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АКТИВНІСТЬ ЕНДОТЕЛІАЛЬНОЇ СИНТАЗИ ОКСИДУ АЗОТУ В
ЕНДОМЕТРІЇ ЖІНОК З ІМПЛАНТАЦІЙНОЮ НЕДОСТАТНІСТЮ В

ПЕРІОД ОЧІКУВАНОГО ВІКНА ІМПЛАНТАЦІЇ
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АКТИВНОСТЬ ЭНДОТЕЛИАЛЬНОЙ СИНТАЗЫ ОКСИДА АЗОТА В
ЭНДОМЕТРИИ ЖЕНЩИН С ИМПЛАНТАЦИОННОЙ

НЕДОСТАТОЧНОСТЬЮ В ПЕРИОД ОЖИДАЕМОГО ОКНА
ИМПЛАНТАЦИИ

1Демидчик Р. Я., 1Носенко Е. Н., 2Насибулин Н. А.
1Одесский национальный медицинский университет, Украина
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ACTIVITY OF ENDOTHELIAL NITRIC OXIDE SYNTHASE IN THE
ENDOMETRIUM OF WOMEN WITH IMPLANTATION FAILURE

DURING THE EXPECTED IMPLANTATION WINDOW
1Demidchik R.Ya., 1Nosenko O. M., 2Nasibulin N. A.

1Odessa National Medical University, Ukraine
2State Institution “Ukrainian Research Institute of Medical Rehabilitation and

Balneology of the Ministry of Health of Ukraine”, Odessa, Ukraine
nosenko.olena@gmail.com

In the female reproductive system, NO influences subsequent reproductive processes.
NO is synthesized in all tissues by the oxidation of L<arginine to L<citrulline with the
participation of the enzyme nitric oxide synthase (NOS). The purpose of the study was to
determine the activity of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) in the endometrium of
women with implantation failure during the expected implantation window. Material and
methods. We observed 68 women with group 1 infertility who were treated in in vitro
fertilization < embryo transfer (IVF<ET) programs and had at least two unsuccessful attempts
to ET euploid embryos of good quality, and 30 control women. By histochemical method
according to D.E. Korzhevsky determined eNOS activity in the endometrium during the
expected implantation window. Results. When assessing the expression of eNOS in the
endometrium of patients in group 1 on the day of the expected implantation window, it
was found that the background color of the preparations was absent in most cases or was
pale violet. In the vast majority of endometrial preparations from women with implantation
failure, the background activity of eNOS was uneven. Areas of weak background activity
in the stroma alternated with areas of high background activity. Uneven eNOS activity was
also observed in epithelial cells of the luminal layer of the endometrium. In some cases,
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on the plane of the endometrial section from patients in group I, cells were identified
along the contour of which blue granules were located. Conclusions. The weak and uneven
activity of eNOS in the endometrium during the implantation window may be one of the
key factors in its receptive failure in women with implantation failure in IVF<ET cycles.

Key words: infertility, in vitro fertilization, implantation failure, endometrium,
endothelial nitric oxide synthase, histochemical method.

У жіночій репродуктивній системі NO впливає на послідовні репродуктивні про<
цеси. NO синтезується в усіх тканинах шляхом окислення L<аргініну до L<цитруліну за
участю ферменту синтази оксиду азоту (NOS). Метою проведеного дослідження ста<
ло визначення активності ендотеліальної синтази окису азоту  (еNOS) в ендометрії
жінок з імплантаційною недостатністю в період очікуваного вікна імплантації. Матер<
іал та методи. Під спостереженням знаходилося 68 жінок з безпліддям групи 1, які
проходили лікування у програмах запліднення in vitro – ембріотрансфер (IVF<ET) й
мали не менше двох невдалих спроб ЕТ еуплоїдних ембріонів гарної якості і  30 жінок
контролю. За гістохімічним методом Д.Е. Коржевського визначали активність еNOS в
ендометрії в період передбачуваного вікна імплантації.  Результати. При оцінці екс<
пресії еNOS в ендометрії пацієнток групи 1 у день очікуваного вікна імплантації вста<
новлено, що фонове забарвлення препаратів у більшості випадків  було або відсутнім
або блідо<фіалковим. У переважній кількості препаратів ендометрія від жінок з імплан<
таційною недостатністю фонова активність еNOS була нерівномірною. Ділянки слаб<
кої фонової активності в стромі чергувалися з ділянками високої фонової активності.
Нерівномірність активності еNOS також спостерігалася в епітеліоцитах люмінального
шару ендометрія. У деяких випадках на площині зрізу ендометрія від пацієнток групи
І визначали клітини, по контуру яких були розташовані гранули синього кольору.
Висновок. Слабка та нерівномірна активність eNOS в ендометрії  під час вікна імплан<
тації може бути одним з ключових чинників його рецептивної нездатності у жінок з
імплантаційною недостатністю в циклах IVF<ET.

Ключові слова: безпліддя, запліднення in vitro, імплантаційна недостатність, ен<
дометрій, ендотеліальна синтаза оксиду азоту, гістохімічний метод.

В женской репродуктивной системе NO оказывает влияние на последователь<
ные репродуктивные процессы. NO синтезируется во всех тканях путем окисления
L<аргинина до L<цитрулина с участием фермента синтазы оксида азота (NOS). Це<
лью проведенного исследования явилось определение активности эндотелиальной
синтазы окиси азота (еNOS) в эндометрии женщин с имплантационной недостаточ<
ностью в период ожидаемого окна имплантации. Материал и методы. Под наблюде<
нием находилось 68 женщин с бесплодием группы 1, которые проходили лечение в
программах оплодотворения in vitro – эмбриотрансфер (IVF<ET) и имели не менее
двух неудачных попыток ЕТ эуплоидных эмбрионов хорошего качества, и 30 женщин
контроля. Гистохимическим методом по Д.Э. Коржевскому определяли активность
еNOS в эндометрии в период предполагаемого окна имплантации. Результаты. При
оценке экспрессии еNOS в эндометрии пациенток группы 1 в день ожидаемого окна
имплантации установлено, что фоновая окраска препаратов в большинстве случаев
отсутствовала или была бледно<фиалковой. В подавляющем количестве препаратов
эндометрия от женщин с имплантационной недостаточностью фоновая активность
еNOS была неравномерной. Участки слабой фоновой активности в строме чередо<
вались с участками высокой фоновой активности. Неравномерность активности еNOS
также наблюдалась в эпителиоцитах люминального слоя эндометрия. В некоторых
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случаях на плоскости среза эндометрия от пациенток группы I определяли клетки,
по контуру которых были расположены гранулы синего цвета. Выводы. Слабая и
неравномерная активность eNOS в эндометрии во время окна имплантации может
быть одним из ключевых факторов его рецептивной неспособности у женщин с им<
плантационной недостаточностью в циклах IVF<ET.

Ключевые слова: бесплодие, оплодотворение in vitro, имплантационная недо<
статочность, эндометрий, эндотелиальная синтаза оксида азота, гистохимичес<
кий метод.

Біологічне окислення і кооператив<
на взаємодія окислювальних і відновлю<
вальних процесів як найважливішого
компонента гомеостазу при багатьох
захворюваннях і патологічних станах по<
рушується і є актуальною медико<біоло<
гічною проблемою Структурно<мета<
болічні процеси, які перебігають в аероб<
них умовах організму, пов’язані з утво<
ренням невеликих концентрацій цілого
ряду активних інтермедіатів кисню та
азоту [1]. Усі вони реакційноздатні та
володіють широким спектром дії. З од<
ного боку, деякі з них приймають участь
у процесі сигнальної транскрипції та ре<
гуляції ряду основних функцій організму,
з іншого боку, у силу своєї високої
хімічної активності вони мають яскраво
виражену гено< та цитотоксичну дію і
внаслідок цього становлять серйозну
небезпеку для організму [1]. Деякі дос<
лідники дотримують думки, що активні
радикали азоту є лише підмножиною ак<
тивних радикалів кисню, і важко відокре<
мити дію перших від дії других, бо вони
відіграють важливу роль у реалізації нор<
мальних фізіологічних процесів [2].

До минулого століття оксид азоту
(NO) вважався простою неорганічною
молекулою, токсичною для живих
організмів. Сьогодні NO привертає все
більшу увагу в різних галузях науки про
життя і став науково<дослідною точкою в
біомедицині. У 1992 році американський
журнал «Science» назвав NO «молекулою<
зіркою», а в 1998 році трьом американсь<
ким фармакологам було присуджено
Нобелівську премію з фізіології та меди<
цини за відкриття «NO як сигнальної мо<
лекули серцево<судинної системи» [3].

NO є клітинним месенджером і
ефекторною молекулою у клітинах усіх

органів і тканин людини та тварин [2,
4]. Він має просту структуру, легку дифу<
зію, сильну реакційну здатність, живі та
нестабільні властивості та короткий біо<
логічний період напіввиведення (від 2 до
30 с). NO вільно проникає через біо<
логічні мембрани та легко вступає в ре<
акції з іншими сполуками [5].  Крім того,
NO – неорганічний вільний радикал із
подвійними функціями в організмах – це
особлива молекула передачі біологічно<
го сигналу, яка бере участь у різноманіт<
них фізіологічних і патологічних процесах
у нервовій, кровоносній, дихальній,
травній та імунній системах [4]. Він
ініціює функції розвитку та велику
кількість захисних і гомеостатичних ме<
ханізмів шляхом безпосередньої дії або
активації внутрішньоклітинної сигналі<
зації. Існуючі в літературі дані дозволили
навіть висунути ідею, що NO є гормоном,
який після свого синтезу в тканинах ста<
білізується й транспортується до клітин<
мішеней у вигляді нітриту та/або нітро<
зотіолів [2].

NO синтезується в усіх тканинах
шляхом окислення L<аргініну до L<цитру<
ліну за участю ферменту синтази оксиду
азоту (NOS), що супроводжується утво<
ренням NO. Реакція NO in vivo (L<аргінін
+ 3/2 NADPH + H + + 2O

2
 = цитрулін + NO

+ 3/2 NADP) каталізується NOS [3]. Сис<
тема генерації NO є надзвичайно чутли<
вою та швидко реагує на зміни, що відбу<
ваються в організмі [2].

 Існує три ізоформи NOS: ендотел<
іальна (eNOS), нейрональна (nNOS) та
індуцибельна (iNOS). nNOS, також відо<
ма як NOS1, існує в нейронах, тоді як
eNOS (або NOS3) поширена в ендотелі<
альних клітинах, і обидві виявляють Ca 2+ /
кальмодулін<залежну конститутивну екс<
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пресію, тому їх також позначають як кон<
ститутивну NOS (cNOS). Зараз визнано,
що nNOS та eNOS мають ширший роз<
поділ у клітинах і тканинах, а також регу<
люються цитокінами, мікробними про<
дуктами та гормонами [6]. nNOS і eNOS
конститутивно експресуються в здорових
умовах, та їх виробництво залежить від
кальцію, тоді як iNOS не експресується,
якщо не індукується прозапальними ци<
токінами або ендотоксинами, часто при
патології [7]. 

У жіночій репродуктивній системі
NO впливає на послідовні репродуктивні
процеси, такі як розвиток фолікулів, доз<
рівання ооцитів, овуляція, дегенерація
жовтого тіла, запліднення, імплантація
ембріона, збереження вагітності, регуля<
ція пологів і регуляція менструального
циклу [3]. В експерименті встановлено,
що надмірне виробництво або дефіцит
активних форм кисню та азоту (ROS/
RNS) викликає апоптоз і пригнічує емб<
ріональний розвиток у мишей [8].

Для нормальної імплантації ембрі<
онів потрібне відповідне середовище
матки, а активність NOS в матці значно
підвищується перед імплантацією, що
вказує на те, що NO необхідний для фор<
мування мікрооточення в
матці. Перешкоджання виробленню NO
призводить до аномальної імплантації. У
процесі імплантації ембріона ендометрій
зазнає складні зміни. Оскільки NO може
розслабити м’язовий шар і гладкі м’язи
судин, пригнічувати агрегацію тромбо<
цитів і відігравати важливу роль у запа<
ленні, він є сильним кандидатом на роль
опосередкованої ролі різних стероїдних
гормонів і цитокінів в ендометрії та де<
цидуальній оболонці [3].

У клініці репродукції якщо більше
двох пересадок ембріонів не призводять
до вагітності, часто використовується
термін «повторна невдача імплантації»
(або імплантаційна недостатність). Досі
багато невідомо щодо причин невдалої
імплантації та того, чи пов’язані ці при<
чини з матір’ю, батьком, ембріоном чи
всіма трьома [9]. Одним з таких чинників

може бути порушена активність еNOS в
ендометрії. Дані про це поодинокі та су<
перечливі.

Метою проведеного дослідження
стало визначення активності ендотелі<
альної синтази окису азоту  в ендометрії
жінок з імплантаційною недостатністю в
період очікуваного вікна імплантації.

Матеріал та методи

Дослідження проводилося на ка<
федрі акушерства та гінекології Одесько<
го національного медичного університе<
ту (ОНМедУ), Університетської клініки
«Центр реконструктивної та відновної
медицини» ОНМедУ,  ТОВ «Клініка реп<
родуктивної медицини «Надія Одеса»» та
у групі патоморфології та гістохімії ДУ
«Український Науково<дослідний інститут
медичної реабілітації та курортології МОЗ
України». Дослідження виконувалося за
період з 2021 по 2023 рік, ухвалено Ко<
місією з питань біоетики (протокол №2/
21  від 08. 11. 2021). Від усіх пацієнток
отримана інформована згода на участь в
дослідженні.

Під спостереженням знаходилося
68 жінок з безпліддям групи 1, які про<
ходили лікування у програмах запліднен<
ня in vitro<ембріотрансфер (IVF<ET) з ви<
користанням контрольованої оваріальної
стимуляції антагоністами гонадотропін<
рилізинг<гормонів, переносом відігрітих/
вітрифікованих ембріонів в сегментова<
ному циклі й мали не менше двох невда<
лих спроб ЕТ. Отримані ембріони гене<
тично тестували, вітрифікували і перено<
сили тільки еуплоїдні ембріони. Конт<
рольну групу склали 30 здорових фер<
тильних жінки.

Критерії включення пацієнток у дос<
лідження: безпліддя, пов’язане з трубним
або чоловічим фактором; регулярні ову<
ляторні менструальні цикли; базальний
рівень ФСГ < 11 мМО/мл; кількість ант<
ральних фолікулів на 3<5<й день МЦ від
7 до 12 у максимальному ехографічному
зрізі яєчників; лікування безпліддя мето<
дом IVF<ET; наявність у минулому не мен<
ше двох переносів еуплоїдних ембріонів;
відсутність органічних гінекологічних зах<
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ворювань, ендокринних порушень, фун<
кціональних судинних розладів (наприк<
лад артеріальної гіпертензії) та геніталь<
ного ендометріозу; відсутність прийому
гормональних препаратів впродовж ос<
танніх 6 місяців; відсутність історії таба<
кокуріння.

Забір зразків ендометрія здійсню<
вали на 21<22<й день менструального
циклу під час очікуваного вікна імплан<
тації. Матеріал фіксували у 5% розчині
формаліну. Половину матеріалу проводи<
ли крізь спирти зростаючої концентрації
і заливали в целоїдин за стандартною
методикою. З другої половини виготов<
ляли кріостатні блоки з використанням
сухої вуглекислоти. З целоїдинових
блоків готували гістологічні зрізи 7<9 мкм
завтовшки, які фарбували гематоксилі<
ном та еозином. З кріостатних блоків
готували зрізи 11 мкм завтовшки. У  кріо<
статних зрізах за  методикою Д. Е. Кор<
жевського [10] гістохімічним методом
визначали активність NO<синтази. Зрізи
фіксували у парах 4%<вого парафор<
мальдегіду 30 хв.  Потім проводилася
інкубація в середовищі в термостаті при
температурі 37°С 30 хв. Додавали НАДФ<
Н  2 мг,  НСТ 1 мг/2мл фосфат буферу з
pН 7,2, три краплі 0,3%<вого розчину
Тритон Х<100. Промивали у воді, потім у
2%<вому алюмо<калієвому галуні, потім
знову у воді. Зрізи укладали під гліцерин<
желатину, накривали покривним склом.
Отримані препарати досліджували за

допомогою світлового мікроскопа.

Статистичну обробку результатів
проводили за допомогою пакета при<
кладних програм Excel, розраховували
середнє значення (M), похибку стандар<
тного відхилення (±SE), критерій t Стью<
дента. Статистично значущими вважали
відмінності між контролем і дослідом при
р<0,05.

Результати та їх обговорення

Середній вік обстежених жінок у
групі 1 склав 31,31±0,40 років, у групі
контролю  – 30,98±0,63 років (p>0,05);
індекс маси тіла – 21,94±0,45 кг/м2 про<
ти 22,47±0,51 кг/м2 (p>0,05). У пацієнток
з імплантаційною недостатністю три<
валість безпліддя дорівнювала 9,26±0,30
років, кількість ЕТ склала 4,43±0,14.  Пер<
винне безпліддя було у групі 1 у  45,71%
пацієнток і  вторинне – у 54,29% осіб.

При гістохімічному дослідженні
встановлено, що eNOS експресувалася у
всіх шарах ендометрія як в контролі, так
і у групі 1. Слабке фонове забарвлення
eNOS було виявлено в стромі і ендотелії
судин. Експресія eNOS під час переба<
чуваного вікна імплантації була значно
вищою в залозистому епітелії і люміналь<
ному епітелії у пацієнток обох груп.

При оцінці експресії еNOS в ендо<
метрії пацієнток групи 1 у день очікува<
ного вікна імплантації встановлено, що
фонове забарвлення препаратів у
більшості випадків  було або відсутнім

 
Рис. 1. Ендометрій від пацієнтки групи 1. 
Слабка активність еNOS: фонова і в 
епітеліоцитах. Є ділянки з сильною 
фоновою активністю. Забарвлення за 
методом Д. Е. Коржевського. Зб. × 400. 

 

 
Рис. 2. Ендометрій від пацієнтки групи 1. 
Фонова активність еNOS в стромі 
ендометрія слабка (ослаблення кольору). В 
частині просвітних епітеліальних клітин та 
залозистого епітелію від помірної до високої, 
в частині їх — слабка. Забарвлення за 
методом Д.Е. Коржевського. Зб. × 100. 
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або блідо<фіалковим  (рис. 1).

У переважній кількості препаратів
ендометрія від жінок з імплантаційною
недостатністю фонова активність еNOS
була нерівномірною. Ділянки слабкої фо<
нової активності в стромі чергувалися з
ділянками високої фонової активності, як
показано на рис. 1. Нерівномірність ак<
тивності еNOS також спостерігалася в
епітеліоцитах люмінального шару ендо<
метрія (рис. 2).

Звісно, що в ендотеліальних кліти<
нах, які знаходяться у стані покою, більша
частина експресованої eNOS при<
кріплюється до кавеол, карманоподібних
інвагінацій мембран, збагачених холесте<
рином і сфінголіпідами. Локалізація eNOS
в кавеолах інактивує фермент у резуль<
таті сильної та прямої взаємодії eNOS з
кальвеоліном<1. Ця білок<білкова взаємо<
дія інгібує активність eNOS, головним чи<
ном, втручаючись у сайт зв’язування каль<
модуліна. Навпаки зв’язування Са кальмо<
дуліну з eNOS заміщує кальвеолін<1 і
сприяє активації eNOS. Можливо з цим
явищем пов’язано те, що у  деяких випад<
ках на площині зрізу ендометрія від пац<
ієнток циклів  IVF<ЕТ з імплантаційною не<
достатністю ми визначали клітини, по кон<
туру яких були розташовані гранули си<
нього кольору (рис. 3).

У жінок контрольної групи в період
очікуваного вікна імплантації в ендометрії
активність еNOS була помірною або ви<
сокою як фонова, так і в епітеліоцитах
(рис. 4).

Незважаючи на те, що eNOS локал<
ізується в люмінальних епітеліоцитах, еп<
ітелії залоз та строми ендометрія, даних
про її регуляцію та функцію в ендометрії
у жінок мало, а механізми експресії та
активності eNOS при імплантаційній недо<
статності у жінок вивчені недостатньо,
результати звітів суперечливі. 

Один із попередніх звітів [11] пока<
зав, що в ендометрії людини переважно
експресується саме ендотеліальна ізо<
форма NOS, і вона головним чином іму<
нолокалізується в залозистому епітелії,
хоча її експресія також спостерігалася в
інших компартментах ендометрія [12].

Проведене нами дослідження також
показало,  eNOS була локалізована в
кровоносних судинах і була присутня в
залозистих і просвітних епітеліальних
клітинах, а також у стромі ендометрія. <
Експресія eNOS у жінок з імплантаційною
недостатністю відрізнялася нерівномірн<
істю та різною інтенсивністю у різних
ділянках ендометрія в день передбачува<
ного вікна імплантації

Звісно, що в нормі експресія білка
eNOS ендометрія та мРНК змінюється
протягом менструального циклу, так що
середня секреторна фаза, тобто вікно
імплантації, демонструє максимальну
експресію eNOS [11, 13]. 

Виявлення причини безпліддя при
імплантаційній недостатності є складним
і часто пов’язане з накладанням етіолог<
ії. Отже, через широке включення NO в
біологію та фізіологію репродукції, ми

 
Рис. 3. Ендометрій пацієнтки групи 1. 
Випадіння гранул синього кольору поза 
клітинами. Активність еNOS фонова і в 
епітеліоцитах помірна. Забарвлення за 
методом Д.Е. Коржевського. Зб. × 400. 

 

 
Рис. 4. Ендометрій жінки контрольної 
групи. Від помірної до високої активність 
еNOS фонова і в епітеліоцитах. 
Забарвлення за методом Д.Е. 
Коржевського. Зб. × 100. 
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припустили, що активність eNOS під час
вікна імплантації може бути змінена при
імплантаційній недостатності, і це мож<
на розглядати як одну з потенційних при<
чин нездатності завагітніти при прове<
денні циклів IVF<ET.

Всупереч отриманих нами даних,
Najafi Т.et al. (2012) повідомляли про
значно вищу експресію eNOS в ендо<
метрії у жінок із безпліддям невстанов<
леної етіології [14]. Група припускала, що
надмірна експресія eNOS спричиняє над<
лишкову генерацію NO, що призводить
до невдачі підтримки ранньої вагітно<
сті. Недоліком цього дослідження було
те, що розмір вибірки був досить малим
(n=10).

Отримані нами дані співпадають з
результатами досліджень Banerjee P. et
al. (2013) [15], де було показано, що не<
достатній синтез NO, отриманого під
впливом eNOS, пов’язаний із вазоспаз<
мом та інфарктом судин при ідіопатич<
них повторних спонтанних викиднях.
Крім того, у цих жінок було виявлено
поліморфізм гена eNOS, який, як припус<
кають, є генетичною детермінантою ри<
зику ідіопатичних повторних спонтанних
викиднів. Це також відображено в наших
поточних висновках при імплантаційній
недостатності у жінок, де аномальна ак<
тивність eNOS, як ми вважаємо, є одним
із ключових факторів, що відіграють роль
у невдачах імплантації. 

Висновок

Слабка та нерівномірна активність
eNOS в ендометрії  під час вікна імплан<
тації може бути одним з ключових чин<
ників його рецептивної нездатності у
жінок з імплантаційною недостатністю в
циклах IVF<ET.

Перспективи подальших дослід_
жень полягають у вивченні ефективності
застосування донаторів NO в комплекс<
ному відновленні рецептивності ендомет<
рія в жінок з повторними невдачами
імплантації в циклах IVF<ET.
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