
4.5. Использование технологии криоконсервирования в
практике ВРТ

Современные технологии криоконсер
вирования позволяют замораживать от
дельные клетки, биологический материал 
образцы овариальной и тестикулярной 

^кани) и эмбрионы. Криоконсервирова
ние дает возможность отсрочить или 
продолжить лечение пациентки при от
сутствии по каким-либо причинам ее 
супруга, сохранить клетки в случаях 
угрозы развития синдрома гиперстиму- 
яяции яичников и произвести перенос 
замороженных-оттаянных эмбрионов в 
последующих циклах. Показателем 
успешного криоконсервирования гамет, 
овариальной, тестикулярной ткани и 
эмбрионов является не только сохране
ние жизнеспособности клеток/эмбрио
нов в результате данной процедуры, но 
и сохранение их потенциала к оплодо
творению или развитию. Разработаны 
эффективные протоколы криоконсерви
рования сперматозоидов, ооцитов и 
эмбрионов.

Интерес к замораживанию клетки уче
ные проявляли еще в XVIII ст., первое 
упоминание о заморозке сперматозои
дов датировано 1776 г. Попытки крио
консервирования живых клеток и тканей 
были безуспешными до середины XX ст. 
При воздействии на клетки температуры 
ниже нуля цитоплазма замерзает, что 
приводит к дегидратации клетки и фор
мированию внутри нее кристаллов льда. 
Наличие внутри клетки кристаллов вы
зывает механическое повреждение ор- 
ганелл и мембран, а обезвоживание -  
повреждение вследствие стремительно
го роста осмолярности. Высокий уро
вень гибели клеток отмечают при уме
ренно низких температурах между -15 и 
-60 °С, через которые клетки проходят 
дважды -  при замораживании и оттаива
нии. Основной задачей в ходе криокон
сервирования является уменьшение ко
личества жидкости, содержащейся в 
клетке. В то же время, чрезмерная де
гидратация неблагоприятна для функци
онирования клетки.

Толчком к развитию технологии крио

консервирования было открытие крио
протекторов. Криопротекторные веще
ства позволяют предупредить дегидра
тацию клетки и формирование кристал
лов в ней, обеспечивая высокий уровень 
ее выживаемости.

Первые случаи наступления беремен
ности после оплодотворения предвари
тельно замороженными сперматозоида
ми датируются 1953 г. (Bunge and 
Sherman, 1953). Криоконсервирование 
эмбрионов в программе ЭКО применяют 
с 1982 г. (Trounson and Mohr, 1983). Пер
вый ребенок, зачатый в программе ВРТ 
после переноса замороженных-оттаян
ных эмбрионбв, родился в 1984 г. в Ни
дерландах, а через два года -  в США. В 
1985 г. был предложен простой протокол 
криоконсервирования с использовани
ем сахарозы. В последующие годы про
токолы криоконсервирования совершен
ствовались, в качестве криопротектора 
была предложена комбинация глицери
на и сахарозы. В 80-х гг. эмбриологичес
кие лаборатории получили в свое распо
ряжение компьютеризированные
устройства для замораживания половых 
клеток и эмбрионов, которые обеспечи
вают контроль над скоростью охлажде
ния при высоких и сверхвысоких скорос
тях охлаждения и отогрева. Обладая вы
сокой растворимостью в воде и способ
ностью быстро проникать в клетки, крио
протекторы нового поколения(диметил- 
сульфоксид, этиленгликоль, пропиленг- 
ликоль) заменили во многих случаях 
глицерин. Теоретические разработки в 
области криобиологии, модернизация 
оборудования, автоматизация процесса 
криоконсервирования позволили опти
мизировать условия сохранения замо
роженных клеток и эмбрионов. В 
последние годы задачи в области крио
консервирования включают определе
ние оптимальных скоростей заморажи
вания-оттаивания половых клеток и 
эмбрионов, криоконсервирование эмб
рионов при высоких и сверхвысоких ско
ростях охлаждения и оттаивания, оценку 
эффективности проведения биотехно

459



Глава IV. Современные подходы к лечению нарушений репродуктивной функции у человека

логических операций в рамках криокон
сервирования, изучение кинетики и 
кристаллообразования в растворах в 
широком диапазоне температур и ско
ростей изменения температуры.

В настоящее время применяют кратко
временное и длительное криоконсерви
рование сперматозоидов. Кратковре
менное криоконсервирование сперма
тозоидов рекомендуют при незначи
тельных отклонениях показателей спер- 
мограммы, при отсутствии возможности 
получить эякулят в день проведения 
пункции фолликулов. Более длительное 
криоконсервирование (более 3-5 лет) 
планируют перед предстоящей опера
цией, после которой возможно резкое 
снижение фертильности у мужчины. Ве
роятность наступления беременности 
при использовании замороженных-от- 
таянных сперматозоидов в программах 
ВРТ в полной мере сопоставима с ана
логичным показателем при использова
нии нативных мужских гамет, при усло
вии, что образец содержит соответству
ющее количество подвижных спермато
зоидов. В зависимости от качества эяку
лята способность к выживанию после 
замораживания и оттаивания колеблет
ся от 0 до почти 100%. Перед процеду
рой криоконсервирования обязателен 
спермиологический анализ; если его ха
рактеристики соответствуют норме, 
эякулят сгущают для увеличения конце
нтрации сперматозоидов, обрабатыва
ют и помещают в контейнер, который 
переносят в жидкий азот при очень низ
кой температуре. В таком состоянии 
эякулят может храниться годами, не те
ряя своих свойств. Выживаемость спер
матозоидов в результате процедуры 
криоконсервирования определяется 
криорезистентностью. Криорезистент
ность зависит от функционирования 
плазматических мембран: их пластич
ности, состояния ферментных систем, 
способности выдерживать деформа
ционные напряжения, особенно возни
кающие при фазовых переходах лед-во
да (и наоборот).

В большинстве случаев при криоконсер
вировании используют полускоростные 
методы, избегая медленного заморажи

вания. Даже без использования крио
протекторов в процессе замораживания 
выживает достаточно большое количес
тво сперматозоидов (до 15%).

С развитием технологии ICSI и методов 
извлечения сперматозоидов хирурги
ческим путем возникла необходимость 
хранения небольшого количества спер
матозоидов и, соответственно, макси
мизации способности клеток к выжива
нию. В 1997 г. был разработан метод, 
позволяющий проводить криоконсерви
рование малого количества спермато
зоидов путем их введения посредством 
инъекции в бесклеточную зону пеллюци- 
да человека, хомяка или мыши перед до
бавлением криопротекторного вещества 
(Cohen and Garrisi, 1997). Оплодотворя
ющая способность таких сперматозои
дов аналогична способности нативных 
мужских половых клеток.

Использование инвазивных методов по
лучения нативных сперматозоидов и 
сперматид (MESA, TESE, TESA, PESA) в 
программе ЭКО с ISCI является рутин
ной процедурой. В 1996 г. был проведен 
первый опыт по оплодотворению спер
матозоидами, извлеченными из крио- 
консервированной тестикулярной ткани 
(Hovatta et al., 1996; Podsiadly et a l., 
1996). В ряде случаев проводят крио
консервирование сперматозоидов, по
лученных из яичка/придатка яичка либо 
тестикулярной ткани (крио-MESA, крио- 
TESE). Криоконсервирование обеспечи
вает сохранение образцов для исполь
зования в последующих циклах без по
вторного микрохирургического вмеша
тельства.

Успешное криоконсервирование ооци- 
тов с последующим наступлением бере
менности было впервые осуществлено в 
1986 г. (Chen, 1986). Однако в большин
стве случаев уровень выживаемости 
ооцитов после криоконсервирования 
был низким в связи с морфологически
ми и биофизическими изменениями 
клетки (Al-Hasani et al., 1987; Van Uem et 
al., 1987). Оооциты в большей степени, 
чем эмбрионы, чувствительны к крио
повреждению. Во время криоконсерви
рования ооциты подвергаются много
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численным стрессам, включая механи
ческий, термический и химический, ко
торые могут привести к нарушению 
функционирования клетки и ее гибели. 
Длительное время методы заморажива
ния ооцитов разной степени зрелости 
совершенствовались. Сложность сохра
нения ооцитов человека в условиях низ
ких температур объясняется поврежде
нием цитоскелета клетки и уплотнением 
зоны пеллюцида, что препятствует про
никновению сперматозоида. Высока ве
роятность аномального расхождения 
хромосом, вызванного деполимериза
цией микротрубочек веретена деления 
во время охлаждения клетки с последу
ющим повреждением веретена деления 
и, соответственно, повышением частоты 
нерасхождения хромосом. Данные о 
степени и характере аномалий хромо
сом в различных лабораториях варьиру
ют, тем не менее, наличие этого фактора 
препятствует внедрению криоконсерви
рования ооцитов в клиническую практи
ку как рутинного метода.

Для криоконсервирования ооцитов ис
пользуют два подхода к заморажива
нию: медленное замораживание и вит- 
рификацию. Медленное замораживание 
позволяет контролировать биофизичес
кие характеристики этого процесса 
(скорость замораживания и оттаива
ния), что сводит к минимуму негативное 
воздействие на клетку с минимальным 
формированием кристаллов льда. При 
витрификации (быстрое заморажива
ние) используют высокую концентрацию 
криопротектора, благодаря которой по
вышается вязкость содержимого клетки. 
В ходе использования данной техноло
гии происходит обезвоживание ооцитов 
в результате кратковременного воздей
ствия концентрированного раствора 
криопротектора до погружения образ
цов непосредственно в жидкий азот.

Независимо от метода, используемого 
для криоконсервирования, воздействие 
холода на функционирование ооцита, в 
том числе на структуру ядерной оболоч
ки, может нарушить его способность к 
нормальному развитию после оттаива
ния. Согласно официальным данным с 
1986 г. в мире родилось более 60 детей

после криоконсервирования ооцитов, 
тогда как после криоконсервирования 
эмбрионов -  около 300 тыс. В настоя
щее время замораживают ооциты раз
личной степени зрелости. Потенциал к 
оплодотворению замороженных-отта- 
янных незрелых ооцитов снижен, так как 
после размораживания они должны 
пройти этап созревания до стадии 
мейоза II. Денудированные ооциты луч
ше переносят процесс заморозки по 
сравнению с ооцитами, которые крио- 
консервируют в клетках кумулюса (Fosas 
et a l., 2003; Lucena et a l., 2006). Техноло
гию криоконсервирования зрелых ооци
тов на стадии метафазы II пока нельзя 
по эффективности поставить в один ряд 
с криоконсервированием мужских гамет 
и эмбрионов (Cobo et al., 2001).

Все больший интерес вызывает крио- 
консервирование овариальной ткани, 
поскольку оптимизация упомянутой ме
тодики позволит восстановить естест
венную фертильность женщины благо
даря трансплантации ткани яичника. 
Возможность криоконсервирования 
овариальной ткани особенно актуальна 
для пациенток, которым предстоит 
пройти радио- или химиотерапию. Пока
занием к криоконсервированию овари
альной ткани также является необходи
мость сохранения фертильности моло
дых женщин, имеющих риск развития 
преждевременной недостаточности 
функции яичников.

Технология криоконсервирования поз
воляет замораживать не только отдель
ные клетки, но и эмбрионы. Криоконсер
вирование эмбрионов проводят по 
"остаточному принципу": в том случае, 
если после программы ЭКО или ЭКО с 
ICSI и переноса эмбрионов в полость 
матки у супружеской пары остаются 
"лишние" эмбрионы хорошего качества, 
супружеской паре предлагают их замо
розить. Срок хранения эмбрионов не ог
раничен. Известны случаи наступления 
беременности и рождения ребенка пос
ле переноса оттаянных эмбрионов, хра
нившихся 10 лет. Ученые, работающие в 
области криоэмбриологии, исследуют 
наиболее оптимальные для сохранения 
в замороженном состоянии стадии раз
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вития эмбриона. Данные о результатив
ности программ с использованием крио- 
консервированных зигот или эмбрионов 
на стадии дробления противоречивы 
(Kattera et al., 1999; Senn et al., 2000; 
Salumets et al., 2003a,6).

Владение методом кокультивирования 
позволяет эмбриологам не только полу
чать эмбрионы на стадии бластоцисты, 
но и замораживать их.

Различают два основных метода замо
раживания эмбрионов -  контролируе
мое медленное и несбалансированное 
криоконсервирование.

Контролируемое медленное криокон
сервирование (или постепенное крио
консервирование) -  наиболее распрост
раненный метод. Эмбрионы охлаждают 
медленно во избежание дегидратации 
клеток и снижения вероятности образо
вания крупных ледяных кристаллов 
внутри них. Действие криопротектора 
направлено на устранение из клетки во
ды, замерзающей в межклеточном 
пространстве. Значительная дегидрата
ция клетки невозможна без поврежде
ния эмбриона вследствие внутриклеточ
ного осмотического давления. С целью 
предотвращения дегидратации исполь
зуют растворы, которые не проникают 
внутрь эмбриона (например, сахароза). 
В случае медленного замораживания 
дегидратация происходит при сохране
нии равновесия клетки с замерзшим 
раствором. Тем не менее, при чрезмер
но быстром охлаждении существует 
опасность повреждения эмбриона из-за 
межклеточной и внутриклеточной крис
таллизации. Растущая же концентрация 
межклеточного раствора может вызвать 
токсическое повреждение эмбриона.

Несбалансированное криоконсервиро
вание включает следующие методы:
• Ультрабыстрое замораживание пред
полагает помещение в жидкий азот эмб
рионов, находящихся в растворе 3,5-4,5 
М ДМСО и 0,25-0,5 М сахарозы; образу
ются мелкие кристаллы льда, которые 
менее стабильны по сравнению с боль
шими; при медленном оттаивании воз
можно их объединение в большие крис

таллы.
• Витрификация -  переход жидкости в 
твердое состояние, вызванный не крис
таллизацией, а повышением вязкости во 
время охлаждения. Витрификационная 
жидкость состоит из смеси высококон
центрированного проникающего крио
протектора (ДМСО, ацетамид, пропиле- 
нгликоль, глицерин, этиленгликоль) и 
непроникающего криопротектора (поли- 
этиленгликоль, фиколл, сахароза) в бу
ферном солевом растворе. Концентра
ция криопротектора настолько высока, 
что при стремительном охлаждении вяз
кость значительно увеличивается. При 
витрификации не только упрощается 
процесс охлаждения, но и исключается 
опасность физических и химических 
повреждений в результате межклеточ
ной и внутриклеточной кристаллизации.

В большинстве протоколов криоконсер
вирования используют медленное замо
раживание и быстрое оттаивание, т. е. в 
протоколах медленного замораживания 
используют низкие концентрации крио
протекторов во избежание токсичности 
таких агентов во время первоначального 
воздействия и медленного охлаждения. 
Более высокое содержание криопротек
торов обеспечивает их менее продолжи
тельное воздействие и быстрое замора
живание. Особого внимания заслужива
ет вопрос о риске возникновения поро
ков развития у детей, родившихся после 
программы ЭКО или ЭКО с ICSI с приме
нением криоконсервированных эмбрио
нов. У детей, родившихся после лечеб
ных программ с применением криокон
сервирования, повышение частоты 
врожденных пороков развития не выяв
лено (Wada et al., 1994; Sutcliffe et al., 
1995a,6; Ludwig et al., 1999).
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4.6. Результативность вспомогательных репродуктивных 
технологий. Перспективы развития

Эффективность применения программы 
ВРТ оценивают по частоте наступления 
беременности из расчета на число паци
енток, вступивших в лечебный цикл; на 
число пункций фолликулов; переносов 
эмбрионов. Результат лечебной програм
мы отражают следующие показатели: на
личие одно- (дву- или многоплодной) бе
ременности, течение и исход беременнос
ти (своевременные или преждевременные 
роды, самопроизвольный аборт, неразви- 
вающаяся беременность), весовые и рос
товые показатели новорожденных, состо
яние физического и умственного развития 
детей. Соответственно, целью программы 
ВРТ является не только наступление бере
менности, но главное -  рождение здоро
вого ребенка. Стратегия лечения беспло
дия направлена на улучшение конечных 
результатов программы ВРТ по показате
лю "take home baby" (частота рождения 
здоровых детей), составляющему 56-78% 
на общее число наступивших клинических 
беременностей (Т.В. Золотухина и др., 
2003). Следует учитывать, что определен
ные репродуктивные и перинатальные по
тери неизбежны. Супружеские пары, для 
которых применяют программу ВРТ, отно
сятся к категории высокого риска невына
шивания беременности в связи с наличи
ем одного, а иногда и нескольких факто
ров, отягощающих течение беременности: 
возраст (в основном, 30-35 лет); продол
жительность периода бесплодия; фактор 
бесплодия; реакция организма на прове
дение индукции суперовуляции; риск раз
вития синдрома гиперстимуляции яични
ков; высокая частота развития многоплод
ной беременности; риск развития эктопи
ческой беременности; повышенная часто
та осложнений во время беременности. 
Основными причинами неблагоприятных 
перинатальных исходов являются невына
шивание беременности, плацентарная не
достаточность, гестоз. Учитывая вышеупо
мянутые факторы, тактика ведения бере
менности после программы ВРТ включает 
мониторинг беременности, проведение 
селективной редукции числа имплантиро
ванных эмбрионов до 1-2 при многопло
дии, преимплантационную и/или прена

тальную диагностику. Такие меры позволя
ют существенно снизить риск невынаши
вания беременности до уровня, сопоста
вимого с общепопуляционным, и предот
вратить рождение ребенка с патологией.

Поскольку количество детей, родившихся 
в результате применения программы ВРТ, 
с каждым годом увеличивается, и к настоя
щему времени в мире родилось более од
ного миллиона детей (в европейских стра
нах 1 -3% от общего числа родившихся де
тей), использование репродуктивных тех
нологий требует должного внимания к воз
можным осложнениям (Land and Evers,
2003).

Особый интерес представляет состояние 
здоровья детей, зачатых в результате при
менения ВРТ. Большинство публикаций, 
появившихся с момента рождения в 1978 г. 
первого ребенка, зачатого с помощью 
ЭКО, касались технических аспектов IVF. 
Первые сопоставления данных о частоте 
врожденных пороков развития у детей, за
чатых естественным путем и в результате 
программы ВРТ, были проведены в конце 
80-х-начале 90-х гг. прошлого столетия 
(Lancaster, 1987; Morin et al., 1989; Tan et 
al., 1992). Начиная с середины 90-х гг. ре- 
продуктологи стали учитывать гинекологи
ческие и перинатальные показатели и со
поставлять их с аналогичными данными 
при естественном зачатии, а также прини
мать во внимание показатели физического 
и умственного развития детей. Первона
чально программе ЭКО сопутствовала по
вышенная частота случаев многоплодной 
беременности, которая составляла 20- 
30% от всех беременностей по сравнению 
с 1 -2% в общей популяции (Olivennes et al., 
2002). Акушерские исходы многоплодной 
беременности характеризуются повышен
ной частотой преждевременных родов, 
рождением детей с низким весом, повы
шенным риском перинатальной смертнос
ти. Внедрение технологии селективной 
редукции многоплодной беременности, 
индивидуальный подход к процедуре пе
реноса эмбрионов, а также применение 
при наличии показаний цитогенетических
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и молекулярно-генетических методов 
диагностики наследственной патологии 
позволили существенно снизить вероят
ность осложнений при использовании 
программы ЭКО/ЭКО с ICSI.

Общая частота возникновения пороков 
развития у детей, родившихся после при
менения ВРТ, составляет 2,7%, что не пре
вышает общепопуляционный показатель 
(1,7-3,6%) (В.М. Здановский и И.И. Витя- 
зева, 2000). Показатели здоровья детей, 
рожденных в результате программы ЭКО с 
ICSI с использованием криотехнологий и 
без них, не различаются.

Внедрение и широкое распространение 
технологии ICSI также привлекает внима
ние акушеров, неонатологов и педиатров. 
Однозначный вывод о связи программы 
ЭКО с ICSI с возникновением врожденных 
пороков развития у детей отсутствует 
(Bonduelle et al., 1996, 1999, 2003, 2005; 
Bowen et al., 1998; Ericson and Kallen, 2001; 
Hansen et al., 2002; Van Steirteghem et al., 
2002). Согласно исследованию, в котором 
обобщены данные за последние пять лет, 
у детей, зачатых в программе ЭКО с ICSI, 
риск наличия врожденных пороков состав
ляет 4,2% (Bonduelle et al., 2005). Хотя 
процент довольно низкий, его необходимо 
учитывать, а также информировать супру
жеские пары о возможном риске. Иссле
дования ученых с использованием стандарт
ных критериев оценки показали отсут
ствие различий в развитии детей, родив
шихся после программ ЭКО, ЭКО с ICSI, и 
зачатых естественным путем (Bonduelle et 
al., 1995; Govaerts et al., 1998; Tarlatzis and 
Bili, 1998; Wennerholm et al., 2000; Leslie et 
al., 2003; Place and Englert, 2003; Ponjaert- 
Kristoffersen et al., 2005).

Долгое время спорным оставался вопрос 
о влиянии самой манипуляции с клетками 
на исход лечебной программы. Среди 
факторов возможного воздействия мани
пуляции ICSI на наступление и развитие 
беременности называли следующие: ме
ханизмы селекции морфологически ано
мальных сперматозоидов в условиях in 
vitro могут быть нарушены; существует 
риск физического повреждения клетки 
при проведении микроманипуляции ICSI 
(например, повреждение веретена деле

ния); изменения среды обитания для из
влеченных ооцитов могут приводить к на
рушению мейотического или митотическо
го деления; присутствует риск возникно
вения точковой мутации в результате хи
мического или средового воздействия in 
vitro (Simpson and Lamb, 2001). Однако 
благодаря усовершенствованию техноло
гии микроманипуляций с клетками, опти
мизации состава культуральных сред, усо
вершенствованию критериев оценки поло
вых клеток именно технология ICSI позво
ляет выбирать "наилучшую" клетку для 
экстракорпорального оплодотворения. 
Немаловажную роль при этом играет мас
терство и опыт эмбриологов. Согласно 
опыту Клиники проблем планирования 
семьи (Киев, Украина) и других центров, 
применяющих технологию ICSI, связь 
между непосредственным проведением 
технологии и риском неблагоприятного 
исхода отсутствует (Cederblad et al., 1996; 
Saunders et al., 1996; Katalinic et al., 2004).

Внимание ученых привлекает вопрос здо
ровья детей, рожденных после лечебной 
программы ЭКО с ICSI с использованием 
сперматозоидов и сперматид, извлечен
ных из различных источников (Aytoz et al., 
1998; Wennerholm et al., 2000; Buffat et al., 
2006). У мужчин с обструктивной азоо
спермией и нормальным сперматогене
зом результативность программы ЭКО с 
ICSI варьирует, что объясняется использо
ванием сперматозоидов с патологической 
подвижностью и морфологией при отсут
ствии половых клеток с нормальными по
казателями, а также их незрелых форм 
(TESA, MESA, PESA, TESE).

Все больше внимания уделяют генетичес
ким факторам, лежащим в основе наруше
ния репродуктивной функции у женщины 
или мужчины и влияющим на исход лечеб
ной программы. Поскольку в большинстве 
случаев ICSI применяют при азооспермии 
или тяжелой олигозооспермии, ученых 
волнует вопрос возможного генетического 
риска для потомства. Первые работы по
казали значительно сниженный уровень 
оплодотворения и последующего наступ
ления беременности у супружеских пар 
при необструктивной азооспермии у муж
чины (Palermo et al., 1999; De Croo et al., 
2000; Vernaeve et al., 2003). Дальнейшее
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исследование продемонстрировало, что 
частота анеуплоидии у эмбрионов, полу
ченных в программе ЭКО с ICSI у супру
жеских пар, мужчины в которых имели 
обструктивную и необструктивную азоо
спермию, практически одинакова и до
вольно высока (53 и 60%, соответственно). 
Возраст женщин в этой группе обследо
ванных не достигал 35 лет (Platteau et al.,
2004).

Известно, что сперматозоиды мужчин с 
олигозооспермией, астенозооспермией, 
тератозооспермией характеризуются по
вышенной частотой анеуплоидии хромо
сом, в которой чаще всего задействованы 
гоносомы (Bernandini et al., 1997; 
Colombero et al., 1999; Vendrell et al., 1999; 
Martin et al., 2000; Vegetti et al., 2000; Macas 
et al., 2001; Tang et al., 2004; Burrello et al.,
2005). В 6-37,9% случаев у таких мужчин от
мечают повышенную частоту мейотических 
аномалий (чаще всего явление десинапси- 
са, что приводит к частичной или полной 
остановке мейоза) в сперматозоидах или 
сперматидах, полученных из эякулята или 
биоптата яичка (Egozcue et al., 2000; 
Rodrigo et al., 2004).

При сравнении результатов цитогенети
ческого анализа плодов и спонтанных 
абортусов статистически значимые разли
чия по частоте выявления анеуплоидии от
сутствовали; различия отмечены только в 
распределении хромосомных аномалий 
(Ма et al., 2006). Аномалии гоносом имели 
0,2% детей, зачатых в программе ЭКО, 
тогда как в группе детей, зачатых с по
мощью ЭКО с ICSI, этот показатель со
ставлял 0,8-1% (Allen et al., 2006). У детей, 
зачатых в программе ЭКО с ICSI, наблюда
ют повышенный процент наличия трансло
каций отцовского происхождения или воз
никших de novo (0,36% по сравнению с об
щепопуляционной частотой 0,07%) 
(Bonduelle et al., 1998). Однако следует 
учитывать тот факт, что с возрастом мате
ри частота анеуплоидии в ооцитах увели
чивается, что отражается на исходе лечеб
ной программы (Ма et al., 1989, 2006; 
Pellestor, 1991). При изучении родитель
ского происхождения хромосомных ано
малий у плодов или абортусов установле
но преобладание материнского нерасхож- 
дения хромосом, уровень которого стре

мительно увеличивается с возрастом. 
Обьяснением этому может быть факт вы
явления в 15-20% ооцитов хромосомных 
аномалий, тогда как среди сперматозои
дов только 6,5% несут аберрации (Jacobs 
et al., 1989; Pellestor, 1991; Ma et al., 1994; 
Egozcue et al., 1997). Уточнение влияния 
отцовского фактора на исход программы 
ЭКО с ICSI требует дальнейшего исследо
вания.

Помимо хромосомных аномалий в спер
матозоидах, которые могут обусловливать 
нарушение сперматогенеза и влиять на 
исход программы ЭКО с ICSI, следует так
же учитывать такие генетические факторы, 
как делеция локуса AZF хромосомы Y и му
тации в гене CFTR. Как известно, от 3 до 
15% мужчин с тяжелой олигозооспермией 
и необструктивной азооспермией имеют 
делецию в локусе AZF (Girardi et al., 1997; 
Dohle et al., 2002). Нельзя исключать воз
можность мозаичного варианта делеции, 
возникшей de novo на постзиготической 
стадии (Kent-First et al., 1996).

Существует предположение о возможности 
возникновения аномалий у детей в резуль
тате неполного или нарушенного имприн- 
тинга. Влияние метилирования ДНК на 
импринтинг и регуляцию генной экпрессии 
интенсивно исследуют (Engel, 1993; Haaf, 
2001; De Rycke et al., 2002; Gosden et al., 
2003; Maher et al., 2003; Devroey and 
Steirteghem, 2004; Lucifero et al., 2004; 
Niemitz and Feinberg, 2004; Paoloni- 
Giacobino and Chaillet, 2004; Allen and 
Reardon, 2005; Boklage, 2005; Horsthemke 
and Ludwig, 2005; Jacob and Moley, 2005; 
Lidegaard et al., 2005; Ludwig et al., 2005; 
Maher, 2005; Seli and Sakkas, 2005; Swales 
and Spears, 2005; Thompson and Williams, 
2005; Rodenhiser and Mann, 2006; Sun et al., 
2006; Sutcliffe et al., 2006). Как известно, в 
ходе созревания в половых клетках проис
ходит восстановление рисунков метилиро
вания в соответствии с половой принад
лежностью организма. После слияния га
мет на преимплантационной стадии эмбрио
нального развития происходит деметили
рование генома, в ходе дальнейших этапов 
развития зародыша -  de novo метилирова
ние ДНК соматических клеток, так называе
мое репрограммирование статуса метили
рования генома (рис. 1.47).
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• Наличие аномалий гоносом в кариотипе у 
мужчины

• Наличие аномалий аутосом в кариотипе у 
мужчины

• Наличие обсгруктивной азооспермии 
вследствие врожденного двустороннего 
отсутствия семявыносящего протока

• Нарушение сперматогенеза и наличие 
микроделеции хромосомы Y

• Другие генетические аномалии
• Наличие нормального сперматогенеза и 

обсгруктивной азооспермии
• Наличие нормального кариотипа и отсутствие 

генетических аномалий, но использование в 
программе ЭКО с ICSI сперматид

• Крипторхизм
• Нарушение сперматогенеза в результате 

химиотерапии
• Нарушение сперматогенеза вследствие 

тератогенных факторов
• Нарушение сперматогенеза неизвестной 

этиологии

Рис. 4 .26 . Ф акторы м ужского бесплодия, требую щ ие генетического  
исследования на пренатальном уровне при беременности  

по программе ЭКО с ICSI

Деметилирование генома возникает в 
примордиальных половых клетках, кото
рые затем вступают в митотический 
(мужские половые клекти) или мейотичес- 
кий (женские половые клетки) период по
коя. Реметилирование ДНК в мужских по
ловых клетках возникает на стадии про- 
сперматогоний, а в женских -  в растущих 
ооцитах. Такие процедуры, как кокульти- 
вирование в условиях in vitro эмбрионов, 
незрелых мужских половых клеток, ооци- 
тов, а также перенос ядра с эпигенетичес
ким репрограммированием, могут влиять 
на дальнейшее развитие организма.

Установление генетического фактора, 
обусловливающего нарушение репродук
тивной функции, позволяет проводить ме
дико-генетическое консультирование суп
ружеской пары с последующим генетичес
ким тестированием и оценкой риска рож
дения ребенка с генетической патологией, 
а после проведения оплодотворения in 
vitro -  целенаправленную преимплантаци-

онную и/или пренатальную диагностику 
наследственной патологии. Таким обра
зом, нельзя исключать генетический фак
тор бесплодия у супружеской пары, кото
рая проходит программу ЭКО с ICSI. Н е
з а в и с и м о  от в ыя вл ен ной  причины 
б е с п л о д и я  н е о б х о д и м о  по мн ит ь  о 
г е н е т и ч е с к о м  факторе,  п о э т о м у  в 
К л ин и ке  п р о б л е м  п л а н и р о в а н и я  
семьи (Киев,  У краина)  ц и т о г е н е 
т и ч е с к и й  анализ обоим с уп р у г а м  
о б я з а те л ен .  При в ыя вл ен ии  х р о 
мо с о м н ы х  а б е р р а ц и й  (у о д н о г о  из 
с у п р у г о в )  п р о в е д е н и е  п р е н а т а л ь 
ного ц и т о г е н е т и ч е с к о г о  и с с л е д о 
вания  т ак ж е о б я з а т е л ь н о .  Перед 
началом лечебной программы проводят 
медико-генетическое консультирование, в 
ходе которого супругов информируют о 
возможном повышенном риске наличия 
хромосомных аберраций у детей, зачатых 
in vitro, которые передались от родителей 
или возникли de novo, а также о вероят
ности бесплодия у сыновей мужчин с нару-
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5-15 дней 1-28 дней 1-2 дня
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Рис. 4 .27 . Различные способы культивирования ооцитов и фолликулов in vitro в чашках 
Петри. Схемажультивирование овариальной ткани с примордиальными и первичными фол
ликулами (а); культивирование дозревающих преантральных фолликулов (б); культивирова
ние дозревающих антральных фолликулов (в). Возле стрелок указано количество дней культи
вирования.

шением репродуктивной функции. Генети
ческий анализ на преимплантационном и 
пренатальном уровнях проводят в случае 
выявления у отца факторов, представлен
ных на рис. 4.26.

Со гл а сн о  опыту  Клиники проблем 
п л а н и р о в а н и я  с е м ь и  (Ки ев ,  
У краина)  такие меры,  как к л и н и 
к о - г е н е а л о г и ч е с к о е  о б с л е д о в а 
ние с у п р у ж е с к о й  пары,  п р о в е д е 
ние ц и т о г е н е т и ч е с к о г о  а н а л и з а  
о б о и х  с у п р у г о в ,  г е н е т и ч е с к и й  
анализ  плода с п о с л е д у ю щ е й  с е 
л е к т и в н о й  р е д у к ц и е й ,  с н и ж а ю т  
риск  у гр о зы  п р ер ы в а н и я  б е р е м е н 
ности  до уровн я,  с о п о с т а в и м о г о  с 
ч а с т о т о й  в с т р е ч а е м о с т и  э т о г о  
о с л о ж н е н и я  в п о п ул я ци и ,  и о б е с 
пе чи в аю т  р о жд е н и е  з д о р о в о г о  р е 
бенка в срок.  Следует учитывать и тот 
факт, что современные методы пренаталь
ной диагностики безопасны, риск преры
вания беременности составляет 0,5%, по
этому метод получения препаратов хро
мосом из материала ворсин хориона стал 
рутинным (Eisenberg and Wapner, 2002).

Современные вспомогательные репродук
тивные технологии развиваются в различ
ных направлениях, среди которых одним

из наиболее перспективных является эмб
риологическое. Микроманипуляции с 
клетками позволяют не только преодоле
вать бесплодие, но и улучшать потенциал 
клеток и эмбрионов. Все большую акту
альность приобретают неинвазивные и ин
вазивные способы коррекции ооцитов.

Метод созревания ооцитов in vitro (IVM) 
относится к неинвазивным способам кор
рекции ооцитов, который используют по 
показаниям в рамках лечебной программы 
ЭКО (рис. 4.27). Технология ЭКО с после
дующим созреванием ооцитов в условиях 
in vitro включает пункцию фолликулов с 
незрелыми ооцитами и последующее 
культивирование клеток. Процесс дозре
вания ооцитов происходит в течение 
1-2 сут. После культивирования клетки 
подвергают манипуляции ICSI, перенос 
эмбрионов выполняют согласно стандарт
ной тактике. Применив метода IVM в прог
рамме ВРТ стало возможным после изуче
ния процесса дозревания ооцитов in vitro и 
благодаря усовершенствованию методов 
культивирования клеток и самих культу
ральных сред. Работы по исследованию 
созревания культивируемых ооцитов были 
впервые проведены в 1939 г. Спустя трид
цать лет были получены данные о созрева
нии ядра в ооцитах, культивируемых in vitro
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1

Рис. 4 .28 . Варианты инвазивной реконструкции ооцитов. Схема:
перенос ядра донорского ооцита в ооцит реципиента (а):
1 -  ооцит донора; 2 -  ооцит реципиента; 3 -  забор ядра из ооцита донора;
4 -  забор ядра из ооцита реципиента; 5 -  процедура трансплантации ядра в энуклеиро- 
ванный ооцит реципиента;
перенос ядра соматической клетки в энуклеированный ооцит (б):
1 -  ядра соматических клеток; 2 -  процедура энуклеации ооцита;
3 -  процедура трансплантации ядра в энуклеированный ооцит.

(Edwards, 1965). В 1983 г. родился первый 
ребенок в результате успешного исполь
зования в программе ЭКО технологии IVM. 
Позже этот метод стали успешно приме
нять для женщин с синдромом поликис
тозных яичников (Veeck et al., 1983; 
Trounson etal., 1994).

IVM используют в следующих случаях: при 
повышенном риске развития синдрома ги
перстимуляции яичников; в случае эндо
кринных заболеваний у женщин с наруше
нием репродуктивной функции; при синд
роме поликистозных яичников; наличии 
медицинских противопоказаний к гормо
нальной стимуляции. Данная технология 
требует дальнейшего совершенствования.

Инвазивные методы улучшения качества 
ооцитов, а именно, микроманипуляции с

ядром и цитоплазмой, дали толчок к раз
витию новой отрасли биотехнологии -  
клонирования. Указанное направление в 
области эмбриологии зародилось в конце 
90-х гг. прошлого столетия, тогда как идея 
переноса ядра дифференцированной 
клетки в энуклеированный ооцит возникла 
еще в 1938 г. Первые попытки устранить 
нарушения в ооплазме были предприняты 
на модельных системах (Muggleton-Harris 
et al., 1982; Kishimoto, 1986; Levron et al., 
1996). Впервые в практике ВРТ процедура 
донации ооплазмы -  использование донор
ской цитоплазмы -  была проведена в 1997 г. 
для женщины с несколькими неудачными 
программами ЭКО в связи с низким потен
циалом ооцита и отсутствием оплодотво
рения (Cohen et al., 1997). С момента 
наступления первой беременности и рож
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дения ребенка, клетки которого содержа
ли митохондрии родной матери и женщи
ны-донора, родились еще 15 здоровых де
тей (Cohen et al., 1998).

Различают следующие методы инвазив
ной реконструкции ооцитов: ICSI, перенос 
цитоплазмы (СТ), перенос ядра ооцита 
(GVT), перенос пронуклеусов (PNT), пере
нос ядра соматической клетки (SCNT) 
(рис. 4.28).

В клинической практике из всех перечис
ленных технологий используют ICSI и СТ, 
хотя применение последней в ряде стран 
запрещено (например, в Великобритании 
и США). Остальные технологии использу
ют исключительно в научных целях.

Опыт использования ICSI показал, что на 
благоприятный исход применения этой 
технологии влияет целый ряд факторов, в 
том числе потенциал ооцита к оплодотво
рению. Важная роль ооплазматических 
факторов в развитии эмбриона доказана, 
особенно на этапах, когда транскрипция 
генома эмбриона минимальна. Активация 
генома эмбриона происходит только на 
четвертый день после оплодотворения (Liu 
et al, 1997; Tsai et al., 2000). Содержимое 
ооплазмы оказывает влияние на способ
ность ооцита к дозреванию и, соответ
ственно, на оплодотворение и деление 
эмбриона. В ряде случаев ооцит не акти
вируется после введения сперматозоида в 
клетку, причиной тому может быть истоще
ние содержания АТФ в клетке в результате 
нарушений в мтДНК или недостаточного 
количества митохондрий. Такой дефицит 
нарушает функционирование эмбриона, 
бластомеры подвергаются апоптозу. Ми
тохондрии ответственны не только за про
дуцирование АТФ, но и за нормальную сег
регацию хромосом во время мейоза 
(Schon et al., 2000; Spikings et al., 2006). 
Соответственно, аномальное функциони
рование митохондрий в ооцитах женщин 
старшей возрастной группы играет роль в 
возникновении анеуплоидии, что обуслов
ливает низкий уровень наступления бере
менности или невынашивание беремен
ности в результате наличия анеуплоидии у 
плода (Munne et al., 1995; Spikings et al.,
2006).

Для повышения потенциала ооцитов была 
предложена технология переноса цито
плазмы (СТ), которая представляет собой 
процедуру введения цитоплазмы донор
ского ооцита (чаще всего молодых жен
щин) во время микроинъекции спермато
зоида в ооцит (Cohen et al., 1997, 1998; 
Barritt et al., 2001; Hardy et al., 2002). Эту 
процедуру осуществляют путем электро
слияния и микроинъекции (рис. 4.28). 
Несмотря на наличие научных аргументов 
в поддержку данной технологии, перед 
специалистами стоит целый ряд вопросов, 
связанных с последствиями применения 
метода в связи с противоречивостью по
лученных результатов. Так, наряду с повы
шением уровня имплантации эмбрионов 
после использования указанной техноло
гии у эмбрионов отмечено наличие гете- 
роплазмии, последствия которой до конца 
не изучены (Brenner et al., 2000; St John, 
2002; St John et al., 2004). Под гетероплаз- 
мией понимают наличие в клетке мтДНК 
донора и реципиента, что приводит к дву
родительскому наследованию.

Помимо донации ооплазмы, разработан 
целый ряд других методов инвазивной 
коррекции ооцитов. Среди них наиболее 
перспективной представляется техноло
гия переноса (трансплантации) ядра эмб
риональной или соматической клетки в 
энуклеированную клетку (рис. 4.28).

Данное направление в биотехнологии бы
ло названо клонированием. Технология 
имеет большое научное и практическое 
значение, в первую очередь, в медицине 
(клеточная терапия). Различают терапев
тическое и репродуктивое клонирование. 
Терапевтическое клонирование направле
но на получение запаса эмбриональных 
стволовых клеток для дальнейшего лече
ния пораженных или поврежденных орга
нов путем клеточной терапии. Репродук
тивное клонирование осуществляют толь
ко на модельных системах. В будущем тех
нология переноса ядра, получившая раз
витие на базе исследований в области 
клонирования, позволит решить целый 
ряд вопросов, связанных с бесплодием, 
обусловленным такими факторами, как 
старение ооцитов, неполноценность га
мет, отсутствие или сниженный уровень 
имплантации. Этот инвазивный метод
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улучшения качества ооцитов в перспекти
ве может быть предложен женщинам стар
шей возрастной группы, пациенткам с 
преждевременным истощением функции 
яичников, со сниженным ответом яични
ков на гормональную стимуляцию. Воз
раст матери является одной из причин 
возникновения анеуплоидии хромосом 
вследствие аномального формирования 
веретена деления, что и приводит к нару
шению имплантации эмбрионов, высокой 
частоте невынашивания беременности. 
Один из подходов коррекции таких ооци
тов предполагает перенос ядра зрелого 
ооцита пациентки в энуклеированную ци
топлазму ооцита молодого донора. Пере
нос ядра осуществляют на стадии зароды
шевого пузырька или пронуклеусов. Ис
следования на мышах показали восста
новление целостности ооцита более чем в 
90% случаев после переноса ядер в незре
лые ооциты мыши-реципиента, а последу
ющий молекулярно-цитогенетический 
анализ (ПГД) показал нормальный хромо
сомный набор во всех клетках (Takeuchi et 
al., 1999, 2001; Tsai et al., 2000). Ученые 
наблюдали высокий процент хромосомных 
аномалий в реконструированных ооцитах 
при переносе ядра взрослой самки в энук
леированный ооцит молодой особи (Cui et 
al., 2005). Результаты этих исследований 
позволяют предположить, что трансплан
тация ядер молодых доноров не вызывает 
генетических повреждений и может быть 
высокоэффективной процедурой для по
лучения зрелых ооцитов с последующим 
их использованием в программе ЭКО с 
ICSI. В то же время, остается ряд вопро
сов, связанных с целесообразностью ис
пользования технологии переноса ядра

для человека, неустановлен механизм 
влияния центросомы, присутствующей в 
реконструированных ооцитах, на дальней
ший процесс оплодотворения и последую
щее дробление эмбриона.

PNT представляет собой аналогичную 
процедуру, однако перенос ядер осущест
вляют после оплодотворения. Риск, со
провождающий указанную процедуру, за
ключается в возможности разрушения зи
готы.

Одним из перспективных направлений в 
области репродуктивного клонирования 
ученые выделяют искусственный гамето- 
генез -  получение половых клеток из эмб
риональных стволовых клеток. Исследова
ния этой методики помогут не только изу
чить процесс гаметогенеза, но и позволят 
разработать новые способы лечения бес
плодия.

Таким образом, альтернативные источни
ки получения гамет -  не просто научная 
фантастика. Технология трансплантации в 
будущем приобретет особое значение для 
лечения женщин старшей возрастной 
группы, а также при сниженном ответе 
яичников на гормональную стимуляцию. 
Внедрение в практику ВРТ таких техноло
гий, как IVM, культивирование эмбрионов 
до стадии бластоцисты, микроманипуля
ции с донорскими ядром и ооплазмой, 
требуют дальнейшего исследования для 
выявления их возможного влияния на раз
витие беременности и здоровье детей.
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