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Аннотация. Обоснование работы. Стратегия селективного переноса одного эмбриона предъявляет 
повышенные требования к отбору эмбрионов с максимальным потенциалом к развитию. Качество 
эмбриона во многом зависит от качества использованных для его получения гамет, что важно как при 
использовании собственных, так и донорских ооцитов. В связи с этим актуален поиск неинвазивных 
маркеров компетентности ооцита, не нарушающих целостность гаметы. Перспективным объектом для 
такого анализа являются окружающие ооцит клетки кумулюса, которые могут быть получены в процессе 
подготовки ооцита к оплодотворению. Цель работы. оценить взаимосвязь между уровнем экспрессии 
генов AREG, SDC4, SCD5 и длинных некодирующих РНК (lncRNA) NEAT1, VIM-AS1, MALAT1, ANXA2P2 
в клетках кумулюса с исходом цикла ЭКО, а также провести пилотное транскриптомное исследование 
клеток кумулюса для поиска новых маркеров. Материал и методика. В исследовании приняли участие 
8 доноров и 18 пациенток, группы которых не различались по основным параметрам клинического 
анамнеза (возраст, индекс массы тела, уровень антимюллерова гормона, параметры стимуляции). 
Из клеток кумулюса выделяли polyA-РНК с последующим проведением количественной ПЦР. Для 
статистического анализа корреляций использовали критерий Спирмена. Транскриптомный анализ 
(секвенирование на платформе G400, BGI, Китай) выполнен на образцах кумулюса от донорских 
ооцитов, разделенных по качеству полученных из них бластоцист (шкала Гарднера). Анализ включал 
в себя визуализацию данных, ORA (Over-Representation Analysis) и GSEA (Gene Set Enrichment Ana
lysis). Результаты. Выявлена корреляция количества в клетках кумулюса lncRNA NEAT1 (r = –0.74), 
VIM-AS1 (r = 0.57) и AREG мРНК (r = 0.21) с исходом ЭКО. Построена логистическая регрессионная 
модель для предсказания исхода с использованием в качестве предикторов уровня РНК NEAT1 и AREG 
(b0 = 4.0; b1 = –2.489; b2 = 1.602). Транскриптомный анализ показал значимое обогащение путей, 
связанных с созреванием ооцита и формированием щелевых контактов в клетках кумулюса от ооци
тов, давших бластоцисты более высокого качества. Среди наиболее частых генов в обогащенных пу-
тях были идентифицированы ооцит-специфичные транскрипты (MOS, TUBB8, WASHC5, SPDYE16, 
CCNB1), что может свидетельствовать об их попадании в кумулюсные клетки в ходе коммуникации 
ооцита и окружающих соматических клеток. Заключение. Полученные данные углубляют понимание 
процессов созревания ооцита. На основе транскриптомного анализа предложены новые потенциаль-
ные неинвазивные маркеры для оценки компетентности ооцита. Обнаружение мРНК MOS, TUBB8, 
WASHC5, CCNB1 в клетках кумулюса открывает новые перспективы исследований в области взаимо-
действия гаметы и соматических клеток в ооцит-кумулюсном комплексе.

Ключевые слова: оогенез, созревание ооцита, амфирегулин, NEAT1, качество ооцита, компетентность ооцита
Принятые сокращения: ВРТ — вспомогательные репродуктивные технологии, ГнРГ — гонадотропин-рилизинг 
гормон, ФСГ — фолликуллостимулирующий гормон, ЭКО — экстракорпоральное оплодотворение, GO — 
база данных Gene Ontology, FDR (false discovery rate) — частота ложных обнаружений, FC — fold change 
(кратность изменения экспрессии), FE (fold enrichment) — кратность обогащения.
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Соблюдение этических стандартов. Все образцы получены от здоровых доноров и пациенток с повторными 
неудачами имплантации. Забор образцов осуществляли в соответствии с Хельсинкской декларацией 
Всемирной медицинской ассоциации (Этические принципы медицинских исследований с участием человека, 
включая поправки, принятые на 64-й Генеральной ассамблее ВМА в Форталезе, Бразилия, октябрь 2013 г.). 
От каждой пациентки, участвовавшей в исследовании, было получено письменное информированное 
согласие. Проведение работы было одобрено этическим комитетом клиники ВРТ, в которой собирали 
материал (протокол № 11 от 22.12.2016).
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Ограничение исследования. Ограничениями исследования являются малая выборка доноров и пациенток 
(n = 26), а также малое количество образцов для транскриптомного секвенирования. Изоформа lncRNA 
NEAT1_2 могла быть недопредставлена в образцах кДНК ввиду использованных протоколов получения 
РНК и кДНК.
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Поступила в редакцию: 02.12.2025
После доработки 02.12.2025

Принята к публикации 10.12.2025



50

ЦИТОЛОГИЯ / CELL AND TISSUE BIOLOGY, 2026, том 68, № 1, с. 48—69

DOI: 10.7868/S3034606126010049

Transcriptional Analysis of Cumulus Cells Derived from Cumulus-Oocyte Complexes  
of Donors and IVF Patients with Different Outcomes

N. I. Enukashvily1, *, A. R. Smolyaninova1, D. I. Ostromyshenskii1, A. I. Solovyeva1,  
Yu. A. Tatishcheva2, I. A. Babenchuk2, A. S. Kalugina2, 3

1 Institute of Cytology RAS, Saint Petersburg, 194064, Russian Federation
2 Assisted Reproductive Technology Clinic “Skyfert”, Saint Petersburg, 191186, Russian Federation

3 I. P. Pavlov First St. Petersburg State Medical University, Saint Petersburg, 197022, Russian Federation
* E-mail: n.enukashvily@incras.ru

Abstract. Objective: Selective single embryo transfer strategy necessitates the identification of embryos with the 
highest developmental potential. Embryo quality is largely determined by the quality of the gametes used, which is 
critical for both autologous and donor oocytes. Consequently, there is a significant need to identify non-invasive 
markers of oocyte competence that do not compromise gamete integrity. The cumulus cells surrounding the 
oocyte represent a promising target for such analysis, as they can be obtained during routine oocyte preparation 
for fertilization. The aim: To assess the correlation between the expression levels of the AREG, SDC4, and 
SCD5 genes, as well as long non-coding RNAs (lncRNAs) NEAT1, VIM-AS1, MALAT1, and ANXA2P2 in 
cumulus cells and the outcome of the IVF cycle, and to conduct a pilot transcriptomic study to identify novel 
markers. Material and methods. Eight donors and 18 IVF patients were enrolled in the study. The donor and 
patient groups did not differ significantly in key clinical parameters: age, body mass index (BMI), serum anti-
Müllerian hormone (AMH) level, and stimulation protocol parameters. PolyA RNA was isolated from cumulus 
cells, reversely transcribed and used for quantitative PCR (qPCR). Spearman’s rank correlation coefficient 
was used for the statistical analysis of correlations. Transcriptomic analysis (sequencing on the G400 platform, 
BGI, China) was performed on cumulus cell samples from donor oocytes, which were grouped according to 
the quality of the resulting blastocysts (Gardner scale). The transcriptomic analysis included data visualization, 
Over-Representation Analysis (ORA), and Gene Set Enrichment Analysis (GSEA). Results: A correlation was 
found between the levels of lncRNA NEAT1 (r = –0.74), VIM-AS1 (r = 0.57), and AREG mRNA (r = 0.21) in 
cumulus cells and IVF outcome. A logistic regression model for outcome prediction was applied using NEAT1 
and AREG RNA levels as predictors (b0 = 4.0; b1 = –2.489; b2 = 1.602). Transcriptomic analysis revealed a 
significant enrichment of pathways related to oocyte maturation and gap junction assembly in cumulus cells from 
oocytes that resulted in higher-quality blastocysts. Among the most frequent genes in the enriched pathways, 
oocyte-specific transcripts (MOS, TUBB8, WASHC5, SPDYE16, CCNB1) were identified, which may indicate 
their transfer into cumulus cells during oocyte-somatic cell communication. Conclusions: The obtained data 
deepen the understanding of oocyte maturation processes and suggest novel potential non-invasive markers 
for assessing oocyte. The detection of MOS, TUBB8, WASHC5, and CCNB1 mRNAs in cumulus cells opens 
new research perspectives in the field of gamete-somatic cell interaction within the cumulus-oocyte complex.

Keywords: oogenesis, oocyte maturation, amphiregulin, NEAT1, oocyte quality, oocyte competence
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По данным Всемирной организации здравоохранения, 
17.5 % взрослого населения страдает от бесплодия (Cox 
et al., 2022). Вспомогательные репродуктивные технологии 
(ВРТ) являются наиболее эффективным методом лечения 
бесплодия. Первоначально данные технологии предпо-
лагали перенос нескольких эмбрионов, что значительно 
повышало риск осложнений, связанных с многоплодной 
беременностью (Габараева и др., 2015). Стратегия селек-
тивного переноса одного эмбриона в ВРТ снижает риск 
таких осложнений. Согласно существующим клиниче-
ским рекомендациям, такая стратегия показана жен-
щинам моложе 35 лет в 1—2-м цикле ЭКО при наличии 
минимум одного эмбриона хорошего качества (Корсак, 
2021). Однако при переносе одного эмбриона методы 
оценки их качества играют существенно более важную 
роль, так как необходимо выбрать эмбрион с наивысшим 
имплантационным потенциалом. Существующие мето-
ды оценки качества бластоцисты по Гарднеру (Gardner, 
Schoolcraft 1999) не всегда позволяют надежно прогно-
зировать успешность развития эмбриона.

Качество эмбриона зависит от качества половых кле-
ток, участвующих в оплодотворении. Следовательно, 
существует необходимость в разработке неинвазивных 
методов оценки качества ооцитов. При созревании в фол-
ликуле ооцит окружен соматическими клетками, форми-
руя так называемый ооцит-кумулюсный комплекс (Yo-
koo, Sato, 2004). Клетки кумулюса взаимодействуют друг 
с другом и с ооцитом посредством щелевых контактов. 
Такие контакты необходимы для блокировки развития 
ооцита на стадии профазы I мейоза, а затем, наоборот — 
для возобновления мейоза в конце созревания фолликула 
(Yokoo, Sato, 2004; Turathum et al., 2021). Первый этап 
возобновления мейоза запускается гонадотропинами, 
которые активируют окружающие ооцит кумулюсные 
клетки (Turathum et al., 2021). У млекопитающих действие 
лютеинового (ЛГ) и фолликулостимулирующего (ФСГ) 
гормонов на возобновление мейоза ооцитов опосредовано 
увеличением выработки cAMP через активацию MAP-ки-
наз. Последние способствуют увеличению уровня cAMP 
в гранулезе и его снижению — в ооците за счет снижения 
проницаемости щелевых контактов между клетками 
кумулюса и ооцитом. Это приводит к возобновлению 
мейоза, а также экспансии кумулюса в ходе подготов-
ки к овуляции и оплодотворению (Okudaira et al., 2017; 
Turathum et al., 2021). Таким образом, клетки кумулюса 
обеспечивают синхронизацию созревания цитоплазмы 
и ядра ооцита.

Тесная связь и постоянный обмен нутриентами и сиг-
нальными молекулами между клетками кумулюса и ооци-
та привели к предположению о возможности использова-
ния клеток кумулюса для неинвазивной оценки качества 
(т. е. имплантационного потенциала) ооцита (McKenzie 
et al., 2004; Feuerstein et al., 2007; Anderson et al., 2009; 
Wathlet et al., 2011; Safronova et al., 2016). Клетки кумулюса 
являются удобным материалом для такой диагностики, 
поскольку избыточные клетки кумулюса часто удаляют 
при получении ооцит-кумулюсных комплексов, и в этом 

случае оставляется лишь несколько слоев клеток вокруг 
ооцита для дальнейших манипуляций. Удаленные клетки 
кумулюса доступны для исследования.

Ранее мы показали изменения в паттерне экспрес-
сии некоторых генов и длинных некодирующих РНК 
(lncRNA) в клетках кумулюса у пациенток с неудачей 
ЭКО (Smolyaninova et al., 2024; Enukashvily et al., 2025). 
По нашим данным, высокий уровень экспрессии lncRNA 
NEAT1 и низкий у VIM-AS1 коррелирует с неудачей ЭКО. 
Кроме того, в клетках кумулюса пациенток с повторяю-
щейся неудачей ЭКО повышена активность экспрессии 
генов AREG, кодирующего белок амфирегулин и SDC4 
(синдекан 4). Снижение уровня экспрессии lncRNA 
ANXA2P2 и MALAT1 характерно для клеток кумулюса 
пациенток с успешным исходом цикла ЭКО (Smoly-
aninova et al., 2024). Уровни AREG и SCD5 коррелируют 
с уровнем антимюллерова гормона в крови пациентки 
(Бабенчук и др., 2025). Однако в предыдущих исследова-
ниях мы использовали пулированный материал от раз-
ных ооцит-кумулюсных комплексов одного пациента 
или донора и проводили сравнения между группами 
пациентов и доноров. Анализ транскриптома кумулюс-
ных комплексов отдельных ооцитов одной женщины 
и сопоставление результатов с качеством полученных 
бластоцист позволит выявить дополнительные потенци-
альные маркеры имплантационного потенциала ооци-
та, поскольку в данном случае анализируемые образцы 
кумулюсов разных ооцитов однородны с точки зрения 
генетического материала

Цель нашей работы — оценить взаимосвязь количе-
ства в клетках кумулюса РНК генов AREG, SDC4, SCD5, 
lncRNA NEAT1, VIM-AS1, MALAT1, ANXA2P2 и исхода 
цикла ЭКО, а также провести пилотное исследование 
транскриптомов соматических клеток ооцит кумулюсных 
комплексов, из ооцитов которых были получены бласто-
цисты различного качества при оценке их по Гарднеру.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Пациенты и доноры. В исследование были включены 18 

пациенток с повторными неудачами имплантации (кри-
терии включения: ≥ 2 неудачных ЭКО, возраст 18—40 лет, 
нормальный овариальный резерв) и 8 доноров ооцитов 
в группе сравнения. Критериями исключения служили 
хронические заболевания, препятствующие имплантации, 
и получение оперативным доступом сперматозоидов для 
оплодотворения. Данные о пациентах и донорах приве-
дены в табл. 1. Основная (пациенты) и контрольная (до-
норы) группы не различались статистически достоверно 
между собой по возрасту, индексу массы тела, дозе гор-
монов, уровню антимюллерова гормона и ФСГ (табл. 1).

Стимуляция овуляции и получение клеток кумулюса. 
У всех участниц исследования контролировали овари-
альную стимуляцию препаратами ФСГ с антагонистами 
гонадотропин-рилизинг-гормона (ГнРГ). В качестве 
триггера финального созревания ооцитов использовали 
рекомбинантный хорионический гонадотропин (250 мкг) 
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Таблица 1. Данные о пациентах P и донорах D, участвующих в исследовании

№ 
Воз-
раст, 
лет

АМГ, 
нг/мл

ФСГ 
ME/
мл

ИМТ ЧБ ЧР
Дз-Гор, 

сут, 
ME

Сумма 
Дз, сут, 

ME
Триггер Лютеиновая 

поддержка, мг
ДлСт, 

сут
Ооциты

Всего Зрелые

P1 33 1.08 6.3 18.9 3 1 262.5 3150

Овитрель

Ипрожин 600, 
тромбо асс100 12 3 2

P2 38 2.72 8.64 31.6 1 0 200 1500 Утрожестан 600, 
тромбо асс 100 9 9 5

P3 27 4.6 7 23.2 3 1
150 1350

ЗАМ 10 27

P5 34 1.09 9.7 19.6 2

0

Утрожестан 600, 
тромбо асс 100 11 11

P6 31 14.9 8.11 22.2 1 175 1650 Декапептил ЗАМ 11 20 19
P7 32 16.9 7.05 25

0
150 1350 10 32 20

P8 33 1.9 7.04 31 225 1600

Овитрель

Утрожестан 600 10 13 11
P9 36 0.91 12.5 16.6 2025 9 8 7

P10 35 3.12 3.6 23.3 3 1 225/200 2400
Утрожестан 600, 
дуфастон 20, 
кардиомагнил 
75, метипред 4

11 16

P11 36 6.18 5.93 24 2 ЗБ

0

175 2275 Декапептил

ЗАМ

13 33 31
P13 28 4.16 4.8 20.7 0 150 1650 Овитрель 11 17 12
P14 34 1.9 4.41 21.5 6 200 2725 Декапептил 13 12
P15 39 2.75 5.08 21.5 1 250 2750 11 7
P16 29 3.7 4 23 0 250 2250 Овитрель 

0.25

Утрожестан 600 9 17 16

P17 40 2.36 7.5 26 1 ТБ 225 2350 Утрожестан 600, 
тромбо асс 100 11 20 12

P19 42 1.33 16.3 16.6

0

160 1925 Декапептил ЗАМ 12 6 4
P11 35 2.7 5.93 20 250 2250 Овитрель 9 17 15

P18 37 20 11.8 29 150 1550 Декапептил Остановка 
развития 11 26 20

X ± 
± SD

34.6 ± 
± 4.0

4.9 ± 
± 5.7

7.6 ± 
± 3.2

21.3 ± 
± 2.6 – 192.9 ± 

± 44.2
1965.7 ±  
± 556.0 – Me 11 

[10; 11]
15.7 ± 
± 8.9

13.3 ± 
± 7.7

D1 23 4.3

Н/д

21.7

Н/д

1 250 2500

Декапептил

Ипрожин 600, 
тромбо асс 100

10

27 22

D2 25 5.23 18.3 1 150 1800 Утрожестан 600, 
тромбо асс 100 18 8

D3 28 5 23 1 156.8 1725 ЗАМ 28 22

D4 30 10 23.3 1 200 2000 Утрожестан 600, 
тромбо асс 100 31 29

D5 28 1.16 19.8 1 225 2100 ЗАМ 12 11 9
D6 22 6.09 21 1 225 2245 10 49 42
D7 24 8.27 18 1 250 2825 Утрожестан 600 12 16 14
D8 21 5.85 25.4 1 212 2125 10 28 22

X ± 
± SD

25.1 ± 
± 3.28

5.7 ± 
± 2.6 – 22.6 ± 

± 4.5 – 208.6 ± 
± 38.1

2165.0 ± 
± 361.4 –

Me 10 
[10; 
11.5]

26.0 ± 
± 11.6

21.0 ± 
± 11.1

Примечание. АМГ — антимюллеров гормон, ФСГ — фолликулостимулирующий гормон, ИМТ — индекс массы тела, ЧБ — 
число беременностей, ЧР — число родов (до анализируемого цикла ЭКО), Дз-Гор — доза (Дз) гормонов (Гор) за 1 сут; ДлСт — 
длительность стимуляции, ЗАМ — все эмбрионы заморожены, н/у — не указано, X — среднее арифметическое, SD — стан-
дартное отклонение, Me [Q1; Q3] – медиана (Me) и квартили Q1 (первый) и Q3 (третий) параметра, для которого показано 
отсутствие нормальности распределения (длительность стимуляции). Различия между группами доноров и пациенток не-
достоверны по всем проанализированным параметрам (ANOVA для всех параметров, кроме ДлСт; cравнение по параметру 
ДлСт проводили с использованием критерия Манна—Уитни). Н/д – нет данных.
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(Овитрель; Merck Serono, S.p.A., Италия) или 0.1. мг аго-
ниста ГнРГ (Декапептил; FERRING, GmbH, Германия) 
по стандартному протоколу (продолжительность стиму-
ляции и использованные препараты указаны для каж-
дого пациента и донора в табл. 1). Через 36 ч проводили 
трансвагинальную пункцию фолликулов. Фолликулярная 
жидкость с ооцит-кумулюсными комплексами поступала 
эмбриологу, который отделял часть кумулюсных клеток 
с помощью препарационных игл. Полученные клетки по-
мещали в культуральную среду Flushing Medium (Origio, 
США). В день забора клетки кумулюса помещали в пи-
тательную среду при температуре 37 °C и доставлялись 
в лабораторию для выделения РНК.

Выделение РНК, синтез кДНК. Выделение РНК из кле-
ток кумулюса выполняли с помощью набора реагентов 
RNA-solo («Евроген», Россия), как описано нами ранее 
(Bashendjieva et al., 2024; Enukashvily et al., 2025). Образ-
цы с концентрацией РНК ≥ 15 нг/мкл замораживали 
при –80 °C и использовали для последующих экспе-
риментов. Синтез кДНК проводили с использованием 
набора MMLV RT и праймеров олиго(dT)16 по прото-
колу производителя («Евроген», Россия). Ревертирова-
ние с использованием олиго(dT)-последовательностей 
было выбрано для лучшего сопоставления полученных 
результатов с результатами других авторов, исследовав-
ших транскрипцию NEAT1 в фолликулярных клетках 
и ее влияние на оогенез (Xu et al., 2015; Bouckenheimer 
et al., 2018).

Количественная ПЦР. Для проведения количествен-
ной ПЦР (кПЦР) использовали следующий протокол: 
95 °C — 3 мин, далее 39 циклов: 95 °C — 10 с и 58 °C — 
35 с; детекцию флуоресценции проводили после стадии 
отжига. Далее анализировали кривую плавления. Крат-
ное изменение уровня экспрессии мРНК рассчитывали 
с использованием метода 2–ΔΔCt. В качестве референсных 
генов использовали GAPDH и B2M. Выбор этой пары ре-
ференсных генов был основан на расчете эффективности 
ПЦР, значений коэффициента детерминации R2, значе-
ния угла наклона стандартной калибровочной кривой, 
а также анализе стабильности их экспрессии по таким 
параметрам, как коэффициент вариации (CV) и значение 
стабильности (M-value) (Bashendjieva et al., 2024).

Олигонуклеотиды, использованные в работе, приведе-
ны в табл. 2. Гены GAPDH и B2M использовали в качестве 
референсных, и их мРНК количественно определяли 
с помощью праймеров, подобранных нами ранее с уче-
том оптимальных значений М-value и коэффициента 
вариации (CV) (Bashendjieva et al., 2024).

Секвенирование транскриптомов клеток кумулюса. 
Клетки кумулюса изолировали как описано выше, од-
нако клетки, полученные из каждого ооцит-кумулюс-
ного комплекса одного донора не смешивали между 
собой. РНК из каждого ооцит-кумулюсного комплекса 
выделяли раздельно с помощью реагента ExtractRNA, 
согласно протоколу производителя («Евроген», Рос-
сия). Из 12 образцов, подходящих для секвенирования 
нового поколения (NGS) по концентрации РНК, было 

три. Данные эмбриологической карты, включая оценку 
бластоцисты по Гарднеру (Gardner, Schoolcraft, 1999) 
представлены в табл. 3. Сравнивали данные транскрипто-
мов кумулюса ооцита 1 (группа 1, табл. 3) и кумулюсов 
ооцита 2 и 3 (группа 2, табл. 3). Для проведения исследо-
вания транскриптомов методом секвенирования NGS, 
использовали методики обогащения препарата тотальной 
РНК мРНК, построение библиотек с использованием 
полученной мРНК.

Для извлечения мРНК из тотальной РНК применяли 
метод иммобилизации мРНК на поли-А-сорбент, с по-
следующей отмывкой и элюцией мРНК [VAHTS mRNA 
Capture Beads (Vasyme, Китай)]. Построение библиотек 
проводили с использованием набора VAHTS Universal 
V8 RNA-seq Library Kit (Vasyme, Китай), VAHTS RNA 
Adapters Set 8 (Vasyme, Китай). Процедура включала 
в себя следующие этапы: фрагментация мРНК, постро-
ение 1-й цепи кДНК, построение 2-й цепи кДНК, ли-
гирование уникальных адаптеров, очистка и выделение 
индексированных фрагментов целевой длины (400 bp), 
накопление продуктов лигирования методом ПЦР, очист-
ка полученных продуктов, составление конечного пула 
полученных библиотек, секвенирование на платформе 
G400 BGI (ООО «Сербалаб», Санкт-Петербург, Россия).

Контроль качества прочтений RNA-seq выполняли 
с использованием программы FASTQC версии 0.12.1. 
(Andrews, 2010). Затем проведена обработка прочтений, 
включающая удаление адаптеров и фильтрацию по ка-
честву, с помощью программы Trimmomatic версии 
0.39 (Bolger et al., 2014) со следующими параметрами: 
ILLUMINACLIP: TruSeq3-PE.fa:2:30:10 LEADING:3 
TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:20 MINLEN:140. Очи-
щенные прочтения были картированы на референсный 
геном человека T2T-CHM13 (сборка GCF_009914755.1_
T2T-CHM13v2.0) с использованием программы HISAT2 
версии 2.2.1 (Kim et al., 2019) в режиме очень чувстви-
тельного поиска (very-sensitive). Формирование табли-
цы числа прочтений (read counts), ассоциированных 
с геномными аннотациями, проведено с помощью ути-
литы featureCounts версии 2.0.8 (Liao et al., 2014). Для 
нормализации числа прочтений и сравнения образцов 
использовали метрику Counts Per Million (CPM).

Анализ дифференциально экспрессированных генов. 
Сравнивали данные транскриптома кумулюса ооцита 
бластоцисты лучшего качества (табл. 3, ооцит 1, бласто-
циста 4AA по Гарднеру) и кумулюсов двух ооцитов, 
из которых были получены бластоцисты более низкого 
качества (3BA и 2BA). Анализ дифференциальной экс-
прессии при отсутствии повторностей затруднен, однако 
метод ее оценки возможен с использованием програм-
мы edgeR. Для этого, согласно руководству программы 
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/vignettes/
edgeR/inst/doc/edgeRUsersGuide.pdf), проведен пермута-
ционный тест (exact test) с параметром bcv (квадратный 
корень дисперсии, square-root-dispersion) 0.4.

Функциональный анализ проводили в три этапа: 
визуализация, анализ статистического обогащения 
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Статистическая обработка. В исследовании использо-
вали образцы от 18 пациенток и 8 доноров. Все экспе-
рименты выполняли в трех технических и трех биологи-
ческих повторностях (РНК каждого донора и пациентки 
выделяли трижды, начиная с этапа синтеза кДНК). Для 
расчета среднего значения (M), стандартного отклонения 
(SD), медианы и доверительных интервалов, а также для 
оценки нормальности распределения количественных 
данных с помощью критерия Шапиро–Уилка, расче-
та коэффициента корреляции Спирмена и параметров 
бинарной логистической регрессии использовали про-
граммное обеспечение GraphPad Prism.

Для каждого количественного параметра с нормаль-
ным распределением (все данные табл. 1 за исключе-
нием длительности стимуляции) определяли М ± SD 
и отображали на диаграммах вместе с индивидуальными 
значениями (которые представляли собой медианы для 
повторностей каждой пациентки) (показаны точками). 
Для распределений, отличных от нормального, данные 
представляли в виде медианы (Me) и квартилей [первого 
Q1 и третьего Q3]. Для категориальных данных (исход 
ЭКО) неудачу ЭКО принимали за 0, а успешный цикл 
ЭКО (беременность, завершившаяся родами живого 
ребенка) — за 1.

Нормальность распределения количественных пе-
ременных оценивали с помощью критерия Шапиро–
Уилка. В связи с отклонением распределений от нор-
мального, при анализе экспрессии генов для сравнения 
двух независимых групп применяли непараметрический 
критерий Манна–Уитни. Статистически значимыми 
считали различия при P < 0.05. Учитывая проведение 
множественных статистических сравнений, для контро-
ля над вероятностью ложноположительных результатов 
использовали поправку Бенджамини–Хохберга, уста-
навливая допустимый уровень частоты ложных откры-
тий (false discovery rate, FDR) равным 2 % (q < 0.02). Для 
значений с нормальным распределением (большинство 
данных анамнеза пациенток) использовали критерий 
ANOVA, применяя поправку Шидака. Статистически 
значимым считали уровень статистической значимо-
сти P < 0.05.

Бинарную логистическую регрессию применяли для 
оценки влияния независимых переменных (уровень экс-
прессии lncRNA и исследуемых генов) на бинарную це-
левую переменную — исход процедуры ЭКО. Успешным 
исходом (значение 1) считали наступление беременности, 
завершившейся родами живого ребенка. Качество модели 
оценивали на основе анализа доверительных интервалов 
и уровня статистической значимости (P-value) для коэф-
фициентов регрессии, расчета площади (area under curve, 
AUC) под кривой ROC (receiver operating characteristic) 
с доверительными интервалами, а также с использова-
нием теста Хосмера–Лемешоу и теста отношения прав-
доподобий (Likelihood Ratio Test).

Поскольку критерий Шапиро–Уилка показал, 
что распределение большинства анализируемых па-
раметров при анализе экспрессии генов отличалось 

Таблица 3. Данные эмбриологической карты ооцит-ку-
мулюсных комплексов, использованных при NGS-
секвенировании

Группа № ооцита
Оценка бластоцисты 

по: Gardner, Schoolcraft, 
1999

Эмбрион

1 1 4AA
ЗАМ2 2 2BA

3 3BA
Примечание. Все эмбрионы, полученные из ооцитов, чьи ку-
мулюсы использованы для транскриптомного анализа, были 
криоконсервированы (ЗАМ)

(Over-Representation Analysis, ORA) и анализ обогаще-
ния наборов генов (GSEA). Для первичной визуализа-
ции и оценки биологических функций использовали 
онлайн-инструмент KEGG Mapper — Search and Color 
Pathway (https://www.kegg.jp/kegg/mapper.html, дата обра-
щения: 10.11.2025) (Kanehisa et al., 2023). На карты путей 
наносили гены, удовлетворявшие пороговым значениям 
дифференциальной экспрессии (|Log₂FC| ≥ 2, FDR < 0.05). 
Из выявленных путей были отобраны пути, связанные 
с созреванием ооцитов. Данные анализа представлены 
в виде тепловой карты, отображающей профиль экспрес-
сии генов, входящих в отобранные KEGG-пути.

Далее для определения статистически значимого обо-
гащения биологических категорий использовали инте-
гративную платформу DAVID Bioinformatics Resources 
(https://david.ncifcrf.gov/, версия 2021) (Huang et al., 2009; 
Sherman et al., 2022). Анализ проводили для списка офи-
циальных символов генов (Official gene symbols) на фоне 
всего генома человека (Homo sapiens) по следующим базам 
данных: Gene ontology (GO), KEGG Pathways, Reactome 
и UniProt Keywords. Порог предварительного отбора 
устанавливали как EASE Score < 0.1. Категории счи-
тали значимыми при FDR (поправка Беньямини-Хох-
берга) < 0.05. Категории с пограничной значимостью 
(0.05 < P-value < 0.1), но высоким уровнем обогащения 
(FE > 5) и четкой биологической релевантностью рас-
сматривали отдельно.

Анализ обогащения наборов генов (GSEA) был вы-
полнен с использованием программного обеспечения 
GSEA v.4.4.0 (Subramanian et al., 2005) с целью выявления 
функциональных категорий и метаболических путей, 
демонстрирующих статистически значимые различия 
в активности между исследуемыми группами образцов 
клеток кумулюса. В качестве входных данных исполь-
зовали нормализованные количества прочтений транс-
криптов, полученные после обработки данных RNA-Seq 
в пакете edgeR. Анализ проводили для сравнения группы 
2 (табл. 3) и группы 1 (табл 3). В качестве референсных 
наборов генов применяли аннотированные коллекции 
из базы данных MSigDB (Molecular signatures database), 
загруженные с портала Broad Institute (Liberzon et al., 2015).
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от нормального, для оценки статистической зависимости 
между параметрами использовали коэффициент ранго-
вой корреляции Спирмена. Корреляцию считали очень 
сильной при значении коэффициента r в диапазоне 
от 0.9 до 1.0, сильной — от 0.7 до 0.9, умеренной — от 0.4 
до 0.69, слабой — от 0.1 до 0.39 и незначительной — от 0 
до 0.09 (Schober, Schwarte, 2018).

Профили экспрессии lncRNA визуализировали с по-
мощью тепловых карт.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Оценка связи профиля экспрессии исследуемых транс-

криптов с клиническим исходом ВРТ. Анализ профилей 
экспрессии генов AREG, SDC4, SCD5, NEAT1, MALAT1, 
ANXA2P2 и VIM-AS1 в клетках кумулюса выявил различия 
между пациентками с успешным и неудачным исходом 
цикла ЭКО (рис. 1а). У женщин с неудачным исходом 
ЭКО наблюдали тенденцию к повышению количества 
РНК NEAT1, SDC4: экспрессия lncRNA NEAT1 была 

P(Y = 1) =
1

–(4.0–2.489*NEAT1+1.602*AREG)1 + e
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Рис.  1. Анализ экспрессии генов AREG, SCD5, SDC4, NEAT1, MALAT1, ANXA2P2 и  VIM-AS1 в  клетках кумулюса 
в  зависимости от  исхода ЭКО. а  — Тепловая карта профиля экспрессии: результаты для пациенток с  успешным 
исходом ЭКО (столбцы 1—10) и с неудачей цикла (столбцы 11—18) разделены красной линией; цветовая кодировка 
уровня экспрессии (кратность изменений относительно группы доноров, данные нормированы на референсные гены 
B2M и  GAPDH) отображена в  цветовой шкале справа. Перечеркнутая ячейка — отсутствие данных.  б — Уровень 
экспрессии наиболее информативных транскриптов (VIM-AS1, NEAT1, SDC4, AREG); на  левом графике данные 
представлены в  виде диаграммы размаха: границы ящика — первый (Q1) и  третий (Q3) квартили, внутренняя ли-
ния — медиана (Me); вертикальные отрезки — минимальное и  максимальное значения в  группе; отдельные точки 
соответствуют индивидуальным значениям для каждой пациентки, которые, в свою очередь, являются усредненными 
данными по  трем техническим и  трем биологическим повторностям для каждой пациентки (донора); на  графике 
справа представлены индивидуальные данные по уровню мРНК AREG для каждой пациентки и донора. в — Корре-
ляционный анализ по Спирмену, представленный в виде тепловой карты, цветовая шкала указана справа; в ячейках 
карты указаны значения коэффициента корреляции. г — Логистическая регрессия и  ROC-кривая для построенной 
модели. По  оси X — специфичность, по  оси Y — чувствительность модели
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выше (Ме: 2.64 [25-й; 75-й процентили: 1.73; 45.53]), 
чем в группе с успешным циклом ЭКО (0.64 [0.00; 1.61]). 
Аналогичная тенденция отмечена для гена SDC4 (4.30 
[1.94; 20.83] против 1.77 [1.38; 4.11]).

Напротив, экспрессия генa AREG и lncRNA VIM-AS1 
демонстрировала противоположную динамику. Уровень 
AREG в группе с успешным исходом был выше (3.70 [0.65; 
6.28]), чем в группе с неудачей ЭКО (1.74 [0.65; 3.33]). Сре-
ди пациенток, в целом, зарегистрирован более широкий 
разброс значений для гена AREG по сравнению с доно-
рами (рис. 1б). Для lncRNA VIM-AS1 в группе с родами 
также отмечали более высокий уровень экспрессии (0.84 
[0.39; 3.65]) по сравнению с группой с неудачей ЭКО (0.67 
[0.31; 1.28]). Однако несмотря на выявленные тенденции, 
статистически достоверные различия между группами 
(P < 0.05, q < 0.02, критерий Манна–Уитни) были заре-
гистрированы только для lncRNA NEAT1 (рис. 1б).

Несмотря на отсутствие достоверных различий при 
анализе групп пациенток с различным исходом ЭКО, 
корреляционный анализ по Спирману с учетом данных 
контрольной группы выявил статистически значимые 
связи между уровнем экспрессии ряда генов и исходом 
ЭКО. Были обнаружены достоверные корреляции с исхо-
дом родов для следующих последовательностей: сильная 
положительная — для NEAT1 (r = 0.74, P = 0.006), умерен-
ные — положительная для VIM-AS1 (r = 0.57, P = 0.0067) 
и отрицательная для SDC4 (r = –0.57, P = 0.005), а также 
слабая положительная — для AREG (r = 0.21, p = 0.02) 
(рис. 1в).

Поскольку корреляционный анализ выявил значимые 
связи между экспрессией некоторых из исследуемых по-
следовательностей и исходом ЭКО, для прогнозирования 
результата был применен метод бинарной логистической 
регрессии, что обусловлено категориальным характером 
зависимой переменной (исход цикла ЭКО). Успешным 
исходом, принятым за единицу, считали беременность, 
завершившуюся родами живого ребенка. Учет всех пере-
менных (AREG, SCD5, SDC4, NEAT1, MALAT1, ANXA2P2 
и VIM-AS1) в одной модели не представлялся возможным 
из-за взаимозависимости части из них.

Среди исследованных комбинаций наиболее сильной 
оказалась модель, учитывающая экспрессию двух после-
довательностей: NEAT1 и AREG, уравнение регрессии 
и ROC-кривая которой приведены на рис. 1г. Качество 
модели оценивали на основе анализа доверительных 
интервалов и уровня значимости коэффициентов регрес-
сии, площади под ROC-кривой (AUC) с доверительными 
интервалами, а также с использованием теста Хосмера–
Лемешоу и теста отношения правдоподобий. Несмотря 
на то, что ни одна из независимых переменных сама 
по себе не достигла стандартного уровня статистической 
значимости, сама модель была хорошо откалибрована 
(тест Хосмера–Лемешоу, P = 0.98), а комбинация пре-
дикторов статистически значимо улучшала предсказа-
ние исхода (тест отношения правдоподобия, P = 0.001). 
Площадь под ROC-кривой составила 0.98 (95 %-ный 
доверителный интервал: 0.93—1.00, P = 0.023). Модель 

продемонстрировала высокую точность классификации: 
чувствительность составила 100, а специфичность — 
92.3 %, положительная предсказательная ценность со-
ставляла 92.3, а отрицательная предсказательная цен-
ность — 100 %.

Таким образом, несмотря на слабую предсказательную 
силу каждой из независимых переменных в отдельно-
сти, что вероятно обусловлено малым объемом выборки 
(n = 22), выявленная нами комбинация биомаркеров 
NEAT1 и AREG, возможно, будет иметь хорошую общую 
предсказательную силу, однако она нуждается в даль-
нейшей валидации на независимой выборке большего 
размера.

Анализ секвенирования транскриптомов. Методом 
секвенирования нового поколения охарактеризован 
транскриптомный профиль трех эмбрионов (4AA, 3BA, 
2BA), полученных из ооцитов, для которых были до-
ступны соответствующие образцы клеток кумулюса 
(табл. 3). Анализ дифференциальной экспрессии выявил 
24 881 транскрипт (гены и lncRNA), уровень экспрес-
сии которых достоверно различался (|log2FC| > 2) между 
ооцитом № 1, давшим бластоцисту наивысшего качества 
(4AA), и ооцитами № 2 и № 3 (эмбрионы 3BA и 2BA). 
Выявлены 10 наиболее дифференциально экспрессиру-
ющихся генов: WDR44, TTL, RASA4B, ATF7IP2, FAM153A 
(с повышенной экспрессией) и ABCB1, HDAC8, EPHA4, 
SLC25A33, LAMA1 (с пониженной экспрессией) (рис. 2).

При работе с малыми выборками (в т. ч. состоящими 
из одного образца), пакет edgeR применяет специальные 
методы коррекции. Несмотря на это, полученные резуль-
таты следует интерпретировать как предварительные. 
В данном исследовании они были использованы для пред-
варительного определения для дальнейших исследований 
метаболических путей, потенциально ассоциированных 
с высоким имплантационным потенциалом ооцитов.

В соответствии с этой целью 3422 гена со статисти-
чески значимо повышенным уровнем транскрипции 
(q-value < 0.05) были отобраны для последующего анализа 
с использованием базы данных KEGG (рис. 2). Анализ 
обогащения KEGG-путями для 3422 генов с повышенной 
экспрессией выявил значительное число путей, связанных 
с фундаментальными клеточными процессами, такими 
как общий метаболизм, передача сигналов и регуляция 
клеточного цикла (например: Metabolic pathways, Pathways 
in cancer, PI3K-Akt signaling pathway), что отражает общую 
транскрипционную активность исследуемых клеток. При 
этом особый интерес представляют пути, непосредствен-
но ассоциированные с оогенезом и фолликулогенезом: 
контроль стероидогенеза (ovarian steroidogenesis, steroid 
hormone biosynthesis), сигналинга ключевых репродук-
тивных гормонов (estrogen signaling pathway, progester-
one-mediated oocyte maturation), метаболизма арахидо-
новой кислоты — предшественника простагландинов, 
а также пути, регулирующие ангиогенез (VEGF signaling 
pathway) и взаимодействие с внеклеточным матриксом 
(ECM-receptor interaction). Обогащение именно этих 
путей согласуется с предполагаемой ролью исследуемых 
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клеток кумулюса в поддержке ооцита с высоким имплан-
тационным потенциалом и указывает на потенциальные 
мишени для дальнейшего изучения.

Однако при анализе обогащения с поправкой Бень-
ямини–Хохберга (FDR < 0.05) с помощью платформы 
DAVID ни один KEGG-путь не достиг статистической 
значимости как при анализе всех 3422 генов, так и ото-
бранных 1525 генов, демонстрирующих наиболее значи-
мые изменения экспрессии (P < 0.02 и log2FC > 3). Их 
функциональное обогащение анализировали с использо-
ванием баз DAVID и REACTOME. Наиболее релевантным 
результатом из статистически значимых было обогащение 

биологического процесса «Созревание ооцита» (oocyte 
maturation GO: 0001556, P = 0.0056, FE: 6.9), что напря-
мую подтверждает связь выявленных транскрипцион-
ных изменений с конечными этапами оогенеза (табл. 4). 
Кроме того, выявлено значимое обогащение процессов, 
связанных со сборкой щелевых контактов (gap junction 
assembly, REACTOME, P = 0.0038, FE: 5.7) (табл. 4). Это 
согласуется с известной ролью щелевых контактов между 
клетками кумулюса и ооцитом в транспорте питательных 
веществ и сигнальных молекул.

Третья группа обогащенных категорий в клетках ку-
мулюса ооцита, из которого получена бластоциста 4AA, 

Таблица 4. Результаты анализа обогащения путей (ORA)
Категория 

(биологическая 
функция)

База 
данных ID P-value FDR 

(Benjamini)
Fold 

Enrichment Белки Статус 
(по P-value)

Oocyte maturation 
(Созревание ооцита)

Gene 
Ontology 

(GO)
GO: 

0001556 0.0056 1.00 6.9 MOS, REC8, 
WASHC5, TUBB8

Значимо 
(P < 0.05)

Gap junction assembly 
(Сборка щелевых 

контактов)
Reactome R-HSA‑190861 0.0038 0.995 5.7

GJA1, GJB5, 
TUBA3D, 

TUBB4D, TUBB8
Polar body extrusion 

after meiotic divisions 
(Экструзия полярно-
го тельца после мей-
отических делений)

GO GO: 
0040038 0.045 1.0 8.45 WASHC5, ORC4, 

SPIRE2

Sterol biosynthesis 
(Биосинтез стеролов)

UniProt 
Keywords 
(UP_KW)

KW‑0756 0.029 0.992 5.9 CYB5R1, MSMO1, 
SC5D

Gap junction traf-
ficking/regulation 

(Регуляция щелевых 
контактов)

Reactome R-HSA‑157858 0.011

1.00

4.5
GJA1, GJB5, 

TUBA3D, 
TUBB4D, TUBB8

Steroid biosynthesis 
(Биосинтез 
стероидов)

KEGG 
Pathways

hsa00100 0.089 6.0 NCDHL, MSMO1, 
SC5D

Тренд 
(P < 0.1)

Gap junction 
(Функция щелевых 

контактов)
hsa04540 0.081 2.6

GJA1,  
PDGFRA,  
PDGFRB, 
TUBA3D, 

TUBB4D, TUBB8
Progesterone-mediated 

oocyte maturation 
(Созревание ооци-
та, опосредованное 

прогестероном)

hsa04914 0.09 1.4

MOS, 
ANAPC16, 

CDC23, CCNB1, 
FZR1, 

PIK3R2, SPDYE16

Estrogen signaling 
Pathway (Эстрогено-

вый сигналлинг)
KEGG 

Pathways hsa04915 0.237 1.47

FKBP5, GPER1, 
ATF4, CREB3L3, 

CREB3L4,  
GABBR1, HSPA8, 

KRT19, KRT9, 
PIK3R2, PRKCD, 

TGFA

Не значимо
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кумулюсных клеток и выявления полных сигнальных 
путей, находящихся в разном состоянии, был приме-
нен анализ обогащения наборов генов (GSEA) (рис. 3). 
Этот метод чувствителен к слабым, но согласованным 
изменениям экспрессии многих генов внутри предопре-
деленных наборов.

Несмотря на ограниченное число образцов, с помо-
щью GSEA удалось выявить различные функциональные 
состояния двух групп кумулюсных клеток. Для группы 1 
(табл 3., ооцит 1, усиление транскрипции 128 наборов 
генов) выявлена выраженная активация катаболизма, 
включая деградацию макромолекул и интенсивную пе-
рестройку транскриптома, а также усиление стресс-от-
ветов и RAS/GTPase-опосредованных сигнальных путей. 
Такой профиль указывает на состояние клеток, которые 
переходят к более позднему этапу сопровождения созре-
вающего ооцита: в это время кумулюсные клетки активно 
перерабатывают накопленные РНК и белки, изменяют 
межклеточные сигнальные связи и участвуют в подготовке 
комплекса ооцит–кумулюс к овуляции. Напротив, для 

Рис.  3. Тепловая карта 50 наиболее информативных 
признаков для каждого образца

связана с метаболизмом липидов и стероидов: «биосинтез 
стеролов» (KW: sterol biosynthesis, P = 0.029, FE = 5/9) 
и сходный с ней, хотя и не обогащенный достоверно 
KEGG-путь «биосинтез стероидов» (KEGG, P = 0.089, 
FE = 5.95) (табл. 4). Эти данные указывают на активный 
стероидогенез в исследуемых клетках, что является их 
ключевой эндокринной функцией.

Помимо значимых категорий (P < 0.05), мы наблю-
дали тенденцию к обогащению путей, имеющих важ-
ное функциональное значение для исследуемых клеток. 
В частности, путь «биосинтез стероидов» (KEGG) показал 
высокий уровень обогащения (FE: = 6.0) при статисти-
ческой значимости P = 0.089. Аналогично KEGG-путь, 
«функция щелевых контактов» (gap junction function, 
KEGG), был умеренно обогащен (FE = 2.6, P = 0.081) 
(табл. 4). Несмотря на то, что пути KEGG «биосинтез 
стероидов» (hsa00100) и «функция щелевых контактов» 
(hsa04540) не достигли формального порога значимости 
FDR < 0.05, мы рассматриваем их как важные мишени для 
дальнейшего исследования. Данное предположение осно-
вано на их высоких значениях FE (6.0 и 2.6 соответствен-
но), прямой биологической релевантности для функции 
клеток кумулюса, а также на статистически значимом 
обогащении родственных процессов по данным базы GO 
(«созревание ооцита», GO: 0001556, P = 0.0056; «сборка 
щелевых контактов», Reactome, P = 0.0038; табл. 4)

Анализ генов, входящих в биологические процессы, 
выявленные с помощью DAVID и KEGG MaPPer, в клет-
ках кумулюса ооцита, из которого получена бластоциста 
4AA, показал, что в путях, ассоциированных с созрева-
нием ооцита (как достоверно обогащенных, так и де-
монстрирующих пограничную значимость), наиболее 
часто встречаются гены-регуляторы мейоза и клеточ-
ного цикла: MOS (фактор созревания ооцитов MOS), 
TUBB8 (β-тубулин 8), WASHC5 (субъединица 5 WASH-
комплекса), SPDYE16 (белок семейства SPeedy/RINGO) 
и CCNB1 (циклин B1). Среди генов, экспрессия кото-
рых в клетках кумулюса ооцита группы 1 (табл. 3) была 
ниже, чем в группе 2 (ооциты № 2, 3), особый интерес 
представляют гены, связанные с остановкой мейоза, 
ZAR1 (log2FC = –6.5, P = 0.006) и ZAR1L (log2FC = –10.5, 
P = 0.002), а также гены, связанные с экспрессией кол-
лагенов (COL1A1, COL1A2, COL2A1, COL3A1, COL4A5, 
COL9A2, COL9A3, COL8A2, COL11A2, COL12A1) и сери-
новых протеазных ингибиторов, блокирующих их дегра-
дацию (SERPINA1, SERPINA3, SERPINA5, SERPINB12, 
SERPING1), причем log2FC всех последовательностей 
< –10, P < 0.003. Более низкий уровень экспрессии этих 
генов в клетках кумулюса ооцита, давшего бластоцисту 
высокого качества, может отражать более высокую сте-
пень зрелости ооцита по сравнению с ооцитами более 
низкого качества.

Анализ обогащения (ORA) выявил ключевые про-
цессы, связанные с дифференциальной экспрессией 
в исследуемых клетках, такие как созревание ооцита 
и метаболизм стероидов. Для получения целостной кар-
тины функциональных различий между двумя группами 
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группы 2 (табл. 3, ооциты 2 и 3, усиление транскрипции 
63 наборов генов) продемонстрировано значительное обо-
гащение анаболических и биосинтетических процессов, 
включая липидный и белковый метаболизм, поддержание 
ионного и клеточного гомеостаза, а также множество 
путей, связанных с транскрипцией, ростом и развитием. 
Такой функциональный профиль характерен для более 
ранней стадии активности кумулюсных клеток, когда 
они обеспечивают накопление ресурсов, поддерживают 
стабильность микроокружения и интенсивно синтези-
руют компоненты внеклеточного матрикса и мембран.

Таким образом, применение современных омикс-
ных подходов (RNA-Seq и биоинформатического ана-
лиза) позволило, несмотря на ограниченный размер 
выборки, выявить статистически значимые различия 
в транскриптомах клеток кумулюса, ассоциированных 
с ооцитами разного имплантационного потенциала. По-
лучены данные, позволяющие предварительно определить 
направления дальнейших исследований и поиск новых 
молекулярных сигнатур ооцитов с высоким потенциалом. 
В качестве одной из таких перспективных сигнатур может 
рассматриваться выявленный набор активированных 
генов-регуляторов мейоза и клеточного цикла: MOS, 
TUBB8, WASHC5, SPDYE16 и CCNB1. Связь профиля 
экспрессии NEAT1, AREG с клиническим исходом ВРТ.

ОБСУЖДЕНИЕ
Связь профиля экспрессии NEAT1, AREG с клиническим 

исходом ВРТ. Взаимодействие между ооцитами и окру-
жающими соматическими фолликулярными клетками 
являются одним из ключевых механизмов оо- и фолли-
кулогенеза. В ходе фолликулогенеза клетки кумулюса 
формируют тесную связь с ооцитом, в том числе по-
средством щелевых контактов. Такое взаимодействие 
гаметы и окружающих клеток небходимо для обмена 
питательными веществами, паракринными факторами 
и сигнальными молекулами (Coticchio et al., 2014; Russell 
et al., 2016; Turathum et al., 2021). Клетки кумулюса, обес
печивают поддержание ооцита в состоянии блока в про-
фазе I мейоза, а впоследствии участвуют в инициации 
возобновления мейоза ооцита и его созревание (Yokoo, 
Sato, 2004; Coticchio, Albertini, 2013; Coticchio et al., 2014). 
Прерывание контакта между соматическими клетками 
и ооцитом — один из ключевых этапов в завершении 
созревания ооцита (Dekel et al., 1981). У млекопитающих 
действие лютеинизирующего гормона и ФСГ на возоб-
новление мейоза ооцитов опосредовано увеличением 
выработки cAMP за счет активации MAP-киназ (Fan 
et al., 2009; Conti et al., 2012; Richani, Gilchrist, 2018). Эти 
киназы способствуют повышению уровня cAMP в клетках 
гранулезы, а также снижению уровней cAMP и cGMP 
в самом ооците. Ключевым звеном в этом процессе яв-
ляется нарушение метаболического сопряжения меж-
ду ооцитом и соматическими клетками, происходящее 
за счет снижения проницаемости щелевых контактов 
и фосфорилирования коннексинов (Sela-Abramovich 
et al., 2006; Dekel et al., 1981). В результате индуцируется 

возобновление мейоза и экспансия кумулюса, подготав-
ливающие ооцит к овуляции и оплодотворению (Kidder, 
Vanderhyden, 2010). Таким образом, кумулюс — своего 
рода зеркало ооцита.

Исходя из этих представлений, транскриптом кле-
ток кумулюса и гранулезы активно исследуется с целью 
выявления маркеров, позволяющих спрогнозировать 
имплантационный потенциал ооцита и полученного 
с его участием эмбриона (Feuerstein et al., 2007; Ander-
son et al., 2009; Wathlet et al., 2011; Uyar et al., 2013; Safro
nova et al., 2016). Оценка потенциала ооцита важна как 
на этапе выбора гаметы (в случае использования ооцитов 
донора), так и на этапе выбора эмбриона для селектив-
ного переноса. Однако в настоящее время клинические 
эмбриологи ограничены преимущественно методами 
световой микроскопии, оценивая вид ооплазмы, форму 
полярного тельца, толщину zona Pellucida (блестящей 
зоны), положение веретена мейоза (Voon, Sawant, 2022).

В проведенной работе мы показали снижение экс-
прессии гена AREG и повышение экспрессии lncRNA 
NEAT1 в клетках кумулюса при неудаче ЭКО. Постро-
енная регрессионная модель обладала высокой пред-
сказательной силой, более высокой, чем предложенная 
нами ранее модель на основе оценки экспрессии NEAT1 
(Enukashvily et al., 2025). Ген AREG, кодирующий белок 
амфирегулин, является одним из ключевых в процессе 
созревания ооцита, опосредуя ответ клеток гранулезы 
и ооцита на волну лютеинизирующего гормона (Fang 
et al., 2023). В ответ на волну гормона белок AREG ин-
дуцирует возобновление мейоза ооцита за счет сниже-
ния выработки cGMP и коммуникации через щелевые 
контакты между соматическими клетками и ооцитом 
(Conti et al., 2012; Fang et al., 2023). Помимо этого, AREG 
активно участвует в стероидогенезе, влияя на синтез как 
эстрогена, так и прогестерона, а также необходим для 
запуска процесса экспансии кумулюса. Таким обра-
зом, положительная (хотя и слабая) корреляция между 
его уровнем и исходом ЭКО, т. е. качеством эмбриона 
(рис. 1), является ожидаемой. Рядом исследователей 
такая связь описана (Huang et al., 2015).

Наряду с этим в ряде публикаций показано сниже-
ние экспрессии AREG у пациенток с успешным исходом 
ЭКО (Feuerstein et al., 2007; Kordus et al., 2019). Ранее мы 
показали возможность использования этого гена в ка-
честве предиктора качества ооцита (Bashendjieva et al., 
2024). Однако уровень экспрессии гена AREG в нашем 
предыдущем исследовании был ниже в клетках кумулюса 
у родивших пациенток, чем у здоровых доноров. У неро-
дивших пациенток, напротив, уровень экспрессии AREG 
был выше, чем в клетках кумулюса ооцитов здоровых 
доноров. У этих пациенток не наблюдали повышения 
экспрессии всех остальных исследованных генов. Од-
нако некоторые из исследованных генов (например, 
HAS2, PTGS2) располагаются ниже AREG в регуляторных 
каскадах и активируются вслед за ним (Choi et al., 2017; 
Feuerstein et al., 2007).
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Ранее мы предположили, что в клетках кумулюса 
пациенток есть дисбаланс системы обратных связей 
и регулирования экспрессии AREG (Bashendjieva et al., 
2024). Данные текущей работы (рис. 1б) также могут 
свидетельствовать о дисбалансе в системе регуляции 
экспрессии данного гена в клетках кумулюса при сни-
жении качества ооцита. Однако в данном исследовании 
уровень AREG у пациенток с успешным исходом ЭКО 
мог как превышать средние значения для донорской 
группы, так и быть ниже (рис. 1б). Таким образом, не-
смотря на общую положительную корреляцию высокого 
уровня AREG с имплантационным потенциалом ооцита, 
полученные результаты позволяют предположить, что 
существует оптимальный физиологический диапазон его 
экспрессии. Такое предположение могло бы объяснить 
несовпадение результатов различных исследователей. 
Отклонение от этого диапазона (как в сторону недостат-
ка, так и в сторону избытка) может быть ассоциировано 
со сниженным имплантационным потенциалом ооцита, 
отражая лежащие в основе нарушения регуляторных 
механизмов. Однако, согласно выбору ооцита из банка 
донорских гамет, высокий уровень экспрессии AREG, 
вероятнее всего, будет соответствовать высокому им-
плантационному потенциалу. При выборе же ооцитов 
пациенток данный предиктор, скорее всего, будет об-
ладать меньшей силой.

NEAT1, согласно нашим данным (рис. 1), является 
потенциальным негативным маркером успешности ЭКО. 
Описано две изоформы lncRNA NEAT1 — преобладающая, 
NEAT1_1 (короткая, ~ 3.7 тыс. п. н.) и минорная, NEAT1_2 
(длинная, ~ 22.7 тыс. п. н.). LncRNA NEAT1_2 необходи-
ма для сборки параспеклов, в то время как транскрипт 
NEAT1_1, по-видимому, выполняет другие функции 
(Hirose et al., 2019). Праймеры, использованные нами 
(табл. 2), могут амплифицировать обе формы. Однако 
мы анализировали полиТ кДНК, взяв за основу прото-
колы, приведенные в работах, посвященных роли NEAT1 
в созревании ооцита и фолликулогенезе (Xu et al., 2015; 
Bouckenheimer et al., 2018). Поэтому, вероятнее всего, 
lncRNA NEAT1_1 сильнее вовлечена в процессы, связан-
ные с формированием компетентности ооцита. Однако 
в опубликованных в настоящее время исследованиях эти 
изоформы не разделялись.

Согласно данным из литературы, lncRNA NEAT1 уча-
ствует в поддержании пролиферации клеток кумулюса 
в созревающем фолликуле, действуя через P53-зависимые 
пути, а также связывая микроРНК miR‑654 и miR‑205, тем 
самым регулируя каскад MAPK и активность cAMP-за-
висимого фактора транскрипции CREB1 (Dong et al., 
2025b). Снижение экспрессии NEAT1 приводит к уси-
лению аутофагии в клетках гранулезы и ускоренному 
старению яичников (Liu et al., 2023). Выступая в роли 
молекулярной губки, NEAT1 поглощает miR‑204-5P, 
предотвращая ее нормальное функционирование, и ак-
тивирует эстрогеновые рецепторы (ESR1), которые, 
в свою очередь, активируют MAP-киназный каскад (Dong 
et al., 2025a). Однако увеличение уровня lncRNA NEAT1 

приводит к повышению чувствительности клеток кумулю-
са и гранулезы к эстрогену. В этом случае клетки могут 
реагировать на низкие концентрации гормона так же, как 
и на высокие. Высокие уровни эстрогена, а также куму-
лятивное воздействие повышенных его концентраций 
(например, при медикаментозной блокировке овуляции 
в цикле ЭКО), могут негативно влиять на успех ЭКО, 
снижая имплантацию эмбрионов и частоту успешных 
родов в длинных протоколах с агонистами гонадотро-
пин-рилизинг гормона (Arslan et al., 2007; Aslih et al., 
2021; Burdon et al., 2025). Сниженная экспрессия ESR1 
рассматривается как маркер компетентности ооцита, 
вероятно, коррелирующий с корректной лютеинизацией 
(Artini et al., 2017). Таким образом, возможно, выявленное 
в нашей работе увеличение транскрипции NEAT1 потен-
циально способно приводить к повышенной активации 
ESR1 и снижению компетентности ооцита.

Построенная нами модель логистической регрессии 
(рис. 1г) обладала высокой предсказательной силой. 
Важно отметить, что ключевыми предикторами в мо-
дели выступили именно транскрипционные маркеры 
AREG и NEAT1, что подтверждает их роль в созревании 
ооцита и, как следствие, определении качества ооцита 
и исхода ЭКО.

Проведенный корреляционный анализ (рис. 1в) выя-
вил ряд взаимосвязей между ключевыми исследуемыми 
параметрами. Уровень экспрессии NEAT1 продемон-
стрировал ожидаемую сильную положительную корре-
ляцию с успешным исходом (Birth, r = 0.74), что полно-
стью согласуется с нашим основным выводом о его роли 
как негативного предиктора. Кроме того, экспрессия 
NEAT1 положительно коррелирует с возрастом пациентки 
(r = 0.41), что позволяет предположить его потенциаль-
ную связь с возраст-зависимыми изменениями в ооците. 
Для экспрессии AREG показана слабая положительная 
корреляция с исходом (r = 0.21), но отрицательная — 
с экспрессией NEAT1 (r = –0.24). Возможно, в клетках 
кумулюcа существуют механизмы антагонистической 
регуляции этих факторов.

Мы выявили умеренную положительную корреля-
цию уровня lncRNA VIM-AS1 с успешным исходом ЭКО 
(r = 0.57). LncRNA VIM-AS1 является антисмысловым 
транскриптом гена VIM (виментина), и их экспрессия 
синхронно регулируется через общий гипометилиро-
ванный промотор. lncRNA VIM-AS1 формирует R-пет-
лю, обеспечивающую оптимальную пространственную 
конфигурацию хроматина и доступность промотора для 
транскрипционных факторов, тем самым усиливая транс-
крипцию как VIM-AS1, так и, вероятно, VIM (Boque-Sastre 
et al., 2015). В клетках гранулезы виментин играет клю-
чевую роль в транспорте холестерина в митохондрии — 
критическом этапе стероидогенеза (Shen et al., 2012). 
Таким образом, VIM-AS1, регулируя как антисмысловой 
транскрипт уровень VIM мРНК, может опосредованно 
влиять на продукцию стероидных гормонов в фолли-
куле. Высокий уровень VIM-AS1 в клетках кумулюса 
зрелого фолликула, показанный ранее (Bouckenheimer 
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et al., 2018), согласуется с выявленной нами корреля-
цией и подтверждает биологическую значимость этого 
транскрипта для оо- и фолликулогенеза.

Анализ транскриптомных данных — поиск новых пре-
дикторов качества ооцита. При секвенировании транс-
криптомов в клетках кумулюса ооцита более высокого 
качества (4АА) выявлено 3422 гена со статистически зна-
чимо повышенным относительно кумулюсов других оо-
цитов уровнем транскрипции (log2FC > 2, q-value < 0.05). 
Из них 102 были ассоциированы с путями, связанными 
с созреванием ооцита, формированием щелевых кон-
тактов, мейозом, синтезом стероидов. В статистически 
значимо обогащенных путях, ассоциированных с созре-
ванием ооцита, наиболее часто встречались гены-регу-
ляторы мейоза и клеточного цикла: MOS (фактор созре-
вания ооцитов MOS), TUBB8 (β-тубулин 8), WASHC5 
(субъединица 5 WASH-комплекса), SPDYE16 (белок 
семейства SPeedy/RINGO) и CCNB1 (циклин B1). Среди 
генов, дифференциально экспрессируемых в клетках 
кумулюса ооцитов, давших бластоцисты более низко-
го качества, выявлены гены, связанные с блокировкой 
мейоза и синтезом коллагенов, а также с блокировкой 
протеолитического каскада, приводящего к разрушению 
внеклеточного матрикса во время экспансии кумулюса. 
Таким образом, можно сказать, что в клетках кумулюса 
ооцитов группы 2 (табл. 3), давших бластоцисты бо-
лее низкого качества, активированы гены, по крайней 
мере некоторые, характерные для более ранних стадий 
оогенеза.

MOS (moloney sarcoma oncogenes) кодирует серин/
треониновую протеинкиназу, которая была впервые 
идентифицирована как цитостатический фактор, обеспе-
чивающий остановку ооцита в метафазе II (MII) (Sagata 
et al., 1989; Cairo et al., 2025). При активации MOS бло-
кируется деградация циклина B1 (CCNB1) через серию 
промежуточных реакций (Cao et al., 2020). Мутации в гене 
MOS приводят к ранней фрагментации эмбриона, а его 
инактивация — к митохондриальной дисфункции ооцита 
(Zhang et al., 2021). Предполагается, что MOS участвует 
в координации сложных процессов организации мей-
отических делений, а также, помимо остановки ооци-
та на стадии MII-мейоза, обеспечивает инактивацию 
транскрипции в овулирующем ооците (Cairo et al., 2025).

Наряду с MOS, циклин B1 (CCNB1) относится к важ-
нейшим регуляторам мейоза. В сочетании с циклин-за-
висимой киназой 1 (CDK1) CCNB1 формирует ключевой 
регуляторный комплекс [M-фазу-промотирующий фактор 
(MPF)], который является главным драйвером и регу-
лятором мейоза в ооците (Yokoo, Sato, 2004; Assou et al., 
2006). Уровень циклина B1 и активность MPF остаются 
высокими на протяжении метафазы I, обеспечивая ста-
бильность веретена и удержание гомологичных хромосом. 
Для перехода к анафазе I (разделению гомологичных 
хромосом) необходимо резкое падение активности MPF. 
Это достигается путем убиквитин-зависимой деградации 
циклина B1 (Jones 2008; Pines 2011; Cairo et al., 2025). Сни-
жение уровня MPF приводит к анафазе I и образованию 

первого полярного тельца. В ходе второго деления мейоза 
CCNB1 обеспечивает остановку мейоза на стадии MII 
вплоть до оплодотворения, после которого циклин B1 
быстро разрушается и мейоз завершается. MOS участвует 
в контроле функционирования CCNB1 (Madgwick, Jones, 
2007; Chang et al., 2011).

WASHC5 — это ключевой компонент WASH-
комплекса (Wiskott–Aldrich syndrome protein and SCAR 
homolog), который регулирует динамику актинового ци-
тоскелета на поверхности эндосом, активируя комплекс 
ArP2/3 (Helfer et al., 2013). Его роль в оогенезе млекопи-
тающих практически не изучена. Считается, что у мыши 
комплекс WASH регулирует комплекс ArP2/3 в ходе ак-
тин-опосредованной экструзии первого полярного тельца 
(Wang et al., 2014). У дрозофилы показана направляющая 
роль WASH комплекса в оогенезе (Verboon et al., 2018).

Белок SPDYE16 (Speedy protein 16) является мало-
изученным белком семейства Speedy/RINGO. Однако 
для других белков семейства показано участие в ооге-
незе Xenopus laevis и Mus musculus. Характерным свой-
ством изученных белков этого семейства (Spy1/RIN-
GOA/RINGO3, RINGO C, RINGO E) является способ-
ность регулировать активность CDK1/CDK2, минуя 
циклин-зависимые пути (Gastwirt et al., 2007; Gonzalez, 
Nebreda, 2020). Особенно хорошо эта функция показана 
для белка этого семейства Spy1, с которым у SPDYE16 
есть два общих мотива (https://www.kegg.jP/ssdb-bin/
ssdb_motif?kid=hsa:102723555, 07.12.2025). В базе данных 
KEGG белок включен в пути hsa:04114 Oocyte meiosis 
и hsa:04914 Progesterone-mediated oocyte maturation, где 
они располагаются в качестве регуляторов CDK1/CDK2 
(https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04914).

Ген TUBB8 кодирует изоформу β-тубулина 8 — спец-
ифичный для ооцитов и ранних эмбрионов приматов 
β-тубулин, формирующий вместе с α-тубулином α/β-ге-
теродимер, являющийся основным строительным блоком 
микротрубочек (Feng et al., 2016; Voros et al., 2025). Му-
тации в этом гене приводят к остановке развития бере-
менности, созревания ооцита, неудаче оплодотворения 
и встречаются примерно у 30 % женщин, страдающих 
бесплодием (Huang et al., 2017; Zhao et al., 2025). Тща-
тельные генетические исследования женщин, страдаю-
щих бесплодием, приводят к постоянному расширению 
списка известных мутаций в гене TUBB8, вызывающих 
нарушение репродуктивной функции у женщин (Huang 
et al., 2017; Ebru et al., 2023; Zhao et al., 2025).

Все перечисленные гены экспрессируются пре-
имущественно в ооците, однако мы выявили их при 
анализе клеток кумулюса в условиях, когда контами-
нация материалом ооцита была исключена, так как 
гаметы были использованы для получения эмбрионов. 
Возможно, транскрипты выявленных генов попадают 
в клетки кумулюса из ооцита и их количество невелико 
относительно уровня этих мРНК в ооците. Выявление 
транскриптов генов с известной ооцит-специфической 
экспрессией (таких как TUBB8 и MOS) в клетках ку-
мулюса, при исключенной контаминации ооцитарным 

https://www.kegg.jp/ssdb-bin/ssdb_motif?kid=hsa:102723555
https://www.kegg.jp/ssdb-bin/ssdb_motif?kid=hsa:102723555
https://www.kegg.jp/kegg-bin/show_pathway?hsa04914
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материалом, указывает на возможный активный транс-
порт или пассивную диффузию этих мРНК из ооцита 
в окружающие соматические клетки. Однако нельзя 
исключить возможную транскрипцию этих генов в клет-
ках кумулюса и транспорт синтезированных мРНК 
в направлении от соматических клеток к ооциту. Хотя 
уровень этих транскриптов в кумулюсе, несомненно, 

на порядки ниже, чем в ооците, их присутствие может 
быть следствием интенсивного ооцито-соматического 
обмена не только сигнальными молекулами, но и мРНК. 
Исследование такого обмена мРНК позволит как улуч-
шить наше понимание процесса созревания ооцита, 
так и обнаружить новые неинвазивные предикторы 
компетентности ооцита.
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