
ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2016, Т. 62, № 1 107

©  О.А.Шепель, Т.Ю.Вознесенська, Т.В.Блашків, Р.І.Янчій

УДК 517.218:616-008.64:612.621

Гени кумулюсних клітин як потенційні біомаркери 
для діагностики стану розвитку ооцитів та ембріонів
О.А. Шепель, Т.Ю. Вознесенська, Т.В. Блашків, Р.І. Янчій
Інститут фізіології ім. О.О.Богомольця НАНУ, Україна, Київ; e-mail: elena-shepel@ukr.net

В цьому огляді представлені сучасні дані про гени, що є потенційними біомаркерами для селекції 
ооцитів та ембріонів у програмі екстракорпорального запліднення (ЕКЗ). Морфологічна оцінка, яка 
ґрунтується на таких показниках, як швидкість росту, раннє дроблення, ступінь фрагментації, 
формування бластоцисти, є суб’єктивною і не дає точного прогнозу розвитку ембріона. Потрібні 
об’єктивні, швидкі та доступні тести для визначення потенціалу розвитку статевих клітин, які 
б збільшили шанс успішної вагітності та знизили кількість ембріонів для підсадки. З виникненням 
нових технологій у кумулюсних клітинах виявлені гени, які характеризують здатність ооцитів до 
мейотичного дозрівання, фертилізації та ембріонального розвитку і можуть бути використані 
під час ЕКЗ для відбору ооцита  або ембріона з більш високим потенціалом імплантації. Серед них 
циклооксигеназа 2 (ЦОГ2), гремлін 1 (ГРЕМ1) і гіалуронансинтаза 2 (ГС2).
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ОГЛЯДИ

На фоні збереження тенденції до скорочення 
населення особливо гострою є проблема без-
пліддя. Важливу роль у досягненні вагітності 
в процесі in vitro запліднення і перенесення 
ембріонів відіграє вибір найбільш перспек-
тивного клітинного матеріалу (ооцитів, зи-
гот, ембріонів). Нині цей відбір ґрунтується 
на таких морфологічних показниках, як 
швидкість росту, раннє дроблення, ступінь 
фрагментації, формування бластоцисти [1–4]. 
Однак прогностична можливість цього під-
ходу обмежена, оскільки він є суб’єктивним 
і недостатньо точним [1, 2, 4–6]. Морфоло-
гічний зовнішній вигляд ооцита і ембріона 
не дає адекватного прогнозу їх розвитку. У 
70-80% морфологічно аномальних ембріонів 
виявлені генетичні порушення, тоді у 40% 
ембріонів з нормальною морфологією також 
виявлені хромосомні аберації [3]. Таким чи-
ном, для підтримки високих показників вагіт-
ності здійснюють трансфер 3-4 ембріонів на 

ранніх стадіях розвитку або 2-3 бластоцист. 
Однак це часто призводить до багатоплідної 
вагітності, яка пов’язана з підвищеною захво-
рюваністю плода і його смертністю [3, 6, 7].

Трансфер одиничного ембріона стає все 
більш поширеним при екстракорпоральному 
заплідненні (ЕКЗ), оскільки означає редукцію 
багатоплідної вагітності. Відбір ембріонів 
з більш високим потенціалом імплантації 
– найважливіше завдання у допоміжних 
репродуктивних технологіях [1, 6, 8]. Та-
ким чином, будь-який об’єктивний метод 
оцінки компетентності ооцита і потенціалу 
імплантації й розвитку ембріона збільшив 
би успішність допоміжних репродуктивних 
технологій [2, 3]. З їх виникненням виявлені 
нові біомаркери, які можуть бути використані 
самостійно або у комбінації з морфологічни-
ми  критеріями при ЕКЗ для селекції ооцита 
і / або ембріона [1, 4–6, 9, 10]. 

Відомо, що преовуляторні фолікули мі-
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стять субпопуляції гранулярних клітин, вклю-
чаючи пристінкові і кумулюсні (КК). Перші 
вистилають стінку фолікула, знаходяться в 
тісній близькості до текальних клітин і екс-
пресують гени, потрібні для фолікулярного 
розриву. КК залишаються пов’язаними з оо-
цитом протягом фолікулярного розвитку та 
овуляції. Ооцити і КК ростуть і розвиваються 
строго координовано і взаємозалежно. Вони 
є медіаторами розвитку ооцита і фертиліза-
ції, а, ооцит у свою чергу регулює розвиток 
кумулюса [1, 3, 8, 9, 11]. У мишей кумулюс-
но-ооцитарні клітинні комплекси (КОКК) 
відіграють центральну роль в овуляції, і 
здатність ооцитів підтримувати експресію 
генів у кумулюсі пов’язана з компетентністю 
ооцитів до розвитку [2, 11, 12]. Для вивчення 
зв’язку між профілем генної експресії в КК 
та компетентністю ооцитів, якістю ембріонів 
і результатом вагітності застосовують техно-
логії на основі ДНК-мікрочіпів, полімеразну 
ланцюгову реакцію (ПЛР) в реальному часі 
[2, 6, 12], генетичну діагностику за допомо-
гою порівняльної геномної гібридизації, од-
нонуклеотидний поліморфізм генів. Резуль-
татом аналізу геномних і транскриптомних 
даних є визначення генів, які диференційно 
експресуються в різних експериментальних 
умовах [6]. Згідно з сучасною концепцією, 
КК можуть бути надійною моделлю для 
з’ясування якості ооцита та ефективності 
протоколу оваріальної гіперстимуляції і 
опосередковано прогнозувати анеуплоїдію 
ооцитів, ембріональний розвиток і результат 
вагітності [2, 8, 13]. Крім того, аналіз генної 
експресії в КК може допомогти зрозуміти 
механізми, які знижують репродуктивну 
здатність [4, 14]. Нині широко використо-
вується ПЛР в реальному часі як чутливий і 
ефективний метод для кількісного визначен-
ня окремих транскриптів. З іншого боку, ви-
користання ДНК-мікрочіпів для визначення 
профілю експресії в масштабі геному відкри-
ло нові перспективи для дослідників, даючи 
можливість ідентифікувати транскриптомні 
сигнатури життєздатних ембріонів. Однак за-

стосування мікрочіпів потребує спеціалізова-
ного обладнання і підготовленого персоналу, 
що може коштувати непомірно дорого  і не 
зможе давати результати  достатньо швидко, 
щоб використовувати інформацію в клініці в 
обмежений проміжок часу, прийнятний для 
ембріонального трансферу. Тому навряд чи 
для КК від окремих ооцитів доцільно засто-
совувати такий аналіз, щоб отримати  повний 
профіль транскриптів.  Замість цього обме-
жене число генів, які були ідентифіковані  у 
дослідженнях з використанням мікрочіпів 
як біомаркерів життєздатності ооцитів та 
ембріонів, може бути оцінено за допомогою 
ПЛР у реальному часі. Але  в цьому разі 
важливо встановити чи необхідне визначення 
абсолютної кількості або лабораторія просто 
відбере ембріони з найвищою і найнижчою 
експресією і скільки генів краще досліджува-
ти, оскільки визначення продукту одиничного 
гена навряд чи передбачить результат [4, 6].  

Взаємодія КК і ооцита відбувається через 
щілинні контакти [6, 15] за допомогою парак-
ринних сигнальних факторів. Ці міжклітинні 
канали забезпечують трансфер малих моле-
кул і сприяють обміну метаболітів глюкози 
та іонів між ооцитом і КК [1, 4]. Генетичні 
модуляції в КК (як і в гранулярних кліти-
нах) можуть призвести до репродуктивної 
недостатності [14]. Аналіз КК має переваги 
порівняно з прямою оцінкою ооцита. Ооцити 
на стадії метафази 2 є делікатними клітинами, 
які можуть бути легко пошкоджені морфоло-
гічними дослідженнями [1, 15]. КК, як прави-
ло, не використовуються під час класичного 
ЕКЗ та інтрацитоплазматичної ін’єкції спер-
матозоїда в яйцеклітину. Ці клітини легко 
доступні і численні [2], їх відділяють від 
ооцитів безпосередньо після виділення, тому 
такий аналіз не заподіє ніякого додаткового 
стресу ооцитам [1, 4, 15, 16]. Ізольовані КК - 
це відносно гомогенна фракція, практично не 
забруднена іншими клітинами. У той час як 
більшість ізольованих гранулярних клітин мі-
стять домішки текальних і кров’яних клітин, 
що пояснюється методами їх отримання. Все 
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вищезазначене свідчить про те, що кумулюс є 
зручним матеріалом для неінвазивного мето-
ду визначення потенціалу розвитку статевих 
клітин. Проте слід враховувати, що збір КК 
може бути пов’язаний з додатковим часом для 
кожного ооцита за межами інкубатора. Крім 
того, для підтримки ідентичності кожного 
зразка КК відносно певного ембріона потріб-
на індивідуальна культура, а це – додаткова 
робота і фінансові витрати у лабораторії. Ці 
аспекти також повинні бути вивчені і проа-
налізовано співвідношення ризиків і вигоди 
до реалізації такого підходу у клініці [6].

Серед генів, які експресуються в КК і 
активно вивчаються, можна виділити цикло-
оксигеназу 2 (ЦОГ2), гремлін 1 (ГРЕМ1) і 
гіалуронансинтазу 2 (ГС2). Встановлено, що 
всі вони залучені в фолікулярний розвиток, 
зокрема, кумулюсне розширення [16–20], що 
ініціюється хвилею лютеїнізуючого гормо-
ну і відіграє надзвичайно важливу роль під 
час розвитку ооцита, овуляції і фертилізації 
(тобто сприяє ефективному заплідненню, 
успішному відриву КОКК від фолікулярної 
стінки і наступної овуляції, їх транспорту  
через яйцепровід і підтримці життєздатно-
сті ооцита в матковій трубі) [4, 17–19, 21]. 
Ооцити, виділені із фолікулів з порушеним 
кумулюсним розширенням, мають обмеже-
ний потенціал для імплантації [6]. Альте-
рації в кумулюсному розширенні можуть 
відбуватися з віком у жінок і відповідати за 
їх репродуктивну недостатність  як безпосе-
редня причина або як відображення зниження 
функціональної і структурної якості ооцитів 
[3]. Враховуючи залучення цих генів у про-
цес кумулюсного розширення, можна при-
пустити, що вони будуть досить надійними 
маркерами мейотичного дозрівання і якості 
ооцита, фертилізації і раннього ембріональ-
ного розвитку [21]. 

У пацієнтів, які проходили процедуру 
ЕКЗ або інтрацитоплазматичної ін’єкції 
сперматозоїда в яйцеклітину, за допомогою 
кількісної ПЛР встановлено, що експресія 
ЦОГ2 та ГС2 була вище в 6 разів, а ГРЕМ1 – 

в 15 разів в КК, відокремлених від ооцитів, 
що дали початок ембріонам високої якості 
[3]. Показано, що профіль експресії ЦОГ2 
і ГС2 в КК мишей був подібний до такого у 
людини: нижчий у клітин, що були пов’язані 
з ооцитами із слабким потенціалом розвитку 
[22]. Наведені результати узгоджуються з 
даними, отриманими в інших дослідженнях 
[23]. Значна кореляція була виявлена між 
ембріональним розвитком на 3-тю добу та 
експресією ГРЕМ1 [24, 25], а також, проте 
меншою мірою, між якістю ооцитів  та ЦОГ2 
і ГС2  [24]. Виявлений взаємозв’язок вмісту 
мРНК для цих генів і видом гонадотропіну, 
що використовувався для оваріальної сти-
муляції [15, 24, 25]. Показано залежність 
експресії ГС2 в КК  від стадії мейотичного 
дозрівання. Встановлено, що середній вміст 
мРНК для ГС2 значно вище в КК, пов’язаних 
з ооцитами, які були запліднені і розвились 
у життєздатні бластоцисти  [26]. Таким чи-
ном, рівень експресії цих генів корелює з 
морфологічними і фізіологічними характе-
ристиками статевих клітин [3, 19]. Водночас 
є результати, які демонструють відсутність 
суттєвих відмінностей між експресією генів, 
зокрема ЦОГ2, у КК та ГК, які оточували за-
пліднені та незапліднені яйцеклітини, а також 
між успішно й неуспішно імплантованими 
ембріонами. Припускають, що причинами 
розбіжності у результатах можуть бути схема 
дослідження, протокол стимуляції, фізичний 
стан пацієнта [8]. 

Згідно з останніми дослідженнями, у 
жінок підвищений рівень експресії ГРЕМ1 
в КК позитивно корелює з дозріванням оо-
цитів [23, 27], супроводжується правильним 
формуванням бластоцисти, високою якістю 
ембріонів і незначним покращенням по-
казника вагітності [14]. Взаємозалежність 
якості ооцита і експресії ГРЕМ1 ще треба 
досліджувати. Але відомо, що ГРЕМ1 – це 
ген, індукований фактором росту дифе-
ренціювання-9 (РФД9), який продукується 
безпосередньо ооцитом. Ще одним таким 
фактором є кістковий морфогенетичний білок 



ISSN 0201-8489 Фізіол. журн., 2016, Т. 62, № 1110

(БМП). Припускають, що ГРЕМ1 модулює 
перехресні сигнальні шляхи між РФД9- і 
БМП-сигналізацією [14, 15], яка потрібна  
під час фолікулярного розвитку. ГРЕМ1 се-
лективно інгібує БМП-сигналізацію, не пору-
шуючи РФД9-сигналізацію. Тобто ГРЕМ1 є 
антагоністом БМП, і останні дані показують, 
що він залучений у внутрішньофолікуляр-
ний БМП-сигнальний шлях, який негативно 
регулює продукцію андрогенів текальними 
клітинами (як базальну, так і індуковану лю-
теїнізуючим гормоном) [15]. З одного боку, 
підвищений вміст андрогенів може сприяти 
розвитку полікістозу яєчників. З іншого, ан-
дрогени потрібні для нормальної оваріальної 
функції і фертильності [28]. Припускають, що 
селективне інгібування сигналізації сприяє 
лютеїнізації пристінкових ГК, підтримуючи 
при цьому кумулюсне розширення. Якщо 
це так, то безперервна експресія ГРЕМ1 в 
КК повинна представляти зрілий ооцит і 
прогнозує покращений розвиток ембріона 
[3, 25]. Зниження ж експресії ГРЕМ1 може 
вказувати на пошкоджену ооцитарну функ-
цію і кумулюсне розширення і, відповідно, 
свідчить про слабку репродуктивну здатність. 
Спостерігаються значні варіації експресії 
ГРЕМ1 у пацієнтів, а, враховуючи те, що 
нині обмежені знання про функціонування 
цих генів в  кумулюсних клітинах, складно 
повністю зрозуміти причини їх біологічної 
кореляції [14].

ГС2 експресується КК у відповідь на 
спільний ефект фолікулостимулювального 
гормону і РФД9, як фермент, який відповідає 
за синтез гіалуронової кислоти, одного з го-
ловних компонентів позаклітинного матриксу 
[1, 15], утворення якого потрібне для куму-
люсного розширення у відповідь на овуля-
торний викид лютеотропіну. Отже, зниження 
експресії ГС2 порушує синтез гіалуронової 
кислоти, і відповідно, формування матрик-
су та пошкоджує процес овуляції. Значний 
вміст ГС2 транскриптів наявний в ооцитах 
з субоптимальною морфологією, які розви-
нулися в ембріони високої якості на відміну 

від ооцитів, ізольованих від КК, і ооцитів, 
що зазнали невдачі при заплідненні [15, 23].

ЦОГ2 запускає сигналізацію простаглан-
динів (ПГ) у яєчнику, які синтезуються з 
арахідонової кислоти [29]. ПГ є загальними 
медіаторами запальних реакцій, включаючи 
й овуляцію. З двох ізоформ циклооксигенази 
розрізняють конститутивну - ЦОГ1 (функціо-
нує постійно і виконує фізіологічно важливі 
функції) та індуцібельну - ЦОГ2 (функціонує 
в певних умовах, наприклад, при запаленні). 
В яєчнику ЦОГ1 конститутивно експресуєть-
ся в текальних клітинах, а ЦОГ2 індукується 
лютеотропіном або хоріонічним гонадотро-
піном в пристінкових ГК і КК. Встановлено 
регуляторний вплив РФД9 на активацію 
ЦОГ2 в КК [1, 3]. Самиці мишей нульові (но-
каутні) за ЦОГ2 або по ПГЕ2 рецептору ЕР2 
є безплідними, у них пошкоджено кумулюсне 
розширення і порушений процес овуляції. 
ПГ відіграють надзвичайно важливу вну-
трішньофолікулярну роль у регуляції генів, 
залучених у формування матриксу і куму-
люсне розширення [15]. ЦОГ2 пов’язанй із 
стабілізацією матриксу під час кумулюсного 
розширення [22]. Виявлено кореляцію між ек-
спресією ЦОГ2 в КК та дозріванням ооцитів 
[1, 23]. Хоча механізми, за допомогою яких 
ПГ опосередковують кумулюсне розширення 
і подальшу овуляцію, до кінця не зрозумілі.

Припускають, що в механізм може бути 
задіяний білок TSG6 (ФНПα-стимульований 
ген 6), який є мішенню дії ПГ [30, 31], 
оскільки у мишей, нокаутних по ЦОГ2 і 
ЕР2 експресія мРНК TSG6 (але не ГС2) зни-
жується. Ланцюг може бути таким: в прео-
вуляторному фолікулі хвиля лютеїнізуючого 
гормону індукує мРНК ЦОГ2 і ГС2. ЦОГ2 
відповідає за синтез ПГ, а ті в свою чергу за 
експресію мРНК TSG6; ГС2 забезпечує син-
тез ГК. Остання пов’язує білок TSG6. А далі 
запускається процес формування матриксу і 
кумулюсне розширення [30].

Таким чином, порушення експресії кож-
ного з цих трьох генів призводить до пошкод-
ження кумулюсного розширення та форму-
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вання матриксу і, як наслідок, – порушення 
овуляції. Відповідно, аналіз їх експресії в КК 
може бути непрямою ознакою чи показником 
мікрооточення, в якому дозріває ооцит, і до-
помогти ембріологові краще оцінити якість 
ембріона [2]. В основі порушення експресії 
ЦОГ2, ГРЕМ1 або ГС2 можуть бути гормо-
нальні зміни, які супроводжують ту чи іншу 
патологію, ушкодження продукції РФД9 [14], 
який регулює їх активацію.

Загалом точна природа і різноманітність 
ооцит-КК сигнальних молекул є складною 
і динамічною, але вони мають величезний 
вплив на якість ооцитів [1]. Врешті решт, 
численні гени в КК могли б бути потенцій-
ними маркерами для діагностики здатності 
розвитку ооцитів та ембріонів [3, 5, 8, 32, 33]. 
Треба визначити профіль їх експресії, важли-
вий для селекції ембріона, провести дослід-
ження, щоб виявити зв’язок між зміненою 
експресією мРНК в КК і розвитком ембріона, 
його життєздатністю. Однак слід визнати, що 
нині не існує загальновизнаних біомаркерів. 
Причиною розходження в результатах  мо-
жуть бути різні фактори, що впливають на 
експресію генів: план дослідження, протокол 
стимуляції та фізичні дані пацієнта, етіологія, 
лікування, вік  тощо [4, 8, 32]. Безумовно, 
застосування передових транскриптомних 
і біоінформативних інструментів у лабора-
торіі ЕКЗ є доцільним, а початкові висновки 
обнадійливими, однак залишаються питання, 
які треба вирішити перед тим, як уводити ці 
технології в клінічну практику. Важливим 
етапом також є проведення рандомізованих 
контрольованих досліджень, щоб підтверди-
ти клінічний ефект від застосування генів-
біомаркерів.

Розвиток неінвазивних методів оцінки 
ооцитів на основі транскриптомного дослід-
ження фолікулярних соматичних клітин має 
не тільки клінічне, а й наукове значення. 
Застосування неінвазивного аналізу КК допо-
може поглибити розуміння взаємозалежності 
зовнішніх і внутрішніх факторів, що вплива-
ють на фолікуло- і оогенез, з’ясувати складні 

молекулярні механізми, що регулюють роз-
виток ооцитів та ембріонів. Ці знання у свою 
чергу можуть бути використані в клініці для 
вдосконалення протоколів in vitro дозрівання 
ооцитів або індивідуалізації методики контр-
ольованої оваріальної стимуляції.

Е.А.Шепель, Т.Ю.Вознесенская, Т.В.Блашкив, 
Р.И.Янчий

ГЕНЫ КУМУЛЮСНЫХ КЛЕТОК КАК 
ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ БИОМАРКЕРЫ ДЛЯ 
ДИАГНОСТИКИ РАЗВИТИЯ ООЦИТОВ И 
ЭМБРИОНОВ

В этом обзоре представлены современные данные о генах, 
которые являются потенциальными биомаркерами для 
селекции ооцитов и эмбрионов в программе экстракорпо-
рального оплодотворения (ЭКО). Морфологическая оцен-
ка, основанная на таких показателях, как скорость роста, 
раннее дробление, степень фрагментации, формирование 
бластоцисты, является субъективной и не дает точного 
прогноза развития эмбриона. Необходимы объективные, 
быстрые и доступные тесты для определения потенциала 
развития половых клеток, которые бы увеличили шанс 
успешной беременности и снизили количество эмбрионов 
для подсадки. С возникновением новых технологий в 
кумулюсных клетках обнаружены гены, характеризую-
щие способность ооцитов к мейотическому созреванию, 
фертилизации и эмбриональному развитию и могут быть 
использованы при ЭКО для отбора ооцита или эмбриона 
с более высоким потенциалом имплантации. Среди них 
циклооксигеназа 2 (ЦОГ2), гремлин 1 (ГРЕМ1) и гиалу-
ронансинтаза 2 (ГС2).
Ключевые слова: качество ооцитов; экспрессия генов 
в кумулюсных клетках; циклооксигеназа 2; гремлин 1; 
гиалуронансинтаза 2.

E.А. Shepel, Т.Yu. Voznesenskaya, T.V. Blashkiv, 
R.І. Yanchii

CUMULUS CELL GENES AS POTENTIAL 
BIOMARKERS OF OOCYTE AND EMBRYO 
DEVELOPMENTAL COMPETENCE

Bogomoletz Institute of Physiology NASU, Ukraine, Kiev
The selection of embryos with high implantation potential is 
the most important task in assisted reproductive technologies. 
Today, this selection is based on subjective morphological 
criteria such as growth rate, early cleavage, the degree 
of fragmentation, blastocyst formation. However, the 
morphological assessment alone does not accurately predict 
oocyte/early stage embryo competence. Thus, the development 
of an objective, accurate, fast and affordable tests to determine 
oocyte quality and embryo viability  could increase the chance 
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of a successful pregnancy and reduce the number of embryos 
to transfer. The advent of new technologies, the so-called 
OMIKS, has allowed to identify novel biomarkers that can 
be used in cycle of in vitro fertilization (IVF) for oocyte and 
/ or embryo selection. During folliculogenesis oocyte plays a 
dominant role in regulation of cumulus (CC) and granulosa 
cell (GC) functions,  and it is consequently believed that 
functions of GC and CC indirectly reflect oocyte’s compe-
tence. Cell functions and active cell processes are regulated 
through gene expression therefore, gene expression analysis 
in GC and/or CC could provide a non-invasive method for 
identification of the most competent oocytes and embryos.  In 
cumulus cells, genes have been identified that characterize 
the oocyte ability to undergo meiotic maturation, successful 
fertilization and  early embryonic development. Among them 
cyclooxygenase 2, gremlin 1 and hyaluronan synthase-2, which 
play an important roles during oocyte development, ovulation 
and fertilization. This article reviews the recent data regarding 
these genes as potential biomarkers for selection of oocytes 
and embryos in the IVF program.
Key words: oocyte quality; cumulus cell gene expression; 
cyclooxygenase 2; gremlin 1; hyaluronic acid synthase 2.
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