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Реферат: Разработка новых прогностических критериев оценки оплодотворения in vitro нативных и криоконсервиро-

ванных ооцитов является важной составляющей современных вспомогательных репродуктивних технологий. Проведено 
сравнение степени инвагинации оолеммы при интрацитоплазматическом введении спермия в нативные и криоконсервиро-
ванные ооциты. Разработана классификация состояния тургора гамет в зависимости от степени инвагинации оолеммы при 
интрацитоплазматическом введении спермиев. Такое состояние мембраны ооцита является прогностической характери-
стикой образования зигот. Ооциты с нормальным тургором характеризовались высокой частотой оплодотворения ‒ более 
80%. Моментальный прокол оолеммы при микроманипуляциях был прогностическим фактором структурно-функциональных 
повреждений мембраны и приводил к дальнейшей дегенерации ооцитов. После криоконсервирования стандартным мето- 
дом изменялось соотношение разных типов инвагинации оолеммы. Относительное количество клеток с нормальным тур- 
гором снижалось до 54% за счет увеличения ооцитов с повышенной упругостью мембраны. Четырехступенчатый метод 
удаления криозащитной среды после замораживания-отогрева ооцитов более эффективный для сохранения гамет с 
нормальным тургором, в отличие от стандартного двухступенчатого.
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Реферат: Розробка нових прогностичних критеріїв оцінки запліднення in vitro нативних та кріоконсервованих ооци- 

тів є важливою складовою сучасних допоміжних репродуктивних технологій. Проведено порівняння ступеня інва- 
гінації оолеми за інтрацитоплазматичного введення сперміїв у нативні та кріоконсервовані ооцити. Розроблено кла-
сифікацію стану тургору гамети залежно від ступеня інвагінації оолеми при інтрацитоплазматичному введенні сперміїв. 
Такий стан мембрани ооцита є прогностичною характеристикою утворення зигот. Ооцити з нормальним тургором ха- 
рактеризувалися високою частотою запліднення ‒ більше 80%. Моментальний прокол оолеми під час мікроманіпуляції 
був прогностичним фактором структурно-функціональних пошкоджень мембрани та призводив до дегенерації ооцитів. 
Після кріоконсервування стандартним методом змінювалося співвідношення різних типів інвагінації оолеми. Відносна 
кількість клітин із нормальним тургором знижувалася до 54% за рахунок збільшення ооцитів із підвищеною пружністю 
мембрани. Чотириступеневий метод видалення кріозахисного середовища після заморожування-відігріву ооцитів 
більш ефективний для збереження гамет із нормальним тургором, на відміну від стандартного двоступеневого.

Ключові слова: кріоконсервування, вітрифікація, ооцит, оолема.
Abstract: Development of novel prognostic criteria for evaluation of in vitro fertilization of fresh and cryopreserved oocytes 

is an important component of modern assisted reproductive technologies. There was compared a degree of oolemma 
invagination during intracytoplasmic sperm injection into fresh and cryopreserved oocytes. The classification of the gamete 
turgor state based on oolemma degree invagination during intracytoplasmic sperm injection was developed. This state of 
oocyte membrane is a prognostic characteristic of zygotic formation rate. Oocytes with normal turgor were characterized 
by a high fertilization rate higher than 80%. Rapid oolemma puncture during oocyte micromanipulation showed structu- 
ral and functional damage of membrane and led to further oocyte degeneration. After cryopreservation by a standard method 
the ratio of different types of oolemma invagination has been changed. A relative number of cells with normal turgor was 
decreased down to 54% due to an increase of oocyte number with higher membrane elasticity. The four-stage method of 
cryoprotective media removing after oocyte freeze-thawing is more effective for preserving gametes with normal turgor contrary 
to the standard two-stage one.

Key words: cryopreservation, vitrification, oocyte, oolemma. 

Низкотемпературное хранение биологических 
объектов, в частности ооцитов, широко исполь-
зуется во вспомогательных репродуктивных тех-
нологиях (ВРТ) для лечения бесплодия [3, 21]. 
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Low-temperature storage of biological matter, 
in particular oocytes, is widely used in assisted re- 
productive technologies (ART) for infertility treat- 
ment [18, 20]. However, during cryopreservation, 



Однако в процессе криоконсервирования женс- 
кие половые клетки подвергаются воздействию 
физических и химических факторов, которые мо- 
гут оказывать влияние на такие эндо- и экзоци- 
топлазматические структуры, как веретено деле-
ния [1, 11], цитоскелет [6], Zona pellucida (ZP) [7] 
и кортикальные гранулы [15]. Их сохранность 
сказывается на жизнеспособности гамет, частоте 
оплодотворения и морфофункциональных осо-
бенностях эмбрионов, развившихся из криокон-
сервированных ооцитов [19]. Успехи в разработ- 
ке новых способов замораживания ооцитов свя-
заны с прогрессом в области фундаментальных 
исследований механизмов криоповреждения и 
криозащиты женских репродуктивных клеток с 
учетом следующих особенностей их строения:  
большой размер клеток (диаметр ‒ 120 мкм, объ-
ем ‒ 9,05×105 мкм3) и низкое отношение площади 
поверхности к объему (p < 0,05) [4]. Немаловажную 
роль в исходах замораживания-отогрева ооци-
тов играют их индивидуальные характеристики: 
толщина ZP, наличие цитоплазматических вклю- 
чений и вакуолей, состояние эндоплазматического 
ретикулума, которые необходимо учитывать для 
оптимизации криобиотехнологических протоко-
лов [2].

Мишенью действия факторов криоконсерви- 
рования является плазматическая мембрана, меха-
нические характеристики которой определяют- 
ся наличием холестерина и структурных белков 
цитоскелета [16]. В комплексе с микротрубоч- 
ками и микрофиламентами цитоскелета она обе-
спечивает регуляцию объема клетки под дей-
ствием осмотического фактора. Углеводные ком-
поненты оолеммы, находящиеся в соединении 
с белками (гликопротеины) и липидами (глико-
липиды), обеспечивают стабильность белковых 
молекул [8].

На разных этапах криоконсервирования в ре-
зультате действия высоких концентраций крио- 
протекторов на мембране ооцита происходит 
изменение концентрационных градиентов, вслед-
ствие которого возможны ее структурно-функци-
ональные изменения [9]. Кроме того, высвобож- 
дение кортикальних гранул, происходящее после 
замораживания-отогрева, изменяет внеклеточ- 
ный матрикс ооцита и приводит к затвердева-
нию ZP, что снижает частоту оплодотворения 
криоконсервированных ооцитов in vitrо [9, 15]. 
Поэтому методом оплодотворения таких ооци- 
тов является интрацитоплазматическая инъекция 
спермия в ооплазму (ICSI) [22]. При проведе-
нии ICSI происходит воздействие на оолемму, 
в результате чего нарушается ее целостность. 
При этом степень воздействия от введения спер- 

female sexual cells are exposed to physical and 
chemical factors that can affect endo- and exocy- 
toplasmic structures, such as the fission spindle [1, 
8], cytoskeleton [3], Zona pellucida (ZP) [4] and 
cortical granules [12]. Their integrity affects the 
viability of gametes, fertilization frequency and 
morphofunctional features of embryos developed 
from cryopreserved oocytes [16]. Advance in deve- 
lopment of new methods for oocyte freezing is 
associated with the progress in basic research on 
the mechanisms of cryodamage and cryoprotection 
of female reproductive cells, taking into account 
their structural features, such as a large cell size 
(diameter – 120 μm, volume – 9.05×105  μm3) and a 
low ratio of surface area to volume (p < 0.05) [19]. 
Individual characteristics of oocytes play an impor- 
tant role in the outcomes of their freeze-thawing: 
ZP thickness, cytoplasmic inclusions, vacuoles, the 
state of endoplasmic reticulum, which must be taken 
into account for optimizing cryobiotechnological 
protocols [2].

Plasma membrane, the mechanical characteris- 
tics  of which are determined by the presence of 
cholesterol and structural proteins of cytoskele- 
ton is the primary target of the action of cryopre- 
servation factors [13]. In combination with mic- 
rotubules and microfilaments of cytoskeleton, it 
provides volume regulation under the effect of os- 
motic factor. Carbohydrate components of oolem- 
ma, being in combination with proteins (glycopro- 
teins) and lipids (glycolipids), ensure the stability 
 of protein molecules [5].

At different cryopreservation stages, action of 
high concentrations of cryoprotectants results in 
changes of concentration gradients occurs on the 
oocyte membrane, possibly leading to structural 
and functional alterations [6]. In addition, the 
release of cortical granules occurring after free- 
ze-thawing changes the extracellular matrix of 
oocyte and results in ZP solidification, reducing 
the frequency of fertilization of cryopreserved 
oocytes in vitro [6, 12]. Therefore, intracytoplas- 
mic sperm injection (ICSI) into the ooplasm is the 
primary fertilization method of these oocytes [21]. 
During ICSI oolemma is affected, and as a result, 
its integrity is damaged. Herewith, the exposure 
during introduction of sperm into the oocyte de- 
pends on the cell turgor, which is determined by the 
structural and functional characteristics of oolem- 
ma. As a result, there may be variations of its inva- 
gination depth, which can serve as predictors of 
oocyte fertilization and zygotic formation [15, 24]. 
Whereas structural and functional characteristics of 
membrane after cryopreservation can change [22], 
we assumed that a decrease in osmotic load at the 
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матозоида в ооцит зависит от тургора клетки, ко-
торый определяется структурно-функциональны- 
ми характеристиками оолеммы. В результате 
возможны вариации степени ее инвагинации, ко- 
торые могут служить предикторами оплодотво-
рения ооцитов и образования зигот [18, 24]. По-
скольку структурно-функциональные характе- 
ристики мембраны после криоконсервирования 
могут изменяться [5], мы предположили, что сни-
жение осмотической нагрузки на этапе выведения 
криопротектора из клетки позволит сохранить 
функциональные характеристики оолеммы.

Цель исследования ‒ сравнение степени ин-
вагинации оолеммы в ходе проведения ICSI и 
частоты образования зигот при оплодотворении 
нативных и криоконсервированных ооцитов с 
использованием стандартного и модифицирован-
ного протоколов витрификации.

Материалы и методы
Результаты исследования получены на осно-

вании ретроспективного анализа данных эмбрио-
логических протоколов пациентов, проходивших 
курс лечения бесплодия методами ВРТ в меди-
цинском центре ДРТ-клиника репродуктивной 
медицины, г. Харьков. Все манипуляции с гаме-
тами и эмбрионами проводили согласно положе-
ниям «Конвенции Совета Европы о защите прав и 
достоинства человека в связи с применением до-
стижений биологии и медицины» (Овьедо, 1997), 
доклада Главного комитета по биоэтике «Защита 
эмбрионов человека in vitro» (Страсбург, 2003) по 
информированному согласию пациентов и реше-
нию Комитета по биоэтике Института проблем 
криобиологии и криомедицины НАН Украины.

Всего было проанализировано 106 ооцитов, 
полученных после индукции суперовуляции у 
14 женщин 21–38 лет, средний возраст (29,9 ± 
± 4,8) лет. Ооциты были разделены на три группы: 
1 ‒ свежевыделенные ооциты (n = 40); 2 ‒ ооциты, 
криоконсервированные по стандартному прото- 
колу (n = 30) и 3 ‒ ооциты, криоконсервированные 
по модифицированному протоколу (n = 36).

Индукцию суперовуляции осуществляли с ис- 
пользованием длинного среднелютеинового про-
токола с агонистами гонадотропин-рилизинг гор-
мона и рекомбинантным фолликулостимулирую-
щим гормоном. Контролируемую суперовуляцию 
проводили при ультразвуковом и гормональном 
мониторинге. В качестве триггера финального со-
зревания фолликулов использовали рекомбинант-
ный хорионический гонадотропин.

Полученные после аспирации фолликулов оо-
циты культивировали в среде «Global total for fer-
tilization» («LifeGlobal», США). Через 4 ч культи- 

stage of removing the cryoprotectant from the cell 
allowed to preserve the functional characteristics of 
oolemma.

The research aim was to compare the degree of 
oolemma invagination during ICSI and frequency 
of zygotic formation during fertilization of fresh 
and cryopreserved oocytes using standard and mo- 
dified vitrification protocols.

Materials and methods
The findings represent a retrospective analysis of 

the data of embryological protocols of the patients 
undergoing an infertility treatment by ART at the 
ART-Clinic of Reproductive Medicine, Kharkiv. All 
the manipulations with gametes and embryos were 
performed according to ‘The Convention on human 
rights and biomedicine of the Council of Europe’ 
and the report of the Steering Committee On Bio- 
ethics (Oviedo, 1997) on ‘The Protection of the hu- 
man embryo in vitro’ (Strasbourg, 2003) with an in- 
formed patient consent as well as the decision of the 
Committee in Bioethics of the Institute for Problems 
of Cryobiology and Cryomedicine of the National 
Academy of Sciences of Ukraine.

In the study there were analyzed 106 oocytes 
obtained after induction of superovulation in 14 wo- 
men aged of 21–38 years, mean age made (29.9 ± 
± 4.8) years. The oocytes were divided into three 
groups: 1 – freshly isolated oocytes (n = 40); 2 – 
oocytes cryopreserved according to the standard 
protocol (n = 30) and 3 – oocytes cryopreserved ac- 
cording to the modified protocol (n = 36).

Superovulation was induced using a long midluteal 
protocol with agonists of gonadotrophin releasing 
hormone and recombinant follicle-stimulating one. 
Controlled superovulation was performed under 
ultrasound and hormonal monitoring. Recombinant 
chorionic gonadotrophin was used as a trigger for 
the final maturation of follicles. 

The oocytes obtained after aspiration of follicles 
were cultured in Global Total for Fertilization me- 
dium (LifeGlobal, USA). After 4 hours of in vitro 
culturing, the oocytes were placed into 80 IU/ml 
of hyaluronidase solution (LifeGlobal, USA) for 
30 sec, thereafter they were denuded (cumulus cells 
were removed by pipetting). Two hours after the 
described procedure, oocytes evaluated as mature 
(stage MII) were cryopreserved according to a stan- 
dard protocol: the oocytes were equilibrated for 
12 min in 7.5% dimethyl sulfoxide (DMSO) and 
7.5% ethylene glycol (EG) and then transferred to 
a vitrification solution containing 15% DMSO and 
15% EG [10].

Cryoprotection media were prepared based on the 
mentioned  culture medium. The oocytes were imme- 
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вирования in vitro ооциты помещали в 80 МЕ/мл 
раствора гиалуронидазы («LifeGlobal», США) на 
30 с, после чего проводили их денудацию (клет-
ки кумулюса удаляли пипетированием). Через 2 ч 
после описанной процедуры ооциты, оцененные 
как зрелые (стадия МII), криоконсервировали по 
стандартному протоколу: ооциты эквилибрирова-
ли 12 мин в растворе 7,5% диметилсульфоксида 
(ДМСО) и 7,5% этиленгликоля (ЕГ), а затем пе-
реносили в витрификационный раствор, содержа-
щий 15% ДМСО и 15% ЕГ [13]. Криозащитные 
растворы были приготовлены на основе указан- 
ной среды культивировния. Ооциты немедлен- 
но переносили на поверхность криотопа («Irvine 
Scientific», США) в 1‒2 мкл витрификационно-
го раствора и погружали в жидкий азот. Ооциты 
отогревали следующим образом: извлеченный из 
жидкого азота криотоп отогревали в 1,0 М раство-
ре сахарозы (предварительно нагретом до 37ºС). 
Выдерживали в течение минуты и переносили в 
1 мл 0,5 М раствора сахарозы на 3 мин. После чего 
ооциты культивировали in vitro на протяжении 
3 ч до выполнения ICSI.

Модификация метода состояла в том, что от-
мывку ооцитов от криозащитного раствора про-
водили многоступенчато. Для этого ооциты после 
отогрева переносили в растворы с постепенно 
снижающейся концентрацией сахарозы (0,75; 0,5; 
0,25; 0,125 и 0 М) и выдерживали в каждом из них 
по 2 мин. 

Интрацитоплазматическая инъекция спермия 
в ооцит была проведена в соответствии с обще- 
принятой методикой [17]. Факт образования зи- 
гот констатировали через 16‒18 ч после ICSI по 
наличию двух пронуклеусов в ооплазме ооцита. 

При введении спермия в ооплазму отмечали 
следующие типы инвагинации оолеммы: А ‒ нор-
мальная, с проникновением инъекционной иглы 
на глубину до 1/2 диаметра ооцита; B ‒ низкая 
с проникновением инъекционной иглы на глу- 
бину менее 1/3 диаметра ооцита; C ‒ отсутствие  
инвагинации оолеммы, прокол ооцита происхо- 
дит сразу после введения иглы; D ‒ повышенная 
прочность мембраны, сложность прокола, игла 

diately transferred on cryotope surface (Irvine Scien- 
tific, USA) in 1–2 μl of vitrification solution and 
immersed into liquid nitrogen. The oocytes were 
thawed as follows: the cryotope removed from liquid 
nitrogen was warmed in 1.0 M sucrose solution (pre- 
heated up to 37°C). It was kept for a minute and 
transferred to 1 ml of 0.5 M sucrose solution for 
3 minutes. After that, the oocytes were cultured in 
vitro for 3 h before ICSI.

The modification of the method consisted in 
step-by-step washing of oocytes from cryoprotective 
solution. Herewith the oocytes after thawing were 
transferred to solutions with a gradually decreasing 
concentration of sucrose (0.75, 0.5, 0.25, 0.125 and 
0 M) and kept in each of them for 2 min.

Intracytoplasmic injection of sperm into the 
oocyte was carried out in accordance with the ge- 
nerally accepted procedure [14]. The fact of zy- 
gote formation was established in 16–18 hrs after 
ICSI by the presence of two pronuclei in oocyte 
ooplasm.

During sperm injection into ooplasm, the follo- 
wing types of invagination of oolemma were ob- 
served: A – normal invagination, with penetration 
of injection needle to a depth of up to 1/2 of oocyte 
diameter; B – low with penetration of injection 
needle to a depth of less than 1/3 of oocyte diame- 
ter; C – without oolemma invagination – the oocyte 
puncture occured immediately after injection; D – 
increased membrane integrity, complicated puncture, 
the needle penetrated to a depth of more than 3/4 
of oocyte diameter (Fig. 1).

The groups were compared using the χ2 test. The 
data were presented as (M ± m) and compared using 
two-tailed unpaired t-test. The value of p < 0.05 was 
considered as statistically significant.

Results and discussion
The ICSI procedure involves the injection of 

spermatozoon, being in micropipette into ooplasm 
after ZP dissection [7]. At the same time, we 
observed a different degree of oolemma invagination, 
according to which the oocyte turgor was judged, 
such as: normal; low; completely absent and high. 

1 2 3 4

Рис. 1. Классификация типов инвагинации оолеммы при ICSI: 1 ‒ тип А; 2 ‒ тип B; 3 ‒ тип C; 4 ‒ тип D. DIC-контраст. 
Fig. 1. Classification of oolemma invagination types during ICSI: 1 – type A; 2 – type B; 3 – type C; 4 – type D. DIC-contrast.
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проникает на глубину более чем 3/4 диаметра 
ооцита (рис. 1). 

Сравнения между группами были выполнены с 
использованием χ2-теста. Данные были представ-
лены как (М ± m) и сравнивались с использова-
нием двухстороннего непарного t-теста. Значение 
р < 0,05 считалось статистически значимым.

Результаты и обсуждение
Выполнение ICSI требует введения в ооплаз-

му спермия, находящегося в микропипетке, пос- 
ле рассечения ZP [10]. При этом мы наблюдали 
разную степень инвагинации оолеммы (высокая, 
нормальная, низкая и полное отсутствие), по кото- 
рой судили о тургоре ооцита. Анализ этих вариан- 
тов при проведении ICSI позволил заключить, что 
все проанализированные ооциты с инвагинаци-
ей типов А характеризовались высокой частотой 
оплодотворения (таблица). В случае типов В и D 
этот показатель был значимо ниже. При отсут-
ствии инвагинации оолеммы в процессе инъекции 
спермия в ооплазму (тип С) частота оплодотворе-
ния была минимальной, а в большинстве случаев 
ооциты дегенерировали в течение нескольких ча-
сов после ICSI. 

В нативных ооцитах при выполнении ICSI в 
(83 ± 7,3)% случаев была отмечена нормальная 
инвагинация оолеммы (рис. 2, группа 1). При 
этом частота их оплодотворения была достаточно 
высокой ‒ более 80% (таблица). После криокон-
сервирования стандартным методом количество 
ооцитов с нормальной инвагинацией оолеммы 
уменьшилось, однако использование модифици-
рованного метода позволило увеличить количе-
ство ооцитов с указанными характеристиками до 
(69 ± 4,9)% (рис. 2, группы 2 и 3).

Количество ооцитов с низкой инвагинацией 
мембраны (тип В) было одинаковым во всех ис-
следуемых группах. При этом частота оплодотво-
рения таких ооцитов была достаточно высокой и 
составила (73,5 ± 5,9), (68,6 ± 5,6) и (70,2 ± 6,6)% 
для групп 1‒3 соответственно. После криокон-
сервирования увеличилось количество ооцитов 
с отсутствием инвагинации оолеммы (при стан-
дартном способе – в 3 раза, с модификацией – в 
1,5 раза) (рис. 2, группы 1 и 2). Такие ооциты де-
генерировали сразу же после выполнения ICSI и, 
соответственно, оплодотворения не происходило. 
Полученные результаты согласуются с данными 
исследований, в которых отмечено, что дегене-
рация ооцитов тесно связана с характеристика-
ми оолеммы [23]. Отсутствие тургора ооцита яв-
ляется прогностическим критерием нарушения 
экструзии второго полярного тела. Pазрыв мемб- 
раны может влиять на корковый компонент цито- 

The analysis of these variants during ICSI allowed 
concluding all the analyzed oocytes with type A 
invagination to be characterized by a high rate of 
fertilization (Table). In case of type B and D, this 
index was significantly lower. When no oolemma 
invagination occurred during spermatozoon injec- 
tion into ooplasm (type C), the fertilization frequency 
was minimal, and in most cases the oocytes dege- 
nerated within a few hours after ICSI. 

During ICSI a normal invagination of oolemma 
was observed in (83 ± 7.3)% of cases in native 
oocytes (Fig. 2, group 1). Herewith the frequen- 
cy of their fertilization was quite a high, namely 
above 80% (Table). After cryopreservation with the 
standard technique, the number of oocytes with 
normal invagination of oolemma decreased, but 
the use of modified method allowed to augment 
the oocyte number with the mentioned characteris- 
tics up to (69 ± 4.9)% (Fig. 2, groups 2 and 3).

The number of oocytes with low invagination 
of membrane (type B) was the same in all the stu- 
died groups. Herewith the fertilization frequency 
of these oocytes was quite a high and made (73.5 ± 
± 5.9), (68.6 ± 5.6) and (70.2 ± 6.6)% for groups 
1–3, respectively. After cryopreservation, the num- 
ber of oocytes with no oolemma invagination 
increased (thrice if using the standard technique 
and in 1.5 time if modified) (Fig. 2, group 1 and 2). 
These oocytes degenerated immediately after ICSI 
performance and therefore no fertilization occurred. 
Our findings correlate with the reported data, where 
the oocyte degeneration was revealed to be closely 
related to oolemma characteristics [23]. The absence 
of oocyte turgor is a prognostic criterion of extru- 
sion disorder in the second polar body. The memb- 

Тип инвагинации 
оолеммы 

Type of oolemma 
invagination

Частота оплодотворения в группах, %
Fertilization frequency in groups, %

1 2 3

A 88,8 ± 4,2 83,4 ± 7,1 87,9 ± 7,3

B 73,5 ± 5,9 68,6 ± 5,6 70,2 ± 6,6

C 32,2 ± 3,8 21,3 ± 4,4* 27,4 ± 2,5

D 67 ± 4,3 55 ± 3,9* 59,9 ± 3,5*

Частота оплодотворения ооцитов с разным типом 
инвагинации оолеммы

Frequency of oocyte fertilization with different type 
of oolemma invagination 

Примечание: * – различия статистически значимы относи-
тельно группы 1, р < 0,05.
Note: * – differences are statistically significant with respect 
to group 1, р < 0.05.
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золя и, следовательно, на цитоскелет ооцита, что 
приводит к нарушению строения микротрубо-
чек, ответственных за сегрегацию и вытеснение 
хроматид (в форме полярного тела) при втором 
мейотическом делении [20]. 

После криоконсервирования значимо увели-
чилось количество ооцитов с повышенной проч-
ностью мембраны (рис. 2, группа 2). Однако это 
не повлияло на частоту их оплодотворения. При 
выполнении ICSI в ооцитах с повышенным турго-
ром оолеммы для проникновения иглы в ооплаз- 
му необходимо создать более высокое давление 
для прохождения через интрацитоплазмати- 
ческие структуры, при котором возможно пов- 
реждение мейотического аппарата и цитоске- 
лета [14]. Поэтому на такое поведение оолеммы 
необходимо обращать особое внимание во избе-
жание дальнейшего культивирования и переноса 
в полость матки пациентки эмбрионов с хромосо-
мными патологиями.

В эмбрионах, полученных из ооцитов со сла-
бым тургором, чаще возникает фрагментация 
участков цитоплазмы, которая ассоциируется с 
низким имплантационным потенциалом [12]. По-
казано, что степень инвагинации оолеммы может 
зависеть от состояния ZP. Так, ооциты с ZP имеют 
модуль упругости оолеммы, который более чем в 
85 раз выше, чем без ZP [7]. Это может частично 
объяснить важную роль ZP в криозащите оолем-
мы: сопротивление механическому стрессу из-за 
возможного образования льда во время криокон-
сервирования.

Криоконсервирование и дальнейшее инъеци-
рование ооцитов, лишенных ZP, является пробле-
матичным. В литературе представлены данные об 
их успешном выживании, оплодотворении, раз- 
витии эмбрионов и наступлении беременности 
после эмбриотрансфера в полость матки [4]. 

Выводы 
1. Тип инвагинации оолеммы может быть про-

гностическим фактором оплодотворения свеже-
выделенных и криоконсервированных ооцитов 
после проведения ICSI. Ооциты с нормальной 
инвагинацией оолеммы характеризуются высокой 
частотой оплодотворения, при отсутствии ин-
вагинации частота оплодотворения снижается, 
наблюдается дегенерация ооцитов.

2. После криоконсервирования по стандартно-
му протоколу увеличивается количество ооцитов 
с повышенной прочностью мембраны. Четырех-
ступенчатый метод выведения криопротектора из 
ооцитов с 2-минутными интервалами более эф-
фективный для сохранения нормального тургора 
ооцитов, чем двухступенчатый.

rane rupture may affect the cortical component of 
cytosol and, consequently, the oocyte cytoskeleton, 
that entails a disordered structure of microtubules, 
being responsible for segregation and dislocation 
of chromatids (in terms of the polar body) in the 
second meiotic division [17].

After cryopreservation, the oocyte number with 
an increased membrane strength significantly aug- 
mented (Fig. 2, group 2). However, this had no ef- 
fect on their fertilization frequency. During ICSI, 
a higher pressure should be applied in the oocytes 
with an increased turgor of oolemma to penetrate 
the needle into ooplasm for passing through intra- 
cytoplasmic structures, when meiotic apparatus and 
cytoskeleton may be damaged [11].Therefore, this 
behavior of oolemma needs special attention in or- 
der to avoid further cultivation and transfer into 
uterine cavity of the embryos with chromosomal 
pathologies.

In the embryos, procured from oocytes with a 
low turgor, the fragmentation of cytoplasmic sites 
appears more frequently, being associated with a low 
implantation potential [9]. The degree of oolemma 
invagination rate was shown to depend on ZP state. 
For example, the oocytes with ZP have the Young’s 
modulus of oolemma, more than 85 times higher 
than ZP-free ones [4]. This may partly explain an 
important role of ZP in oolemma cryoprotection, 
i. e. the resistance to mechanical stress due to a pos- 
sible ice formation during cryopreservation.

Cryopreservation and further injection of ZP-
deprived oocytes are questionable. There are the 
reported data on their successful survival, fertilization, 
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Рис. 2. Тип инвагинации оолеммы в нативных и крио- 
консервированных ооцитах человека: ■ ‒ А;  ■ ‒ B; 
□ ‒ C; ■ ‒ D.
Fig. 2. Type of oolemma invagination in native and cryo- 
preserved human oocytes: ■ ‒ А; ■ ‒ B; □ ‒ C; ■ ‒ D.
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embryo development and pregnancy onset after 
embryo transfer into uterine cavity [19].

Conclusions
1. The type of oolemma invagination may be 

a prognostic index in fertilization of fresh and 
cryopreserved oocytes after ICSI. The oocytes with 
normal oolemma invaginations are characterized 
by a high fertilization frequency, and if it is absent 
the fertilization frequency decreases, and the oocyte 
degeneration is observed.

2. After cryopreservation according to the stan- 
dard protocol, the number of oocytes with increased 
membrane strength augments. A four-step method 
for cryoprotectant removal out of oocytes with 
2-minute intervals is more efficient for preserving 
a normal oocyte turgor than a two-step one.
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