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Реферат: При співкультивуванні з клітинами кумулюса та гранульози (КГК) створюється мікрооточення, яке може

забезпечити нормальний ріст та розвиток доімплантаційних ембріонів людини in vitro. Визначення кількісного та якісного
складу такого середовища має важливе значення під час створення систем культивування ембріонів людини in vitro. У
роботі використовували ембріони людини  п'ятої  доби розвитку (стадія бластоцисти), моношарові культури свіжовиділених
та кріоконсервованих КГК. Досліджували вплив культивування на моношаровій культурі свіжовиділених та кріоконсервованих
КГК на морфокинетичні характеристики доімплантаційних ембріонів людини, отриманих in vitro, та амінокислотний профіль
середовищ культивування. Встановлено, що кріоконсервування не впливає на здатність КГК підтримувати розвиток
доімплантаційних ембріонів та покращує їх якість. Визначено відмінність амінокислотного складу стандартного середовища
та середовищ співкультивування на моношарі нативної або кріоконсервованої культури кумулюса та гранульози. Присутність
клітин КГК змінює біохімічний профіль cередовища культивування за рахунок підвищення вмісту таких амінокислот, як
триптофан, пролін, валін, орнітин та глутамін.

Ключові слова: клітини кумулюса та гранульози, кріоконсервування, амінокислота, доімплантаційні ембріони людини.
Реферат: При сокультивировании с клетками кумулюса и гранулезы (КГК) создается микроокружение, которое может

обеспечить нормальный рост и развитие доимплантационных эмбрионов человека in vitro. Определение количественного
и качественного состава такой среды имеет важное значение при создании систем культивирования эмбрионов человека
in vitro. В работе использовали эмбрионы человека на пятые сутки развития  (стадия бластоцисты), монослой культуры
свежевыделенных и криоконсервированных КГК. Исследовали влияние культивирования на монослойной культуре
свежевыделенных и криоконсервированных КГК на морфокинетические характеристики доимплантационных эмбрионов
человека, полученных in vitrо, и аминокислотный профиль сред культивирования. Установлено, что криоконсервирование
не влияет на способность КГК поддерживать развитие доимплантационных эмбрионов и улучшает их качество. Определены
отличия аминокислотного состава стандартной среды и среды сокультивирования на монослое нативной или
криоконсервированной культуры кумулюса и гранулезы. Присутствие клеток КГК изменяет биохимический профиль cреды
культивирования за счет повышения содержания таких аминокислот, как триптофан, пролин, валин, орнитин и глутамин.

Ключевые слова: клетки кумулюса и гранулезы, криоконсервирование, аминокислота, доимплантационные эмбрионы
человека.

Abstract: Co-culturing with the cumulus and granulosa cells (CGC) provide a microenvironment which can ensure the normal
growth and development of human pre-implantation embryos in vitro. Examining the quantitative and qualitative compositions of this
environment is of an important value to produce the systems to culture human embryos in vitro. The paper described the human
embryos of the fifth day of development (blastocyst stage), monolayer culture of cryopreserved and freshly isolated CGC. We
investigated the influence of culturing on monolayer of freshly isolated and cryopreserved CGC on morphokinetic characteristics of
human pre-implantation embryos obtained in vitro as well as the amino acid profile of the culturing media. It has been found that
cryopreservation does not affect the ability of CGC to support the development of pre-implantation embryos and improves their quality.
There was determined the difference in amino acid composition of the standard medium of those for co-culturing on monolayer of
either native or cryopreserved culture and cumulus granulosa. The presence of CGC changes the biochemical profile of culturing
medium by increasing the content of the amino acids such as tryptophan, proline, valine, ornithine and glutamine.
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Лікування безпліддя з використанням допоміж-
них репродуктивних технологій (ДРТ) передбачає
вилучення ооцитів із фолікулів та їх запліднення, а
також культивування ембріонів в умовах in vitro.

Клітини кумулюса та гранульози іn vivo ото-
чують яйцеклітини, забезпечуючи поживними речо-
винами та захищаючи їх під час міграції з яєчника
до матки. Однак запліднення яйцеклітин методом
інтрацитоплазматичної ін’єкції in vitro передбачає
вилучення КГК, тому культуральне середовище
має відтворювати умови оточення in vivo для за-
безпечення їх виживання, проліферації та диферен-
ціації шляхом постачання клітинам поживних та
регуляторних речовин. Однак незважаючи на вдос-
коналення методів культивування ембріонів, ще не
виявлено всіх поживних речовин, необхідних для
природного розвитку ембріона. Важливу роль у се-
редовищах культивування in vitro відіграють
амінокислоти, але їх вплив на розвиток ембріонів
остаточно не з’ясовано. Вважають, що ці речовини
є одними з найбільш важливих регуляторів доімп-
лантаційного розвитку ембріонів, оскільки вони
стимулюють їх розвиток, диференціацію та підви-
щують імплантаційний потенціал [23].

Доімплантаційний розвиток ембріонів людини
починається з запліднення ооцита і закінчується
утворенням бластоцисти. В цей період поряд із
морфологічними відбуваються значні фізіологічні
та метаболічні зміни ембріона: перехід від мате-
ринського контролю до ембріонального та дифе-
ренціація перших двох клітинних ліній, а саме
внутрішньої клітинної маси і трофектодерми [3].
В оточенні in utero на них впливає комплекс пара-
та аутокринних ростових факторів, амінокислот
[10]. Саме тому для забезпечення умов, близьких
до природних, використовують співкультивування
КГК та ембріонів [2].

Одним із етапів лікування безпліддя за допо-
могою ДРТ є кріоконсервування ооцитів, зигот та
ранніх ембріонів. Для подальшого культивування
кріоконсервованих ембріонів до стадії бластоцисти
небхідне створення оптимальних умов. Тому актуаль-
ним є кріоконсервування КГК та визначення впливу
факторів кріоконсервування на їх здатність під-
тримувати розвиток ембріонів in vitro.

Мета роботи – дослідження впливу свіжовиділе-
ної та кріоконсервованої культур клітин кумулюса
та гранульози на морфокінетичні характеристики
ембріонів, отриманих in vitro; визначення біохіміч-
ного профілю середовищ культивування ембріонів
із метою підвищення показників лікування безплід-
дя з використанням допоміжних репродуктивних
технологій.

Для досягнення поставленої мети необхідно було
вирішити наступні завдання: дослідити вплив різних

Treatment of infertility in the frames of assisted
reproductive technologies (ART) involves the removal
of oocyte from the follicles and their fertilization as
well as in vitro culturing of embryos.

Cumulus and granulosa cells in vivo surround the
ova, provide the nutrients and protect them during the
migration from the ovary to uterus. However, ferti-
lization of oocytes by intracytoplasmic injection in vitro
involves the removal of CGC, therefore the culture
medium should reproduce the conditions of an envi-
ronment in vivo needed for their survival, proliferation
and differentiation by supplying the nutrients and
regulatory substances. Despite the continuous improve-
ment of the embryo culture methods there have not
yet been found all the nutrients necessary for the nor-
mal embryo development. An important part of in vitro
culturing media is taken by amino acids, but their impact
on the development of embryos is not completely un-
derstood. These substances are believed to be among
the most important regulators of pre-implantation
embryos because they stimulate their development,
differentiation and increase an implantation potential [23].

Pre-implantation development of human embryo
starts with fertilization of oocyte and ends with the
formation of blastocyst. During this period, along with
morphological, significant physiological and metabolic
changes in embryo took place: the transition from pa-
rent control to embryonic one and the differentiation
of the first two cell lines, i. e. the inner cell mass and
trophectoderm [1]. They are influenced  in utero by
the complex of para- and autocrine growth factors,
amino acids [9]. Therefore, the creation of the con-
ditions close to the natural ones could be achieved
through the co-culturing of CGC and embryos was
used [5].

One of the stages of infertility treatment using the
assisted reproduction is cryopreservation of oocytes,
zygotes and early embryos. For further cultivation of
cryopreserved embryos up to the blastocyst stage it is
crucial to provide the optimal conditions. That is why
it is important to cryopreserve CGC and to determine
the impact of cryopreservation factors on their ability
to support the development of embryos in vitro.

The research aim was to investigate the effect of
freshly isolated and cryopreserved cell cultures of
cumulus and granulosa on the morphokinetic chara-
cteristics of embryos obtained in vitro; to elucidate
the biochemical profile of embryo culture media to
improve the treatment of infertility in the frames of
assisted reproductive technologies.

To achieve this goal it was necessary to solve the
following tasks: to investigate the influence of different
culturing conditions on morphokinetic parameters of
human pre-implantation embryos; to determine the
amino acid composition of the standard culture medium
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Таблиця 1. Клінічні характеристики пацієнток досліджуваних груп
Table 1. Clinical characteristics of patients of studied groups

умов культивування на морфокинетичні характе-
ристики доімплантаційних ембріонів людини;
визначити амінокислотний склад стандартного
середовища культивування та середовищ співкуль-
тивування ембріонів зі свіжовиділеними або кріо-
консервованими КГК.

Матеріали та методи
Усі маніпуляції з доімплантаційними ембріонами

проводили відповідно до Европейського протоколу
з захисту ембріонів [20] та рішення, затвердже-
ного Комітетом із біоетики Інституту проблем
кріобіології та кріомедицини НАН України.

Гамети та доімплантаційні ембріони людини
отримували в циклах лікування безпліддя з вико-
ристанням ДРТ.

Ембріони, залежно від середовища культиву-
вання, були розділені на групи: 1 – у стандартному
середовищі; 2 – на моношарі свіжовиділених КГК;
3 – на моношарі кріоконсервованих КГК.

Клінічні показники пацієнток наведено в табл. 1.
Вилучення ооцит-корона-кумулюсних комп-

лексів, оцінку зрілості яйцеклітин, запліднення in
vitro та культивування ембріонів проводили за
стандартною методикою [19].

Морфофункціональні показники доімплантацій-
них ембріонів оцінювали за методом D. Gardner [8].

Фолікулярну рідину отримували у жінок віком
20–42 роки на 12–14-й день менструального циклу
шляхом аспірації фолікулів через 34–35 годин після
ін’єкції 50 000–10 000 од. людського хоріонічного
гонадотропіну. Після виділення ооцитів фолікулярну
рідину поміщали в конічні центрифужні пробірки і
залишали за кімнатної температури на годину. Після
осадження клітин (без центрифугування) надосад
видаляли. Клітини ресуспендували в 3 мл культу-
рального середовища «Sydney IVF Fertilization

cultured in standard medium; 2 – on monolayer of
freshly isolated CGC; 3 – on monolayer of cryopreser-
ved CGC.

The characteristics of participating patients are
shown in Table 1.

Removal of oocyte-crown-cumulus complexes,
assessment of oocyte maturity, in vitro fertilization and
culturing of embryos were performed by the standard
method [18].

Morphofunctional indices of pre-implantation emb-
ryo were estimated by D. Gardner method [7].

Follicular fluid was obtained in women aged of 20–
42 years to days 12–14 of menstrual cycle by aspiration
of the follicles in 34–35 hrs after injection of 50,000–
10,000 units of human chorionic gonadotropin. After
removal of oocytes the follicular fluid was divided and
placed into conical centrifuge tubes and left at a room
temperature for one hour. After deposition of the cells
(with no centrifugation) the supernatant was removed.
Cells were re-suspended in 3 ml of Sydney IVF Ferti-
lization Medium (Cook, Australia) and washed three
times to remove erythrocytes and debris. The cells
were placed in a well and 1 ml culture medium was
layered under mineral oil (Cook, Australia). The CGC
were cultured in a CO2 incubator (Sanyo, Japan) at
37°C, 5% CO2 and 95% humidity [6].

Cumulus and granulosa cells were transferred into
a 250 ml of 2 M solution of 1,2-propane diol (Dow
Chemical, Germany) and frozen in plastic straws with
an outer diameter of 2.5 mm, 133 mm length, 0.47 ml
volume ( CryoBioSystem, France) with programmable
device (CryoLogic CL 8800i, Australia) using a prog-
ram: cooling rate of 0.3 deg/min from 25°C down to
the point of the crystallization onset. Ice seeding was
performed at –6°C for 45 seconds. The samples were
cooled then from –6 down to –35°C with the rate of
1 deg/min, afterwards they were immersed into liquid

and the media of co-culturing of embryos
with either freshly isolated or cryopreser-
ved CGC.

Materials and methods
All the manipulations with pre-implan-

tation embryos were performed in accor-
dance with the European protocol on
embryo protection [20] and a decision of
the Committee in Bioethics of the Institute
for Problems of Cryobiology and Cryome-
dicine of the National Academy of Scien-
ces of Ukraine.

Gametes and human pre-implantation
embryos were derived in the cycles of
infertility treatment using the ART.

Depending on the culture medium the
embryos were divided into groups: 1 –
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Таблиця 2. Морфокінетичні характеристики ембріонів
досліджуваних груп

Table 2. Morphokinetic characteristics of embryos of studied groups

Примітка: * – відмінності значущі у порівнянні зі стандартним середовищем
культивування, p ≤ 0,01.
Note: * – the differences are statistically significant if compared the standard
culture medium, p ≤ 0.01.

кислот на п’яту добу культивування виконували за
методом PICO-TAG на амінокислотному аналі-
заторі «Waters» («Waters Corporation», США) [14].
Вивчали кількісний склад 20 амінокислот у різних
середовищах культивування.

Статистичну обробку експериментальних даних
проводили за методом Стьюдента з використан-
ням програми «Excel» («Microsoft», США). Резуль-
тати приведені у вигляді середнього значення ±
стандартне відхилення. Відмінності між виборками
вважали статистично значущими при р < 0,05.

Результати та обговорення
За результатами морфофункціонального аналізу

ембріонів, які розвивалися in vitro в стандартному
середовищі, на моношарі свіжовиділених або
кріоконсервованих КГК встановлено, що їх наяв-
ність не впливала на частоту запліднення.

Упродовж перших двох діб значущих відміннос-
тей у розвитку ембріонів усіх досліджуваних груп
не відмічалося. На третю добу культивування було
встановлено, що розвиток ембріонів групи 1 час-
тіше зупинявся на стадії восьми бластомерів, а для
ембріонів груп 2 та 3 був характерний швидкий
темп дроблення (табл. 2).

Під час співкультивування на шарі свіжовиді-
лених та кріоконсервованих КГК стадії морули на
четверту добу досягло відповідно на 22,3 та 25%

Medium» («Сook», Австралія), тричі
відмивали від еритроцитів та дебрису.
Клітини поміщали в лунку і нашаро-
вували 1 мл культурального середови-
ща під мінеральною олією («Сook»,
Австралія). Культивування КГК прово-
дили у СО2-інкубаторі («Sanyo 5MO»,
Японія) при 37°С, 5% СО2  та 95%
вологості [7].

Клітини кумулюса та гранульози
переносили в 250 мкл концентрації 2 М
розчину 1,2-пропандіолу («Dow Chemi-
cal», Німеччина) та заморожували у
поліетиленових соломинах, які мали
зовнішній діаметр 2,5 мм, довжину 133 мм,
об’єм 0,47 мл («CryoBioSystem», Фран-
ція) на програмованому апараті («Cryo
Logic СL 8800i», Австралія) за повіль-
ною програмою: швидкість охолоджен-
ня 0,3 град/хв від 25°С до початку
кристалізації. Сидінг проводили за тем-
ператури –6°С протягом 45 с. Зразки
охолоджували від –6 до –35°С зі
швидкістю 1 град/хв, після чого їх зану-
рювали в рідкий азот. Соломинки
відігрівали на водяній бані при 37°С [1].

Кількісний аналіз вільних аміно-
nitrogen. The straws were thawed in water bath at
37°C [19].

Free amino acids to day 5 of culturing were quan-
titatively analyzed as reported by M. Kuran [13] using
Waters PICO-TAG amino acid analyzer (Waters
Corporation, USA). The quantitative composition of
20 amino acids in the culturing media was studied.

The findings were statistically analyzed using the
Student’s test and MS Excel (Microsoft, USA)
software. The results were presented as the mean ±
standard deviation. The differences between data were
considered as statistically significant at p < 0.05.

Results and discussion
The results of morphofunctional analysis of the

embryos developed in vitro in standard medium on
monolayer of either fresh or cryopreserved CGC
demonstrated that their presence did not affect the
fertilization rate.

During the first two days no crucial differences for
all the investigated groups of embryos were found. To
day 3 of culturing there was found that the development
of embryos of group 1 stopped at 8-cell stage blasto-
meres on a more frequent basis and for the embryos
of groups 2 and 3 a fast cleavage rate was inherent
(Table 2).

During co-culturing on the layer of fresh and
cryopreserved CGC the morula stage to day 4 was
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ембріонів більше, ніж у стандарному середовищі.
У середовищах зі свіжевиділеними та кріоконсер-
вованими КГК більшість ембріонів компакти-
зувалася, на відміну від культивування ембріонів у
стандартному середовищі (рис. 1).

Наші дані співпадають із результатами D. Car-
rell та співавт. [6]. На їх думку, в основі цього явища
лежить покращення ауто- та паракринної регуляції
розвитку ембріонів у присутності клітин гранульози.

Значущі відмінності зберігалися й на п’яту добу
культивування. Так, під час стандартного культиву-
вання стадії бластоцисти досягло лише (28,2 ±
5,3)% ембріонів. У обох системах співкультивуван-
ня цей показник був значуще вищим. Кріоконсер-
вування клітин КГК не впливало на їх здатність
підтримувати розвиток ембріонів in vitro, оскільки

Ембріони людини на четверту добу культивування: А – компактизована
морула на моношарі КГК; B – блок розвитку ембріона на стадії восьми
бластомерів у стандартному сердовищі культивування. Нативний препарат,
×400.
Human embryos on day 4 of culturing: A – compacted morula on CGC
monolayer, B – embryo development block at stage of eight blastomeres in
standard culturing medium. Native preparation, ×400.

A B

ітсокяяірогетаK
sedarG

1апурГ
1puorG

2апурГ
2puorG

3апурГ
3puorG

АВ,ВА,АА 3,9±5,52 *4,8±8,84 *7,9±2,94

ВС,СВ,ВВ 7,21±4,44 7,9±0,93 6,6±9,63

DD,CD,DC 3,2±1,13 *9,0±2,21 *2,2±9,31

Таблиця 3. Морфологічні характеристики ембріонів
 на стадії бластоцисти різних досліджуваних груп

на п'яту добу культивування
Table 3. Morphological characteristics of embryos at blastocyst

stage of different studied groups on day 5 of culturing

Примітка: * – відмінності значущі у порівнянні зі стандартним середовищем
культивування, p ≤ 0,01.
Note: * – the differences are statistically significant if compared the standard
culture medium, p ≤ 0.01.

стадії бластоцисти досягло (74,0 ±
7,7)% ембріонів, що статистично не
відрізнялося від результатів співкуль-
тивування на моношарі свіжовиділених
КГК.

На п’яту добу культивування кіль-
кість бластоцист високої категорії
якості (АА, АВ, ВА) була вдвічі біль-
шою у групах 2 та 3 порівняно з
групою 1 (табл. 3).

Отже, культивування на моношарі
як свіжовиділених, так і кріоконсер-
вованих КГК сприяє збільшенню
кількості ембріонів, які досягли стадії
бластоцисти, та забезпечує високі
морфологічні показники внутрішньої
клітинної маси та трофектодерми.

Одним із чинників, які впливають на
морфологічні характеристики емб-

reached by respectively 22.3 and
25% more embryos versus those
for the standard medium. In media
with fresh and cryopreserved CGC
most of the embryos were compac-
ted unlike the case of embryos cul-
tured in a standard medium (Fig. 1).

Our data are consistent with
results of D. Carrell et al. [4]. In
their view, this phenomenon can be
explained by an improved auto- and
paracrine regulation of embryos in
the presence of granulosa cells.

Significant differences were also
kept on day 5 of culturing. Thus,
during the standard culturing only
(28.2 ± 5.3)% of embryos reached
the blastocyst stage. For both
systems of co-culturing this value
was significantly higher. Cryopre-

servation of CGC did not affect their ability to support
the development of embryos in vitro, as (74.0 ± 7.7)%
of embryos reached the blastocyst stage, that was not
statistically different from the results of co-culturing
on monolayer of freshly isolated CGC.

On the fifth day of culturing the number of high
quality blastocysts (AA, AB, BA) was two times higher
in groups 2 and 3 if compared with group 1 (Table 3).

Thus, culturing on monolayer of both fresh and
cryopreserved CGC increased the number of embryos
which reached the blastocyst stage, as well as provided
high morphological parameters of inner cell mass and
trophectoderm.

One of the factors, affecting morphological chara-
cteristics of embryos during co-culturing may be the
change of their biochemical environment, including
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атолсиконімА
dicaonimA

1апурГ
1puorG

2апурГ
2puorG

3апурГ
3puorG

нитаерK
enitaerK – *210,0±431,0 *100,0±421,0

ниреС
enireS – 700,0±910,0 100,0±210,0

нігарапсА
enigarapsA 400,0±550,0 600,0±880,0 400,0±680,0

німатулГ
enimatulG 900,0±370,0 *930,0±715,0 *220,0±635,0

ницілГ
enicylG 200,0±50,0 800,0±910,0 600,0±310,0

нируаТ+нидитсіГ
eniruaT+eniditsiH 200,0±130,0 430,0±432,0 720,0±032,0

нафотпирТ
enahpotpyrT 800,0±900,0 671,0±442,0 010,0±222,0

нінігрА+ніналА
eninigrA+eninalA 230,0±282,0 030,0±172,0 320,0±752,0

нілорП
enilorP 400,0±710,0 *111,0±992,0 *290,0±692,0

низориТ
enisoryhT 300,0±650,0 200,0±830,0 100,0±430,0

нілаВ
enilaV 200,0±350,0 *110,0±003,0 *010,0±892,0

ніноітеМ
eninoyhteM 100,0±710,0 200,0±620,0 100,0±420,0

нїетсиЦ
enietsyC 200,0±810,0 100,0±510,0 100,0±610,0

ницйелозІ
enicuelosI 400,0±450,0 400,0±280,0 120,0±770,0

ницйеЛ
enicueL 10,0±951,0 *410,0±060,0 *220,0±950,0

ніналалінеФ
eninalalynehP 100,0±770,0 *110,0±530,0 *230,0±450,0

нитінрО
enihtinrO 800,0±190,0 *920,0±332,0 *40,0±991,0

низіЛ
enisyL – 320,0±180,0 20,0±080,0

ріонів під час співкультивування, може
бути зміна їх біохімічного оточення,
зокрема амінокислотного складу, яка
викликана присутністю КГК.

У ході дослідження амінокислот-
ного складу середовищ на п’яту добу
культивування було встановлено, що у
стандартному середовищі були відсут-
ні креатинін, серин, лізин.

У стандартному середовищі (гру-
па 1) вміст гліцину та лейцину був
вищим, ніж у середовищі культиву-
вання в присутності свіжовиділених
або кріоконсервованих КГК, що свід-
чить про додаткову утилізацію цих
амінокислот КГК.

Концентрація проліну, орнітину
та глутаміну у середовищах із КГК
збільшувалася, що, можливо, пов’яза-
но зі секрецією цих амінокислот
(табл. 4).

Цікавим фактом є збільшення кон-
центрації незамінних амінокислот
(валіну та триптофану) в середовищах
співкультивування, оскільки рівень всіх
інших незамінних амінокислот змен-
шувався.

Показано, що до процесу розвитку
ембріона людини залучаються серин,
аргінін, метіонін, валін та лейцин [9],
тому підвищення концентрації цих
амінокислот у процесі співкультиву-
вання на свіжовиділених або кріокон-
сервованих КГК позитивно впливає на
розвиток ембріонів і покращує їх
якість.

Замінні та незамінні амінокислоти
відіграють різну роль у процесі розвит-
ку ембріонів. Замінні амінокислоти
прискорюють ділення внутрішньої клі-
тинної маси і підвищують здатність
ембріона до розвитку після імплан-
тації [11]. Незамінні амінокислоти
сприяють розвитку ембріона від зиго-
ти до бластоцисти, зокрема збіль-
шують кількість клітин трофобласта
та підвищують здатність бластоцисти
до вилуплення.

Таблиця 4. Амінокислотний склад (ммоль/л) середовища
культивування ембріонів людини in vitro на п'яту добу

співкультивування (M ± m)
Table 4. Amino acid composition (mmol/L) of culturing media of human

embryos in vitro on day 5 of co-culturing (M ± m)

Примітка: * – відмінності значущі у порівнянні зі стандартним середовищем
культивування, p ≤ 0,01.
Note: * – the differences are statistically significant if compared the standard
culture medium, p ≤ 0.01.

У людини експресія генома починається з
восьми клітин, тому розвиток ембріонів під час
культивування in vitro найчастіше зупиняється на
цій стадії [15]. Блок розвитку під час активації
ембріонального генома пов’язаний, імовірніше, з
блоком транскрипції та трансляції, уповільненням
метаболізму ембріонів. Ембріон людини до стадії

amino acid composition, which is caused by the CGC
presence.

As a result of studying the amino acid composition
of media on day 5 of culturing there was found the ab-
sence of creatinine, serine, lysine in a standard medium.

In a standard medium (group 1) the content of
glycin and leucine was higher than in culture medium
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бластоцисти знаходиться у просвіті фалопієвих
труб, при культивуванні in vitro – у синтетичних
середовищах. Відсутність у середовищі культиву-
вання клітин материнського походження, очевидно,
є причиною зменшення кількості життєздатних
ембріонів. Тому система cпівкультивування на мо-
ношарі клітин КГК забезпечує максимальне набли-
ження умов культивування до системи in vivo [4].

У яйцеводі, фолікулярній та матковій рідині
знаходиться велика кількість вільних амінокислот,
які є важливими для розвитку ембріонів, оскільки
беруть участь у вуглеводному обміні, регулюванні
осмотичного тиску, осмолярності та рН клітин [16,
17].

D. Khan та співавт. [13] виявили, що КГК in
vitro та in vivo утворюють цитоплазматичні містки,
через які відбувається обмін низькомолекулярними
речовинами. Це створює умову так званої «мета-
болічної кооперації».

Вважається, що КГК беруть участь у детокси-
кації живильного середовища шляхом хелатування
іонів важких металів, знижують концентрацію речо-
вин, які пригнічують розвиток ембріонів, секрету-
ють у середовище культивування амінокислоти та
фактори росту, що стимулює розвиток ембріонів [18].

За результатами аналізу рівня пула амінокислот
у середовищі культивування ми встановили, що в
середовищах співкультивування рівень аспарагіну
підвищується, а рівень гліцину та лейцину значуще
зменшується.

Наші дані узгоджуються з результатами дослі-
дження D. Brison [5] щодо кореляції між змен-
шенням рівня гліцину й лейцину в середовищах
культивування, підвищеням рівня аспарагіну та
збільшенням частоти настання клінічної вагітності.
Аналогічні результати в процесі культивування кріо-
консервованих ембріонів одержав R. Sturmey [22].

E. Seli та співавт. [21] встановили зв’язок між
високим рівнем глутаміну в культуральному сере-
довищі та клінічними показниками вагітності.

N. Kattal та співавт. [12] розкривають причину
різної якості ембріонів, які розвивалися на моношарі
КГК. На думку авторів, у середовищі культиву-
вання L-глутамін розпадається з утворенням
амонію, який є токсичним та негативно впливає на
розвиток ембріона.

Для визначення ролі біохімічного оточення
ембріонів в умовах співкультивування на свіжо-
виділених або кріоконсервованих КГК вважаємо
доцільним дослідити інші «ембріотрофічні факто-
ри», зокрема фактори росту.

Висновки
Співкультивування доімплантаційних ембріонів

людини на моношарі свіжовиділених або кріоконсер-

in the presence of either fresh or cryopreserved CGC,
indicating further utilization of amino acids by CGC.

The concentration of proline, ornithine and glutamine
in the media with CGC increased, that could be due to
the secretion of these amino acids (Table 4).

Of interest was the fact of increased concentration
of essential amino acids, i. e. valine and tryptophan in
the co-culturing media, since the level for all other
essential amino acids decreased.

Serine, arginine, methionine, valine and leucine have
been shown to be involved into the development of
human embryos [8], therefore increasing the concen-
tration of amino acids during co-culturing on either
fresh or cryopreserved CGC positively influenced the
development of embryos and their quality improves.

Essential and non-essential amino acids play a
different role in development of embryos. Essential
amino acids accelerate dividing the inner cell mass and
increase the ability of post-implantation embryo
developing [10]. Non-essential amino acids contribute
to the embryo development from zygote to blastocyst,
i. e. increase the number of trophoblast cells and
enhance the blastocyst ability to hatch.

In humans the genome expression starts from eight
cells, so the development of embryos during in vitro
culturing often stops at this stage [14]. The deve-
lopment block during the embryonic genome activation
is likely related with the terminated transcription and
translation, slowing down of embryo metabolism.
Human embryo up to the blastocyst stage is located in
the lumen of fallopian tubes, while if in vitro cultured
it is found in synthetic media. The absence in a culture
medium of the cells of maternal origin is obviously the
reason of reduced number of viable embryos.
Therefore, the co-culturing on monolayer of the CGC
ensures the maximum approaching to culturing in vivo
[2].

In the oviduct, follicular and uterine fluids there is a
large number of free amino acids, which are essential
for embryonic development, as they are involved into
carbohydrate metabolism, regulation of osmotic
pressure, osmolarity and pH of the cells [15, 16].

D. Khan et al. [12] found that the CGC in vitro
and in vivo formed cytoplasmic bridges through which
the exchange of low molecular weight substances was
performed. This creates the conditions for so-called
‘metabolic cooperation’.

The CGC are believed to take part in detoxification
of the nutritive medium by chelating the heavy metal
ions, to reduce the concentration of substances
inhibiting the embryonic development, to secrete amino
acids into the culture medium and growth factors, that
stimulates the development of embryos [17].

The analysis of a pool of amino acids in the culture
medium enabled us to find out that in co-culturing media
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вованих КГК яєчників людини сприяє розвитку
ембріонів in vitro. Наявність цих клітин у середо-
вищі культивування змінює його біохімічний профіль
за рахунок підвищеного вмісту таких амінокислот,
як триптофан, пролін, валін, орнітин, глутамін та
лейцин.

Дані, отримані в нашій роботі, можуть мати
практичну значущість для удосконалення системи
культивування доімплантаційних ембріонів людини
in vitro з метою оптимізації розвитку ембріонів,
покращення їх морфологічних показників та збіль-
шення частоти настання вагітності.

the level of asparagine was increased and the one of
glycine and leucine was significantly reduced.

Our findings are consistent with results reported
by D. Brison [3] as for the correlation between the
reduced levels of glycine and leucine in the culture
medium, increased levels of asparagine and increased
frequency of clinical pregnancy. Similar results were
obtained by R. Sturmey when culturing the cryopreser-
ved embryos [22].

E. Seli et al. [21] established a link between high
levels of glutamine in the culture medium and clinical
pregnancy rates.

N. Kattal et al. [11] revealed the cause of varying
the quality of embryos which developed on monolayer
of CGC. The authors believe that L-glutamine  in the
culture medium decomposes to form ammonia, which
is toxic and affects the embryo development.

To determine the role of biochemical environment
of embryos during co-culturing on either fresh or
cryopreserved CGC it is expedient to discover other
‘embryotrophic factors’, in particular, growth factors.

Conclusions
Co-culturing of pre-implantation human embryos

on monolayer of either fresh or cryopreserved ovarian
KGC promotes human embryos in vitro. The presence
of these cells in culture medium changes its bioche-
mical profile due to a rising content of amino acids
such as tryptophan, proline, valine, ornithine, glutamine
and leucine.

The data obtained in our study may be of practical
significance for improving the co-culturing protocols
of pre-implantation human embryos in vitro to optimize
the development of embryos, improving their morpho-
logical parameters and frequency of pregnancy.
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