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Резюме
Актуальность. Вспомогательные репродуктивные технологии (ВРТ) являются перспективными 

методами лечения бесплодия. Персонализированный подход позволяет повысить их эффективность. 
Одним из таких подходов является разработка методов оценки качества эмбриона для переноса. 
Качество эмбриона, во многом определяющее успешность процедуры переноса, в значительной мере 
зависит от качества гамет, участвовавших в оплодотворении. Поэтому разработка неинвазивных 
методов оценки качества ооцитов востребована для развития персонализированных ВРТ. Молекулярно-
биологическая характеристика клеток кумулюса может быть использована для оценки качества ооцитов 
и прогнозирования успешности имплантации перенесенного эмбриона. Цель исследования: оценка 
уровня экспрессии потенциальных генов — маркеров качества ооцита (AREG, STAR, PTGS2, HAS2 и SCD5) 
в кумулюсных клетках здоровых доноров и пациенток с первичным и вторичным типами бесплодия. 
Материалы и методы. В исследовании участвовало 9 здоровых доноров и 19 доноров из числа лиц, 
проходящих лечение бесплодия с применением методов ВРТ. Из клеток кумулюса, полученных при 
подготовке ооцитов к оплодотворению, выделяли РНК и синтезировали кДНК, которую использовали 
в качестве матрицы для ПЦР в режиме реального времени с праймерами к указанным выше генам 
интереса. Результаты. Обнаружены достоверные различия в уровне экспрессии гена AREG между 
клетками кумулюса ооцитов с успешным (процедура закончилась родами) и неудачным исходами ЭКО. 
Для генов STAR, HAS2, PTGS2 и SCD5 различия не выявлены. Заключение. Метод определения уровня 
экспрессии генов-маркеров с помощью ПЦР в режиме реального времени является перспективным для 
оценки качества ооцитов. Ген AREG является одним из возможных генов-маркеров.

Ключевые слова: амфирегулин, ооцит-кумулюсный комплекс, созревание ооцита, экстракорпоральное 
оплодотворение.
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Abstract
Background. Assisted reproductive technologies (ART) represent the most promising and successful meth-

ods of infertility treatment. A personalized approach may enhance its efficacy. One such approach is the devel-
opment of reliable methods for assessing the quality and selection of embryos for transfer. The quality of the 
embryo is largely contingent upon the quality of the gametes involved in fertilization; thus, the development of 
non-invasive methods to assess oocyte quality represents a crucial step in the advancement of personalized ART. 
It is proposed that molecular and biological characterization of cumulus cells can be utilized to assess oocyte 
quality and predict the success of implantation of transferred embryos. The aim of the study was to evaluate the 
expression levels of potential oocyte quality marker genes (AREG, STAR, PTGS2, HAS2 and SCD5) in cumulus 
cells from healthy donors and patients with primary and secondary infertility. Materials and Methods. Nine 
donors and 19 patients were enrolled in the study. RNA was isolated from cumulus cells obtained during oocyte 
preparation for fertilization, and cDNA was synthesized. The cDNA was used as a matrix for real-time PCR with 
primers for the above-mentioned genes of interest. Results. Significant difference in AREG gene expression was 
observed between patients with successful (i.e. ended with birth) outcome and with IVF failure. No difference 
was found for the STAR, HAS2, PTGS2 and SCD5 genes. Conclusion. The method of assessing the expression 
level of marker genes in cumulus cells by real-time PCR shows considerable promise for the assessment of oo-
cyte quality. The AREG gene is a potential candidate for use as a marker of oocyte quality.
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Список сокращений: ОКК — ооцит-кумулюс-
ный комплекс, ПЦР — полимеразная цепная реак-
ция, AREG — амфирегулин, GREM1 — gremlin 1 
(гремлин 1), HAS2 — hyaluronan synthase 2 (гиалуро-
нансинтаза 2), PTGS2 — Prostaglandin-endoperoxide 
synthase 2 (простагландин-эндопероксидсинтаза 
2), SCD1,5 — Stearoyl-CoA desaturase-1,5 (стеаро-
илКоА десатураза-1,5), YWHAZ — 14-3-3 protein 
zeta/deltaс (белок 14-3-3 дзета/дельта).

Бесплодие представляет собой состояние, ха-
рактеризующееся нарушением репродуктивной 
функции у мужчин или женщин и проявляюще-
еся в невозможности достижения беременности 
при регулярной половой жизни без применения 
методов контрацепции в течение 12 месяцев [1]. 
Оно является результатом различных физиологи-
ческих и патологических факторов. По последним 
данным Всемирной организации здравоохране-



 409том 11 № 5 / 2024

Молекулярная биология и генетика / Molecular Biology and Genetics

ния, проблема бесплодия затрагивает около 17,5 % 
взрослого населения, то есть примерно каждый 
шестой человек в мире не может реализовать свою 
репродуктивную функцию [2].

Вспомогательные репродуктивные технологии 
(ВРТ) являются самыми эффективными методами 
лечения бесплодия, к которым относятся экстра-
корпоральное оплодотворение (ЭКО), микроинъ-
екция сперматозоида в яйцеклетку (ИКСИ) и др. 
Сегодня в мире родилось более 15 млн детей в ре-
зультате применения этих программ. Основная 
задача преодоления бесплодия методами ВРТ — 
наступление беременности и рождение одного 
здорового ребенка. С целью оптимизации эффек-
тивности программ ВРТ требуются различные 
персонифицированные подходы. Одним из клю-
чевых аспектов является отбор эмбриона лучшего 
качества для переноса в матку, то есть эмбриона 
с высоким потенциалом имплантации и дальней-
шего развития. В клинической практике с целью 
снижения риска возникновения многоплодной 
беременности рекомендуется проводить селек-
тивный перенос только одного эмбриона согласно 
клиническим рекомендациям Министерства здра-
воохранения Российской Федерации [3] и прика-
зу Минздрава России № 803н от 31.07.2020. Такое 
ограничение способствует контролю над проце-
дурой ЭКО, уменьшая вероятность многоплодной 
беременности и связанных с ней осложнений как 
для матери, так и для развивающегося плода. Чем 
выше качество эмбриона, тем выше вероятность 
наступления беременности и рождения здорового 
ребенка. При выборе эмбриона для переноса ис-
пользуют как морфологические критерии (клас-
сификация бластоцист по Гарднеру) [4], так и до-
полнительные методы оценки (морфокинетика, 
преимплантационное генетическое тестирование 
на анеуплоидии) [5, 6]. Оценка качества ооцита, из 
которого получен эмбрион, представляется допол-
нительным высокоинформативным инструментом 
для выбора эмбриона с максимальным потенциа-
лом к имплантации.

Известно, что качество эмбрионов во многом 
определяется качеством гамет, использованных 
для оплодотворения: ооцитов и сперматозоидов 
[6]. Поэтому возможность оценки ооцита, исполь-
зованного для получения эмбриона, может стать 
дополнительным инструментом выбора для се-
лективного переноса. Морфологическая оценка 
ооцитов проводится с целью определения их при-
годности к использованию в программах ЭКО/
криоконсервации и включает в себя: определение 
степени мейотической зрелости, а также выявле-
ние и фиксацию в протоколе морфологических 

дисморфизмов различных структур ооцита, ко-
торые значимо влияют на клинические исходы 
(согласно методическим рекомендациям Россий-
ской Ассоциации репродукции человека (РАРЧ)  
от 15 ноября 2021 г.) [7].

Благодаря развитию технологий и научным 
исследованиям постоянно появляются новые 
подходы и методы, позволяющие более надежно 
определить качество ооцитов и повысить шансы 
на успешное проведение ВРТ и повысить частоту 
живорождений.

Для оценки качества ооцитов используют ин-
вазивные и неинвазивные методы исследования. 
При неинвазивных методах сам ооцит не затраги-
вается, а оценка качества происходит либо на ос-
нове его морфологии, либо на основе анализа кле-
ток и жидкостей, окружающих ооцит и имеющих 
непосредственное влияние на его рост и развитие 
[6]. К инвазивным методам можно также отнести 
оценку плоидности ооцита на основе анализа по-
лярного тельца, поскольку биопсия полярного 
тельца проводится через разрез zona pellucida [8]. 
Поскольку ооциты представляют большую цен-
ность, предпочтение отдается разработке именно 
неинвазивных методов, которые позволяют оце-
нить их качество с минимальным нарушением 
условий культивирования, оплодотворения и раз-
вития эмбриона. К неинвазивным методам ис-
следования относятся: транскриптомный анализ 
кумулюсных/гранулезных клеток, протеомный, 
транскриптомный и метаболомный анализ фолли-
кулярной жидкости [6, 9].

В процессе роста ооцит получает необходимые 
ему вещества от окружающих его соматических 
клеток [10, 11]. Во время фолликуло- и оогенеза 
между клетками ооцит-кумулюсного комплекса 
(ОКК) формируются тесные взаимодействия по-
средством щелевых контактов, благодаря чему 
происходит перенос питательных веществ и сиг-
нальных молекул между ооцитом и кумулюсом, 
что обеспечивает взаимовлияние при созревании 
ооцита [12]. При естественном оплодотворении 
происходит взаимодействие кумулюсных клеток 
с рецепторами гиалуроновой кислоты, располо-
женными на головке сперматозоидов, что при-
водит к их разрушению и обеспечению доступа 
сперматозоида к блестящей оболочке ооцита.

Избыточные кумулюсные клетки, окружаю-
щие ооцит, часто удаляют непосредственно при 
получении ОКК, оставляя несколько слоев клеток 
вокруг ооцита для удобства дальнейших манипу-
ляций. В настоящее время появляется все больше 
исследований, в которых кумулюсные клетки ис-
пользуются в роли дополнительного неинвазив-
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ного источника маркеров качества яйцеклеток, 
поскольку есть возможность контролировать, 
от какого ооцита данные кумулюсные клетки 
были получены, а предлагаемые методы позволя-
ют получить данные достаточно быстро. Все это 
в совокупности делает их удобным материалом 
для исследований, предположительно позволяю-
щих быстро оценивать качество ооцита и полу-
ченного из него эмбриона.

Поскольку клетки кумулюса способствуют 
успешному эмбриональному развитию посред-
ством тщательно настроенной и специфичной 
по времени программы экспрессии соответству-
ющих генов [12–14], анализ характера их экспрес-
сии и связанных с ними молекулярных функций 
может являться мощным инструментом для полу-
чения информации о процессах, связанных с ком-
петентностью ооцита.

Последние научные исследования показыва-
ют, что уровни транскриптов определенных генов 
в клетках кумулюса и гранулезы связаны с созре-
ванием ооцитов, жизнеспособностью эмбриона, 
беременностью и ее исходом [11, 13, 15–17].

Хорионический гонадотропин (ХГЧ) и лютеи-
низирующий гормон (ЛГ) индуцируют быструю 
кратковременную экспрессию факторов, подоб-
ных эпидермальному фактору роста (EGF) — 
амфирегулина (AREG) и эпирегулина (EREG) — 
в пристеночных гранулезных и кумулюсных 
клетках. AREG и EREG индуцируют экспрессию 
простагландинсинтазы-2 (PTGS2, также назы-
ваемой COX2) и HAS2, которые необходимы для 
синтеза и стабилизации внеклеточного матрикса 
кумулюсных клеток, экспансии кумулюса и по-
следующей овуляции. Продукты этих генов были 
оценены как потенциальные биомаркеры в иссле-
дованиях с использованием qPCR для анализа 
транскриптома кумулюсных и гранулезных кле-
ток [15, 17].

Исследован уровень экспрессии HAS2, PTGS2, 
и GREM1 в 108 ооцитах и клетках кумулюса че-
ловека в зависимости от зрелости гамет, оплодот-
ворения и качества эмбрионов. Экспрессия PTGS2 
и HAS2 была в 6 раз выше, а у GREM1 — в 15 раз 
выше в кумулюсных клетках, окружающих ооци-
ты, из которых в дальнейшем развились эмбрионы 
высокого качества, по сравнению с кумулюсными 
клетками ооцитов, которые привели к образова-
нию эмбрионов низкого качества [17]. В другом 
исследовании [13] авторы провели анализ транс-
крипции генов, активность которых повышается 
в кумулюсных клетках в ответ на предовулятор-
ный всплеск ЛГ, который предшествует экспансии 
кумулюса: стероидогенный острый регуляторный 

белок (STAR), PTGS2, AREG, две стеароил-коэнзим 
А-десатуразы (SCD1 и SCD5). Уровни экспрессии 
всех исследованных генов повышались после воз-
обновления мейоза. Таким образом, созревание 
ядра было связано с повышенной экспрессией 
STAR, PTGS2, AREG, SCD1 и SCD5 кумулюсны-
ми клетками. Основываясь на данных литерату-
ры, процитированных выше, гены AREG, STAR, 
PTGS2, HAS2 и SCD5 были нами отобраны для ис-
следования.

Целью данной работы являлась оценка уровня 
экспрессии потенциальных генов — маркеров ка-
чества ооцита (AREG, STAR, PTGS2, HAS2 и SCD5) 
в кумулюсных клетках здоровых доноров и паци-
енток с первичным и вторичным типами беспло-
дия. В ходе исследования показано, что экспрес-
сия гена AREG, но не STAR, SCD5, PTGS2 и HAS2 
в клетках кумулюса варьирует у пациенток с раз-
личным исходом процедуры ЭКО. Полученные 
данные позволяют рассматривать AREG в каче-
стве одного из кандидатов для создания панели 
маркеров прогнозирования качества ооцита.

Материалы и методы
Этические принципы
Все образцы клеток кумулюса получены 

от здоровых доноров и пациентов с первичным 
и вторичным бесплодием, проходящих лечение 
с использованием методов ВРТ. Забор образцов 
осуществляли в соответствии с Хельсинкской де-
кларацией Всемирной медицинской ассоциации 
(Хельсинкская декларация: этические принципы 
медицинских исследований с участием челове-
ка, включая поправки, внесенные на 64-м заседа-
нии ВМА в Форталезе, Бразилия, октябрь 2013 г.) 
(WMA declaration of Helsinki — ethical principles for 
medical research involving human subjects, 1964). От 
каждого пациента, участвующего в исследовании, 
получено письменное информированное согласие. 
Также получено разрешение этического комитета 
(№ 11 от 22.12.2016) клиники ВРТ, в которой про-
изводили забор материала.

Пациенты
В исследовании в качестве материала использо-

вались кумулюсные клетки, полученные из ОКК 
здоровых женщин, участвующих в программе 
донорства ооцитов, и пациенток, обращающихся 
в клинику за услугами ВРТ. Всего было включено 
19 пациенток. В качестве доноров (n = 9), согласно 
Приказу Минздрава России № 803н от 31.07.2020, 
отбирали женщин в возрасте от 18 до 35 лет, под-
ходящих по показателям здоровья. Возраст паци-
енток с различными формами бесплодия на мо-
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мент исследования варьировал от 27 до 42 лет. 
В исследование включали только женщин с нор-
мальным для своей возрастной группы уровнем 
антимюллерова гормона (АМГ). В дальнейшем 
их разделяли на две группы по типу бесплодия: 
первично бесплодные (женщина ни разу в жизни 
не была беременна, уровень АМГ 6,86 ± 4,3) и вто-
рично бесплодные (ранее у женщины наступали 
беременности, но на данный момент забеременеть 
не может, уровень АМГ 3,7 ± 3,2). Значительный 
разброс в группах по уровню АМГ связан с воз-
растом пациенток.

Получение клеток кумулюса
У доноров и пациенток проводили контроли-

руемую овариальную стимуляцию (КОС) с ис-
пользованием стандартных схем и применением 
стартовых и курсовых доз гонадотропинов. Дли-
тельность КОС в среднем составила 8,6 ± 1,9 дня. 
В нашем исследовании стимуляцию овуляции осу-
ществляли с помощью протоколов с антагониста-
ми гонадотропин-рилизинг- гормонов (ант-ГнРГ). 
Для стимуляции фолликулогенеза начинали вве-
дение рекомбинантного фолликулостимулиру-
ющего гормона (р-ФСГ — фоллитропин альфа 
(Гонал-Ф, Merck Serono, Швейцария) или фолли-
тропин бета (Пурегон®, Нидерланды)) с 2–4 дня 
менструального цикла. Стартовая доза составила 
в среднем 198,6 ± 55, 3 МЕ. Введение ант-ГнРГ 
(цетрореликс, «МедСинтез», Россия) в ежеднев-
ной дозе 0,25 мг подкожно начинали при дости-
жении лидирующим фолликулом диаметра 13–14 
мм и продолжали до введения триггера овуляции. 
Суммарная доза препаратов р-ФСГ составила 
в среднем 2034 ± 580 МЕ. Для контроля за ростом 
фолликулов и состоянием эндометрия использова-
ли УЗ-мониторинг. При достижении фолликулами 
диаметра 17–18 мм назначали триггер овуляции — 
рекомбинантный хорионический гонадотропин — 
ХГ (хориогонадотропин альфа, Овитрель®, Merck 
Serono, Швейцария) в дозе 250 мкг/0,5 мл. Через 36 
часов после введения овуляторной дозы р-ХГ про-
водили трансвагинальную пункцию под УЗ-кон-
тролем и аспирацию содержимого всех фоллику-
лов более 13 мм. Антральные и преантральные 
фолликулы пунктировали иглой под контролем 
УЗИ. Фолликулярную жидкость собирали в про-
бирки, передавали эмбриологу, который просма-
тривал ее, находил и отбирал из них ооцит-ку-
мулюсные комплексы. Часть кумулюсных клеток 
отделяли с помощью препаровальных игл, полу-
ченные клетки помещали в культуральную среду 
Flushig Medium (Origio, США) и передавали для 
научных исследований. Сразу в день забора клет-

ки кумулюса транспортировались в питательной 
среде из клиники в лабораторию при температуре 
37 °С для дальнейших манипуляций.

Выделение РНК
Выделение РНК из клеток кумулюса проводи-

ли с помощью набора RNA Solo (Evrogen, Россия) 
согласно протоколу производителя. Далее выпол-
няли количественный анализ для определения 
концентрации РНК в выделенной пробе с помо-
щью спектрофотометра NanoDrop 3300 (Thermo 
Fisher Scientific Inc., США). По полученным дан-
ным рассчитывали необходимое количество РНК 
для последующей реакции ревертирования. Полу-
ченную РНК хранили при -80 °С.

Получение кДНК
Для получения кДНК проводили реакцию об-

ратной транскрипции с помощью набора MMLV 
RT kit (Evrogen, Россия). К РНК матрице добавляли 
олиго(dT)16-праймеры и инкубировали в течение  
2 мин. при 70 °С для расплавления вторичных 
структур. Затем добавляли буфер и ревертазу 
MMLV и инкубировали в течение 60 мин. при 42 °С. 
Реакцию останавливали нагреванием до 70 °С в те-
чение 10 мин. Полученную однонитевую кДНК за-
тем использовали в ПЦР в реальном времени.

Олигонуклеотиды
В работе использованы следующие пары прай-

меров для определения кДНК: STAR, AREG, SCD5 
[13], PTGS2, HAS2 (собственный дизайн):

1. STAR
F: 5’-GAGCAGAAGGGTGTCATCAGG-3’
R: 5’-TAGAGGGACTTCCAGCCAACG-3’
Размер амплификата: 147 п. н. (пар нуклеотидов)
2. AREG
F: 5’-TGGACCTCAATGACACCTACTCTG-3’
R: 5’-GGGCTTAACTACCTGTTCAACTCTG-3’
Размер амплификата: 251 п. н.
3. SCD5
F: 5’-TGACCTGCTTGCTGATCCTGTG-3’
R: 5’-TGAGTGAGATGGTATAGCGGAGAATAG-3’
Размер амплификата: 167 п. н.
4. PTGS2
F: 5’-GAAAACTGCTCAACAACCGGAA-3’
R: 5’-GTGCACTGTGTTTGGAGTGG-3’
Размер амплификата: 211 п. н.
5. HAS2
F: 5’-GTTGGGGGAGATGTCCCAGATTT-3’
G: 5’-TGCACTGAACACACCCAAAA-3’
Размер амплификата: 151 п. н.
Экспрессию генов нормализовали к двум рефе-

ренсным генам:
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6. GAPdH [18]
F: 5’-AGGTCGGAGTCAACGGATTT-3’
 R: 5’-TTCCCGTTCTCAGCCTTGAC-3’
7. B2M [19]
F: 5’-CCACTGAAAAAGATGAGTATGCCT-3’
R: 5’-CCAATCCAAATGCGGCATCTTCA-3
При отладке методики оценивали возможность 

использования генов YWHAZ и ACTB в качестве 
референсных:

8. YWHAZ [20]
F: 5’- GGTCTGGCCCTTAACTTCTCTGTGTTCTA-3’
R: 5’- GCGTGCTGTCTTTGTATGATTCTTCACTT-3
9. ACTB [21]
F: 5’- CGTGACATTAAGGAGAAGCTGTGC-3’
R: 5’- CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT -3

ПЦР
Для проведения ПЦР с целью подтверждения 

соответствия размеров амплификатов ожидае-
мым значениям использовали готовую смесь для 
ПЦР 5X ScreenMix (Evrogen, Россия). В качестве 
матрицы брали кДНК здоровых доноров. Для по-
становки реакции использовали амплификатор 
SimpliAmp (Thermo Fisher, США) и следующий 
протокол: 95 °С в течение 5 мин. (начальная де-
натурация), затем 35 циклов при 95 °С в течение 
20 с. (денатурация), 56,1 °С в течение 30 с. (отжиг), 
72 °С в течение 30 с. (элонгация) и 72 °С в течение 
10 мин. (финальная элонгация). Для визуализации 
продуктов амплификации проводили горизон-
тальный электрофорез в 1 % агарозном геле с бро-
мистым этидием.

ПЦР в реальном времени (qPCR)
ПЦР в реальном времени (qPCR) проводи-

ли с использованием системы CFX96 Real-Time 
System (Bio-Rad, США). В 5x реакционную смесь 
qPCRmix-HS SYBR (Evrogen, Россия) добавляли  
5 нг кДНК, а также праймеры до конечной концен-
трации 2 мкм.

При амплификации использовали следующий 
протокол: 95°С в течение 3 мин., затем 39 циклов 
при 95 °С в течение 10 с., 58 °С в течение 35 с., де-
текцию флюоресцентного анализа проводили по-
сле стадии отжига (2-этапный протокол). Анализы 
кривых плавления выполняли в конце каждого 
анализа ПЦР для проверки специфичности про-
дуктов ПЦР. Уровни экспрессии мРНК рассчиты-
вали методом 2-ΔΔCt.

Экспрессию генов нормализовали к двум рефе-
ренсным генам GAPdH и B2M.

Все эксперименты проводили в трех техни-
ческих и трех биологических повторностях. Эф-
фективность ПЦР в режиме реального времени 

оценивали методом серийных разведений. При 
10-кратном разведении образца ΔCt между дву-
мя разведениями должно составлять около 3,3, 
в условиях 100%-ной эффективности амплифи-
кации. Также оценивали значения коэффициента 
вариации (CV) и показателя стабильности генов 
(M-value) с помощью встроенных алгоритмов про-
граммы Bio-Rad CFX Manager 3.1 (3.1.1517.0823). 
Коэффициент вариации является мерой точно-
сти и равен величине стандартного отклонения, 
деленной на среднее количество групп повторов. 
Чем ниже значения CV, тем меньше отклонения 
относительно среднего значения. Значение CV для 
однородных групп образцов должно быть ниже 
0,25. Для гетерогенных групп эти значения мо-
гут варьироваться от 0,25 до 0,5. Показатель ста-
бильности генов (M-value) основан на попарных 
сравнениях между анализируемым эталонным 
геном-кандидатом и всеми другими генами в на-
боре данных. При значениях ниже 0,5 гены могут 
считаться стабильно экспрессируемыми. При зна-
чениях от 0,5 до 1 гены стабильно экспрессируе-
мыми считаться не могут.

Для оценки линейности регрессии при оценке 
качества qPCR использовали параметр slope (угол 
наклона кривой). Этот параметр связан с эффек-
тивностью формулой (1):

Efficiency = 10(-1/slope)-1    (1)

Наклон стандартной кривой –3,32 указывает 
на реакцию ПЦР со 100%-ной эффективностью. 
Наклоны с более отрицательными значениями, 
чем -3,32 (например, -3,9), указывают на реакции, 
эффективность которых составляет менее 100 %. 
Наклоны с более положительными значениями, 
чем -3,32 (например, -2,5), могут указывать на ка-
чество пробы или проблемы с пипетированием.

Эффективность (E), коэффициент детермина-
ции (R2) и угол наклона кривой (slope) рассчиты-
вались с помощью встроенных алгоритмов про-
граммы Bio-Rad CFX Manager 3.1 (3.1.1517.0823). 
Согласно принятым стандартам [22], эффек-
тивность qPCR должна колебаться в пределах 
90–110 %, оптимальное значение коэффициента 
детерминации — > 98, а наклона кривой — -3,6 ≥ 
slope ≥ -3,3.

Статистическая обработка
Эксперименты проводили в трех биологиче-

ских и трех технических повторностях. Для ста-
тистической обработки данных использовали 
программное обеспечение GraphPad Prism 8. Ре-
зультаты представлены как среднее значение ± 
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стандартное отклонение или как среднее значение 
± стандартная ошибка среднего (результаты ПЦР 
в реальном времени). Сравнения между группа-
ми проводились с использованием t-критерия или 
критерия Краскела-Уоллиса, а также применяли 
однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA). 
Для анализа результатов ПЦР в реальном времени 
использовали критерий Краскела-Уоллиса. Разли-
чия между группами считали достоверными при 
р < 0,05.

Также оценивали значения коэффициента ва-
риации (CV) и показателя стабильности генов 
(M-value).

Результаты
Подбор референсных генов
Перед началом работы провели оценку пар 

праймеров генов, выбранных в качестве референс-
ных: GAPdH, B2M, ACTB (β-Actin) и YWHAZ. Для 
этого использовали следующие методы: серийных 
разведений (для расчета эффективности qPCR), 
оценки значения коэффициента вариации (CV) 
и показателя стабильности генов (M-value) для 
каждой пары референсных генов, а также уровня 
экспрессии данных генов (табл. 1).

Таблица 1. Показатели эффективности 
(E), коэффициента детерминации (R2) и угла 
наклона прямой (Slope) для подобранных пар 

праймеров референсных генов при проведении 
метода серийных разведений

Table 1. Primers efficiency (E), coefficient of 
determination (R2), and slope in the serial dilution 

study (R2)

Гены E (%) R2 Slope
GAPdH 89,9 0,991 -3,591
B2M 90,1 0,998 -3,585
ACTB 84,4 0,981 -3,763
YWHAZ 68 0,97 -4,439

Таким образом, оптимальные показатели 
по всем трем параметрам наблюдались для генов 
GAPdH и B2M, в отличие от ACTB и YWHAZ, по-
казатели которых были чуть хуже: эффективность 
(84,4 %) и наклон кривой (-3,763) гена ACTB были 
ниже относительно принятых стандартов, так же, 
как и для гена YWHAZ: эффективность (68,0 %), 
коэффициент детерминации (0,970), наклон кри-
вой (-4,439).

Для выбора оптимальной пары референсных 
генов была проверена возможность сочетания 

праймеров с помощью параметра M-value. Так как 
GAPdH является наиболее часто используемым 
в качестве референсного, то выбор второго гена 
производили из трех оставшихся. Для этого оце-
нили значения коэффициента вариации (CV) и по-
казателя стабильности генов (M-value) для каждой 
из трех пар референсных генов: GAPdH и B2M; 
GAPdH и ACTB; GAPdH и YWHAZ (табл. 2).

Таблица 2. Значения коэффициента 
вариации (CV) и показателя стабильности 

генов(M-value) для каждой из пар генов 
домашнего хозяйства

Table 2. Coefficient of variation (CV) and 
average expression stability (M-value) for each of 

the reference genes pairs used in the study

Референсные 
гены

Коэффициент 
вариации (CV)

Показатель 
стабильности 
(M-value)

GAPdH 0,1444 0,4391
ACTB 0,1605 0,4391

GAPdH 0,1361 0,4182
B2M 0,1405 0,4182

GAPdH 0,1401 0,4054
YWHAZ 0,1401 0,4054

Таким образом, каждая из трех подобранных 
пар соответствует данным критериям. Учитывая 
данные таблицы 1, для дальнейшей работы была 
выбрана пара GAPdH и ACTB.

Изменение кратности экспрессии генов интере-
са в кумулюсных клетках доноров и пациенток

На первом этапе было решено проанализиро-
вать уровень экспрессии генов интереса без учета 
исхода беременности (рис. 1).

Уровень экспрессии гена AREG в клетках ку-
мулюса пациенток достоверно отличался от показа-
теля здоровых доноров (рис. 1a). У двух пациенток из 
группы первично бесплодных с наиболее высоким 
уровнем экспрессии AREG в анамнезе присутство-
вал синдром поликистозных яичников (СПКЯ) — 
полиэндокринный синдром, сопровождающийся 
нарушениями функции яичников (отсутствием или 
нерегулярностью овуляции, повышенной секреци-
ей андрогенов и эстрогенов), поджелудочной желе-
зы (гиперсекреция инсулина), коры надпочечников 
(гиперсекреция надпочечниковых андрогенов), ги-
поталамуса и гипофиза. Для гена STAR достовер-
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Рис. 1. Изменение кратности экспрессии генов AREG, STAR, PTGS2, HAS2 и SCD5 в кумулюсных 
клетках здоровых доноров и пациенток с первичным и вторичным типами бесплодия без учета 

исхода беременности (а, б, в, г, д). 
Зеленый цвет — доноры, красный — первично бесплодные, синий — вторично бесплодные, • — пациентки 

с СПКЯ. Ось Y — изменение кратности экспрессии гена. Ось Х — группы женщин, участвующих в данном 
исследовании. Данные представлены в виде среднего и ± стандартного отклонения. * — уровень значимости 
при p < 0,05; ns (non-significant) — отличия недостоверны, уровень значимости при p > 0,05; отрезки — попарное 
сравнение исследуемых групп.

Figure 1. AREG, STAR, PTGS2, HAS2, and SCD5 mRNA levels in cumulus cells from healthy donors 
and patients with primary and secondary infertility regardless of pregnancy outcome (a-d). 

Y-axis — fold-change values (internal laboratory reference value for healthy donors was set to 1). Green outline — 
donors, red outline — patients with primary infertility, blue outline — patients with secondary infertility, • — infertile 
patients with polycystic ovary syndrome (PCOS). Data are shown as mean±standard deviation. * — p< 0.05, ns — non-
significant, p > 0.05.



 415том 11 № 5 / 2024

Молекулярная биология и генетика / Molecular Biology and Genetics

ные различия в уровне экспрессии были выявлены 
только между донорами и вторично бесплодными 
пациентками. При анализе результатов по генам 
HAS2, PTGS2 и SCD5 достоверные различия в уров-
не экспрессии между донорами и пациентами в обе-
их группах выявлены не были (рис. 1, а-д).

При анализе экспрессии генов AREG и STAR на-
блюдали значительный разброс данных в группах. 
Поэтому пациентки внутри каждой группы (пер-
вично и вторично бесплодные) были далее сгруп-
пированы в соответствии с исходом беременности. 
Данные об уровне экспрессии были сопоставлены 

Рис. 2. Изменение кратности экспрессии генов AREG, STAR, PTGS2, HAS2 и SCD5 в кумулюсных 
клетках здоровых доноров и пациенток с первичным и вторичным типами бесплодия с учетом 

исхода беременности (а, б, в, г, д). 
Зеленый цвет — доноры, красный — первично бесплодные, синий — вторично бесплодные. Ось Y — 

изменение кратности экспрессии гена. Ось Х — группы женщин, участвующих в данном исследовании. Данные 
представлены в виде среднего и ± стандартного отклонения. * — уровень значимости при p < 0,05; ns (non-signif-
icant) — отличия недостоверны, уровень значимости при p > 0,05; отрезки — попарное сравнение исследуемых 
групп.

Figure 2. AREG, STAR, PTGS2, HAS2, and SCD5 mRNA levels in cumulus cells from healthy donors 
and patients with primary and secondary infertility with regard the pregnancy outcome (a-d). 

Y-axis — fold-change values (internal laboratory reference value for healthy donors was set to 1). Green outline — do-
nors, red outline — patients with primary infertility, blue outline — patients with secondary infertility.

Data are shown as mean ± standard deviation. * — p < 0.05, ns — non-significant, p > 0.05.
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с исходом переноса в этом цикле (закончился ли 
перенос эмбриона в матку наступлением беремен-
ности и успешными родами). Были обнаружены до-
стоверные различия в уровне экспрессии гена AREG 
между пациентками с успешным исходом процеду-
ры ЭКО (процедура закончилась родами) и с неуда-
чей ЭКО (рис. 2, а-д). Для генов STAR, HAS2, PTGS2 
и SCD5 подобные различия не выявлены.

Полученные данные позволяют рассматривать 
ген AREG как потенциальный кандидат для соз-
дания панели маркеров прогнозирования качества 
ооцита.

Обсуждение
Взаимодействие между ооцитом и окружаю-

щими соматическими фолликулярными клетками 
представляет собой ключевой аспект нормального 
развития женской половой клетки. Причем глав-
ную роль играют образующиеся в ходе фоллику-
логенеза кумулюсные клетки, создающие тесную 
взаимосвязь с ооцитом посредством щелевых кон-
тактов, благодаря чему происходит обмен большей 
частью питательных веществ и сигнальных моле-
кул между ооцитом и клетками кумулюса. На ос-
нове этих представлений сейчас активно прово-
дятся исследования транскриптома кумулюсных 
и гранулезных клеток в поиске маркеров, чей 
уровень экспрессии коррелировал бы с качеством  
ооцита и/или эмбриона [11, 21, 23–25].

В проведенных нами исследованиях только для 
гена AREG показано достоверное (по сравнению 
как с донорами, так и с успешно родившими па-
циентками) увеличение экспрессии у женщин с не-
удачным исходом ЭКО-беременности среди паци-
енток как с первичным, так и с вторичным типами 
бесплодия (рис. 1, 2). Различные исследования 
на животных показали, что всплеск ЛГ или ХГЧ 
вызывает быстрое увеличение экспрессии AREG, 
EREG и BTC в преовуляторных клетках грануле-
зы, и эти факторы действуют как ключевые по-
средники действия ЛГ в овуляторных фолликулах, 
необходимые для успешной овуляции. Известно, 
что белки AREG, EREG и BTC индуцируют экс-
прессию простагландинсинтазы-2 (PTGS2, также 
называемой COX2), белка, индуцируемого фак-
тором некроза опухоли альфа (TNFAIP6), и HAS2, 
необходимых для синтеза и стабилизации внекле-
точного матрикса клетками кумулюса [13]. По дан-
ным [26], в овулирующих фолликулах уровень 
AREG и PTGS2 в клетках гранулезы и кумулюса 
нарастает через 12–18 часов после волны ХГЧ. 
Показано, что в кумулюсе и гранулезе ооцитов, 
успешно оплодотворенных и перенесенных па-
циентке, уровень SCD4, GREM, PTGS2 был выше, 

чем в кумулюсе и гранулезе ооцитов неудачных 
циклов переноса (беременность не наступила) [27]. 
Уровни транскриптов генов AREG, STAR, SCD5, 
PTGS2 были ниже в кумулюсных клетках, ооцит 
которых достигал стадии бластоцисты на 5/6-й 
день, чем в кумулюсных клетках, чей ооцит был 
не способен развиваться дальше после оплодо-
творения [13]. Таким образом, ожидаемым резуль-
татом проведенного нами исследования являлось 
бы снижение уровней экспрессии генов AREG, 
PTGS2, SCD5, GREM, HAS2 в ооцитах с низкой 
компетентностью. Однако в нашем исследовании 
уровень экспрессии гена AREG был ниже в клет-
ках кумулюса родивших пациенток, чем у здоро-
вых доноров. У неродивших пациенток, напротив, 
уровень экспрессии AREG был достоверно выше, 
чем в клетках кумулюса ооцитов здоровых доно-
ров. При этом у неродивших пациенток не наблю-
далось повышения экспрессии всех остальных ис-
следованных генов, несмотря на то, что некоторые 
из них (например, HAS2, PTGS2) располагаются 
ниже AREG в регуляторных каскадах и активиру-
ются вслед за ним [13, 21, 26]. По-видимому, есть 
некие оптимальные значения количества амфире-
гулина (AREG) в клетках, превышение которых 
является неблагоприятным фактором. Возможно, 
повышенное количество амфирегулина в клетках 
пациенток с первичным и вторичным бесплодием 
с неудачей оплодотворения связано с нарушением 
систем обратных связей — отсутствие усиления 
экспрессии нижележащих в каскаде генов приво-
дит к патологическому нарастанию экспрессии 
амфирегулина. Последний же, в свою очередь, 
не может вызвать усиление их экспрессии. Также 
необходимо учитывать, что некоторые из исследо-
ванных генов (HAS2, PTGS2) в клетках кумулюса 
находятся под контролем дифференцирующего 
фактора роста 9 (GDF9), экспрессируемого в оо-
цитах, а также многих других факторов [28]. На-
пример, экспрессия HAS2 усиливается больше под 
воздействием ФСГ, чем под воздействием AREG 
[29]. Следует также учитывать различия в дизайне 
экспериментов: в ряде проведенных работ (особен-
но выполненных на животных) сравнивали между 
собой по показателю «наступление беременности» 
только ооциты здоровых доноров, в исследовани-
ях на ооцитах человека часто сравнивают только 
ооциты пациентов. В исследовании анализировали 
ооциты и эмбрионы, полученные в ходе процедуры 
ICSI (введение сперматозоида в ооцит с помощью 
микроинъекции). Поэтому состояние компетент-
ности ооцита может отличаться от ооцитов как 
доноров, так и пациенток стандартной процедуры 
ЭКО. При этом критерии оценки результата могут 
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различаться в разных исследованиях. В одних ра-
ботах успешным исходом считается имплантация 
эмбриона, в других — завершение беременно-
сти родами. В некоторых исследованиях уровень 
мРНК AREG сопоставляется только с качеством 
эмбриона по принятым критериям его оценки.

Таким образом, из проанализированных пяти 
генов только ген AREG является потенциальным 
кандидатом на использование в качестве марке-
ра в составе панели для оценки качества ооцита 
по клеткам кумулюса методом qPCR. Мы плани-
руем продолжить поиск маркерных последова-
тельностей, в том числе среди некодирующих по-
следовательностей генома.
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