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Анотація. Досліджено вплив внутрішньоматкового введення свіжоізольованих мононуклеарних клітин периферичної 
крові на частоту імплантації та настання клінічної вагітності у свіжих циклах та кріопротоколах у пацієнток із численними 
невдалими спробами естракорпорального запліднення. Частота настання клінічної вагітності була статистично значуще 
вищою при проведенні кріопротоколу у жінок віком старше 39 років після введення мононуклеарних клітин периферич-
ної крові (р<0,001). Отримані результати підтверджують значну роль імунної системи в процесах імплантації ембріонів і 
розвитку вагітності на ранніх термінах, зокрема вплив імунної системи на «вікно імплантації». Доведено перспективність 
методу внутрішньоматкового введення мононуклеарних клітин периферичної крові з метою підвищення частоти імп-
лантації серед пацієнток старшої вікової групи з ≥2 невдалими спробами естракорпорального запліднення.
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Вступ
Проблема ненастання або невиношування вагітності 

за  умови переносу до  порожнини матки пацієнток емб-
ріонів високої морфологічної якості при  лікуванні без-
пліддя методом екстракорпорального запліднення (ЕКЗ) 
є актуальною у сучасному акушерстві [1, 2]. Для успішної 
імплантації ембріона необхідне узгодження в  часі готов-
ності ендометрію до  імплантації з  розвитком ембріона 
(так зване вікно імплантації). Принципову роль у  підго-
товці слизової оболонки матки до  імплантації відіграє 
прогестерон. Встановлено, що для циклів індукованої 
овуляції досить часто характерне асинхронне щодо  ову-
ляції дозрівання ендометріальних залоз та строми  [3, 4]. 
Своєчасне дозрівання ендометрію при  контрольованій 
стимуляції овуляції з наступним перенесенням ембріонів 
при  застосуванні допоміжних репродуктивних техноло-
гій виявлено у <50% пацієнток [5]. За результатами низки 
досліджень встановлено, що у лімфоцитах периферичної 
крові в  нормі наявні рецептори прогестерону. За  відсут-
ності вагітності кількість лімфоцитів, що містять рецеп-
тори прогестерону, є  порівняно невеликою. Однак вона 
збільшується у разі настання вагітності. Кількість цих клі-
тин зростає пропорційно до терміну вагітності. Ймовірно, 
таке збільшення кількості рецепторів прогестерону може 
бути спричинене ембріоном, який виступає в  ролі алло-
антигена, що стимулює лімфоцити крові [6–8]. З’являється 
все більше даних на користь того, що імуномодулюваль-
на дія гормонів має важливе значення для підтримання 
нормальної функції ендометрію  [9]. Важливим фактором 
успішної імплантації є стан імунної системи, рівень рецеп-

торів прогестерону в  імунокомпетентних клітинах та їх 
функціональна активність [10].

Мета: дослідити вплив внутрішньоматкового введення 
свіжоізольованих мононуклеарних клітин периферичної 
крові (МКПК) на частоту імплантації та настання клінічної 
вагітності у свіжих циклах та кріопротоколах у пацієнток 
з ≥2 невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі.

Об’єкт та методи дослідження
Збір первинної інформації та лабораторні дослі-

дження проводили в «Клініці професора Феськова О.М.» 
(Харків). Проведення дослідження схвалено Етичним ко-
мітетом ТОВ «Сана-Мед» (Центр репродукції людини «Клі-
ніка професора Феськова О.М.») відповідно до протоколу 
від  11.01.2021 р. № 2. Протягом 2021 р. розглянуто дані 
368 пацієнток з  нормальним жіночим каріотипом 46,  ХХ 
з численними невдалими спробами ЕКЗ в анамнезі, яких 
було поділено на чотири групи:
•	 1-ша — 27 пацієнток віком 38,2±4,6 року, яким вну-

трішньоматково вводили МКПК у рамках проведення 
програми ЕКЗ з переносом ембріонів у свіжому циклі; 

•	 2-га — 177 пацієнток віком 36,1±5,7 року, у яких вико-
нано перенос ембріонів у ході кріопротоколу із засто-
суванням МКПК;

•	 3-тя — 104 пацієнтки віком 35,0±5,4 року з переносом 
ембріонів у свіжому циклі при застосуванні допоміж-
них репродуктивних технологій;

•	 4-та — 60 пацієнток віком 34,1±5,7 року, яким перене-
сено ембріон у результаті проведення кріопротоколу.
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Внутрішньоматкове введення МКПК не  застосовано 
для пацієнток 3-ї та 4-ї групи.

Створено дві контрольні групи:
•	 1-ша — 90 жінок віком 34,2±3,7 року без акушерської 

патології, яким перенесено ембріон у  свіжому циклі 
ЕКЗ з причин чоловічого фактора безпліддя;

•	 2-га — 145 здорових жінок віком 35,1±2,3 року, яким 
виконано перенос ембріона у  рамках кріопротоколу 
з причин чоловічого фактора безпліддя.
МКПК пацієнткам груп контролю не вводили.
Для контрольованої стимуляції овуляції у  свіжому 

циклі ЕКЗ застосовували довгий протокол з  агоністами 
гонадотропін-рилізинг гормону. У  кожному випадку пе-
ріод контрольованої стимуляції овуляції займав не  мен-
ше 10 днів. На  момент трансвагінальної пункції розмір 
фолікулів у  середньому сягав 18 мм. Для підтримки лю-
теїнової фази застосовано препарати прогестерону. 
Розмір фолікулів та стан ендометрію пацієнток оцінено 
за  допомогою ультразвукового дослідження. Отримані 
після трансвагінальної пункції ооцити запліднено мето-
дом Intra Cytoplasmic Sperm Injection (ICSI). Культивування 
ембріонів до стадії бластоцисти виконано в середовищах 
GAIN medium Early Stage і GAIN medium Blastocyst (Австрія) 
за температури 36,8–37,0 °С і вмісту СО2 5,5–5,7% [11].

Напередодні проведення кріопротоколів застосовано 
метод швидкої кріоконсервації ембріонів — вітрифікацію. 
Кріоконсервацію проведено на 5- або 6-й день культиву-
вання, на  стадіі бластоцисти  [12]. Вітрифікацію та розмо-
рожування бластоцист виконано відповідно до протоко-
лів Medicult (Італія).

Особливості розвитку ембріонів на 5- та 6-й дні куль-
тивування in vitro оцінювали на підставі їх морфології: роз-
мір (обсяг порожнини бластоцисти), внутрішня клітинна 
маса, якість трофектодерми, наявність/відсутність при-
роднього хетчингу [13].

Для виділення МКПК та їх подальшого культивування 
кров у пацієнток у свіжому циклі ЕКЗ брали безпосеред-
ньо у день трансвагінальної пункції. У рамках кріопрото-
колу забір крові проводили за 4 дні до переносу ембріона. 
МКПК виділяли за  допомогою центрифугування Ficoll-
Hypaque. Після центрифугування МКПК відмивали у  се-
редовищі Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640), 
а  після відмивання поміщали у  середовище для культи-
вування. Складовими для середовища культивування 
МКПК стали RPMI 1640 (в концентрації не менше 5 МО/мл), 
Serum Substitute Supplement (Irvine Scientific, США). Виді-
лені МКПК культивували протягом 48 год за температури 
37,0° С та за вмісту СО2 5,5% [14, 15]. Після 48 год культиву-
вання МКПК у пацієнток повторно брали кров. Свіжовиді-
лені МКПК після певної обробки змішували з вирощеними 
МКПК. Отриману суміш клітин переносили в  порожнину 
матки пацієнтки, використовуючи катетер для внутріш-

ньоматкової інсемінації. Об’єм клітинної культури, що вво-
дили, не перевищував 0,2 мл.

Аналіз каріотипу пацієнток виконано із  застосуванням 
цитогенетичних методів. Культивування лімфоцитів прово-
дили з  використанням середовища для культивування PB-
MAX Karyotyping (Gibco) протягом 72 год за рівня СО2 5,5–6% 
та температури 36,9 °С. Фарбування цитогенетичних пре-
паратів здійснювали за  допомогою методів GTG (G-метод) 
та CBG (C-метод)  [16]. Аналіз проведено з  використанням 
Міжнародної цитогенетичної номенклатури (International 
System for Cytogenetic Nomenclature — ISCN) [17].

Статистичний аналіз даних, які не  підпорядковують-
ся закону нормального розподілу, проводили непараме-
тричними методами з використанням критерію χ2 [18].

Результати
При  проведенні кріопротоколу загальна частота імп-

лантації статистично не  відрізнялася серед пацієнток 
із  внутрішньоматковим введенням МКПК та без застосу-
вання зазначеної процедури. Втім виявлено, що частота 
настання клінічної вагітності є статистично значущо ви-
щою при  проведенні кріопротоколу у  жінок віком стар-
ше 39 років після введення МКПК порівняно з пацієнтками 
зазначеної старшої вікової групи, у яких не застосовували 
введення МКПК у  порожнину матки напередодні пере-
несення ембріона (df=1; χ2=7,959; χ2

крит.=6,635; р=0,005). 
Отримані дані про  частоту імплантації ембріонів у  роз-
глянутих експериментальних групах наведено в  таблиці. 
У  кожному випадку пацієнтці виконано перенос однієї 
бластоцисти високої морфологічної якості. Фото ембріо-
нів людини на стадії бластоцист з різними морфологічни-
ми особливостями наведено на рисунку.

Рисунок	 Особливості морфології бластоцист за кла-
сифікацією D.K. Gardner in vitro: а) 1АА–5АА, 
б)  2  СС. Прижиттєве дослідження. Збіль-
шення ×250

а б

Частота настання вагітності у  1-й контрольній групі 
у результаті перенесення ембріона у свіжому циклі стано-
вила 42,2% (38 вагітностей після проведення 90 перено-
сів). Отримана у 1-й контрольній групі частота імплантації 
є статистично вищою, ніж серед пацієнток 1-ї групи, яким 
вводили МКПК у порожнину матки у свіжому циклі (df=1; 
χ2=5,916; χ2

крит.=3,841; р=0,016).

Таблиця	 Частота імплантації у свіжих циклах ЕКЗ та кріопротоколах із та без введення МКПК

Вид циклу ЕКЗ
Застосовано МКПК Без МКПК

pКількість 
пацієнток, n

Частота 
імплантації, n

Частота 
імплантації, %

Кількість 
пацієнток, n

Частота 
імплантації, n

Частота 
імплантації, %

ЕКЗ: свіжий цикл 27 7 25,9 104 31 29,8 p>0,05
Кріопротокол, загальна група 177 84 47,5 60 31 51,7 p>0,05
Кріопротокол, вік ≥39 років 51 24 47,0* 18 5 27,7* p<0,01
Дані статистики df=1; χ2=7,959; χ2

крит.=6,635; р=0,005

n — кількість жінок у групі; % — частка; р — рівень значущості.
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У  2-й контрольній групі вагітність настала у  53,8% 
жінок (78 вагітностей після 145 перенесень ембріонів 
у рамках кріопротоколів). Не виявлено значущої різниці 
у  частоті імплантації між жінками 2-ї контрольної групи 
та пацієнтками з  численними спробами ЕКЗ при  вико-
нанні кріопротоколу, як із, так і без введення МКПК у по-
рожнину матки до перенесення ембріонів. Встановлено, 
що частота настання вагітності у пацієнток віком ≥39 ро-
ків після введення МКПК статистично не  відрізняється 
від результатів 2-ї контрольної групи (47,0 та 53,8% від-
повідно; p>0,05). З  іншого боку, частота імплантації се-
ред пацієнток старшої вікової групи без застосування 
МКПК у  рамках кріопротоколу є статистично нижчою 
у  порівнянні з  2-ю групою контролю (df=1; χ2=14,107; 
χ2

крит.=6,635; р<0,001).

Обговорення
Одним із факторів повторних невдач імплантації емб-

ріонів високої морфологічної якості у рамках проведення 
програм ЕКЗ є імунологічні зміни [19]. Це дослідження по-
казало, що внутрішньоматкове введення МКПК до  етапу 
перенесення ембріона при лікуванні жінок з безпліддям 
методами допоміжних репродуктивних технологій під-
вищує частоту настання вагітності серед пацієнток віком 
старше 39 років із численними невдалими спробами ЕКЗ. 
Отримані у  цій роботі результати підтверджують значну 
роль імунної системи в  процесах імплантації ембріонів 
і розвитку вагітності на  ранніх термінах, зокрема вплив 
імунної системи на «вікно імплантації» [20]. Однак точний 
механізм того, як ці процеси імунологічно регулюються, 
досі невідомий, тому подальші дослідження мають бути 
проведені для вивчення цього процесу.

Висновок
Доведено позитивний вплив внутрішньоматкового за-

стосування МКПК на частоту імплантації ембріонів у кріо-
протоколах у пацієнток із численними невдалими спроба-
ми ЕКЗ. Частота імплантації серед жінок віком від 39 років 
у  кріопротоколах є значно вищою за  умови введення 
МКПК до  моменту перенесення ембріонів (р<0,001). По-
казано перспективність методу внутрішньоматкового 
введення МКПК з метою формування повноцінного «вікна 
імплантації» серед пацієнток старшої вікової групи з  по-
вторними невдалими спробами ЕКЗ.
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The effect of intrauterine 
administration of peripheral blood 
mononuclear cells on the frequency 
of embryo implantation in patients 
with numerous unsuccessful 
in vitro fertilisation attempts
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Abstract. The effect of intrauterine administration of 
freshly isolated peripheral blood mononuclear cells on the 
implantation rates and pregnancy rates in fresh cycles and 
cryoprotocols in patients with repeated in vitro fertilisa-
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tion failures was studied. The clinical pregnancy rate was 
significantly higher in the cryoprotocol in women over the 
age of 39 after administration of peripheral blood mono-
nuclear cells (p<0.001). The results confirm the significant 
role of the immune system in the processes of embryo 
implantation and early pregnancy, in particular, the influ-
ence of the immune system on the «implantation window». 

The perspective of the method of intrauterine administra-
tion of peripheral blood mononuclear cells in order to 
increase the implantation rate among the patients of 
older age group with ≥2 unsuccessful in vitro fertilisation 
attempts is proven.

Key words: IVF, implantation rate, peripheral blood mono-
nuclear cells, clinical pregnancy.
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