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тату на 21,75 % (Р<0,05). При
цьому концентрація метаболіту
глюкози пірувату під впливом
корвітину збільшилася на 59 %,
а малату — на 42,9 %. Слід за-
значити, що застосування ліпіну
привело до усунення прояв лак-
тат-ацидозу на рівні дії корвітину
— вміст лактату на 4-ту добу екс-
перименту зменшився на 25,8 %.
Однак цей препарат виявив не-
значну активність за показника-
ми рівня АТФ, підвищуючи вміст
останньої на 12 % щодо конт-
рольної групи тварин.

Введення піддослідним щу-
рам ліпофлавону приводило
до підвищення рівня АТФ на
80 % на фоні зниження АМФ на
40,5 % (Р<0,05). Дія ліпофла-
вону в постішемічному періоді
відзначилася вірогідним знижен-
ням вмісту лактату на 40,3 %.
При цьому рівень малату та пі-
рувату під впливом ліпофлаво-
ну вірогідно збільшився на 62 і
82 % відповідно.

Значне підвищення рівня
малату під впливом препаратів
кверцетину (особливо ліпо-
флавону) можна пояснити тим,
що сам кверцетин здатен акти-
вувати компенсаторну малат-
аспартатну човникову систему,
яка забезпечує протонами елект-
рон-транспортний ланцюг. Ця
компенсаторна активація ма-

латного шунта забезпечує збе-
реження пірувату в піруватде-
гідрогеназній реакції. Крім того,
енерготропний механізм дії пре-
паратів в умовах ішемічних уш-
коджень мозку можна поясни-
ти їх антиоксидантними власти-
востями та зменшенням пато-
логічної дії активних форм кис-
ню на мітохондрії.

Висновки
1. Експериментальне ГПМК

спричинює низку порушень ме-
таболізму мозкової тканини:
дискоординації в циклі трикар-
бонових кислот, зниження син-
тезу АТФ, розвиток лактат-аци-
дозу за рахунок активації ана-
еробного гліколізу.

2. Застосування препаратів
кверцетину у тварин із ГПМК ви-
являє церебропротекторний
ефект, значно нормалізуючи біо-
енергетичні процеси в мозку
(підвищують рівень АТФ на фоні
зниження рівня АМФ, також змен-
шують рівень лактату, збільшу-
ють вміст значущих інтермедіатів
пірувату та малату).

3. У порядку порівняння та
зменшення церебропротектор-
ної дії за показниками усунен-
ня порушень біоенергетики пре-
парати кверцетину можна роз-
містити таким чином: ліпофла-
вон > корвітин > ліпін.
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Вступ

Кріоконсервація вважається
припустимим рішенням для збе-
рігання надлишкових ембріонів,
що утворюються під час засто-

сування допоміжних репродук-
тивних технологій (ДРТ). При
низьких температурах ембріони
зберігають життєздатність, після
розморожування їх метаболічна
активність не порушується.

Виживання ембріонів люди-
ни після кріоконсервування різ-
ними методами досить висока
— 66–80 % [3; 6]. Однак часто-
та імплантації ембріонів люди-
ни, що зазнали заморожуван-
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ня — розморожування, стано-
вить не більш ніж 30 % [3; 9].

У світі нараховується понад
200 000 дітей, які народилися піс-
ля перенесення деконсервова-
них ембріонів, а частота ано-
малій розвитку у таких дітей не
перевищує загальнопопуляцій-
ного рівня. Однак у роботах де-
яких авторів повідомляється про
вплив факторів кріоконсерву-
вання на виникнення таких хро-
мосомних аномалій, як трисо-
мія за 13, 18 та 21-ю хромосо-
мами, описані випадки поліплої-
дії та анеуплоїдії [8; 9].

Із літературних джерел відо-
мо, що кріозберігання надлиш-
кових ембріонів після біопсії яв-
ляє собою більш складний про-
цес, оскільки при біопсії ушко-
джується zona pellucida. Перші
спроби кріозберігання ембріо-
нів після біопсії призвели до
зменшення їх життєздатності по-
рівняно з небіоптованими емб-
ріонами на тій же стадії розвит-
ку. Однак є низка даних про
вагітності, що настали після біо-
псії полярного тіла та кріозбе-
рігання біоптованих ембріонів
на стадії дроблення [7; 10].

У результаті передімпланта-
ційної генетичної діагностики
(ПГД) встановлюється хромо-
сомна повноцінність ембріона
до моменту перенесення його
у матку, тобто здійснюється про-
філактика народження дитини
з хромосомною чи генною па-
тологією. Під час ПДГ визнача-
ються моногенні та хромосомні
дефекти у ембріонів, а також
стать ембріона для запобіган-
ня спадковим захворюванням,
зчепленим зі статтю. Доведено,
що морфологічно нормальні
ембріони, отримані при ДРТ у
жінок із ризиком виникнення
генетичних патологій, мають
значно більшу частоту анеуплої-
дій, які можуть призводити до
спонтанних абортів або до від-
сутності імплантації [1].

Для жінок, що мають висо-
кий ризик народження дітей зі
спадковою патологією, ПДГ є
альтернативним методом пре-

натального тестування. Голов-
на перевага ПДГ — це можли-
вість відмови від інвазивних
втручань на плідному яйці та
переривання вагітності у разі
виявлення патології. Досліджен-
ня можна проводити на поляр-
них тілах ооцитів чи ядрах бла-
стомерів ембріона.

Мета дослідження — з’ясува-
ти, як змінюються морфофунк-
ціональні особливості ембріо-
нів після кріозберігання та ПГД
у зв’язку з широким застосуван-
ням цих процесів у медичній
практиці.

Матеріали та методи
дослідження

Під час дослідження прово-
дилися спостереження за 3 гру-
пами ембріонів людини, отри-
маних після запліднення ооци–
тів in vitro у 65 циклах ДРТ у
жінок старшої вікової групи (піс-
ля 34 років) і чоловіків із діа-
гнозом олігоастенозооспермія.

Індукцію суперовуляції, аспі-
рацію, культивування ембріонів
проводили за стандартним дов-
гим протоколом програми ДРТ
із використанням агоністів ГнРГ
[3; 4].

До першої групи увійшли
ембріони, перенесені у порож-
нину матки після 72-годинного
культивування in vitro.

У другу группу були вклю-
чені ембріони, що зазнали кріо-
зберігання. Процес кріоконсер-
вації здійснювався за допомо-
гою програмового заморожува-
ча «СТЕ 920» фірми Cryo-Tech-
nik-Erlangen (Німеччина) за ме-
тодом контрольованої повіль-
ної кріоконсервації (поступова
кріоконсервація) [11].

Як кріопротектор використо-
вувалося середовище “Embryo
Freezing Pack” (EFP) фірми Me-
dicult (Данія), що містило сольо-
вий розчин фосфатного буфе-
ра із сироватковим альбуміном
людини.

Інкубацію ембріонів у розчи-
нах кріопротекторів проводили
у такий спосіб. Вибрані ембріо-
ни були перенесені з середо-

вища культивування Medicult
(Cook) у мікрокраплині цього ж
середовища до першого кріо-
протекторного середовища й ек-
вілібровані при кімнатній тем-
пературі упродовж 5 хв. Потім
при тій же температурі їх поміс-
тили на 10 хв у другий розчин
— таке ж середовище з дода-
ванням 1,2-пропандіолу. Після
експозиції у цьому розчині емб-
ріони перенесли у третій розчин,
що складається із середовища
для заморожування ембріонів,
1,2-пропандіолу та сахарози на
15 хв також при кімнатній тем-
пературі. У цьому середовищі і
відбувався процес кріоконсер-
вації.

Ембріони поміщали у соло-
минки для кріоконсервації (СТЕ)
0,1 мл, наповнені третім кріосе-
редовищем на 0,5 см, потім ша-
ром повітря завтовшки близько
5 мм і приблизно 2,5 см EFP 3,
в якому знаходилися ембріони;
потім знову йшов шар повітря
завтовшки близько 5 мм і реш-
та заповнювалася 0,5 М розчи-
ну сахарози. Соломинки заку-
порювали і негайно переноси-
ли до програмового заморожу-
вача.

Заморожування відбувало-
ся згідно з інструкцією кріокон-
сервування ембріонів.

Зберігання здійснювалось у
посудинах Дьюара в рідкому азо-
ті (t = –196 °С). Для відтаван-
ня ембріонів соломинки витри-
мували при кімнатній темпера-
турі і на водяній бані (t = 37 °С),
потім вміст соломинки вилива-
ли у розчин 0,25 М сахарози. Піс-
ля еквілібрування кріопротек-
торний розчин видаляли шля-
хом промивання ембріонів у
середовищах для культивуван-
ня Medicult або Cook. Подаль-
ше культивування in vitro для
спостерігання чи перенесення
ембріонів також виконували у
цих середовищах.

Третя група дослідження —
це кріоконсервовані ембріони
після ПГД. Було виконано біо-
псію ембріонів людини, що зна-
ходилися на стадії 6–8 бласто-
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мерів. За допомогою мікрома-
ніпуляційних методів [1; 12] при
400-кратному збільшенні брали
один-два бластомери. Потім їх
досліджували за допомогою FISH
(флюоресцентна in situ гібри-
дизація) — для виявлення хро-
мосомних патологій і полімераз-
ної ланцюгової реакції (ПЛР) для
визначення моногенних спад-
кових захворювань. Після цьо-
го ембріони культивували до
стадії морули або бластоцисти.
На основі даних, отриманих під
час FISH і ПЛР, відбирали емб-
ріони без будь-яких порушень,
піддавали їх кріоконсервації і
переносили у порожнину мат-
ки. Оцінку морфології здійсню-
вали за допомогою мікроскопу-
вання (× 600).

Результати дослідження
та їх обговорення

У пацієнток протягом циклів
лікування безпліддя методом
ДРТ було аспіровано 331 зрілий
преовуляторний ооцит. Через
16–20 год після інсемінації у
248 клітинах виявлені цитоло-
гічні ознаки запліднення. Через
72 год культивування 233 емб-
ріони знаходилися на стадії
6 бластомерів, а 70 — на стадії
8 бластомерів.

Усього відібрано 84 ембріо-
ни — 40 восьмиклітинних і 44 —
шестиклітинних для перенесен-
ня у порожнину матки 42 пацієн-
ток (рисунок).

Кожній пацієнтці проведено
трансплантацію двох ембріонів
і призначено підтримувальну
терапію (таблиця).

У 14 (33 %) із них через 14
днів рівень хоріонічного гона-
дотропіну сягав 150–300 од. На
24-й день від перенесення під
контролем УЗД діагностовано
13 (32 %) маткових вагітностей.

Залишилося 219 ембріонів,
які були кріоконсервовані.

У 29 (69 %) пацієнток спро-
ба ДРТ скінчилася невдало. Їм
було запропоновано перенесен-
ня розморожених ембріонів в
іншому циклі.

Після розморожування, ви-
ведення кріопротекторів і куль-
тивування протягом 1 год ви-
конана оцінка морфології емб-
ріонів; встановили, що 44 з них
загинули, 175 є життєздатними.
Через 24 год культивування бу-
ло виявлено 78 ембріонів, розви-
ток яких припинився, та 97 емб-
ріонів, що розвивалися. Також
з’ясовано, що ембріони харак-
теризувалися 76%-м збережен-
ням бластомерів. Як відомо, при

збереженні хоча б одного блас-
томера можна вважати, що емб-
ріон переніс кріоконсервування
[2; 13], проте за даними багатьох
авторів ембріон вважають та-
ким, що пережив кріоконсерву-
вання, якщо половина бласто-
мерів залишаються цілими [2; 5].

Ембріони, розвиток яких три-
вав після розморожування та
культивування, мали такі харак-
теристики: категоря I — блас-
томери сферичні, чіткі, рівні, ци-

Отримано ембріонів
(303)

Перенесено свіжих
ембріонів (84)

Кріоконсервовано
ембріонів (219)

Живі (175) Загиблі (44)

Розвинуті
(97)

Розвиток
зупинено (78)

Категорія І, ІІ —
фрагментація
цитоплазми

< 50 % (52; 26)

Категорія ІІІ —
фрагментація
цитоплазми
≥ 50 % (19)

Перенесено кріоконсервованих
ембріонів (40)

Перенесено кріоконсервованих
ембріонів після ПГД (38)

Рисунок. Схема проведення циклів
допоміжних репродуктивних технологій

Таблиця
Ефективність циклів

допоміжних репродуктивних технологій

                 
Показники

Група ембріонів

Група 1 Група 2 Група 3

Кількість пацієнток у циклах ДРТ 42 20 19
Кількість перенесених ембріонів 84 40 38
Вагітність

ХГ (позитивний)
абс. 14 6 4
% 33 28 21

УЗД (позитивний)
абс. 13 5 3
% 32 25 18
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топлазма прозора, 10%-на фраг-
ментація (52 ембріони); катего-
рія II — у 26 ембріонів виявле-
но 25%-ну фрагментацію цито-
плазми; категорія III — наяв-
ність 50 % і більше фрагментів
(19 ембріонів). Ембріони з фраг-
ментацією цитоплазми до 50 %
зараховані до другої та третьої
групи дослідження: одна з яких
була представлена ембріона-
ми, перенесеними у порожнину
матки після кріоконсервування
(40), а інша — розмороженими
ембріонами після ПГД (38).

На частоту імплантації після
перенесення деконсервованих
ембріонів впливає збереження
їх морфофункціонального ста-
ну [2]. Виявлено, що морфоло-
гічні характеристики після кріо-
консервування чітко корелюва-
ли з такими до заморожування.

Враховуючи можливе виник-
нення генетичних патологій в
ембріонів третьої групи, до пе-
ренесення їх до матки прове-
дено біопсію бластомерів і ПГД.

Після розморожування емб-
ріони другої та третьої груп куль-
тивували протягом 72 год,  пе-
ренесено їх у порожнину матки
39 пацієнток: 20 з них було пере-
несено 40 кріоконсервованих
ембріонів, що не зазнали біопсії,
19 жінкам — 38 біоптованих емб-
ріонів після кріозберігання (див.
рисунок). Пацієнткам була на-
значена підтримувальна терапія.

Через 14 днів після перене-
сення ембріонів другої та тре-
тьої груп у 6 (28 %) і 4 (21 %)
пацієнток рівень хоріонічного
гонадотропіну (ХГ) сягав 150–
300 од. На 24-й день від пере-
несення діагностовано відповід-
но 5 (25 %) і 3 (18 %) вагітнос-
тей, підтверджених УЗД.

Висновки

1. У результаті перенесення
свіжих ембріонів у 32 % пацієн-
ток діагностовані вагітності, пе-
ренесення розморожених кріо-
консервованих ембріонів у 25 %
випадків завершилося вагітнос-
тями, що підтвердилися УЗД.

2. Перенесення кріоконсер-
вованих ембріонів і біоптова-
них ембріонів після кріозбері-
гання закінчилося 25 і 18 % біохі-
мічних вагітностей відповідно.

3. Незважаючи на те, що час-
тота вагітностей після перене-
сення кріоконсервованих емб-
ріонів, що не піддавалися біо-
псії, невірогідно нижча, ніж при
перенесенні свіжих ембріонів,
а після кріозберігання та ПГД
ембріонів людини репродуктив-
ний наслідок вірогідно знижу-
ється, рекомендується викорис-
товувати ці методи у репродук-
тивній медицині, тому що при
перенесенні кріоконсервованих
ембріонів не виникає необхід-
ності у проведенні повторної ін-
дукції овуляції.
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