення частоти мимовільного переривання вагітності у 3,11 раза (ВШ 3,89; ДІ 1,01-14,90) і зменшення в 3,20 раза частоти клінічної вагітності, що подовжується (ВШ 0,21; 0,05-0,93).

Розділ 4
ОСОБЛИВОСТІ МОРФОФУНКЦІОНАЛЬНОГО СТАНУ ЕНДОМЕТРІЯ У САМИЦЬ МИШЕЙ ІЗ ЕКСПЕРЕМЕНТАЛЬНИМ МОДЕЛЮВАННЯМ СИНДРОМУ ГІПЕРСТИМУЛЯЦІЇ ЯЄЧНИКІВ

4.1. Наявність синдрому гіперстимуляції яєчників у самиць мишей при введенні різних доз гонадотропінів в проведеному експерименті

Для підтвердження наявності СГСЯ у самиць мишей при введенні різних доз гонадотропінів та ХГЛ в проведеному експерименті в першу чергу вивчали морфометричні показники яєчників. 

Введення ГСЖК і ХГЛ всіх досліджуваних доз вже в першу добу призводило до істотного збільшення яєчників тварин (рис. 4.1). 
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Рис. 4.1. Залежність об’єму яєчників мишей від дози гонадотропних гормонів в динаміці на першу та третю добу після введення ХГЛ.

Так, яєчники мишей групи БІб в першу добу після введення ХГЛ за об’ємом значуще перевищували яєчники тварин контрольної групи Аб в 1,74 раза, групи БІІб - в 2,75, БІІІб – в 3,28. Відмінності між розмірами яєчників мишей підгруп БІб, БІІб і БIIIб також були значимі (р<0,05). На третю добу яєчники мишей усіх досліджуваних підгруп зменшилися в розмірах у порівнянні з першою добою після введення ХГЛ: у підгрупі БІв у 1,02 раза (p>0,05), у БІІв – у 1,37 (p<0,01), у БІІІв – у 1,49 (p<0,01), як і у контрольній підгрупі Ав – у 1,11 (p<0,01), але все ж значимо перевищували об’єм яєчників у підгрупі БІв порівняно з Ав у 1,88 раза, у підгрупі БІІв – у 2,23, у підгрупі БІІІв – у 2,43.

Розвиток СГСЯ у мишей експериментальної групи Б підтверджувала отримана кількість ооцитів та ембріонів (рис. 4.2).
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Рис. 4.2 Кількість отриманих ооцитів та ембріонів у досліджуваних групах мишей.

Як видно з рис. 4.2, кількість ооцитів у підгрупі БІ статистично значимо перевищувала таку у групі А в 2,92 раза, а ембріонів – у 2,89; у підгрупі БІІ – відповідно в 4,25 і в 4,38; у підгрупі БІІІ – у 5,10 і у 4,21.

Аналіз гістоструктури досліджуваних яєчників показав в контролі нормальну будову з одношаровим покривним кубічним епітелієм, чітким розмежуванням на кіркову та мозкову зони, фолікулами різних стадій розвитку, білими та жовтими тілами, веретеноподібними тека клітинами. 

В яєчниках мишей підгрупи БІ реєструвалися численні дрібні крововиливи в строму їх коркової зони, гіперплазія клітин theca interna, крововиливи в порожнину фолікулів, дегенерація зародкового епітелію, численні антральні фолікули, початок їх кістозного переродження фолікулів, а також набряк мозкової зони. У підгрупах БІІ і БІІІ із збільшенням введеної дози гонадотропінів і ХГЛ відмічали також наростання набряку, збільшення дилатації та повнокров’я кровоносних судин, числа множинних порожнин на усьому протязі яєчники, збільшення кількості колагенових і еластинових волокон, кістозне переродження фолікулів і жовтого тіла.

На третю добу в яєчниках мишей усіх досліджуваних груп реєструвалася велика кількість жовтих тіл на різній стадії функціонування. 

Отже, проведене експериментальне моделювання СГСЯ у самиць мишей привело до наявного розвитку СГСЯ, який характеризувався збільшенням розмірів яєчників, збільшенням числа зрілих ооцитів, отриманих ембріонів, набряком яєчників, підвищеним ангіогенезом, дисциркуляторними змінами, формуванням численних жовтих тіл з кістозними та дегенеративними змінами.
4.2. Зміни ендометрія та міометрія у самиць мишей при експериментальному моделюванні синдрому гіперстимуляції яєчників

Оскільки дослідження ендометрія у людини при СГСЯ утруднено через морально-етичні і методичні проблеми, актуальним є створення експериментальної моделі СГСЯ з використанням лабораторних тварин. Стан матки у експериментальних тварин є біологічним тестом для визначення функціональної активності яєчників і віддзеркаленням гонадотропного профілю периферичної крові. 

Макроскопічне дослідження маток самиць мишей підгрупи Аа виявило помірне потовщення та повнокров’я рогів матки. На розрізі виявлялася виражена складчастість слизової оболонки. Мікроскопічна картина матки цих мишей відповідала фізіологічній нормі (рис. 4.3). 
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Рис. 4.3. Гістологічний препарат матки миші підгрупи Аа. Інтактний контроль на першу добу після запліднення. Велика кількість залоз, потовщений ендометрій. Забарвлення H&E, × 100.

При цьому спостерігали виражений потовщений ендометрій, в стромі якого виявлялися як поодинокі, так і множинні залози, характерні для репродуктивного віку. Стінка маткових рогів була помірної товщини, в ній визначалися функціональний та базальний шари ендометрія.

Епітелій, що вистилав поверхню слизової оболонки, був високий кубічний, одношаровий. Його ядра овальної форми розташовувалися на одному рівні. Верхній контур цитоплазми був рівний. Маткові залози численні, помірно розширені, прямі, розташовані переважно у функціональному шарі. Власна пластинка слизової оболонки представлена рихлою сполучною тканиною, досить густоклітинна (функціональний шар більше рихлий і менш насичений клітинами). Ядра клітин великі округло-овальні, нормохромно забарвлені. Мітози в клітинах епітелію та строми не виявлені. Капілярна мережа не розширена.
При мікроскопічному дослідженні матки мишей підгрупи БІб з експериментальною моделлю СГСЯ після введення 5 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ через 24 години після введення гонадотропних гормонів виявлялося потовщення стінки рогів матки. У покривному епітелії переважної більшості тварин відзначалася проліферація клітин, збільшення їх висоти, поява великих клітин із світлою цитоплазмою, заповненою слизовим секретом. У стромі визначався підвищений вміст маткових залоз, розширених та звивистих (рис. 4.4). 
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Рис. 4.4. Гістологічний препарат матки миші підгрупи Б1б (5 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ) через 24 години після введення гонадотропних гормонів. Великі клітини епітелію залоз із світлою цитоплазмою. Велика кількість базофільних лейкоцитів в стромі. Забарвлення H&E, ×100.

В епітелії маткових залоз підвищувалася кількість великих світлих клітин, що свідчило про посилення їх функціональній активності. Капілярна мережа порівняно з підгрупою Аб була більше виражена, строма та міометрій більше розпушені. У стромі ендометрія реєструвалося багато базофільних лейкоцитів. На третю добу після введення гонадотропних гормонів (5 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ) в ендометрії матки мишей підгрупи БІг спостерігали різні за чисельністю некрози губчастого шару, скупчення макрофагів. У міометрії виявлялися патологічно змінені вакуолізовані м’язові волокна. Місцями реєструвалися розширені кровоносні судини. Просвіт нечисленних залоз часто був розширений (рис. 4.5). У деяких з них на окремих ділянках було видно невелику кількість гомогенної еозинофільної маси. Поверхневий та залозистий епітелій був високий, кубічний, переважно одношаровий, з досить чіткими межами. Строма слизової оболонки була дещо набрякла, помірно повнокровна, на окремих ділянках виявлялася підвищена клітинність.
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Рис. 4.5. Гістологічний препарат матки миші підгрупи Б1г (5 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ) на третю добу після введення гонадотропінів. Патологічно змінені вакуолізовані м’язові волокна міометрія. Розширений просвіт поодиноких маткових залоз. Забарвлення H&E, ×100.

Що стосується змін гістоструктури маток мишей підгрупи БІІб після ведення 15 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ, то на першу добу після введення гонадотропінів спостерігалося підвищення клітинності строми ендометрія, огрубіння колагенової складової власної пластинки слизової оболонки матки (рис. 4.6). На деяких ділянках матки були видні локальні відносно невеликі за розміром крововиливи в слизовій оболонці. У міометрії на окремих ділянках простежувалися дрібні клітинні скупчення.
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Рис. 4.6. Гістологічний препарат матки миші підгрупи БІІб (15 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ) на першу добу після введення гонадотропних гормонів. Підвищення клітинності строми ендометрія, огрубіння колагенової складової власної пластинки слизової оболонки матки. Забарвлення H&E, ×100.

На третю добу після введення гонадотропних гормонів в дозі 15 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ в матці мишей підгрупи БІІг на окремих ділянках слизової оболонки відзначалися нерізко виражена проліферація та гіпотрофія епітелію. У стромі слизової оболонки на одних ділянках відзначено виразно розширена, повнокровна субепітеліальна капілярна сітка та розширені, заповнені кров’ю тонкостінні судини в глибоких шарах слизової оболонки (явища парезу і застою крові), на інших - суцільні поля крововиливів, які часто заповнювали усю пластинку слизової оболонки (рис. 4.7). 
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Рис. 4.7. Гістологічний препарат матки миші підгрупи БІІг (15 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ) на третю добу після введення гонадотропних гормонів. Явища парезу і застою крові в глибоких шарах слизової оболонки. Забарвлення H&E, ×100

У судинах часто була видна агрегація еритроцитів, в деяких – відділення формених елементів від плазми. Усе це можна розцінити, як судинну декомпенсацію. Колагенова складова строми слизової оболонки була мало змінена. Тампоновані кров’ю судини, крововиливи спостерігали й в міометрії (як між окремими невеликими пучками м’язових волокон, так і в розширених сполучнотканинних зонах між різними шарами міометрія). У середині глибоких зон (переважно внутрішнього шару міометрія) відзначалося розширення судин і просочування плазми, розростання сполучнотканинних прошарків, інфільтрація круглоклітинними елементами. Місцями виявляли часткове стоншення і вакуолізацію м’язових волокон (ознаки гіпоксії тканини).

Під час мікроскопічного дослідження матки підгрупи мишей БІІІб на першу добу після введення гонадотропних гормонів (20 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ) в ендометрії гормонів переважали виражені гострі альтеративні зміни у вигляді запальнодистрофічних процесів, як в покривному епітелії, так й у власній пластинці слизової оболонки матки. Спостерігався розлад місцевої мікроциркуляції у вигляді розширення, повнокров’я тонкостінних маткових судин, особливо підепітеліальних, діапедез еритроцитів. Клітини покривного епітелію були дистофічно зміненими (вакуолізація ядер, «розмитість» верхнього контуру, набрякання цитоплазми). З’являлися численні досить великі клітини зі світлою цитоплазмою. У ендометрії спостерігали різні за чисельністю некрози губчастого шару, скупчення макрофагів. У міометрії виявлялися вакуолізовані м’язові волокна (рис. 4.8). Ступінь тяжкості патологічного процесу був прямо пропорційний дозі гормонів, що вводилися.
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Рис. 4.8 Гістологічний препарат матки миші підгрупи БІІІб (20 МО ГСЖК і 7,5 ХГЛ) через 24 години після введення гонадотропних гормонів. Клітини покривного епітелію дистрофічно змінені. Вакуолізовані м'язові волокна в міометрії. Збільшення кількості маткових залоз. Забарвлення H&E, × 100

Найбільш характерні морфологічні прояви патологічного процесу в слизовій оболонці матки підгрупи мишей БІІІг на третю добу після введення гонадотропних гормонів (20 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ) торкалися порушень місцевої гемодинаміки. Ці порушення поширювалися також й на міометрій. Судини були паралітично розширені, «зіяли», місцями виявлялася гіпотрофія м’язових волокон міометрія, дистрофічні зміни проявлялися вакуолізацією волокон. В ендометрії виявлялася гіпоплазія, сплощення та дифузний розвиток сполучної тканини, групові залози практично не зустрічалися, поодинокі - рідко і були зменшеного діаметру, строма ендометрія і міометрій суттєво стоншені (рис. 4.9). У глибоких шарах губчастого шару ендометрія відмічали парціальний некроз з фрагментацією клітин, скупчення клітин, схожих на макрофаги, затрамбовані кровоносні судини з наявністю грубої мережі колагенових волокон в просвітах. Тривалий стійкий стаз еритроцитів призводив до припинення кровообігу в цих зонах. М’язові волокна в цій зоні були вакуолізованими, що свідчило про стан гіпоксії міометрія.
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Рис. 4.9. Гістологічний препарат матки миші підгрупи БІІІв (20 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ) на третю добу після введення гонадотропних гормонів. Судини паралітично розширені, зяють, визначається гіпотрофія м'язових волокон міометрія. Забарвлення H&E, × 100

Часто внутрішньоепітеліально зустрічалися макрофаги, лімфоцити, іноді спостерігалися мікрокісти. Була відзначена відсутність чіткої межи епітелію зі стромою, що підлягає. На окремих ділянках слизової оболонки епітеліальні клітини мали палісадний вигляд – їх ядра були розташовані перпендикулярно до основної мембрани. Також відзначалася осередкова проліферація епітелію, «злиття» його з субепітеліальним шаром.
Власна пластинка була з підвищеним клітинним вмістом, ущільнена. Серед клітинних елементів в ній були виявлені нейтрофіли, макрофаги, фібробласти, лімфоцити. Іноді спостерігали кістозні утворення (рис. 4.10). 
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Рис. 4.10. Гістологічний препарат матки миші підгрупи БІІІг (20 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ) на третю добу після введення гонадотропних гормонів. Кістозні утворення в слизовій матки, діапедезні крововиливи Забарвлення H&E, × 100.
При фарбуванні пікрофуксином по ван Гізону виявлялися грубі колагенові волокна, що вказувало на фіброзні зміни ендометрія. Місцями власна пластинка слизової оболонки була набряклою, різко гіперемованою, відзначався плазмодіапедез, діапедезні крововиливи.

У міометрії частина м’язових волокон була розпушена, фрагментована, гіпотрофічно змінена. Місцями м’язові волокна були вакуолізовані, сполучнотканинні прошарки розширені, в них була посилена колагенова складова. Кровоносні судини усіх шарів було виражено розширені та повнокровні. Простежувалася визначена колагенізація перивазальної тканини.
Отже, гормональна стимуляція яєчників лабораторних мишей з використанням різних доз гонадотропних гормонів призводить до розвитку у тварин патологічних змін в ендометрії: розлад місцевої мікроциркуляції у вигляді розширення, повнокров’я тонкостінних маткових судин, особливо підепітеліальних, діапедез еритроцитів, тривалий стійкий стаз еритроцитів веде до припинення кровообігу в цих зонах. М’язові волокна матки вакуолізовані, що свідчить про наявність гіпоксії. Клітини покривного епітелію дистрофічно змінюються (вакуолізація ядер, «розмитість» верхнього контуру, набрякання цитоплазми). З’являються численні досить великі клітини зі світлою цитоплазмою. У ендометрії спостерігаються різні за чисельністю некрози губчастого шару, скупчення макрофагів. Вираженість змін в ендометрії залежить від дози гормонів, що вводяться. Найбільшій дозі введених гонадотропних гормонів відповідають найбільш виражені патологічні зміни ендометрія. Проте ендометрій миші відрізняється від людини за відповіддю на естрогени і Р4, тому важко екстраполювати отримані дані на клінічне запліднення in vitro у жінок [107]. Тому наступним етапом було проведено поглиблене вивчення морфофункціонального стану ендометрія при заплідненні in vitro у жінок.

РОЗДІЛ 5
МОРФОФУНКЦІОНАЛЬНИЙ СТАН ЕНДОМЕТРІЯ В лікувальному циклі запліднення in vitro у жінок з синдромом гіперстимуляції яєчників

5.1. Імплантаційні здатності ендометрія у жінок з синдромом гіперстимуляції яєчників під час лікувального циклу контрольованої оваріальної стимуляції у період очікуваного вікна імплантації

У пацієнток груп пацієнток циклів запліднення in vitro при вивченні зрізів, забарвлених H&E, відмічали залозисто-стромальну дизсинхронію з наявністю персистуючих субнуклеарних вакуолей в залозистому епітелії, відставанням залоз від строми (рис. 5.1). 
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Рис. 5.1 Ендометрій жінки з СГСЯ після КОС на Р+6 день. Залозисто-стромальна дизсинхронія, розширення, повнокров'я тонкостінних маткових судин, діапедез еритроцитів, дистрофічні зміни в поверхневому епітелії з наявністю піноподій, залозисте розширення, набряк строми. Забарвлення H&E, збільшення ×400.

Спостерігали розширення, повнокров'я тонкостінних маткових судин, особливо підепітеліальних, діапедез еритроцитів, дистрофічні зміни в поверхневому епітелії, залозисте розширення і звивистість, набряк строми. 
При наявності та наростанні СГСЯ усі перераховані процеси мали більший ступінь вираженості. 

Проведення СЕМ поверхневого епітелію слизової матки у пацієнток груп циклів запліднення in vitro підтвердило різко виражену його дизсинхронію (рис. 5.2, рис. 5.3) у пацієнток з СГСЯ.
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Рис. 5.2 Спектр наявності піноподій в ендометрії жінок на Р+6-й день.

Примітка. кІ, кІІ – статистично значимі достовірності з показниками груп КІ, КІІ.
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Рис. 5.3 СЕМ поверхневого епітелію у пацієнтки з помірним СГСЯ. Піноподії, що розвиваються, чергуються з полями відсутності піноподій; численні товсті короткі мікроворсинки; помірна кількість циліарних клітин. ×2000. Шкала барів = 5 мкм. 
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 Рис. 5.4 СЕМ поверхневого епітелію у пацієнтки з тяжким СГСЯ. Відсутність піноподій, поверхня ендометрія вкрита фібриновою плівкою. ×2000. Шкала барів = 5 мкм. 

Як видно з рис. 5.2-5.4, дизсинхронія поверхневого епітелію проявлялася перерозподілом стадій розвитку піноподій у день очікуваного вікна імплантації. У групі СГСЯ піноподії, що розвиваються, спостерігалися у 39,74 % (31) пацієнток (ркІ<0,05; pкII<0,04, ВШ 4,29, 95 % ДІ 1,36-13,49), тоді як у групі КІ – у 20,00 % (6) і у групі КІІ – у 13,33 % (4); розвинуті піноподії – відповідно у 41,03 % (16) (ркІ>0,05; pкII<0,01, ВШ 37,53, 95 % ДІ 4,87-289,53), у 46,15 % (18) (pкІ-кII<0,01, ВШ 42,53, 95 % ДІ 5,49-329,34) і у 63,33 % (19); піноподії, що регресують, – у 43,59 % (34) (ркІ>0,05; pкII<0,01, ВШ 22,41; 95 % ДІ 2,91-172,88), у 33,33 % (10) (pкІ-кII<0,01, ВШ 14,50; 95 % ДІ 1,72-122,40) і у 3,33 % (1).

Наявність ділянок відсутності піноподій у групі СГСЯ реєструвалася у 69,23 % (54) пацієнток, що було статистично незначимо порівняно з групою КІ (36,67 % (11); ВШ 1,16; 95 % ДІ 0,36-3,71) і значимо більше, ніж у групі КІІ (3,33 % (1); ВШ 8,42; 95 % ДІ 1,00-70,65). Ендометрій пацієнток групи КІ з настанням вагітності після циклу запліднення in vitro, не ускладненого СГСЯ, також характеризувався підвищеною частотою зустрічальності ділянок з відсутністю піноподій порівняно з умовно здоровим контролем – ВШ 16,79; 95 % ДІ 2,00-140,90. Статистично значимої різниці між групами І і ІІ за розподілом піноподій за стадією зрілості та наявності ділянок відсутності піноподій в ендометрії не зареєстровано.

Важливою рисою дизсинхронії поверхневого епітелію при проведенні КОС антГнРГ під час запліднення in vitro, особливо ускладненому СГСЯ, був мозаїцизм форми і розмірів піноподій в період очікуваного вікна імплантації. При СГСЯ піноподії різної форми реєструвалися у 88,46 % (69) пацієнток, у групі жінок із заплідненням in vitro без ускладнення СГСЯ – у 70,00% (21), тоді як в умовно здорових невагітних жінок – у 10,00 % (3); різні за розмірами піноподії відповідно відмічалися у 93,59 % (73); у 63,33 % (19) і у 6,67 % (2). Таким чином, кількість пацієнток з піноподіями різної форми під час запліднення in vitro, ускладненому СГСЯ, перевищувала аналогічну у жінок із заплідненням in vitro без ускладнення СГСЯ в 1,26 раза (ВШ 3,29; 95 % ДІ 1,16-9,34) і в умовно здорових невагітних жінок – в 8,85 (ВШ 69,00; 95 % ДІ 17,35-274,36). Число пацієнток з піноподіями різних розмірів у пацієнток групи СГСЯ під час очікуваного вікна імплантації було більше порівняно з групою КІ в 1,48 раза (ВШ 8,45; 95 % ДІ 2,62-27,28) і КІІ – в 14,03 (ВШ 204,40; 95 % ДІ 37,46-1115,24). У жінок з тяжкою формою раннього СГСЯ в більшості випадків спостерігали лише контури секреторних клітин поверхневого маткового епітелію та поодинокі ціліарні клітини, численні ділянки, вкриті плівкою з ниток фібрину (див. рис. 5.4). 

Групи І та ІІ були гомогенними за розподілом форми і розмірів піноподій в ендометрії в день очікуваного вікна імплантації.

Оцінка молекулярного імплантаційного профілю ендометрія показала, що стромальна експресія Hoxа-10 була значимо більш виражена, ніж залозиста, як при заплідненні in vitro, ускладненому СГСЯ (в 2,53 раза), так і при заплідненні in vitro без СГСЯ (в 2,01), так і в групі умовно здорових фертильних жінок (в 2,66). Відмічали значиме його зниження в групі з СГСЯ в залозах і стромі порівняно з групою КІ в 1,32 і в 1,05 раза (171,15±4,53 проти 226,44±8,83 % (p<0,01) і 431,47±10,16 проти 452,71±16,55 % (p<0,05)) і з групою КІІ – в 1,49 і в 1,57 раза (171,15±4,53 проти 254,25±6,39 % (p<0,01) і 431,47±10,16 проти 679,00±11,77 % (p<0,01)) (табл. 5.1, рис. 5.5)

Таблиця 5.1

H-SCORE Hoxа-10 в ендометрії в період вікна імплантації в лікувальному циклі in vitro, M±SE, Ме (Q1-Q3), %

	Група
	Залози
	Строма

	СГСЯ, n=78
	171,15±4,53

171,35 (146,94-171,35) кІ,кІІ
	431,47±10,16

432,23 (362,83-432,23)кІІ

	І, n=39
	168,91±5,79

166,90 (144,11-180,16) кІ,кІІ
	426,03±14,70

420,91 (363,03-454,62) кІІ

	ІІ, n=39
	173,39±7,03

180,13 (146,95-199,01) кІ,кІІ
	436,90±14,17

446,13 (362,83-493,51)кІІ

	КІ, n=30
	226,44±8,83

219,00 (200,25-256,94) кІІ
	452,71±16,55

438,75 (403,59-509,89)кІІ

	КІІ, n=30
	254,25±6,39

253,92 (223,48-278,04) кІ
	679,00±11,77

675 (2,13-2,37)кІ


Примітка. кІ, кІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ, КІІ (p<0,05).
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Рис. 5.5 Експресія Hoxа-10 в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації у умовно здорової фертильної жінки групи КІІ (А) і у пацієнтки в лікувальному циклі заплідненні in vitro у групі з СГСЯ (Б) і у жінки групі КІ в лікувальному циклі запліднення in vitro без СГСЯ (В). ІГХ з МАТ проти Hoxа-10, збільшення ×400.

Епітеліальні клітини ендометрія були основним джерелом іммореактивності LIF у пацієнток досліджуваних груп (рис. 5.6 А-В), імунозабарвлення варіювало від слабкого до помірного. Імунореактивність LIF також була виявлена в стромі ендометрія, зокрема в децидуалізованих стромальних клітинах, розташованих поблизу спіральних артеріол та ендотеліальних клітин. Відмічалося зниження експресії LIF у групі жінок з СГСЯ порівняно із здоровим контролем в 1,14 раза (248,06±4,46 проти 282,67±3,26 % (p<0,01)) і відсутність статистичної різниці з жінками групи КІ (248,06±4,46 проти 261,66±7,17 %) (табл. 5.2). 

LIFR також був локалізований в залозистому епітелії і в децидуалізованих клітинах строми, інтенсивність його імунозабарвлення була низька (рис. 5.6 Г-Е). Експресія LIFR була аналогічною з експресією LIF і зниженою у осіб з СГСЯ порівняно із здоровим контролем в 1,14 раза (228,09±3,94 проти 256,97±2,96 % (p<0,01)) і не мала значимо статистичної різниці з особами групи КІ (228,09±3,94 проти 235,73±6,46 %) (див. табл. 5.2).
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Рис. 5.6 Експресія LIF (А, Б, В) і LIFR (Г, Д, Е) в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації в умовно здорової фертильної жінки групи КІІ (А і Г), у пацієнтки в лікувальному циклі заплідненні in vitro у групі з СГСЯ (Б і Д) і у жінки групі КІ в лікувальному циклі запліднення in vitro без СГСЯ (В і Е). ІГХ з МАТ проти LIF і ПАТ проти LIFR, збільшення ×300.

Таблиця 5.2

H-SCORE LIF і LIFR в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації в лікувальному циклі in vitro, M±SE, Ме (Q1-Q3), % 

	Група
	H-SCORE LIF
	H-SCORE LIFR

	СГСЯ, n=78
	248,06±4,46 кІІ
233,04 (209,92-233,04)
	228,09±3,94 кІІ
221,07 (197,01-221,07)

	І, n=39
	247,09±5,58

254,47 (212,09-281,33)
	226,68±5,12

233,46 (194,58-258,10)

	ІІ, n=39
	249,04±6,26

233,04 (210,51-2863,62)
	229,50±5,34

217,79 (197,01-266,45)

	КІ, n=30
	261,66±7,17 кІІ
172,36 (217,52-293,25) кІІ
	235,73±6,46 кІІ
245,37 (195,97-264,19)

	КІІ, n=30
	282,67±3,26 кІ
282,50 (266,98-294,80)
	256,97±2,96 кІ
256,82 (242,70-268,00)


Примітка. кІ, кІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ, КІІ (p<0,05).

Спостерігалося інтенсивне забарвлення gp130 в ендометрії у всіх жінок (табл. 5.3). Воно було інтенсивним як у поверхневому, так і у залозистому епітелії (рис. 5.7).
Таблиця 5.3

H-SCORE gp130 в ендометрії в період вікна імплантації в лікувальному циклі in vitro, M±SE, Ме (Q1-Q3),% 

	Група
	H-SCORE gp130

	СГСЯ, n=78
	309,26±5,27 кІ, кІІ
296,29 (266,07-296,29)

	І, n=39
	301,87±6,82 кІ, кІІ
312,18 (260,19-341,42)

	ІІ, n=39
	316,63±7,95кІ, кІІ
296,29 (267,64-364,66)

	КІ, n=30
	393,16±10,78 кІІ
409,25 (326,85-440,64)

	КІІ, n=30
	780,30±13,92кІ
789,32 (742,29-825,44)


Примітка. кІ, кІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ, КІІ (p<0,05).

Ендотеліальні клітини на кровоносних судинах також були чітко забарвлені. Під час очікуваного вікна імплантації в стромальних клітинах спостерігалося дуже слабке забарвлення gp130.

Експресія gp130 в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації в лікувальному циклі у пацієнток з СГСЯ (309,26±5,27 %) була зниженою порівняно з такою у пацієнток циклів запліднення in vitro без СГСЯ в 1,27 раза (393,16±10,78 %, p<0,01) і фертильного контролю – у 2,52 (780,30±13,92 %, p<0,01). 
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Рис. 5.7 Експресія gp130 в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації у умовно здорової фертильної жінки групи КІІ (А), у пацієнтки в лікувальному циклі заплідненні in vitro у групі з СГСЯ (Б) і у жінки групі КІ в лікувальному циклі запліднення in vitro без СГСЯ (В). ІГХ з ПАТ проти gp130, збільшення ×300.

Імунозабарвлення IL-6 та sIL-6R від слабкої до вираженої інтенсивності виявлено як у залозистому епітелії, так і в ізольованих клітинах строми (рис. 5.8). Ендотеліальні судини кровоносних судин також забарвлювалися IL-6R. Експресія IL-6 в ендометрії у жінок з СГСЯ в період передбачуваного вікна імплантації була статистично значимо підвищеною порівняно з групою КІ в 1,09 (243,37±4,00 проти 223,45±6,13 %, p<0,01) і з групою КІІ в 1,07 раза (243,37±4,00 проти 226,48±3,20 %, p<0,01). У протилежність цьому експресія sIL-6R була вірогідно зниженою відповідно в 1,33 і 2,00 раза (148,20±2,52 проти 197,36±5,19 і 296,80±3,42 %) (табл. 5.4).
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Рис. 5.8 Експресія IL-6 і sIL-6R в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації в умовно здорової фертильної жінки групи КІІ (А і Г), у пацієнтки в лікувальному циклі заплідненні in vitro у групі з СГСЯ (Б і Д) і у жінки групі КІ в лікувальному циклі запліднення in vitro без СГСЯ (В і Е). ІГХ з МАТ проти IL-6 і sIL-6R , збільшення ×300.

Таблиця 5.4

H-SCORE IL-6 та sIL-6R в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації в лікувальному циклі in vitro, M±SE, Ме (Q1-Q3), % 

	Група
	IL-6
	sIL-6R

	СГСЯ, n=78
	243,37±4,00 кІ, кІІ
240,40 (208,27-2 404)
	148,20±2,52 кІ, кІІ
141,19 (126,30-141,19)

	І, n=39
	2 407±51 кІ, кІІ
2 443 (2 155-240,40
	151,96±3,43 кІ, кІІ
156,50 (130,44-173,02)

	ІІ, n=39
	246,05±6,18кІ
230,24 (207,98-283,38)
	144,44±3,63 кІ
135,16 (122,09-166,36)

	КІ, n=30
	223,45±6,13

232,60 (185,76-250,44)
	197,36±5,19 кІІ
209,42 (167,89-218,47)

	КІІ, n=30
	226,48±3,20

226,32 (211,07-238,39)
	296,80±3,42 кІ
296,63 (280,32-309,54)


Примітка. кІ, кІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ, КІІ (p<0,05).

Оцінка експресії αVβ3-інтегринів в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації не виявила різниці між їх H-SCORE в досліджуваних групах (табл. 5.5, рис. 5.9): у групі з СГСЯ H-SCORE αVβ3-інтегринів дорівнював 278,78±3,28 %, у групі К – 285,07±5,02 і у групі КІІ - 287,83±3,53 %.

Таблиця 5.5

Експресія αVβ3-інтегринів в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації в лікувальному циклі in vitro, H-SCORE, Me±SE (Q1-Q3), % 

	Група
	H-SCORE αVβ3-інтегринів

	СГСЯ, n=78
	278,78±3,28  286,79 (262,74-285,79)

	І, n=39
	278,60±4,07  283,29 (263,56-296,04) 

	ІІ, n=39
	278,97±4,64  287,94 (249,57-301,66)

	КІ, n=30
	285,07±5,02   291,71 (270,17-305,23)

	КІІ, n=30
	287,83±3,53   293,48 (283,10-300,12)


Примітка. Статистично значимої різниці між показниками груп не виявлено (p>0,05).
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Рис. 5.9 Експресія αVβ3-інтегринів в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації в умовно здорової фертильної жінки групи КІІ (А), у пацієнтки в лікувальному циклі запліднення in vitro у групі з СГСЯ (Б) і у жінки групі КІ в лікувальному циклі заплідненні in vitro без СГСЯ (В). ІГХ з МАТ проти αVβ3-інтегринів, збільшення ×400 (А), ×300 (Б, В).

У пацієнток групи СГСЯ на тлі набряку строми і розширення судин зареєстровано зниження продукції VEGF в стромальному компартменті (45,90±0,61 на 1 мм2 площі зрізу) порівняно з групою КІ і КІІ (відповідно – 48,95±0,74 і 53,62±0,93 на 1 мм2 площі зрізу) (табл. 5.6, рис. 5.10). 

Таблиця 5.6

Експресія VEGF в стромі ендометрія в період очікуваного вікна імплантації в лікувальному циклі in vitro, M±SE, Ме (Q1-Q3) 

	Група
	Кількість точок VEGF на 1 мм2 площі зрізу

	1
	2

	СГСЯ, n=78
	45,90±0,61кІ, кІІ
44,25 (42,34-44,25)

	І, n=39
	45,42±0,63 кІ, кІІ
43,60 (42,51-48,30)

	ІІ, n=39
	46,39±0,95 кІ, кІІ
45,60 (42,38-48,95)


Продовження табл. 5.6

	1
	2

	КІ, n=30
	48,95±0,74 кІІ
48,45 (45,33-52,15)

	КІІ, n=30
	53,62±0,93 кІ
53,00 (50,91-58,79)


Примітка. кІ, кІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ, КІІ (p<0,05).
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Рис. 5.10 Експресія VEGF в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації в умовно здорової фертильної жінки групи КІІ (А), у пацієнтки в лікувальному циклі заплідненні in vitro у групі з СГСЯ (Б) і у жінки групі КІ в лікувальному циклі заплідненні in vitro без СГСЯ (В). ІГХ з МАТ проти VEGF, збільшення ×300.

Ендотеліальна дисфункція в ендометрії у жінок з СГСЯ в період передбачуваного вікна імплантації проявлялася зниженням продукції iNOS у 56,41 % (44) осіб (p<0,01) і підвищенням – у 3,85 % (3), нормальна експресія iNOS відбувалася лише у 39,74 % (31) (p<0,01) (табл. 5.7, рис. 5.11).

Таблиця 5.7

Розподіл жінок за експресією iNOS в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації в лікувальному циклі in vitro, n (%) 

	Група
	Сумнівна експресія iNOS 

(+/-)
	Нормальна інтенсивність експресії iNOS (+)
	Підвищена експресія iNOS 

(++ або +++)

	
	абс.
	%
	абс.
	%
	абс.
	%

	СГСЯ, n=78
	44
	56,41 кІІ
	31
	39,74 кІІ
	3
	3,85

	І, n=39
	21
	53,85 кІІ
	17
	43,59 кІІ
	1
	2,56

	ІІ, n=39
	23
	58,79 кІІ
	14
	35,90 кІІ
	2
	5,13

	КІ, n=30
	13
	43,33 кІI
	16
	   53,33 кІI
	1
	3,33

	КІІ, n=30
	0
	0,00 кІ
	30
	100 кІ
	0
	0,00


Примітка. кІ, кІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ, КІІ (p<0,05).
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Рис. 5.11 Експресія iNOS в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації в умовно здорової фертильної жінки групи КІІ (А), у пацієнтки в лікувальному циклі заплідненні in vitro у групі з СГСЯ (Б) і у жінки групі КІ в лікувальному циклі заплідненні in vitro без СГСЯ (В). ІГХ з ПАТ до NOS-2. Збільшення ×400 (А); ×300 (Б, В).

Отже, розвиток раннього СГСЯ в циклах запліднення in vitro приводить до залозисто-стромальної дизсинхронії, розширення, повнокров'я тонкостінних маткових судин, діапедезу еритроцитів, дистрофічних змін в поверхневому епітелії з порушенням формування піноподій, мозаїцизмом їх форми, розмірів і стадії розвитку, залозистим розширенням і звивистістю, набряком строми. Зміни морфофункціонального стану ендометрія у разі СГСЯ супроводжуються змінами молекулярного профілю факторів імплантації: статистично значимим зниженням експресії Hoxа-10 в залозах і стромі порівняно з групою пацієнток циклів запліднення in vitro без СГСЯ в 1,32 і в 1,05 раза та із фертильним контролем – в 1,49 і в 1,57 раза; gp130 в ендометрії – в 1,27 і у 2,52; IL-6 – в 1,09 і в 1,07; sIL-6R – в 1,33 і 2,00; зниженням продукції VEGF у стромальному компартменті (45,90±0,61 проти 48,95±0,74 і 53,62±0,93 на 1 мм2 площі зрізу) на тлі відсутності різниці експресії αVβ3-інтегринів, зниження експресії LIF і LIFR порівняно із здоровим контролем в 1,14 раза і відсутності статистичної різниці з жінками циклів запліднення in vitro без СГСЯ. Ендотеліальна дисфункція в ендометрії у жінок з СГСЯ в період передбачуваного вікна імплантації проявлялася зниженням продукції iNOS у 47,44 % осіб (p<0,01) і підвищенням – у 3,85 %.

Досліджувані показники імплантаційного потенціалу ендометрія між групами І і ІІ не мали статистично значимих розходжень, тому можуть використовуватися при подальших порівняльних дослідженнях.

5.2. Кореляційні взаємозв’язки між експресією LIF і gp130 в ендометрії та вмістом цих молекул імплантації в маткових змивах

Аналіз маткових змивів під час передбачуваного вікна імплантації показав, що пацієнтки з СГСЯ мали зниження концентрації LIF (4,09±0,07 пг/мл) і gp130 (52,27±1,03 пг/мл) порівняно з аналогічними у групі КІ в 1,10 і в 1,12 раза (4,49±0,12 пг/мл, p<0,01 і 58,70±1,61 пг/мл, p<0,01) і у групі КІІ – в 12,06 і в 3,65 раза (49,34±0,99 пг/мл, p<0,01 і 191,01±3,41 пг/мл, p<0,01).
Таблиця 5.8

Вміст LIF і gp130 у маткових змивах у день передбачуваного вікна імплантації у лікувальному циклі in vitro, M±SE, Ме (Q1-Q3), у пг/мл 

	Група
	LIF
	gp130

	СГСЯ, n=78
	4,09±0,07 кІ, кІІ
4,08 (3,48-4,08)
	52,27±1,03 кІ, кІІ
50,33 (45,75-50,33)

	І, n=39
	4,04±0,09. кІ, кІІ
4,10 (3,47-4,59)
	51,50±1,16 кІ, кІІ
53,26 (44,39-58,25)

	ІІ, n=39
	4,13±0,10. кІ, кІІ
3,86 (3,49-4,75)
	53,03±1,54 кІ, кІІ
49,71 (45,93-62,78)

	КІ, n=30
	4,49±0,12 кІІ
4,67 (3,73-5,03)
	58,70±1,61 кІІ
61,10 (48,80-65,79)

	КІІ, n=30
	49,34±0,99 кІ
49,38 (46,03-51,85)
	191,01±3,41 кІ
193,21 (181,75-202,06)


Примітка. кІ, кІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ, КІІ (p<0,05).

Встановлений кореляційний зв’язок між H-SCORE LIF в ендометрії та його вмістом в маткових змивах, який найліпше апроксимувався лінійною залежністю за формулою:

y = 0,0156x + 0,2144   (5.1).

Коефіцієнт апроксимації R² дорівнював 0,8643 (рис. 5.12).

Також доведений кореляційний зв’язок між H-SCORE gp130 в ендометрії та його вмістом в маткових змивах, який найліпше апроксимувався поліноміальною залежністю за формулою:

y = -0,0001x2 + 0,2202х-6,0144   (6.2).

Коефіцієнт апроксимації R² дорівнював 0,7456 (рис. 6.13).

Отже, отримані дані щодо вмісту LIF та gp130 в маткових змивах та встановлені кореляційні взаємозв’язки між вмісту LIF та gp130 в маткових змивах та їх експресією в ендометрії дозволяють використовувати для оцінки рецептивності ендометрія малоінвазивну методику оцінки вмісту LIF та gp130 в маткових змивах. При рівнях LIF нижче за 46,03 пг/мл та gp130 нижче за 181,75 пг/мл за розробленою методикою можна думати за знижену рецептивність ендометрія. Концентрація LIF та gp130 в маткових змивах у групах І і ІІ не мала значимих відмінностей.

[image: image46.png]Bmict LIF y maTKOBMX 3MuBaXx, y nr/ma

55

45

35

T 5 EX
R?=0,8643
: : : : : : : :
150 170 190 210 230 250 270 290 310

H-SCORE LIF B eHgomerTpii, y %




Рис. 5.12 Кореляційне поле, формула регресії та коефіцієнт апроксимації вмісту LIF у маткових змивах у пацієнток з СГСЯ в циклах запліднення in vitro в залежності від H-SCORE LIF в ендометрії.
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Рис. 5.13 Кореляційне поле, формула регресії та коефіцієнт апроксимації вмісту gp130 у маткових змивах у пацієнток з СГСЯ в циклах запліднення in vitro в залежності від H-SCORE gp130 в ендометрії.

5.3. Імунна реактивність ендометрія у жінок з синдромом гіперстимуляції яєчників

Було досліджено експресію в лікувальному циклі в період очікуваного вікна імплантації загального лейкоцитарного антигену (LCA) (CD45+), натуральних кілерних клітин (CD56+), цитотоксичних кілерних клітин (CD16+) і маркеру запалення сіндекану-1 (CD138+) (табл. 5.9).

Таблиця 5.9

Вміст LCA та субпопуляцій NK-клітин в ендометрії у досліджуваних групах в період передбачуваного вікна імплантації у лікувальному циклі запліднення in vitro, M±SE, Ме (Q1-Q3), ‰ 
	Група
	LCA (СD45+)
	СD56+
	СD16+
	СD138+

	СГСЯ, n=78
	128,71±7,31 кІ, кІІ
113,06 (92,84-173,92)
	84,42±6,30 кІ, кІІ

70,78 (54,49-101,33)
	46,26±3,17 кІ, кІІ
43,14 (33,90-58,00)
	5,93±1,06

0,00(0,0-

8,07) кІІ

	І,

n=39
	128,91±8,98 кІ, кІІ
120,23 (94,52-164,11)
	83,32±8,53 кІ, кІІ
69,97 (54,77-105,13)
	44,76±4,29 кІ, кІІ
42,59 (33,90-55,56)
	6,09±1,47

0,00(0,0-

7,81) кІІ

	ІІ,

n=39
	128,51±10,40 кІ, кІІ
110,23 (85,59-178,46)
	85,52±8,22 кІ, кІІ
72,61 (48,03-101,33)
	47,77±4,11 кІ, кІІ
51,60 (33,07-58,95)
	5,78±1,35

0,00(0,0-

8,04) кІІ

	КІ,

n=30
	97,36±9,57 кІІ
85,44 (62,87-105,20)
	61,73±6,38 кІІ
58,64 (43,42-66,34)
	32,21±2,74 кІІ
34,25 (17,51-41,29)
	3,76±1,29 кІІ
0,00(0,0-

2,94)

	КІІ, n=30
	32,03±1,14 кІ
32,50 (26,55-37,23)
	6,06±0,36 кІ
6,12 (4,59-

7,52)
	1,47±0,15 кІ
1,33 (0,84-

1,95)
	0,00±0,00 кІ
0,00 (0,00-

0,00)


Примітка. кІ, кІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ, КІІ (p<0,05).

Як видно з табл. 5.9 і рис. 5.14-5.15, у всіх пацієнток циклів запліднення in vitro було підвищено рівень таких субпопуляцій лімфоцитів, як LCA, СD56+ і СD16+ порівняно із фертильним контролем, але у жінок з СГСЯ це явище було більш виражене. 
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Рис. 5.14 Експресія LCA в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації в умовно здорової фертильної жінки групи КІІ (А), у пацієнтки в лікувальному циклі заплідненні in vitro у групі з СГСЯ (Б) і у жінки групі КІ в лікувальному циклі заплідненні in vitro без СГСЯ (В). ІГХ з МАТ до LCA. Збільшення ×400 (А); ×300 (Б, В).

Так рівень LCA у групі з СГСЯ перевищував аналогічний у групі КІ в 1,32 раза (128,71±7,31 проти 97,36±9,57 ‰, p<0,01) і у групі КІІ – в 4,02 (128,71±7,31 проти 32,03±1,14 ‰, p<0,01), у групі КІ такий у групі КІІ - у 3,04 (97,36±9,57 проти 32,03±1,14 ‰, p<0,04) (див. рис. 5.14); СD56+ – відповідно в 1,37 (84,42±6,30 проти 61,73±6,38 ‰, p<0,01) і в 13,94 (84,42±6,30 проти 6,06±0,36 ‰, p<0,01), в 10,19 (61,73±6,38 проти 6,06±0,36 ‰, p<0,01); СD16+ – в 1, 44 (46,26±3,17 проти 32,21±2,74 ‰, p<0,01 і 31,57 (46,26±3,17 проти 1,47±0,15 ‰, p<0,01), в 21,98 (32,21±2,74 проти 1,47±0,15 ‰, p<0,01) (див. рис. 5.15). У кожному окремому випадку експресія окремих субпопуляцій лімфоцитів варіювала від низької до високої, але зберігалася тенденція до підвищеної імунореактивності саме у жінок з СГСЯ.
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Рис. 5.15 Експресія СD56+ і СD16+ в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації в умовно здорової фертильної жінки групи КІІ (А, Г), у пацієнтки в лікувальному циклі заплідненні in vitro у групі з СГСЯ (Б, Д) і у жінки групі КІ в лікувальному циклі заплідненні in vitro без СГСЯ (В, Е). ІГХ з МАТ до СD56+ і СD16+. Збільшення ×300.

Імунозабарвлення СD138+ виявлялося в ендометрії у 42,31 % (33) жінок з СГСЯ і у 26,67 % (8) без СГСЯ (p>0,05), у групі КІІ було відсутнім (рис. 5.16). Відповідно експресія СD138+ у жінок з СГСЯ перевищувала тільки аналогічну у групі КІІ (5,93±1,06 проти 0,00±0,00 ‰, p<0,01), статистично значущої різниці з пацієнтками групи КІ не зареєстровано (5,93±1,06 проти 3,76±1,29 ‰, p>0,05).
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Рис. 5.16 Експресія СD138+ в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації в умовно здорової фертильної жінки групи КІІ (А, Г), у пацієнтки в лікувальному циклі заплідненні in vitro у групі з СГСЯ (Б, Д) і у жінки групі КІ в лікувальному циклі заплідненні in vitro без СГСЯ (В, Е). ІГХ з МАТ до СD138+. Збільшення ×300.

Групи І і ІІ були гомогенні за експресією досліджуваних субпопуляцій лімфоцитів.

Отже, у пацієнток циклів запліднення in vitro в період очікуваного вікна імплантації в ендометрії підвищений середній рівень таких субпопуляцій лімфоцитів, як LCA, СD56+, СD16+ і CD138+ порівняно із фертильним контролем, але у жінок з СГСЯ це явище є більш вираженим. Так рівень LCA у осіб з СГСЯ статистично значимо перевищує аналогічний у групі пацієнток циклів запліднення in vitro без СГЯ в 1,32 раза і у жінок фертильного контролю – в 4,02; СD56+ – відповідно в 1,37 і в 13,94; СD16+ – в 1, 44 і в 31,57. Характерні індивідуальні рівні експресії окремих субпопуляцій лімфоцитів, але зберігається тенденція до підвищеної імунореактивності саме у жінок з СГСЯ. Експресія СD138+ під час циклів запліднення in vitro виявляється в ендометрії у 42,31 % жінок з СГСЯ і у 26,67 % без СГСЯ (p>0,05) і при наявності не відрізняється за рівнем.

РОЗДІЛ 6
Ефективність розробленої індивідуалізованої методики підготовки ендометрія у пацієнток з синдромом гіперстимуляції яєчників перед трансфером вітрифікованих/відігрітих ембріонів

6.1. Застосовані методики підготовки ендометрія у пацієнток з синдромом гіперстимуляції яєчників перед трансфером вітрифікованих/відігрітих ембріонів

Усі жінки після відміни переносу ембріонів у лікувальному циклі були госпіталізовані з приводу помірного або тяжкого СГСЯ і отримали відповідне лікування. Усі отримані ембріони були вітрифіковані.

Після виписки з стаціонару пацієнткам проводилася підготовка ендометрія. 

У групі порівняння ІІ підготовку ендометрія здійснювали за традиційною методикою наступним чином: три місяці після лікувального циклу запліднення in vitro проводили замісну циклічну гормонотерапію; на 21-у добу третього менструального циклу вводили 3,75 мг триптореліну підшкірно, через 14 діб починали прийом трансдермальних естрогенів протягом 12-14 діб. Після досягнення товщини ендометрія 10-12 мм починали прийом препаратів прогестерону. На Р+7-Р+8 переносили два розморожених ембріона на стадії бластоцисти. Перед переносом при необхідності проводили передімплантаційну діагностику з метою оцінки генетичного матеріалу і числового набору хромосом клітин зародка.

Для трансферу використовувати м'які, біологічно інертні (нетоксичні) катетери, нездатні нашкодити ембріону, що надавало змогу швидко і делікатно помістити ембріон в порожнину матки. Проникнення в матку з метою підсадки відбувалося в два етапи. Перший - порожнистим катетером, більш жорстким, проходили цервікальний канал. Другий - м'яким катетером, крізь отвір в першому катетері, вводили зародок разом з рідиною для культивації в порожнину матки. Намагалися проводити трансфер дуже плавно, без різких рухів. Призначали вагінальні форми прогестерону, щоб підтримати імплантацію і постімплантаційний період розвитку вагітності. 

У групі І підготовку ендометрія здійснювали за розробленою методикою, яка проводилася аналогічно такій у групі ІІ, але з додаванням ад’ювантів: 

· по 12-15 крапель препарату, 100 г розчину якого містить 5,4 г сухого екстракту з насіння кінського каштану (відповідно 1,0 г тритерпенглікозиду (тритерпенсапонін) у перерахуванні на есцин), 0,5 г тіаміну гідрохлориду; краплі призначали 3 рази на добу, перед їжею, з невеликою кількістю рідини, курс - три місяці;

· вітамін Е у капсулах по 400 мг один раз на добу після їжі з достатньою кількістю рідини у другу половину менструального циклу три цикли; 

· серратіопептидаза у пігулках по 10 мг 2 рази на добу, запивати склянкою води протягом місяця ;

· препарати міо-інозитолу по 2000 мг два раза на добу три місяці;

· курс внутрішньом’язових ін’єкцій препарату, 1 мл розчину якого містить продукту протеолізу плаценти великої рогатої худоби - 15 мг, на курс 10 ін’єкцій через добу; 

· розчин для перорального застосування, 5 мл якого містять L-аргініну аспартату 1 г (L-аргініну – 0,57 г, кислоти аспарагінової – 0,43 г); по 5 мл per os 3-6 разів на добу, курс лікування 15 днів.

Усі використані препарати зареєстровані на Україні і застосування їх проводилося згідно відповідних інструкцій.

6.2. Динаміка показників морфофункціонального стану яєчників та ендометрія при підготовці пацієнток з синдромом гіперстимуляції яєчників до трансферу вітрифікованих/відігрітих ембріонів 
При підготовці ендометрія у пацієнток з СГСЯ перед трансфером розморожених ембріонів оцінювали такі показники оваріально-ендометріального компартменту як ехоструктуру і об’єм яєчників, дані ехометрії ендометрія на 2-3-й день першої, другої та третьої менструації після лікувального циклу запліднення in vitro, концентрацію LIF і gp130 в маткових змивах в день передбачуваного вікна імплантації під час другої та третьої менструації після лікувального циклу запліднення in vitro, а перед переносом досліджувані раніше імуногістохімічні маркери в пайпель-біоптатах ендометрія.

Найбільшими розміри яєчників були в перший менструальний цикл, зменшення розмірів практично до вихідних і нормалізація ехоструктури яєчників відмічалася тільки після третьої менструації (табл. 6.1, рис. 6.1). 

Таблиця 6.1

Динаміка об’єму яєчників у пацієнток циклів запліднення in vitro, M±SE; Ме (Q1-Q3)
	Група
	Яєч-ник
	Р+6 день лікувального циклу in vitrо
	2-3-й день першого менструаль-ного циклу
	2-3-й день другого менструаль-ного циклу
	2-3-й день третього менструаль-ного циклу

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Група І (n=39)
	OD
	270,86±8,81

кІ, кІІ
253,89 (226,96-309,03)
	121,86±8,81
кІ, кІІ, ІІ, д
104,89 (77,96- 160,03)
	28,89±2,02

кІ, кІІ, ІІ, д
27,05 (19,18-37,22)
	14,34±0,64

кІ, кІІ, ІІ, д
13,64 (11,12-17,20)

	
	OS
	279,91±8,46

кІ, кІІ
276,08 (234,83-310,72)
	132,71±8,46

кІ, кІІ, ІІ д
128,88 (87,63-163,52)
	32,86±2,00

кІ, кІІ, ІІ, д
31,36 (21,32-39,79)
	15,49±0,82

кІ, кІІ, ІІ, д
14,72 (11,92-18,56)


Продовження табл. 6.1

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Група ІІ (n=39)
	OD
	288,68±11,95

кІ, кІІ
272,03 (231,91-341,94)
	173,68±11,95

кІ, кІІ, І, д
157,03(116,91-226,94)
	41,47±1,06

кІ, кІІ, І, д
41,65 (35,10-46,00)
	17,58±0,94 кІ, кІІ, І, д
16,58 (12,56-21,02)

	
	OS
	286,81±11,48

кІ, кІІ
293,73 (219,99-329,16)
	180,81±11,48

кІ, кІІ, І, д
187,73(113,99-223,16)
	43,84±1,04

кІ, кІІ, І, д
43,79 (39,93-48,49)
	18,34±0,98

кІ, кІІ, І, д
16,52 (13,37-22,58)

	Група КІ

(n=30)
	OD
	54,15±2,03кІІ
53,11 (48,15-64,72)
	27,30±0,94 кІІ,д
26,65 (22,66-32,11)
	12,82±0,44 кІІ,д
12,51 (10,62-15,07)
	9,56±0,52 кІІ,д
9,32 (7,50-11,67)

	
	OS
	51,07±2,21кІІ
51,70 (43,52-60,32)
	28,46±1,21 кІІ,д
28,37 (23,24-32,93)
	13,81±0,59 кІІ
13,77 (11,28-15,99)
	8,73±0,42 кІІ
9,32 (7,50-11,67)

	Група КІІ (n=39)
	OD
	12,19±1,57 кІ

10,45 (5,61-

16,45)
	5,87±8,20 кІ
5,96 (5,05-6,63)
	5,87±0,20 кІ
5,96 (5,05-6,63)
	5,87±0,20 кІ
5,96 (5,05-6,63)

	
	OS
	11,68±1,71кІ

6,34 (4,71-16,29)
	5,32±0,18 кІ
5,02 (4,74-6,12)
	5,32±0,18 кІ
5,02 (4,74-6,12)
	5,32±0,18 кІ
5,02 (4,74-6,12)


Примітки: 1. кІ, кІІ, І, ІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ,  КІІ, І, ІІ, p<0,05;

         2. д – статистично значима різниця з вихідними показниками в динаміці лікування, p<0,05.
Як видно з табл. 6.1 і рис. 6.1, використання розробленої методики підготовки ендометрія у пацієнток з СГСЯ перед трансфером розморожених ембріонів приводить до більш швидкого і більшого зменшення об’єму яєчників: у групі І  OD – 270,86±8,81 → 121,86±8,81 → 28,89±2,02 → 14,34±0,64 см3 і OS – 279,91±8,46 → 132,71±8,46 → 32,86±2,00 → 15,49±0,82 см3; у групі ІІ OD – 288,68±11,95 → 73,68±11,95 →  41,47±1,06 → 17,58±0,94 см3 і OS –286,81±11,48→180,81±11,48 →  43,84±1,04 → 18,34±0,98 см3.
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Рис. 6.1 Динаміка зміщення показників об’єму яєчників на 2-3-й день менструального циклу після проведення КОС у досліджуваних групах відносно показників групи КІІ. Примітка. - - - – середній об’єм яєчників у групі КІІ, прийнятий за одиницю.

Важливими показниками щодо можливості трансферу розморожених ембріонів є рівні LIF і gp130 в маткових змивах в день очікуваного вікна імплантації. Як видно з табл. 6.1, у жінок групи І вміст LIF у маткових змивах статистично значимо збільшився на Р+6 день другого менструального циклу порівняно з вихідним у 5,70 раза і третього менструального циклу – у 11,32, тоді як у групі ІІ – відповідно у 4,69 і 9,91 раза (табл. 6.2, рис. 6.2).

Таблиця 6.2

Концентрації LIF у маткових змивах пацієнток циклів запліднення in vitro на Р+6 добу в динаміці підготовки ендометрія після лікувального циклу, M±SE, Ме (Q1-Q3), пг/мл
	Група
	Р+6 день лікувального циклу in vitrо
	Р+6 день другого менструального циклу
	Р+6 день третього менструального циклу

	І (n=39)
	4,04±0,09 кІ, кІІ
4,10 (3,47-4,59)
	23,04±0,57 кІ, кІІ, ІІ, д
23,12 (19,64-26,45)
	45,73±0,87 ІІ, д
46,03 (41,09-50,76)

	ІІ (n=39)
	4,13±0,10 кІ, кІІ
3,86 (3,49-4,75)
	19,36±0,55 кІ, кІІ, І, д
18,28 (16,88-23,06)
	40,92±0,88 кІ, кІІ, І, д
40,60 (37,65-43,55)

	КІ (n=30)
	4,49±0,12 кІ, кІІ
4,67 (3,73-5,03)
	27,50±0,75 кІІ,д
28,63 (22,86-30,82)
	43,85±1,40 кІІ, д
46,46 (35,44-48,56)

	КІІ (n=30)
	49,34±0,99 кІ, І, ІІ
49,38 (46,03-51,85)


Примітки: 1. кІ, кІІ, І, ІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ,  КІІ, І, ІІ, p<0,05;

         2. д – статистично значима різниця з вихідними показниками в динаміці лікування, p<0,05.
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Рис. 6.2 Динаміка зміщення вмісту LIF у маткових змивах у день передбачуваного віна імплантації після проведення КОС у досліджуваних групах відносно показників групи КІІ. Примітка. - - - – середній вміст LIF у маткових змивах у групі КІІ, прийнятий за одиницю.
Таким чином, застосування розробленої методики підготовки ендометрія привело до збільшення в 1,12 раза (pІІ<0,01) концентрації LIF у маткових змивах у пацієнток групи І порівняно з жінками групи ІІ і нормалізації цього показника (pкІІ<0,01).

Як видно з табл. 6.3 і рис. 6.3, у жінок групи І вміст LIF у маткових змивах статистично значимо збільшився на Р+6 день другого менструального циклу порівняно з вихідним у 5,70 раза і третього менструального циклу – у 11,32, тоді як у групі ІІ – відповідно у 4,69 і 9,91 раза.

У жінок групи І концентрація gp130 у маткових змивах статистично значимо стала більше на Р+6 день другого менструального циклу порівняно з вихідним рівнем у 1,68 раза і третього менструального циклу – у 3,16, тоді як у групі ІІ – відповідно у 1,36 і 2,91 раза (див. табл. 6.3, рис. 6.3).

Таблиця 6.3

Концентрації gp130 у маткових змивах пацієнток циклів запліднення in vitro на Р+6 добу в динаміці підготовки ендометрія після лікувального циклу M±SE, Ме (Q1-Q3), пг/мл
	Група
	Р+6 день лікувального циклу in vitrо
	Р+6 день другого менструального циклу
	Р+6 день третього менструального циклу

	І (n=39)
	51,50±1,16 кІ, кІІ
53,26 (44,39-58,25)
	86,50±1,99 кІ, кІІ, ІІ, д
88,59 (74,39-98,34)
	162,80±3,24 ІІ, д
161,47 (146,27-171,93)

	ІІ (n=39)
	53,03±1,54 кІ, кІІ
49,71 (45,93-62,78)
	72,03±1,78 кІ, кІІ, І, д
66,93 (60,54-83,63)
	148,68±1,93 кІ, кІІ, І, д
152,37 (136,69-159,42)

	КІ (n=30)
	58,70±1,61 кІІ
61,10 (48,80-65,79)
	97,71±2,76 кІІ,д
103,65 (82,91-108,65)
	170,09±2,61 кІІ, д
173,99 (154,06-181,58)

	КІІ (n=30)
	191,01±3,41 кІ
193,21 (181,70-202,40)


Примітки: 1. кІ, кІІ, І, ІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ,  КІІ, І, ІІ, p<0,05;

         2. д – статистично значима різниця з вихідними показниками в динаміці лікування, p<0,05.
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Рис. 6.3 Динаміка зміщення вмісту gp130 у маткових змивах у день передбачуваного віна імплантації після проведення КОС у досліджуваних групах відносно показників групи КІІ. Примітка. - - - – середній вміст gp130 у маткових змивах у групі КІІ, прийнятий за одиницю.
У результаті проведеного лікування вміст gp130 у маткових змивах у жінок з СГСЯ, пролікованих за розробленою методикою, був більше, ніж у осіб з СГСЯ, пролікованих за традиційною методикою, в 1,10 раза (p<0,01).

Перед проведенням трансферу розморожених вітрифікованих ембріонів у день очікуваного вікна імплантації була проведена пайпель-біопсія і визначено експресію в ендометрії Hoxа-10, LIF, gp130, sIL-6R, VEGF, СD45+, СD56+, СD16+, СD138+ та iNOS. Було встановлено, що секреція Hoxа-10 в залозах ендометрія статистично значимо збільшилася у групі І в 1,46, а у групі ІІ – в 1,28 раза; Hoxа-10 в стромі ендометрія – відповідно у 1,51 і в01,22; LIF – в 1,14 і в 1,06; gp130 – в 1,98 і 1,44; sIL-6R – в 1,40 і 1,23; VEGF – в 1,48 раза. Нормальна експресія iNOS вірогідно стала більше в 1,82 тільки в групі, пролікованій за розробленою методикою (табл. 6.4)
Таблиця 6.4

Експресія факторів рецептивності ендометрія у пацієнток циклів запліднення in vitro на Р+6 добу в динаміці підготовки ендометрія після лікувального циклу, M±SE, Ме (Q1-Q3)

	Показ-ник
	Час
	Група

	
	
	І (n=39)
	ІІ (n=39)
	КІ (n=30)
	КІІ(n=30)

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Hoxа-10 залози, 

%
	1
	168,91±5,79 кІ,кІІ
166,90 (144,11-180,16)
	173,39±7,03 кІ,кІІ
180,13 (146,95-199,01)
	226,44±8,83 кІІ
219,00 (200,25-256,94)
	254,25±

6,39 кІ
253,92 (223,48-278,04)

	
	2
	250,21±5,82 ІІ,д
247,90(225,00-262,58)
	221,39±7,03кІ, кІІ,І,д
228,13 (194,95-247,01)
	250,44±8,83 д
243,00 (224,25-280,94)
	

	Hoxа-10 строма, 

%
	1
	426,03±14,70 кІІ
420,91 (363,03-454,62)
	436,90±14,17 кІІ 

446,13 (362,83-493,51)
	452,71±16,55кІІ
438,75 (403,59-509,89)
	679,00±

11,77 кІ
675 (2,13-2,37)

	
	2
	642,31±14,15 ІІ,д
642,52 (596,36-676,41)
	532,90±14,17кІ,кІІ,І,д
542,13 (458,83-589,91)
	628,51±17,35 кII,д
619,31 (582,38-692,89)
	

	LIF, 
%
	1
	247,09±5,58

254,47 (212,09-281,33)
	249,04±6,26

233,04 (210,51-2863,62)
	261,66±7,17 кІІ
172,36 (217,52-293,25)
	282,67±

3,26кІ
282,50 (266,98-294,80)

	
	2
	280,53±3,19 ІІ,д
2,79 (271,51-291,10)
	263,08±6,09 кІІ,І,д
264,50 (222,56-298,58)
	272,84±7,25 д 283,88 (228,46-304,77)
	

	gp130, %
	1
	301,87±6,82 кІ,кІІ
312,18 (260,19-341,42)
	316,63±7,95 кІ,кІІ
296,29 (267,64-364,66)
	393,16±10,78 кІІ 409,25 (326,85-440,64)
	780,30±

13,92 кІ
789,32 (742,49-825,44)

	
	2
	598,60±40,22ІІ,д
609,14 (545,52-736,39)
	455,59±9,70 кІ,кІІ,І,д
430,77 (395,82-514,19)
	31011±905 кІІ,д
32362 (25440-34999)
	

	sIL-6R, %
	1
	141,96±3,43 кІ,кІІ
156,50 (130,44-173,02)
	144,44±3,63 кІ
135,16 (122,09-166,36)
	197,35±5,19 кІІ
209,42 (167,89-218,47)
	296,80±

3,42 кІ
296,63 (280,32-309,54)

	
	2
	213,03±3,42 ІІ,д
206,62 (192,10-232,81)
	177,75±3,63 кІ,кІІ,І,д
168,47 (155,40-199,67)
	237,94±5,19 кІІ,д
250,01 (208,48-259,07)
	


Продовження табл. 6.4

	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Кіль-кість точок VEGF на 1 мм2 
	1
	45,42±0,63кІ, кІІ
43,60 (42,51-48,30)
	46,39±0,95 кІ, кІІ
45,60 (42,38-48,95)
	48,95±0,74кІІ
48,45 (45,33-52,15)
	53,62±

0,93 кІ
53,00 (50,91-58,79)

	
	2
	52,46±0,61 ІІ,д
52,25 (49,35-55,50)
	49,04±0,95 кІ,кІІ,І,д 48,25 (45,03-51,60)
	52,58±0,74 кІІ,д
52,08 (48,96-55,78)
	

	СD45+, ‰
	1
	128,91±8,98 кІ,кІІ
120,23 (94,52-164,11)
	128,51±10,40 кІ, кІІ
110,23 (85,59-178,46)
	97,36±9,57 кІІ
85,44 

(62,87-105,20)
	32,03±

1,14 кІ
32,50 (26,55-37,23)

	
	2
	60,73±6,01 ІІ,д
71,48 (19,323-81,61
	94,30±12,32 кІ,кІІ,І,д
60,12 (46,06-137,34)
	49,19±3,80 кІІ,д
52,45 (32,12-65,40)
	

	СD56+, ‰
	1
	83,32±8,53 кІ, кІІ
69,97 (54,77-105,13)
	85,52±8,22кІ, кІІ
72,61 (48,03-101,33)
	61,73±6,38 кІІ
58,64 (43,42-66,34)
	6,06±

0,36 кІ
6,12 (4,59-

7,52)

	
	2
	42,77±4,23кІ,кІІ,ІІ,д
50,34 (13,61-57,48)
	66,41±8,68 кІ,кІІ,І,д
42,34 (32,44-96,72)
	33,21±2,59 кІІ,д
34,60 (23,65-41,29)
	

	СD16+, ‰
	1
	44,76±4,29 кІ,кІІ
42,59 (33,90-55,56)
	47,77±4,11кІ,кІІ
51,60 (33,07-58,95)
	32,21±2,74 кІІ
34,25 (17,51-41,29)
	1,47±

0,15 кІ
1,33 (0,84-

1,95)

	
	2
	26,05±1,98кІ,кІІ,ІІ,д
30,72 (13,72-34,98)
	35,18±3,69 кІ,кІІ,І,д
33,69 (20,91-47,89)
	14,89±1,16 кІІ,д
15,52 (10,60-18,52)
	

	СD138+, ‰
	1
	6,09±1,47кІІ
0,00(0,00-7,81) 
	5,78±1,35кІІ

0,00(0,00-8,04) 
	3,76±1,29 кІІ
0,00(0,00-2,94)
	0,00±

0,00 кІ
0,00 (0,00-

0,00)

	
	2
	0,28±0,13 ІІ,д
0,00 (0,00-0,00)
	1,82±0,53 кІ,кІІ,І,д
0,00 (0,00-2,49)
	0,24±0,12 кІI,д
0,00 (0,00-0,00)
	

	Нор-мальна експресія iNOS, n(%)
	1
	17 (43,59)кІІ


	14 (35,90) кІІ


	16 (53,33) кІI
	30 (100) 

кІ



	
	2
	31(79,49) кІІ,ІІ,д
	21 (53,85) кІ,кІІ,І
	23 (76,67)кІ
	


Примітки: 1. кІ, кІІ, І, ІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ,  КІІ, І, ІІ, p<0,05;

                 2. д – статистично значима різниця з вихідними показниками в динаміці лікування, p<0,05;
     3. 1, 2 – час біопсії ендометрія на Р+6 добу відповідно в лікувальному циклі і під час третьої менструації після лікувального циклу.

Після проведення підготовки ендометрія перед переносом розморожених ембріонів за розробленою методикою у групі І порівняно з групою ІІ, де підготовка ендометрія здійснювалася за традиційними методиками, експресія Hoxа-10 в залозах і стромі ендометрія перевищувала в 1,11 (p<0,01) і 1,20 (p<0,01); LIF – в 1,07 (p<0,01); gp130 – в 1,31 (p<0,01); sIL-6R – в 1,20 (p<0,01); VEGF – в 1,07 раза (p<0,01); число пацієнток з нормальною експресією iNOS перевищувало аналогічне у групі І в 1,48 раза (p<0,02).

У результаті підготовки ендометрія поліпшилася його імунореактивність. У групі з підготовкою ендометрія за розробленою методикою експресія СD45+ статистично значимо зменшилася в 2,12 раза в групі з підготовкою ендометрія за традиційною методикою – в 1,36; СD56+ – відповідно в 1,95 і 1,29; СD16+ – в 1,72 і в 1,36; СD138+ – в 21,8 і 3,18. Проведення підготовки за розробленою методикою зменшило інфільтрацію ендометрія СD45+ порівняно з групою, пролікованою за традиційними методиками, в 1,55 раза (p<0,02); СD56+ – в 1,55 (p<0,02); СD16+ – в 1,35 (p<0,03); СD138+ – в 6,50 (p<0,01).

Отже, застосування методики підготовки ендометрія у пацієнток з СГСЯ перед трансфером розморожених ембріонів за розробленою методикою статистично значимо поліпшує стан рецептивності ендометрія, порівняно з традиційними методами.

6.3. Клінічні результати запліднення in vitro у пацієнток з синдромом гіперстимуляції яєчників в залежності від методики підготовки ендометрія перед трансфером вітрифікованих/відігрітих ембріонів
Була проведена оцінка репродуктивних результатів у пацієнток з СГСЯ в залежності від методики підготовки ендометрія перед трансфером розморожених ембріонів (табл. 6.5).

Таблиця 6.5

Клінічні результати запліднення in vitro у пацієнток з СГСЯ після трансферу вітрифікованих/відігрітих ембріонів в залежності від методики підготовки ендометрія
	Група
	Клінічна вагітність
	Живонарод-ження
	Викидень
	Позаматкова вагітність

	
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%
	Абс.
	%

	І (n=39)
	23
	58,97
	19
	48,72 ІІ
	4
	10,26
	0
	0,00

	ІІ (n=39)
	18
	46,15 кІ
	9
	23,08 кІ,І
	8
	20,51
	1
	2,56

	КІ (n=30)
	30
	100
	24
	80,00
	5
	16,67
	1
	3,33


Примітки. кІ, І, ІІ – статистично значима різниця з показниками груп КІ, І, ІІ, p<0,05.

За частотою настання вагітності досліджувані групи І (58,97 % (23) і ІІ (46,15 % (18)) статистично значимо не відрізнялися. Кількість випадків живонародження у групі І (48,72 % (19)) перевищувала таку у групі ІІ (23,08 %) у 2,11 раза (ВШ 3,17±0,50; 95 % ДІ 1,20-8,39; p<0,02). Підвищення абсолютної користі (терапевтична користь) запропонованої індивідуалізованої корекції склала 25,64 % (95% ДІ 5,12-46,16 %), підвищення відносної користі відповідало клінічно значимому ефекту – 111,10 % (95% ДІ 9,40-307,40 %), число хворих, яких необхідно лікувати – 3,90 (95% ДІ 2,17-19,52).

Кількість викиднів після запліднення in vitro у пацієнток з СГСЯ після трансферу розморожених ембріонів з підготовкою ендометрія за розробленою методикою була найменшою і склала 10,26 % (4), тоді як в групі ІІ – 20,51 % (8) і в групі КІ 16,67 % (5). Позаматкові вагітності спостерігалися у 2,56 % (1) пацієнток групи ІІ і 3,33 % (1) пацієнток групи КІ, у групі І такі випадки не зареєстровано.

Отже, проведення підготовки ендометрія щодо трансферу розморожених ембріонів за розробленою методикою сприяє продовженню вагітності і збільшенню числа живонароджень у 2,11 раза (ВШ 3,17±0,50; 95 % ДІ 1,20-8,39; p<0,02). Підвищення абсолютної користі (терапевтична користь) запропонованої індивідуалізованої корекції складає 25,64 % (95% ДІ 5,12-46,16 %), підвищення відносної користі відповідає клінічно значимому ефекту – 111,10 % (95% ДІ 9,40-307,40 %), число хворих, яких необхідно лікувати – 3,90 (95% ДІ 2,17-19,52).

Розділ 7
АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ

Безплідний шлюб є ​​однією з найважливіших проблем сучасної медицини [4, 27, 176, 177]. До теперішнього часу за допомогою запліднення in vitro, яке забезпечує запліднення яйцеклітини поза організмом у випадках неможливості такого природним шляхом, народжені багато тисяч дітей. В останні роки одним з методів, які розширюють можливості запліднення in vitro, є вітрифікація ембріонів [178].

Як відомо, одним з найсерйозніших, загрозливих для життя жінки ятрогенних ускладнень контрольованої КОС в програмі запліднення in vitro є СГСЯ [179]. При цьому в якості раннього профілактичного заходу можлива відміна перенесення ембріонів в порожнину матки в даному циклі, вітрифікація і подальший трансфер вітрифікованих / відігрітих ембріонів в черговому природному або стимульованому менструального циклу.

На сьогоднішній день вітрифікація ембріонів є актуальною і перспективною проблемою, здатною оптимізувати програму запліднення in vitro, однак такою, що вимагає комплексного наукового дослідження і впровадження в практику. До сих пір в світі не існує єдиної точки зору про ефективність різних схем підготовки пацієнток до перенесення кріоконсервованих ембріонів. У той же час багато дослідників вказують на важливість стану ендометрія для імплантації нормального ембріону, тому що в діалозі ембріон-ендометрій роль кожного з учасників рівноправна [180].

Тому завданням дослідження стало підвищення частоти живонародження у жінок з безпліддям при заплідненні in vitro, ускладненому СГСЯ за рахунок вивчення патогенезу морфофункціональних змін ендометрія після КОС, розробки малоінвазивних методів оцінки рецептивності ендометрія та індивідуалізованої методики підготовки ендометрія щодо трансферу вітрифікованих/відігрітих ембріонів.
Для рішення поставленої мети на підставі аналізу звітів про ДРТ були оцінені репродуктивні результати у когорти жінок з проведеним заплідненням in vitro, ускладненим СГСЯ; виявлені особливості морфофункціонального стану ендометрія у самиць мишей із експериментальним моделюванням СГСЯ; досліджено стан піноподій, експресії молекул імплантації, VEGF, субпопуляцій лімфоцитів, активність iNOS в ендометрії жінок із заплідненням in vitro, ускладненим СГСЯ; визначений вміст в маткових змивах LIF і gp130 і досліджені кореляційні взаємозв’язки їх з експресією в ендометрії; розроблена та впровадженаи схема ведення пацієнток при заплідненні in vitro, ускладненому СГСЯ, з проведенням індивідуалізованої системи корекції морфофункціонального стану ендометрія щодо переносу вітрифікованих/відігрітих ембріонів, оцінена її ефективність.

У роботі було на підставі звітної документації про ДРТ проаналізовано 1800 циклів запліднення in vitro, проспективно обстежено 110 самиць мишей і 138 жінок.

Були використані клініко-анамнестичні; інструментальні (УЗД органів малого тазу, пайпель-біопсія) – для оцінки стану репродуктивних органів; імуноелектрохімічні з хемілюмінесценцентною детекцією та імуноферментні методи – для визначення рівня гормонів, факторів росту в сироватці крові; фотометричні – для оцінки концентрацій LIF та gp130 в маткових змивах; ПЛР – для визначення вагінальної мікробіоти; експериментальні – для оцінки впливу моделювання СГСЯ на ендометрій самиць мишей; гістологічне, імуногістохімічне дослідження та СЕМ біоптатів ендометрія – для оцінки його морфофункціонального стану; статистичні – для оцінки отриманих результатів.

На початку дослідження проведений аналіз звітів про ДРТ у 805 жінок, яким лікування безпліддя було проведено методом штучного запліднення in vіtro з 2012 по 2014 рр. в Українсько-французькому центрі репродуктивних функцій людини «Сім’я». Виділено дві групи: жінки з СГСЯ (n = 64) та особи без СГСЯ (n = 741). Встановлено, що СГСЯ помірного та тяжкого ступеня за звітний період розвинувся у 7,95 % (64/805) пацієнток, з яких помірний – у 6,71 % (54/805) і тяжкий – у 1,24 % (10/805); ранній – у 6,46 % (52/805) і пізній – у 1,49 % (12/805). Таким чином, питома вага помірного СГСЯ перевищувала таку тяжкого СГСЯ у 5,41 раза (ВШ 5,72; 95% ДІ 2,89-11,31), частота раннього СГСЯ пізній СГСЯ – у 4,34 (ВШ 4,56; 95% ДІ 2,42-8,62).

КОС з використанням аГнРГ проводилася у 57,02 % (459) жінок, а з антГнРГ – у 42,98 % (346). Під час визначення впливу застосування протоколів КОС на розвиток СГСЯ, зареєстровано, що у разі використання схеми із антГнРГ він розвивався статистично значимо рідше, ніж у разі КОС з аГнРГ в 2,46 раза (4,34 проти 10,68 %), (р<0,01). Отже при використанні в циклах штучного запліднення антГнРГ ризик виникнення СГСЯ існував, але він був статистично значимо нижчий, ніж при КОС аГнРГ, у 2,46 раза (ВШ 0,38; 95% ДІ 0,21–0,69).

 Серед 49 пацієнток з СГСЯ після КОС з аГнРГ клінічна вагітність настала та продовжувалася у 22,45 % випадках, тоді як в когорті 410 пацієнток без СГСЯ і КОС з аГнРГ – у 37,07 %. Отже, при КОС з аГнРГ шанс настання клінічної вагітності, що продовжується, при заплідненні in vitro, що ускладнилося СГСЯ, зменшується порівняно з жінками без СГСЯ у 1,63 раза (ВШ 0,49; 95% ДІ 0,24–0,99).

Серед 15 пацієнток з КОС з антГнРГ і раннім СГСЯ цикл запліднення in vitro був сегментований і трансфер вітрифікованих/відігрітих ембріонів був проведений у наступному менструальному циклі. 

Підгрупи пацієнток з СГСЯ та без СГСЯ не мали статистично значимої різниці за показниками настання біохімічної вагітності (53,33 проти 52,87 %), клінічної маткової вагітності (40,00 проти 48,64 %); позаматкової вагітності (0,00 проти 1,51 %). Проте, у пацієнток з СГСЯ спостерігалася більша частота викиднів у 3,11 раза – 20,00 проти 6,43 % (ВШ 3,89; ДІ 1,01-14,90). 

Таким чином була підтверджена гіпотеза, що СГСЯ погіршує показники проведення циклів запліднення in vitrо.

Для підтвердження негативного впливу КОС на оваріально-ендометріальний компартмент репродуктивної системи було необхідне проведення експериментального дослідження. Оскільки дослідження ендометрія у людини при СГСЯ утруднено через морально-етичні і методичні проблеми, актуальним було створення експериментальної моделі СГСЯ з використанням лабораторних тварин. Проведено експериментальне дослідження морфофункціонального стану ендометрія у самиць гібридних мишей із модельованим СГСЯ (СBA×C57BL).
Для підтвердження наявності СГСЯ у самиць мишей при введенні різних доз гонадотропінів та ХГЛ в першу чергу вивчали морфометричні показники яєчників. Введення ГСЖК і ХГЛ всіх досліджуваних доз вже в першу добу призводило до істотного збільшення яєчників тварин. Так, яєчники мишей групи БІб в першу добу після введення ХГЛ за об’ємом значуще перевищували яєчники тварин контрольної групи Аб в 1,74 раза, групи БІІб – в 2,75, БІІІб – в 3,28. Відмінності між розмірами яєчників мишей підгруп БІб, БІІб і БIIIб також були значимі (р<0,05). На третю добу яєчники самиць усіх досліджуваних підгруп зменшилися в розмірах у порівнянні з першою добою після введення ХГЛ: у підгрупі БІв у 1,02 раза (p>0,05), у БІІв – у 1,37 (p<0,01), у БІІІв – у 1,49 (p<0,01), як і у контрольній підгрупі Ав – у 1,11 (p<0,01), але все ж значимо перевищували об’єм яєчників у підгрупі БІв порівняно з Ав у 1,88 раза, у підгрупі БІІв – у 2,23, у підгрупі БІІІв – у 2,43.

Розвиток СГСЯ у мишей експериментальної групи Б підтверджувала отримана кількість ооцитів та ембріонів. Кількість ооцитів у підгрупі БІ статистично значимо перевищувала таку у групі А в 2,92 раза, а ембріонів – у 2,89; у підгрупі БІІ – відповідно в 4,25 і в 4,38; у підгрупі БІІІ – у 5,10 і у 4,21.

Аналіз гістоструктури досліджуваних яєчників показав в контролі нормальну будову з одношаровим покривним кубічним епітелієм, чітким розмежуванням на кіркову та мозкову зони, фолікулами різних стадій розвитку, білими та жовтими тілами, веретеноподібними тека клітинами. Моделювання СГСЯ продемонструвало, що в яєчниках мишей підгрупи БІ реєструвалися численні дрібні крововиливи в строму їх коркової зони, гіперплазія клітин theca interna, крововиливи в порожнину фолікулів, дегенерація зародкового епітелію, численні антральні фолікули, початок їх кістозного переродження, а також набряк мозкової зони. У підгрупах БІІ і БІІІ із збільшенням введеної дози гонадотропінів і ХГЛ відмічали також наростання набряку, збільшення дилатації і повнокров’я кровоносних судин, числа множинних порожнин на усьому протязі яєчники, збільшення кількості колагенових і еластинових волокон, кістозне переродження фолікулів і жовтого тіла. На третю добу яєчники мишей всіх досліджуваних груп реєструвалася велика кількість жовтих тіл на різній стадії функціонування. 

Стан матки у експериментальних тварин є біологічним тестом для визначення функціональної активності яєчників і віддзеркаленням гонадотропного профілю периферичної крові. Макроскопічне дослідження маток самиць мишей контрольної підгрупи Аа виявило помірне потовщення та повнокров’я рогів матки. На розрізі виявлялася виражена складчастість слизової оболонки. Мікроскопічна картина матки цих мишей відповідала фізіологічній нормі. При цьому спостерігали виражений потовщений ендометрій, в стромі якого виявлялися як поодинокі, так і множинні залози, характерні для репродуктивного віку. Стінка маткових рогів була помірної товщини, в ній визначалися функціональний та базальний шари ендометрія. Епітелій, що вистилав поверхню слизової оболонки, був високий кубічний, одношаровий. Його ядра, розташовані на одному рівні, овальної форми. Верхній контур цитоплазми рівний. Маткові залози численні, помірно розширені, прямі, розташовані переважно у функціональному шарі. Власна пластинка слизової оболонки представлена рихлою сполучною тканиною, досить густоклітинна (функціональний шар більше рихлий і менш насичений клітинами). Ядра клітин великі округло-овальні, нормохромно забарвлені. Мітози в клітинах епітелію та строми не виявлені. Капілярна мережа не розширена.
При мікроскопічному дослідженні матки мишей підгрупи БІб з експериментальною моделлю СГСЯ після введення 5 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ через 24 години після введення гонадотропних гормонів виявлялося потовщення стінки рогів матки. У покривному епітелії переважної більшості тварин відзначалася проліферація клітин, збільшення їх висоти, поява великих клітин зі світлою цитоплазмою, заповнених слизовим секретом. У стромі визначався підвищений вміст маткових залоз, розширених та звивистих. В епітелії маткових залоз підвищувалася кількість великих світлих клітин, що свідчило про посилення їх функціональній активності. Капілярна мережа порівняно з підгрупою Аб була більше виражена, строма та міометрій більше розпушені. У стромі ендометрія реєструвалося багато базофільних лейкоцитів. На третю добу після введення гонадотропних гормонів (5 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ) в ендометрії матки мишей підгрупи БІг спостерігали різні за чисельністю некрози губчастого шару, скупчення макрофагів. У міометрії виявлялися патологічно змінені вакуолізовані м’язові волокна. Місцями виявлялися розширені кровоносні судини. Просвіт нечисленних залоз часто був розширений. У деяких з них на окремих ділянках було видно невелику кількість гомогенної еозинофільної маси. Поверхневий та залозистий епітелій був високий, кубічний, переважно одношаровий, з досить чіткими межами. Строма слизової оболонки була дещо набрякла, помірно повнокровна, на окремих ділянках виявлялася підвищена клітинність. 

Що стосується змін гістоструктури маток мишей підгрупи БІІб після ведення 15 МО ГСЖК і 15 МО ХГЛ, то на першу добу після введення гонадотропінів спостерігалося підвищення клітинності строми ендометрія, огрубіння колагенової складової власної пластинки слизової оболонки матки. На деяких ділянках матки були видні локальні відносно невеликі за розміром крововиливи в слизовій оболонці. У міометрії на окремих ділянках простежувалися дрібні клітинні скупчення.

На третю добу після введення гонадотропних гормонів в дозі 15 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ в матці мишей підгрупи БІІг на окремих ділянках слизової оболонки відзначалися нерізко виражена проліферація та гіпотрофія епітелію. У стромі слизової оболонки на одних ділянках відзначено виразно розширена, повнокровна субепітеліальна капілярна сітка та розширені, заповнені кров’ю тонкостінні судини в глибоких шарах слизової оболонки (явища парезу і застою крові), на інших – суцільні поля крововиливів, які часто заповнювали усю пластинку слизової оболонки. У судинах часто була видна агрегація еритроцитів, в деяких – відділення формених елементів від плазми. Усе це можна розцінити, як судинну декомпенсацію. Колагенова складова строми слизової оболонки була мало змінена. Тампоновані кров’ю судини, крововиливи спостерігали й в міометрії (як між окремими невеликими пучками м’язових волокон, так і в розширених сполучнотканинних зонах між різними шарами міометрія). У середині глибоких зон (переважно внутрішнього шару міометрія) відзначалося розширення судин і просочування плазми, розростання сполучнотканинних прошарків, інфільтрація круглоклітинними елементами. Місцями виявляли часткове стоншення і вакуолізацію м’язових волокон (ознаки гіпоксії тканини).

Під час мікроскопічного дослідження матки підгрупи мишей БІІІб на першу добу після введення гонадотропних гормонів (20 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ) в ендометрії гормонів переважали виражені гострі альтеративні зміни у вигляді запальнодистрофічних процесів, як в покривному епітелії, так й у власній пластинці слизової оболонки матки. Спостерігався розлад місцевої мікроциркуляції у вигляді розширення, повнокров’я тонкостінних маткових судин, особливо підепітеліальних, діапедез еритроцитів. Клітини покривного епітелію були дистрофічно зміненими (вакуолізація ядер, «розмитість» верхнього контуру, набрякання цитоплазми). З’являлися численні досить великі клітини зі світлою цитоплазмою. У ендометрії спостерігали різні за чисельністю некрози губчастого шару, скупчення макрофагів. У міометрії виявлялися вакуолізовані м’язові волокна. Ступінь тяжкості патологічного процесу був прямо пропорційний дозі гормонів, що вводилися.

Найбільш характерні морфологічні прояви патологічного процесу в слизовій оболонці матки підгрупи мишей БІІІг на третю добу після введення гонадотропних гормонів (20 МО ГСЖК і 7,5 МО ХГЛ) торкалися порушень місцевої гемодинаміки. Ці порушення поширювалися також й на міометрій. Судини були паралітично розширені, «зяяли», місцями виявлялася гіпотрофія м’язових волокон міометрія, дистрофічні зміни проявлялися вакуолізацією волокон. В ендометрії виявлялася гіпоплазія, сплощення та дифузний розвиток сполучної тканини, групові залози практично не зустрічалися, поодинокі – рідко і були зменшеного діаметру, строма ендометрія і міометрій суттєво стоншені. У глибоких шарах губчастого шару ендометрія відмічали парціальний некроз з фрагментацією клітин, скупчення клітин, схожих на макрофаги, тромбовані кровоносні судини з наявністю грубої мережі колагенових волокон в просвітах. Тривалий стійкий стаз еритроцитів призводив до припинення кровообігу в цих зонах. М’язові волокна в цій зоні були вакуолізованими, що свідчило про стан гіпоксії міометрія.

Часто внутрішньоепітеліально зустрічалися макрофаги, лімфоцити, іноді спостерігалися мікрокісти. Була відзначена відсутність чіткої межи епітелію зі стромою, що підлягає. На окремих ділянках слизової оболонки епітеліальні клітини мали палісадний вигляд – їх ядра були розташовані перпендикулярно до основної мембрани. Також відзначалася осередкова проліферація епітелію, «злиття» його з субепітеліальним шаром.
Власна пластинка була з підвищеним клітинним вмістом, ущільнена. Серед клітинних елементів в ній були виявлені нейтрофіли, макрофаги, фібробласти, лімфоцити. Іноді спостерігали кістозні утворення. 

При фарбуванні пікрофуксином по ван Гізону виявлялися грубі колагенові волокна, що вказувало на фіброзні зміни ендометрія. Місцями власна пластинка слизової оболонки була набряклою, різко гіперемованою, відзначався плазмодіапедез, діапедезні крововиливи.

У міометрії частина м’язових волокон була розпушена, фрагментована, гіпотрофічно змінена. Місцями м’язові волокна були вакуолізовані, сполучнотканинні прошарки розширені, в них була посилена колагенова складова. Кровоносні судини усіх шарів було виражено розширені та повнокровні. Простежувалася визначена колагенізація перивазальної тканини.
Таким чином, проведене експериментальне дослідження підтвердило негативний вплив КОС та СГСЯ на морфофункціональний стан яєчників та ендометрія у самиць мишей. Проте ендометрій миші відрізняється від людини за відповіддю на естрогени і Р4, тому важко екстраполювати отримані результати безпосередньо на клінічне запліднення in vitro у жінок [107].

Тому було вивчено особливості лабораторних, клінічних та інструментальних показників, морфофункціональний стан ендометрія у період передбачуваного вікна імплантації у жінок з раннім СГСЯ (n = 78) в циклі штучного запліднення in vitrо порівняно із здоровим фертильним контролем групи КІІ (n = 30) та жінок групи КІ без СГСЯ і з настанням вагітності в циклі штучного запліднення in vitrо (n = 30). 

Вік проспективно обстежених жінок коливався від 24 до 34 років і склав у групі СГСЯ 28,28±0,32 роки (28,50 (26,00-30,00)); у групі І – 28,33±0,42 (29,80 (26,50-30,00)); у групі ІІ – 28,23±0,44 (28,00 (26,00-31,00)); у групі КІ – 28,87±0,50 (29,50 (27,00-31,00)); у групі КІІ – 27,57±0,51 (27,00 (25,25-28,00). 

У всіх групах більшість жінок були мешканками міста. 

За професійною діяльністю половина жінок були службовками, біля третини – домогосподарками, від одної десятої до одної п’ятої осіб були робітницями. Жодна жінка не вказала не виробничі шкідливості. 

Абсолютна більшість жінок перебувала у зареєстрованому шлюбі. Реєструвалися жінки із повторним шлюбом. У групі СГСЯ їх було 16,67 %, у групі І – 15,38 %, у групі ІІ – 17,95 %, у групі КІ – 16,67 % (5), у групі КІІ – 20,00 %. 

Під час визначення соціального статусу усі жінки вказали на задовільні побутові й матеріальні умови. 

При аналізі наявності шкідливих звичок, відзначено, що палили 23,08 % жінок групи з СГСЯ та індивідуалізованою корекцією, 30,77 % – з СГСЯ та стандартним підходом, 20,00 % – без СГСЯ, які завагітніли, 10,00 % – здорові фертильні невагітні. 

Зловживання алкоголем та вживання наркотиків заперечували всі жінки, які увійшли до дослідження.

Проведенням антропометричних досліджень визначено, що статистично значущої різниці між групами за масою тіла, зростом та ІМТ не було: ІМТ у групі СГСЯ склав 21,88±0,41 кг/м2 (21,39 (18,99-24,34)); у групі І – 21,88±0,41 (21,16 (19,05-23,79)); у групі ІІ – 21,88±0,54 (21,63 (18.97-24,34); у групі КІ – 23,43±0,68 22,82 (20,70-24,82); у групі КІІ – 22,61±0,47 (23,14 (20,19-24,09).

Перед проведенням циклів запліднення in vitro ретельно вивчався преморбідний фон пацієнток. В усіх групах більш, ніж половина жінок у дитинстві перенесли дитячі інфекції, в основному це була вітряна віспа, поодинокі випадки – кору, паротиту та скарлатини. 

 Під час оцінки соматичного здоров’я жінок встановлено, що у досліджуваних жінок мали випадки захворювання органів дихання, харчової та медикаментозної алергії. Частка жінок страждала на захворювання серцево-судинної системи, найчастішими були вегето-судинна дистонія та варикозна хвороба. Із патології травного тракту відзначено випадки гастриту, жовчнокам’яної хвороби, холециститу, панкреатиту, із ендокринних захворювань – патології щитоподібної залози та ожиріння першого ступеня, із сечо​видільної системи – пієлонефриту, циститу і сечокам’яної хвороба. На час проведення запліднення in vitro екстрагенітальні захворювання були в стадії ремісії та не з’явилися протипоказанням для проведення такої процедури. В анамнезі жінок мали місце такі оперативні втручання як апендектомія, тонзилектомія, холецистектомія, їх частка у групах не перевищувала 15 %, значимої статистичної різниці між групами не було.

Через проблему фертильності особливу увагу привертали на гінекологічний та репродуктивний анамнез жінок, які увійшли у дослідження. Визначено різницю між групами за віком менархе (χ²(3)=15,716, р<0,001), який є головною ознакою статевого дозрівання. В анамнезі умовно здорових фертильних жінок пізнє менархе зазначено статистично значуще рідше, ніж у жінок групи СГСЯ (10,00 проти 48,72 %, ВШ 0,12; 95% ДІ 0,03-0,42). У групі пацієнток циклів запліднення in vitro без СГСЯ з настанням вагітності пізнє менархе мало місце у 26,67 % і не мало значимої різниці з іншими групами. Серед осіб груп І і ІІ різниці за частотою пізнього менархе не було : 51,28 проти 46,15 %. 

Подібну картину спостерігали й за часткою болісних менструацій, на яку здорові жінки вказували рідше, ніж жінки з СГСЯ (6,67 проти 38,46 %, ВШ 0,11; 95% ДІ 0,03-0,52). Болісні менструації у групі жінок із заплідненням in vitro, у яких СГСЯ не розвинyвся, відзначено у 23,33 % випадках, що статистично не різнилося з іншими групами. На болісні менструації скаржилися 35,90 % жінок у групі І і 41,03 % – у групі ІІ (p>0,05).

Слід вказати, що серед пацієнток циклів запліднення in vitro опсоменорея у жінок групи СГСЯ виявлялися у 2,14 раза частіше – 50,00 % проти 23,33 % у групі КІ (ВШ 3,29; 95 % ДІ 1,26-8,54). Частота опсоменореї у групі І (53,85 %) не мала вірогідних відмінностей з такою у групі ІІ – 46,15 %. Інші види порушень менструального циклу зазначено в поодиноких випадках.

Вік початку статевого життя у групах статистично значуще не відрізнявся (група СГСЯ – 18,14±0,212 років (18,00 (17,00-19,00); група І – 17,77±0,23 (17,00 (17,00-19,00); група ІІ – 18,51±0,34 (18,00 (17,00-20,00); група КІ – 18,33±0,40 (18,00 (17,00-19,00); група КІІ – 17,87±0,44 (17,00 (16,00-19,00), χ²(3)=0,791, p>0,05).
Тривалість безпліддя у жінок в групах варіювала від 3 до 16 років. За тривалістю безпліддя групи статистично значимо не різнилися (у групі СГСЯ – 5,13±0,44 (3,90 (2,90-6,90)) років; у групі І – 5,54±0,70 (3,90 (2,80-7,90)); у групі ІІ – 4,72±0,43 (3,90 (2,90-5,90)); у групі КІ – 4,90±0,67 (3,87 (1,76-6,46)), χ²(2)=0,215, p>0,05).

Первинне безпліддя у групі СГСЯ було у 61,54 % випадків, вторинне – у 38,46 %, у групі КІ – відповідно 66,67 і у 33,33 %. 
Більш, ніж у половини пацієнток циклів запліднення in vitro з СГСЯ, мав місце ендокринний фактор безпліддя (62,82 %), у кожної третьої – трубно-перитонеальний (33,33 %), у кожної шостої – чоловічий (15,38 %) у кожної десятої – ідіопатичне безпліддя (11,54 %). У групі КІ найчастішим був трубно-перитонеальний фактор (53,33 %). У кожної третьої жінки відзначено випадки поєднання різних видів безпліддя (СГСЯ, індивідуалізована корекція – 30,77 %, СГСЯ, стандартний підхід – 35,90 %, без СГСЯ, настання вагітності – 36,67 %, χ²(2)=0,335, p>0,05). 
Розподіл основних факторів безпліддя, з приводу яких виконувалося запліднення in vitro, таких як трубно-перитонеальний фактор, чоловічий фактор, ідіопатичне безпліддя був гомогенним серед груп з безпліддям. Ендокринний фактор, як основний фактор безпліддя, з приводу якого виконувалося запліднення in vitrо, в 1,57 раза частіше зустрічався у групі СГСЯ, ніж КІ – 62,82 проти 40,00 % (ВШ 2,53; 95% ДІ 1,07-6,01).
За розподілом гінекологічної захворюваності різниці між групами не спостерігалося, окрім частоти СПКЯ. Попарним порівнянням зареєстровано, що даний синдром статистично значуще частіше спостерігався в жінок з СГСЯ в 1,90 раза – 62,82 проти 33,00 % (ВШ 3,38; 95%ДІ 1,39-8,21); у тому числі у групі І – у 66,67 % (ВШ 4,00; 95%ДІ 1,46-10,98) і у групі ІІ – у 58,97 % (ВШ 2,88; 95 % ДІ 1,08-7.75)). Це пояснюється тим, що СПКЯ є одним з основних факторів ризику розвитку СГСЯ.
Також цим пояснюється статистично значуща різниця між групами за сумарним гірсутним числом Феррімана-Голлвея, що визначає ступінь надлишкового росту волосся у гормонально залежних зонах (χ²(3)=48,280, р<0,001). Серед пацієнток циклів запліднення in vitro у жінок з СГСЯ гірсутне число (10,06±0,49; 11,00 (8,00-11,00) балів) було статистично значуще вищим, порівняно з жінками групи КІ без СГСЯ (6,80±0,88; 6,00 (3,25-10,50) в 1,48 раза (p<0,01) і з таким в умовно здорових фертильних невагітних жінок (2,37±0,33; 2,00 (1,00-3,00) бали – в 4,24 (p<0,01). Середнє гірсутне число у пацієнток групи І (10,13±0,73; 12,00 (8,50-13,00) бали) і групи ІІ (10,00±0,65; 11,00 (8,00-13,00) бали) не мало вірогідних відмінностей.

У ході обстеження жінок у разі виявлення урогенітальної інфекції, подружжям призначалося лікування, спрямоване на знищення виявлених збудників. Перед проведенням запліднення in vitro стан урогенітальної мікробіоти жінок та їх чоловіків відповідав нормі, що було підтверджено результатами лабораторних досліджень.

За оперативними втручаннями, що відбулися на органах малого тазу, що часто проводяться у жінок з порушенням фертильності, такими як відновлення прохідності маткових труб, сальпінгоектомія, резекція яєчника статистично значущої різниці між групами не помічено. Найчастішим втручанням була гістероскопія, що є не тільки заключним етапом діагностики, але й початком проведення патогенетично обґрунтованої терапії.

Під час проведення передконцепційної підготовки і моніторингу базального гормонального профілю визначено, що вміст АМГ в групах різнився. Сироваткова концентрація АМГ у групі з СГСЯ (8,08±0,19 нг/мл) перевищувала таку у групі КІ (4,89±0,45 нг/мл) у 1,65 раза (p<0,01) і у групі КІІ (3,22±0,12 нг/мл) – у 2,51 (p<0,01). Вміст ФСГ по групах не відрізнявся. Водночас у пацієнток із подальшим розвитком СГСЯ відзначено збільшення ЛГ порівняно з групою КІІ (10,73±0,33; 10,28 (9,00-10,28) проти 6,85±0,16; 6,80 (6,22-7,12) мМО/мл, p<0,01) та співвідношення ЛГ/ФСГ. Середній вміст пролактину не мав значимої різниці між досліджуваними групами.

Рівні статевих стероїдів у сироватці периферичної крові жінок усіх порівнюваних груп не виходили за межі референтної норми. Але базальний вміст Е2 у пацієнток з СГСЯ дорівнював 74,72±1,95; 75,85 (62,88-75,85) пг/мл і перевищував такий у групі КІ (60,75±2,97; 57,70 (49,63-74,95) пг/мл) в 1,23 раза (p<0,01) і у групі КІІ (53,75±1,62; 53,40 (46,83-60,48) пг/мл) – в 1,39 раза (p<0,01). Групи І і ІІ були гомогенними за середнім вмістом сироваткового Е2 – 74,71±2,95; 76,30 (60,87-90,15) проти 74,73±2,60; 74,50 (61,95-87,45) пг/мл.

Значення вільного тестостерону у жінок із подальшим розвитком СГСЯ у середньому складало 0,80±0,03; 0,85(0,60-0,85) нг/мл і було статистично значуще підвищеним у порівнянні із здоровими фертильними жінками (0,40±0,05; 0,32(0,23-0,55 нг/мл) в 2,00 рази (p<0,01) і з пацієнтками циклів запліднення in vitro без СГСЯ (0,52±0,07; 0,42 (0,21-0,81) нг/мл) в 1,54 раза (p<0,01). 

Було проведено моніторинг вмісту сироваткового рівня E2, IL-6 і VEGF в день трансвагінальної пункції фолікулів. Усі ці показники при СГСЯ перевищували аналогічні у пацієнток циклів запліднення in vitro без СГСЯ і настанням вагітності. Так, рівень Е2 у групі СГСЯ (3632±168 пг/мл) статистично значимо перевищував аналогічний у групі КІ (1778±87 пг/мл) в 1,48 раза; IL-6 (2,82±0,10 проти 1,26±0,07 пг/мл) – в 2,24; VEGF (17,51±0,42 проти 12,12±0,53 пг/мл) – в 1,44. 

Проведено ретроспективний аналіз УЗД органів малого тазу перед включенням пацієнток у цикл запліднення in vitrо. Попарним порівнянням груп визначено, що найбільшими розміри яєчників, я й очікувалося внаслідок високої питомої ваги СПКЯ, були у жінок групи СГСЯ – об’єм правого і лівого яєчника 14,92±0,52 і 14,93±0,57 см3 проти 9,19±0,50 і 8,40±0,40 см3 у жінок циклів запліднення in vitrо без СГСЯ, тобто об’єми яєчників у групі СГСЯ перевищували аналогічні у групі КІ в 1,62 (p<0,01) і 2,54 (p<0,01) раза, а в групі КІІ – відповідно в 1,78 (p<0,01) і 2,80 (p<0,01). Також відзначено, що у жінок циклів запліднення in vitrо без СГСЯ, розміри яєчників також були більшими, ніж у здорових фертильних невагітних жінок групи КІІ, де об’єм правого яєчника дорівнював 5,87±0,20 і лівого 5,32±0,18 см3. 

Розміри матки та ендометрія перед проведенням циклів запліднення in vitro групами статистично значимо не різнилися.

Під час УЗД встановлено, що кількість антральних фолікулів у пацієнток з розвитком СГСЯ в циклах запліднення in vitrо (29,31±0,58; 29,00 (26,00-29,00)) була більшою в 1,86 раза, ніж у осіб циклів запліднення in vitrо без розвитку такого синдрому (15,77±1,64; 12,00 (9,00-12,00), p<0,01) і в 3,28 раза більше порівняно зі здоровими фертильними жінками (8,93±0,36; 9,00 (8,00-10,00), p<0,01). Кількість антральних фолікулів у групі І (29,21±0,82; 29,00 (25,50-33,00)) і групі ІІ (29,41±0,84; 29,00 (26,75-32,00)) не мала значимих відмінностей. Це збігається з існуючими повідомленнями про зв’язок розвитку СГСЯ з великою кількість аспірованих фолікулів, отриманих ооцитів і ембріонів [181]. 
На Р+6 день у жінок групи КІІ внаслідок утворення жовтих тіл відбулося збільшення середнього об’єму яєчників з 5,87±0,20 і 5,32±0,18 см3 до 11,68±1,71 і 11,47±0,29 см3, тобто в 1,99 і в 2,15 раза. 
У жінок групи СГСЯ відмічалося значне збільшення об’єму яєчників під час маніфестації СГСЯ з наявністю множинних лютеїнових тіл: з 14,92±0,52 і 14,93±0,57 до 279,77±7,44 і 283,36±7,09 см3, тобто в 19,96 і в 18,97 раза, тоді як у осіб циклів запліднення in vitrо без розвитку такого синдрому середній об’єм яєчників збільшився з 9,19±0,50 і 8,40±0,40 до 54,15±2,03 і 51,07±2,21, тобто у 5,89 і в 6,08 раза. 

Товщина ендометрія між групами на Р+6-у добу не різнилася і склала у групі СГСЯ 11,38±0,19, у групі КІ – 11,30±0,23 і у групі КІІ – 11,47±0,29 мм. 

Число аспірованих фолікулів у групах жінок з СГСЯ було більшим в 2,02 раза, ніж без СГСЯ (30,04±0,53 проти 14,90±0,41, p<0,01), але передовуляторні фолікули в групах з СГСЯ частіше були різного розміру, а у жінок без СГСЯ – більш однорідними за розмірами, найчастіше діаметром 18 мм і більше. З цим, на нашу думку, пов’язано те, що хоча кількість отриманих зрілих ооцитів від загальної кількості ооцитів у групі СГСЯ перевищувала таку у групі осіб без СГСЯ в 1,44 раза (13,58±0,30 проти 9,43±0,40, p<0,01), відсоток зрілих ооцитів від загальної кількості ооцитів був більше в групі жінок без СГСЯ (81,77±1,41 проти 64,12±1,55 %, p<0,01). Кількість ембріонів відмінної та доброї якості у жінок з СГСЯ перевищувала таку у групі без СГСЯ в 1,31 раза (7,40±0,24 проти 5,63±0,40, p<0,01). За відсотком ембріонів відмінної та доброї якості від загального числа ембріонів досліджувані групи не мали вірогідної різниці.

Імплантація є багатоетапним процесом міжмолекулярних і міжклітинних взаємодій, які визначаються синхронністю розвитку ембріона і ендометрія [182]. Успішну імплантацію визначає комплекс структурно-функціональних характеристик ендометрія (генетичних, протеомних і морфологічних), об'єднаних терміном рецептивність ендометрія [183, 184]. Експресія генів, що кодують специфічні білки, відображає суть генетичного рівня рецептивності ендометрія. До протеомних рівнів відносять рецептори до статевих стероїдних гормонів, різні молекули адгезії, цитокіни та фактори росту, які відіграють вирішальну роль в процесі імплантації бластоцисти. Морфологічними характеристиками є стан строми і залоз ендометрія, а також кількість і якість ендометріальних піноподій [185].

У пацієнток досліджуваних груп пацієнток циклів запліднення in vitro при вивченні зрізів біоптатів ендометрія, забарвлених H&E, відмічали залозисто-стромальну дизсинхронію з наявністю персистуючих субнуклеарних вакуолей в залозистому епітелії, відставанням залоз від строми. Спостерігали розширення, повнокров'я тонкостінних маткових судин, особливо підепітеліальних, діапедез еритроцитів, дистрофічні зміни в поверхневому епітелії, залозисте розширення і звивистість, набряк строми. При наявності та наростанні СГСЯ усі перераховані процеси мали більший ступінь вираженості. 

Проведення СЕМ поверхневого епітелію слизової матки у пацієнток груп циклів запліднення in vitro підтвердило різко виражену його дизсинхронію у пацієнток з СГСЯ. Дизсинхронія поверхневого епітелію проявлялася перерозподілом стадій розвитку піноподій у день очікуваного вікна імплантації. У групі СГСЯ піноподії, що розвиваються, спостерігалися у 39,74 % пацієнток (ркІ<0,05; pкII<0,04, ВШ 4,29, 95 % ДІ 1,36-13,49), тоді як у групі КІ – у 20,00 % і у групі КІІ – у 13,33 %; розвинуті піноподії – відповідно у 41,03 % (ркІ>0,05; pкII<0,01, ВШ 37,53, 95 % ДІ 4,87-289,53), у 46,15 % (pкІ-кII<0,01, ВШ 42,53, 95 % ДІ 5,49-329,34) і у 63,33 %; піноподії, що регресують, – у 43,59 % (ркІ>0,05; pкII<0,01, ВШ 22,41; 95 % ДІ 2,91-172,88), у 33,33 % (pкІ-кII<0,01, ВШ 14,50; 95 % ДІ 1,72-122,40) і у 3,33 %).

Наявність ділянок відсутності піноподій у групі СГСЯ реєструвалася у 69,23 % пацієнток, що було статистично не значимо порівняно з групою КІ (36,67 %; ВШ 1,16; 95 % ДІ 0,36-3,71) і значимо більше, ніж у групі КІІ (3,33 %; ВШ 8,42; 95 % ДІ 1,00-70,65). Ендометрій пацієнток групи КІ з настанням вагітності після циклу запліднення in vitro, не ускладненого СГСЯ, також характеризувався підвищеною частотою зустрічальності ділянок з відсутністю піноподій порівняно з умовно здоровим контролем – ВШ 16,79; 95 % ДІ 2,00-140,90. 

Важливою рисою дизсинхронії поверхневого епітелію при проведенні КОС антГнРГ під час запліднення in vitro, особливо ускладненому СГСЯ, був мозаїцизм форми та розмірів піноподій в період очікуваного вікна імплантації. При СГСЯ піноподії різної форми реєструвалися у 88,46 % пацієнток, у групі пацієнток із заплідненням in vitro без ускладнення СГСЯ – у 70,00%, тоді як в умовно здорових невагітних жінок – у 10,00 %; різні за розмірами піноподії відповідно відмічалися у 93,59 %; у 63,33 % і у 6,67 %. Таким чином, кількість пацієнток з піноподіями різної форми під час запліднення in vitro, ускладненому СГСЯ, перевищувала аналогічну у жінок із заплідненням in vitro без ускладнення СГСЯ в 1,26 раза (ВШ 3,29; 95 % ДІ 1,16-9,34) і в умовно здорових невагітних жінок – в 8,85 (ВШ 69,00; 95 % ДІ 17,35-274,36). Число пацієнток з піноподіями різних розмірів у пацієнток групи СГСЯ під час очікуваного вікна імплантації було більше порівняно з групою КІ в 1,48 раза (ВШ 8,45; 95 % ДІ 2,62-27,28) і КІІ – в 14,03 (ВШ 204,40; 95 % ДІ 37,46-1115,24). У жінок з тяжкою формою раннього СГСЯ в більшості випадків спостерігали лише контури секреторних клітин поверхневого маткового епітелію та поодинокі ціліарні клітини, численні ділянки, вкриті плівкою з ниток фібрину. 

Оцінка молекулярного імплантаційного профілю ендометрія показала, що стромальна експресія Hoxа-10 була значимо більш виражена, ніж залозиста, як при заплідненні in vitro, ускладненому СГСЯ (в 2,53 раза), так і при заплідненні in vitro без СГСЯ (в 2,01), так і в групі умовно здорових фертильних жінок (в 2,66). Відмічали значиме його зниження в групі з СГСЯ в залозах і стромі порівняно з групою КІ в 1,32 і в 1,05 раза (171,15±4,53 проти 226,44±8,83 % (p<0,01) і 431,47±10,16 проти 452,71±16,55 % (p>0,05)) і з групою КІІ – в 1,49 і в 1,57 раза (171,15±4,53 проти 254,25±6,39 % (p<0,01) і 431,47±10,16 проти 679,00±11,77 % (p<0,01)).

LIF – плейотропний цитокін сімейства IL-6. Експресія LIF залишається низькою під час проліферативної фази, підвищується після овуляції і залишається високою до кінця кожного менструального циклу з максимальною експресією протягом середини пізньої секреторної фази. Високе виробництво LIF в ендометрії в середній та пізній фазах менструального циклу підкреслює його важливу роль у імплантації [186]. У нашому дослідженні епітеліальні клітини ендометрія були основним джерелом імунореактивності LIF у пацієнток досліджуваних груп, імунозабарвлення варіювало від слабкого до помірного. Імунореактивність LIF також була виявлена в стромі ендометрія, зокрема в децидуалізованих стромальних клітинах, розташованих поблизу спіральних артеріол та ендотеліальних клітин. Відмічалося зниження експресії LIF у групі жінок з СГСЯ порівняно із здоровим контролем в 1,14 раза (248,06±4,46 проти 282,67±3,26 % (p<0,01)) і відсутність статистичної різниці з жінками групи КІ (248,06±4,46 проти 261,66±7,17 %). 

Комплекс LIF-R включає в себе дві субодиниці: LIF-специфічну субодиницю LIFR-β та глікопротеїн 130 (gp130) субодиницю (також використовується IL-6 та IL-11) [187]. У досліджуваному матеріалі LIFR також був локалізований в залозистому епітелії і в децидуалізованих клітинах строми, інтенсивність його імунозабарвлення була низька. Експресія LIFR була аналогічною з експресією LIF і зниженою у осіб з СГСЯ порівняно із здоровим контролем в 1,14 раза (228,09±3,94 проти 256,97±2,96 % (p<0,01)) і не мала значимо статистичної різниці з особами групи КІ (228,09±3,94 проти 235,73±6,46 %).

У той же час спостерігалося інтенсивне забарвлення gp130 в ендометрії у всіх жінок. Воно було інтенсивним як у поверхневому, так і у залозистому епітелії. Ендотеліальні клітини на кровоносних судинах також були чітко забарвлені. Під час очікуваного вікна імплантації в стромальних клітинах спостерігалося дуже слабке забарвлення gp130. Експресія gp130 в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації в лікувальному циклі у пацієнток з СГСЯ (309,26±5,27 %) була зниженою порівняно з такою у пацієнток циклів запліднення in vitro без СГСЯ в 1,27 раза (393,16±10,78 %, p<0,01) і фертильного контролю – у 2,52 (780,30±13,92 %, p<0,01). 
З розвитком СГСЯ пов’язаний запальний цитокін IL-6 [145]. Дослідження останніх років також показують, що зміна рівня IL-6 або його біологічної активності асоційована з ризиком спонтанного переривання вагітності [147]. Імунозабарвлення IL-6 та sIL-6R від слабкої до вираженої інтенсивності виявлено як у залозистому епітелії, так і в ізольованих клітинах строми. Ендотеліальні судини кровоносних судин також забарвлювалися IL-6R. Експресія IL-6 в ендометрії у жінок з СГСЯ в період передбачуваного вікна імплантації була статистично значимо підвищеною порівняно з групою КІ в 1,09 (243,37±4,00 проти 223,45±6,13 %, p<0,01) і з групою КІІ в 1,07 раза (243,37±4,00 проти 226,48±3,20 %, p<0,01). У протилежність цьому експресія sIL-6R була вірогідно зниженою відповідно в 1,33 і 2,00 раза (148,20±2,52 проти 197,36±5,19 і 296,80±3,42 %).

Безпосередній вплив на процес імплантації надають інтегрини –молекули сімейства трансмембранних глікопротеїнів, що складаються з нековалентно пов'язаних α- і β-субодиниць [185]. Оцінка експресії αVβ3-інтегринів в ендометрії в період очікуваного вікна імплантації не виявила різниці між їх H-SCORE в досліджуваних групах: у групі з СГСЯ H-SCORE αVβ3-інтегринів дорівнював 278,78±3,28 %, у групі К – 285,07±5,02 і у групі КІІ – 287,83±3,53 %.

VEGF-A приймає активну участь у розвитку СГСЯ, стимулює ангіогенез і судинну гіперпроникність. Його надмірна експресія приводить до підвищеної проникності судин при СГСЯ [188]. Він сприяє підвищенню проникності кровоносних судин в ендометрії і проліферативної активності ендотеліальних клітин, пригнічує апоптоз, стимулює вивільнення ендотеліальними клітинами спіральних артерій оксиду азоту та простацикліну, що сприяє вазодилатації [179]. У пацієнток з недостатністю імплантації без органічної патології ендометрія виявлено зниження експресії VEGF-A в середню фазу секреції [138]. Виявлено достовірне зниження рівня VEGF-А в ендометрії у жінок з невдалими спробами запліднення in vitro [139]. Таким чином, порушення ангіогенезу може бути причиною порушення імплантації, циклічної трансформації ендометрія і мимовільних викиднів.

 У проведеному дослідженні у пацієнток групи СГСЯ на тлі набряку строми і розширення судин зареєстровано зниження продукції VEGF в стромальному компартменті (45,90±0,61 на 1 мм2 площі зрізу) порівняно з групою КІ і КІІ (відповідно – 48,95±0,74 і 53,62±0,93 на 1 мм2 площі зрізу). Наші дані співпадають з результатами [138, 139], за якими у пацієнток з недостатністю імплантації без органічної патології ендометрія виявлено зниження експресії VEGF-A в середню фазу секреції.

Оксид азоту сприяє кращій васкуляризації ендометрія, впливає на стимуляцію транскрипції генів і клітинного ділення, а також на регуляцію синтезу статевих гормонів [189]. Ендотеліальна дисфункція в ендометрії у досліджуваних жінок з СГСЯ в період передбачуваного вікна імплантації проявлялася зниженням продукції iNOS у 56,41 % осіб (p<0,01) і підвищенням – у 3,85 %, нормальна експресія iNOS відбувалася лише у 39,74 % (p<0,01).

Аналіз маткових змивів під час передбачуваного вікна імплантації показав, що пацієнтки з СГСЯ мали зниження концентрації LIF (4,09±0,07 пг/мл) і gp130 (52,27±1,03 пг/мл) порівняно з аналогічними у групі КІ в 1,10 і в 1,12 раза (4,49±0,12 пг/мл, p<0,01 і 58,70±1,61 пг/мл, p<0,01) і у групі КІІ – в 12,06 і в 3,65 раза (49,34±0,99 пг/мл, p<0,01 і 191,01±3,41 пг/мл, p<0,01).

Встановлений кореляційний зв’язок між H-SCORE LIF в ендометрії та його вмістом в маткових змивах, який найліпше апроксимувався лінійною залежністю за формулою: y = 0,0156x + 0,2144. Коефіцієнт апроксимації R² дорівнював 0,8643. Також доведений кореляційний зв’язок між H-SCORE gp130 в ендометрії та його вмістом в маткових змивах, який найліпше апроксимувався поліноміальною залежністю за формулою: y = -0,0001x2 + 0,2202х-6,0144. Коефіцієнт апроксимації R² дорівнював 0,7456.

Імунна реактивність грає важливу роль у імплантаці ембріону і прогресуванні вагітності. Ннадмірне підвищення числа ендометріальних NK-клітин призводить до безпліддя, імплантаційної недостатності, звичного невиношування вагітності [150]. E. Tuckerman et al. (2010) продемонстрували підвищення кількості CD56 + клітин у зразках ендометрія в період вікна імплантації у жінок з імплантаційною недостатністю в порівнянні з фертильними особами [151].

Нами було досліджено експресію в лікувальному циклі в період очікуваного вікна імплантації загального лейкоцитарного антигену (LCA) (CD45+), натуральних кілерних клітин (CD56+), цитотоксичних кілерних клітин (CD16+) і маркеру запалення сіндекану-1 (CD138+). У всіх пацієнток циклів запліднення in vitro було підвищено рівень таких субпопуляцій лімфоцитів, як LCA, СD56+ і СD16+ порівняно із фертильним контролем, але у жінок з СГСЯ це явище було більш виражене. Так рівень LCA у групі з СГСЯ перевищував аналогічний у групі КІ в 1,32 раза (128,71±7,31 проти 97,36±9,57 ‰, p<0,01) і у групі КІІ – в 4,02 (128,71±7,31 проти 32,03±1,14 ‰, p<0,01); СD56+ – відповідно в 1,37 (84,42±6,30 проти 61,73±6,38 ‰, p<0,01) і в 13,94 (84,42±6,30 проти 6,06±0,36 ‰, p<0,01); СD16+ – в 1, 44 (46,26±3,17 проти 32,21±2,74 ‰, p<0,01 і в 31,57 (46,26±3,17 проти 1,47±0,15 ‰, p<0,01). У кожному окремому випадку експресія різних субпопуляцій лімфоцитів варіювала від низької до високої, але зберігалася тенденція до підвищеної імунореактивності саме у жінок з СГСЯ.

Імунозабарвлення маркера запалення СD138+ виявлялося в ендометрії у 42,31 % жінок з СГСЯ і у 26,67 % без СГСЯ (p>0,05), у групі КІІ було відсутнім. Відповідно експресія СD138+ у жінок з СГСЯ перевищувала тільки аналогічну у групі КІІ (5,93±1,06 проти 0,00±0,00 ‰, p<0,01), статистично значущої різниці з пацієнтками групи КІ не зареєстровано (5,93±1,06 проти 3,76±1,29 ‰, p>0,05).

На підставі отриманих даних обґрунтована індивідуалізована система підготовки ендометрія до переносу вітрифікованих/відігрітих ембріонів. Проведено рандомізоване контрольоване дослідження ефективності розроблених заходів індивідуалізованої корекції морфофункціонального стану ендометрія порівняно із стандартним підходом. Обстежено та проліковано 39 жінок групи І з раннім СГСЯ після запліднення in vitro, яким проведена розроблена індивідуалізована корекція морфофункціонального стану ендометрія, та 39 осіб групи ІІ з раннім СГСЯ, яким проведена стандартна терапія. 

Усі жінки після відміни переносу ембріонів у лікувальному циклі були госпіталізовані з приводу помірного або тяжкого СГСЯ і отримали відповідне лікування. Усі отримані ембріони були вітрифіковані. Після виписки з стаціонару пацієнткам проводилася підготовка ендометрія. 

У групі порівняння ІІ підготовку ендометрія здійснювали за традиційною методикою наступним чином: три місяці після лікувального циклу запліднення in vitro проводили замісну циклічну гормонотерапію; на 21-у добу третього менструального циклу вводили 3,75 мг триптореліну підшкірно, через 14 діб починали прийом трансдермальних естрогенів протягом 12-14 діб. Після досягнення товщини ендометрія 10-12 мм починали прийом препаратів прогестерону. На Р+7-Р+8 переносили два розморожених ембріона на стадії бластоцисти. Перед переносом при необхідності проводили передімплантаційну діагностику з метою оцінки генетичного матеріалу і числового набору хромосом клітин зародка.

Для трансферу використовували м'які, біологічно інертні (нетоксичні) катетери, нездатні нашкодити ембріону, що надавало змогу швидко і делікатно помістити ембріон в порожнину матки. Проникнення в матку з метою підсадки відбувалося в два етапи. Перший – порожнистим катетером, більш жорстким, проходили цервікальний канал. Другий – м'яким катетером, крізь отвір в першому катетері, вводили зародок разом з рідиною для культивації в порожнину матки. Намагалися проводити трансфер дуже плавно, без різких рухів. Призначали вагінальні форми прогестерону, щоб підтримати імплантацію і постімплантаційний період розвитку вагітності. 

У групі І підготовку ендометрія здійснювали за розробленою методикою, яка проводилася аналогічно такій у групі І, але з додаванням ад’ювантів: 

· по 12-15 крапель препарату, 100 г розчину якого містить 5,4 г сухого екстракту з насіння кінського каштану (відповідно 1,0 г тритерпенглікозиду (тритерпенсапонін) у перерахуванні на есцин), 0,5 г тіаміну гідрохлориду; краплі призначали 3 рази на добу, перед їжею, з невеликою кількістю рідини, курс – три місяці;

· вітамін Е у капсулах по 400 мг один раз на добу після їжі з достатньою кількістю рідини у другу половину менструального циклу три цикли; 

· серратіопептидаза у пігулках по 10 мг 2 рази на добу, запивати склянкою води, призначали протягом місяця ;

· препарати міо-інозитолу по 2000 мг два раза на добу три місяці;

· курс внутрішньом’язових ін’єкцій препарату, 1 мл розчину якого містить продукту протеолізу плаценти великої рогатої худоби 15 мг, на курс 10 ін’єкцій через добу; 

· розчин для перорального застосування, 5 мл якого містять L-аргініну аспартату 1 г (L-аргініну – 0,57 г, кислоти аспарагінової – 0,43 г); по 5 мл per os 3-6 разів на добу, курс лікування 15 днів.

Усі використані препарати зареєстровані на Україні і застосування їх проводилося згідно відповідних інструкцій.

Препарат, який містить сухий екстракт з насіння кінського каштану Aesculus hippocastanum, активним речовиною якого є есцин, має виражену венотонічну, протизапальну та протинабрякову дію при захворюваннях вен. Клінічні звіти щодо судинної ефективності есцину звертають особливу увагу на поліпшення мікроциркуляції, зниження проникності судин, підвищення венозного тонусу і венозного повернення, все, що призводить до зменшення набряку [190]. Було висловлено припущення, що ефекти, які спостерігаються, є результатом захисту ендотеліальних клітин від гіпоксії і запальних стимулів. Насправді, як показано в доклінічних дослідженнях, β-есцин зберігає АТФ під час дефіциту кисню, зменшує відповідь гістаміну, і вивільнення цитокинів, гасить серотонін-індуковану капілярну проникність [191], пригнічує екстравазацію і міграцію лейкоцитів [192] і зберігає морфологію ендотеліальних клітин [193]. Варто відзначити також дані, що вказують на антиоксидантну потенціал бета-есцину [194, 195] і його інгібуючого ефекту на гіалуронидазу, фермент бере участь у патогенезі хронічної венозної недостатності [196]. У більш пізніх роботах запалення пом'якшувальні властивості бета-есцину пов'язують з його моделюючою дією на фактор некрозу пухлин-альфа-опосередковані запальні шляхи [197]. 

Есцин здатний розірвати сформований позитивний зворотний зв'язок, відновлюючи нормальну гемоциркуляцію у венозних судинах і запобігає розвитку декомпенсації захворювань. Антикоагулянтна та антиагрегантна дію препарату роблять його застосування ефективним для профілактики тромбозів. Наявність протизапального, протинабрякового, капілярорезистентного ефекту, здатності зменшити проникність плазмолімфатичного бар'єру забезпечують швидке усунення симптомів [198], що є важливим для відновлення функції яєчників і ендометрія при СГСЯ.
Вітамін Е і L-аргінін покращують функцію жовтого тіла і зріст ендометрія у пацієнток шляхом збільшення кровоплину в матковій артерії [199]. 

Серратіопептидаза – природний протеолітичний фермент, виділений із непатогенної кишкової бактерії Serratia E15. Виявляє фібринолітичну, протизапальну і протинабрякову дію [200]. Серратіопептидаза зв'язується у співвідношенні 1: 1 з α2-макроглобуліном крові, який маскує її антигенність, але зберігає її ферментативну активність. Серратіопептидаза повільно переходить в ексудат у вогнищі запалення і поступово її рівень в крові знижується. За допомогою гідролізу брадикініну, гістаміну та серотоніну серратіопептидаза безпосередньо зменшує дилатацію капілярів і контролює їх проникність. Серратіопептидаза блокує інгібітори плазміну, сприяючи тим самим його фібринолітичної активності.

Міо-інозітол широко поширений в тканинах і клітинах людини і є попередником фосфоінозитидів, що беруть участь в сигнальної трансдукції за допомогою стимуляції мембранних рецепторів та інших вторинних месенджерів, включаючи диацилгліцерол і інозітолтрифосфат [201]. Важливість міо-інозитолу і його похідних для підтримки фізіологічного перебігу широкого кола процесів в організмі людини була встановлена ​​в результаті систематичного аналізу більш ніж 37 тисяч. публікацій [194]. Основною функцією міо-інозитолу і його похідних є участь у внутрішньоклітинної передачі сигналу і забезпеченні функціонування таких найважливіших рецепторів, як рецептори інсуліну, репродуктивних гормонів, факторів росту, катехоламінів та ін. Похідні міо-інозитолу взаємодіють зі специфічними білками, які беруть участь у функціонуванні репродуктивної системи і розвитку ембріона. Міо-інозитол є важливим синергістом фолатів і інших вітамінів (В5, РР) [202].

Комплекс плацентарних регуляторних пептидів надає імунотропну дію: стимулює функціональну здатність фагоцитів слизових оболонок і крові, підвищує синтез протизапальних цитокінів, впливає на активність регуляторних субпопуляцій лімфоцитів. При автоімунних захворюваннях чи синдромах знижує активність імунозалежного запального процесу, збільшує кількість CD4+/25+ - і CD8+/25+ - клітин, особливо рівні IL-10 в плазмі крові. Комплекс плацентарних регуляторних пептидів має виражену протизапальну і розсмоктуючу дію, знижує інтенсивність деструктивних, інфільтративних та проліферативних процесів у вогнищі запалення, зменшує вираженість набряку, прискорює процеси епітелізації, регенерації, попереджає розвиток спайкового процесу, за впливом на проліферативну і ексудативну фази запалення істотно перевершує екстракт плаценти [203].

L-аргініну аспартат робить позитивний вплив на експресію маркерів ангіогенезу, тим самим бере участь в утворенні нових кровоносних судин в ендометрії. При цьому посилене утворення оксиду азоту веде до дилатації периферичних судин і зниження загального периферичного судинного опору, що сприяє зниженню артеріального тиску і зменшення гіпоксії тканин. Збільшення ферментної активності NOS на тлі перорального прийому розчину L-аргініну аспартату забезпечує постійний базовий рівень оксиду азоту, що в свою чергу сприяє підвищенню щільності функціональних судин ендометрія, посилюючи його кровопостачання [189].

При підготовці ендометрія у пацієнток з СГСЯ перед трансфером розморожених ембріонів оцінювали такі показники як ехоструктуру і об’єм яєчників, дані ехометрії ендометрія на 2-3-й день першої, другої та третьої менструації після лікувального циклу запліднення in vitro, концентрацію LIF і gp130 в маткових змивах в день передбачуваного вікна імплантації під час другої та третьої менструації після лікувального циклу запліднення in vitro, а перед переносом досліджувані раніше імуногістохімічні маркери в пайпель-біоптатах ендометрія.

Найбільшими розміри яєчників були в перший менструальний цикл, зменшення розмірів практично до вихідних і нормалізація ехоструктури яєчників відмічалася тільки після третьої менструації. 

Використання розробленої методики підготовки ендометрія у пацієнток з СГСЯ перед трансфером розморожених ембріонів приводить до більш швидкого і більшого зменшення об’єму яєчників: у групі І OD 270,86±8,81 → 121,86±8,81 → 28,89±2,02 → 14,34±0,64 см3 і OS 279,91±8,46 → 132,71±8,46 → 32,86±2,00 → 15,49±0,82 см3; у групі ІІ OD 288,68±11,95 → 173,68±11,95 → 41,47±1,06 → 17,58±0,94 см3 і OS 286,81±11,48 → 180,81±11,48 → 43,84±1,04 → 18,34±0,98 см3.

Важливими показниками щодо можливості трансферу вітрифікованих/відігрітих ембріонів є рівні LIF і gp130 в маткових змивах в день очікуваного вікна імплантації. У жінок групи І вміст LIF у маткових змивах статистично значимо збільшився на Р+6 день другого менструального циклу порівняно з вихідним у 5,70 раза і третього менструального циклу – у 11,32, тоді як у групі ІІ – відповідно у 4,69 і 9,91 раза. Таким чином, застосування розробленої методики підготовки ендометрія привело до збільшення в 1,12 раза (pІІ<0,01) концентрації LIF у маткових змивах у пацієнток групи І порівняно з жінками групи ІІ і нормалізації цього показника (pкІІ<0,01). У жінок групи І вміст LIF у маткових змивах статистично значимо збільшився на Р+6 день другого менструального циклу порівняно з вихідним у 5,70 раза і третього менструального циклу – у 11,32, тоді як у групі ІІ – відповідно у 4,69 і 9,91 раза.

У жінок групи І концентрація gp130 у маткових змивах статистично значимо стала більше на Р+6 день другого менструального циклу порівняно з вихідним рівнем у 1,68 раза і третього менструального циклу – у 3,16, тоді як у групі ІІ – відповідно у 1,36 і 2,91 раза. У результаті проведеного лікування вміст gp130 у маткових змивах у жінок з СГСЯ, пролікованих за розробленою методикою, був більше, ніж у осіб з СГСЯ, пролікованих за традиційною методикою, в 1,10 раза (p<0,01).

Перед проведенням трансферу вітрифікованих / відігрітих ембріонів у день очікуваного вікна імплантації була проведена пайпель-біопсія і визначено експресію в ендометрії Hoxа-10, LIF, gp130, sIL-6R, VEGF, СD45+, СD56+, СD16+, СD138+ та iNOS. Було встановлено, що секреція Hoxа-10 в залозах ендометрія статистично значимо збільшилася у групі І в 1,46, а у групі ІІ – в 1,28 раза; Hoxа-10 в стромі ендометрія – відповідно у 1,51 і в01,22; LIF – в 1,14 і в 1,06; gp130 – в 1,98 і 1,44; sIL-6R – в 1,40 і 1,23; VEGF – в 1,48 раза. Нормальна експресія iNOS вірогідно стала більше в 1,82 тільки в групі, пролікованій за розробленою методикою.
Після проведення підготовки ендометрія перед переносом розморожених ембріонів за розробленою методикою у групі І порівняно з групою ІІ, де підготовка ендометрія здійснювалася за традиційними методиками, експресія Hoxа-10 в залозах і стромі ендометрія перевищувала в 1,11 (p<0,01) і 1,20 (p<0,01); LIF – в 1,07 (p<0,01); gp130 – в 1,31 (p<0,01); sIL-6R – в 1,20 (p<0,01); VEGF – в 1,07 раза (p<0,01); число пацієнток з нормальною експресією iNOS перевищувало аналогічне у групі І в 1,48 раза (p<0,02).

У результаті підготовки ендометрія поліпшилася його імунореактивність. У групі з підготовкою ендометрія за розробленою методикою експресія СD45+ статистично значимо зменшилася в 2,12 раза в групі з підготовкою ендометрія за традиційною методикою – в 1,36; СD56+ – відповідно в 1,95 і 1,29; СD16+ – в 1,72 і в 1,36; СD138+ – в 21,8 і 3,18. Проведення підготовки за розробленою методикою зменшило інфільтрацію ендометрія СD45+ порівняно з групою, пролікованою за традиційними методиками, в 1,55 раза (p<0,02); СD56+ – в 1,55 (p<0,02); СD16+ – в 1,35 (p<0,03); СD138+ – в 6,50 (p<0,01).

Була проведена оцінка репродуктивних результатів у пацієнток з СГСЯ в залежності від методики підготовки ендометрія перед трансфером розморожених ембріонів [204].

За частотою настання вагітності досліджувані групи І (58,97 %) і ІІ (46,15 %) статистично значимо не відрізнялися. Кількість випадків живонародження у групі І (48,72 % (19)) перевищувала таку у групі ІІ (23,08 %) у 2,11 раза (ВШ 3,17±0,50; 95 % ДІ 1,20-8,39; p<0,02). Підвищення абсолютної користі (терапевтична користь) запропонованої індивідуалізованої корекції склала 25,64 % (95% ДІ 5,12-46,16 %), підвищення відносної користі відповідало клінічно значимому ефекту – 111,10 % (95% ДІ 9,40-307,40 %), число хворих, яких необхідно лікувати – 3,90 (95% ДІ 2,17-19,52).

Кількість викиднів після запліднення in vitro у пацієнток з СГСЯ після трансферу розморожених ембріонів з підготовкою ендометрія за розробленою методикою була найменшою і склала 10,26 %, тоді як в групі ІІ – 20,51 % і в групі КІ 16,67 %. Позаматкові вагітності спостерігалися у 2,56 % пацієнток групи ІІ і 3,33 % пацієнток групи КІ, у групі І такі випадки не зареєстровано.

Таким чином, розроблена індивідуалізована підготовка ендометрія є ефективною і може широко використовуватися в клінічній практиці.

ВИСНОВКИ

1. Лікування безпліддя шляхом запліднення in vitro може приводити до розвитку потенційно небезпечного для життя жінок ятрогенного ускладнення – СГСЯ, помірний та тяжкий ступень якого при контрольованій оваріальній стимуляції агоністами гонадотропін-рілізінг-гормонів зустрічається у 10,68 % випадків, а антагоністами – у 4,34 % (ВШ 0,28; 95% ДІ 0,19–0,41). Порушення морфофункціонального стану гіперстимульованих яєчників ведуть до змін в органах-мішенях, що потребує часу для відновлення, а тому – сегментації циклу, вітрифікації ембріонів і переносу їх в наступних циклах. Отримання нових даних за патогенез порушень рецептивності ендометрія при СГСЯ, розробка малоінвазивних способів діагностики її стану та індивідуалізованої методики підготовки до переносу вітрифікованих/відігрітих ембріонів може бути резервом збільшення числа випадків живонародження у пацієнток даної когорти. 

2. Проведення у жінок циклів запліднення in vitro з контрольованою оваріальною стимуляцією антагоністами гонадотропін-рілізінг-гормонів, ускладнених розвитком раннього СГСЯ помірного та тяжкого ступеня, порівняно з циклами без такого ускладнення характеризується підвищенням частоти мимовільного переривання вагітності у 3,11 раза (ВШ 3,89; 95 % ДІ 1,01-14,90) і зниженням частоти клінічної вагітності, що продовжується, в 3,20 раза (ВШ 0,21; 95 % ДІ 0,05-0,93).

3. Експериментальне моделювання у самиць лабораторних мишей СГСЯ введенням різних доз гонадотропних гормонів призводить до розвитку у них в ендометрії розладів місцевої мікроциркуляції у вигляді розширення, повнокров’я тонкостінних маткових судин, діапедезу та тривалого стійкого стазу еритроцитів, припинення кровообігу в цих зонах, дистрофічних змін покривного епітелію, чисельних зон некрозів губчастого шару, скупчення макрофагів. Існує пряма кореляційна залежність між вираженістю патологічних змін в ендометрії та дозою гонадотропінів, що вводяться. 
4. Розвиток раннього СГСЯ у жінок при заплідненні in vitro змінює морфофункціональні властивості та рецептивність ендометрія в лікувальному циклі в день передбачуваного віна імплантації, що проявляється залозисто-стромальною дизсинхронією, розширенням і звивистістю залоз, набряком строми, розширенням, повнокров'ям тонкостінних маткових судин, діапедезом еритроцитів, дистрофічними змінами в поверхневому епітелії з порушенням формування піноподій, мозаїцизмом їх форми (ВШ 3,29; 95 % ДІ 1,16-9,34), розмірів (ВШ 8,45; 95 % ДІ 2,62-27,28) і стадії розвитку впритул до наявності при тяжкій формі лише контурів клітин поверхневого епітелію, вкритих плівкою з ниток фібрину. 

5. Зміни молекулярного профілю факторів імплантації в ендометрії у жінок в лікувальному циклі запліднення in vitro у разі СГСЯ порівняно з пацієнтками без СГСЯ характеризуються зниженням експресії Hoxа-10 в залозах і стромі відповідно в 1,32 і в 1,05 раза; gp130 – в 1,27 і в 2,52; IL-6 – в 1,09 і в 1,07; sIL-6R – в 1,33 і в 2,00; продукції VEGF у стромі – 45,90±0,61 проти 48,95±0,74 точок на 1 мм2 площі зрізу. Експресія LIF і LIF-R знижена порівняно із фертильним контролем в 1,14 раза і не відрізняється від жінок циклів запліднення in vitro без СГСЯ. Експресія αVβ3-інтегринів не має значимої різниці ні з жінками циклів запліднення in vitro без СГСЯ, ні з фертильним контролем. Ендотеліальна дисфункція в ендометрії при СГСЯ проявляється зменшенням продукції iNOS у 47,44 % осіб.

6. Статистично значимі кореляційні взаємозв’язки між експресією в ендометрії LIF (R²=0,86) та gp130 (R²=0,75) та їх вмістом в маткових змивах дозволяють використовувати визначення вмісту цих молекул імплантації в маткових змивах для оцінки рецептивності ендометрія малоінвазивним методом безпосередньо в циклі запліднення in vitro. 

7. Морфофункціональні зміни в ендометрії при СГСЯ формуються на тлі імунної дизреактивності – рівень загального лейкоцитарного антигену у осіб з СГСЯ перевищує аналогічний у групі пацієнток циклів запліднення in vitro без СГСЯ в 1,32 раза і у жінок фертильного контролю – в 4,02; СD56+ – відповідно в 1,37 і в 13,94; СD16+ – в 1,44 і в 31,57. Експресія маркера запалення СD138+ під час циклів запліднення in vitro виявляється в ендометрії у 42,31 % жінок з СГСЯ і у 26,67 % без СГСЯ.

8. Застосування розробленої методики підготовки ендометрія у пацієнток з СГСЯ перед трансфером вітрифікованих/відігрітих ембріонів поліпшує стан рецептивності ендометрія порівняно з традиційними методами, сприяє продовженню клінічної вагітності і збільшенню числа живонароджень у 2,11 раза (ВШ 3,17; 95 % ДІ 1,20-8,39; p<0,02). Підвищення терапевтичної користі запропонованої індивідуалізованої корекції складає 25,64 % (95% ДІ 5,12-46,16 %), підвищення відносної користі відповідає клінічно значимому ефекту – 111,10 % (95% ДІ 9,40-307,40 %), число хворих, яких необхідно лікувати – 3,90 (95% ДІ 2,17-19,52).

Практичні рекомендації

1. При проведенні запліднення in vitro, необхідно враховувати можливість розвитку СГСЯ, ятрогенного ускладнення, пов’язаного з контрольованою оваріальною стимуляцією, та негативний вплив його на імплантацію ембріонів і подальший розвиток вагітності.

2. Жінкам, у випадку СГСЯ перенесення ембріонів у свіжому циклі не здійснюється, ембріони тотально вітрифікуються і переносяться в наступних менструальних циклах після відігрівання.

3. Оцінку рецептивності ендометрія в циклі запліднення in vitro можливо здійснювати шляхом визначення LIF та gp130 в маткових змивах. Рівні LIF нижче за 46 пг/мл та gp130 нижче за 182 пг/мл в маткових змивах за розробленою методикою свідчать за знижену рецептивність ендометрія.

4. Перенесення ембріонів проводиться не раніше, ніж через чотири місяця після вітрифікації, після попереднього лікування, спрямованого на поліпшення морфофункціонального стану яєчників та ендометрія, що мали зміни через СГСЯ.

5. Перенесення вітрифікованих/відігрітих ембріонів проводиться в кріопротоколі на тлі введення агоніста ГнРГ з подальшим застосуванням естрогенів впродовж 14 днів і 6–9 днів прийому прогестерону, оскільки в основному у жінок з порушеною репродуктивною функцією, що перенесли СГСЯ, відсутній регулярний менструальний цикл і відповідно спонтанна овуляція, яка є орієнтиром для перенесення ембріонів в природному циклі.

6. Жінкам, які перенесли СГСЯ, підготовка до трансферу вітрифікованих/відігрітих ембріонів повинна включати препарати, які відновлюють стан оваріально-ендометріальної системи: протизапальні, протинабрякові, такі, що поліпшують мікроциркуляцію, нормалізують функцію ендотелію, молекулярний профіль факторів імплантації та імунореактивність ендометрія. 
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Основні положення дисертації були представлені на: XV конгресі з репродукції людини (Венеція, Італія, 2013); на XVI Всесвітньому конгресі з гінекологічної ендокринології, IV конгресі міжнародного товариства з гінекологічної ендокринології (Флоренція, Італія, 2014); науково-практичній конференції з міжнародною участю та Пленумі ГО «Асоціація акушерів-гінекологів України» «Актуальні питання охорони материнства та дитинства в Україні» (Київ, 2015); науково-практичній конференції «Персоніфікація сучасних принципів діагностики та лікування захворювань, обумовлених порушеннями імунітету. Роль мікробіоти та пробіотиків у формуванні та підтримці імунітету (присвячена до 170-річчя українського вченого лауреата Нобелівської премії І.І. Мечникова)» (Київ, 2015); 78‑му науковому медичному конгресі молодих вчених «Медицина XXI сторіччя» (з міжнародною участю) (Краматорськ, 2016), Науково-практичній конференції «Епідеміологія, імунопатогенез, діагностика та лікування хламідіозу і TORCH-інфекцій» (Київ, 2016); Науково-практичній конференції з міжнародною участю «Актуальні питання репродуктивної медицини в Україні» (Дніпропетровськ, 2016); Міжнародному симпозіумі «Теорія та практика репродукції людини» (Чернівці, 2017); Пленумі ГО «Асоціація акушерів-гінекологів України» та науково-практичній конференції з міжнародною участю «Акушерство, гінекологія та репродуктологія: освіта, клініка, наука» (Одеса, 2017); 79‑му науковому медичному конгресі студентів та молодих вчених «Медицина XXI сторіччя» (Краматорськ, 2017); на розширеному засіданні кафедри акушерства та гінекології Донецького національного медичного університету (Лиман, 2018).
Аналіз таблиць звітів про ДРТ за період з 2012 по 2014 роки





805 циклів штучного запліднення в циклах in vitro





Жінки без СГСЯ (n = 741)





Жінки з СГСЯ (n = 64)





Оцінка завершення лікування безпліддя методом запліднення in vitro  у жінок з розвитком СГCЯ








Експериментальне дослідження














110 самиць мишей





Група Б


Миші з введенням  гонадотропінів (n=86)





Група А 


Миші без введення  гонадотропінів (n=24)





Визначення впливу різних доз гонадотропінів на стан яєчників,і ендометрія і міометрія самиць мишей





Проспективне дослідження





Група СГСЯ


Жінки з СГСЯ (n = 78)





Група К


Жінки без СГСЯ (n = 60)





Група І


жінки з СГСЯ 


після запліднення in vitro індивідуалізована корекція �(n = 39)





Група ІІ


жінки з СГСЯ �після запліднення in vitro стандартний підхід


(n = 39)





Група КІІ


умовно здорові 


невагітні жінки 


(n = 30)





Група КІ


жінки без СГСЯ, �які завагітніли після запліднення in vitro 


(n = 30)





 Вивчення особливостей лабораторних, клінічних, інструментальних  показників, морфофункціонального стану ендометрія у жінок з СГСЯ. Рандомізоване контрольоване дослідження ефективності розробленої методики індивідуалізованої корекції морфофункціонального стану ендометрія у пацієнток з сементацією циклів штучного запліднення і переносом вітрифікованих/відігрітих ембріонів порівняно із стандартним підходом до підготовки ендометрія.
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