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Женская фертильность зависит от успешного созревания ооцитов, сложного и точно регулиру-
емого клеточного процесса, который готовит их к оплодотворению и последующему эмбрио-
нальному развитию. Однако с возрастом и наступлением репродуктивного старения вероятность 
возникновения ошибок в этом процессе значительно возрастает. Эти возрастные изменения со-
провождаются накоплением генетических и эпигенетических нарушений, митохондриальной 
дисфункцией, а также изменениями в работе цитоскелета, что увеличивает риск дефектов созре-
вания ооцитов, аномалий эмбрионального развития и бесплодия. В этом исследовании мы про-
вели генетический анализ пациентки с женским бесплодием из-за остановки созревания ооци-
тов и выявили гетерозиготный вариант c.527C>T (p.Ser176Leu) в гене TUBB8, который нарушает 
образование микротрубочек и приводит к дефектам формирования мейотического веретена и 
аресту ооцитов. Сообщалось, что варианты гена TUBB8, кодирующего важный компонент ми-
кротрубочек, участвуют в патогенезе остановки созревания ооцитов, аномального оплодотворе-
ния и других нарушений. Эти изменения могут быть более выраженными у женщин с призна-
ками репродуктивного старения.
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Репродуктивное старение у женщин сопрово-
ждается изменениями, которые негативно влияют 
на процессы созревания ооцитов. Среди этих из-
менений выделяются нарушения в работе цитоске-
лета и митохондриальная дисфункция, что приво-
дит к увеличению частоты хромосомных аномалий, 
включая анеуплоидии. Одной из причин таких из-
менений являются мутации в генах, участвующих 
в ключевых этапах мейоза и созревания ооцитов.

На сегодняшний день описано четыре типа на-
рушения созревания ооцитов: арест на стадии за-
родышевого пузыря, метафазы I (MI), метафазы 
II (MII) и смешанный арест с ооцитами на более 
чем одной стадии мейоза. Эти нарушения обу-
словлены как ферментативными и гормональны-
ми изменениями, так и генетическими мутациями. 

Идентифицировано более десяти генов, связанных 
с остановкой созревания ооцитов, включая: ZP1, 
ZP2, ZP3, PATL2, WEE2, TRIP13, CDC20, TBPL2  
и TUBB8 [1–19].

Одним из наиболее частых генов, связанных  
с нарушением созревания ооцитов и эмбриональ-
ного развития, является TUBB8. Этот ген кодиру-
ет β-тубулин, специфичный для приматов, кото-
рый экспрессируется исключительно в ооцитах на 
разных стадиях их созревания и раннего эмбрио-
нального развития. Тубулин (α/β) является струк-
турной единицей микротрубочек, которые игра-
ют критическую роль в сборке веретена деления 
во время мейоза. Функциональные исследования 
показали, что патогенные варианты гена TUBB8 
нарушают сворачивание и сборку гетеродимера 
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α/β-тубулина, что приводит к дефектам структуры 
микротрубочек, нарушению сборки веретена деле-
ния и остановке созревания ооцитов [1, 2]. Клини-
ческие фенотипы у женщин-носителей включают 
арест созревания ооцитов, неудачи оплодотворе-
ния, раннюю остановку эмбрионального разви-
тия и неудачи имплантации. Гетерозиготные па-
тогенные варианты TUBB8 в большинстве случаев 
приводят к аресту на стадии метафазы I из-за до-
минантного негативного эффекта, хотя описаны 
случаи ареста на более ранних стадиях эмбрио-
нального развития [3].

В настоящем исследовании представлены кли-
нические характеристики 45-летней женщины с 
длительным 23-летним анамнезом первичного бес-
плодия. У пробанда наблюдалось снижение овари-
ального резерва и сохранение нормальных уровней 
половых гормонов, на что указывали базальные 
уровни фолликулостимулирующего гормона (ФСГ) 
10.21 мМЕ/мл, лютеинизирующего гормона (ЛГ) 
8.91 мМЕ/мл и антимюллерова гормона (АМГ) 1.6 
нг/мл. Ее кариотип оказался нормальным (46, XX). 
Кроме того, семенные параметры ее мужа показали 
72.1 миллиона сперматозоидов на миллилитр кон-
центрации спермы, 43% прогрессивной подвижно-
сти и 7% нормальной морфологии сперматозоидов 
на эякулят.

Пациентка прошла диагностику и лечение в 
Клинике Фомина в Уфе. В ходе цикла интрацито-
плазматической инъекции сперматозоида (ИКСИ) 
было получено в общей сложности шесть ооцитов, 
все из которых остановились на стадии мейоза I.

Геномную ДНК выделяли из образцов пери-
ферической крови с использованием колонок 
QIAGEN Mini Spin Columns в соответствии с про-
токолом производителя (QIAGEN, Германия). 
Подготовку библиотеки проводили с помощью на-
бора DNA PCR Free Kit (Illumina, США) в соответ-
ствии с протоколом производителя. Количествен-
ную оценку библиотеки проводили с помощью 
qPCR с использованием протокола набора KAPA 
Library Quantification Illumina Kit (KAPA Biosystems, 
США). Секвенирование проводили с использова-
нием набора реагентов Illumina NovaSeq S4 v1.5 
(Illumina) в режиме парно-концевых прочтений 
2×151 на приборе NovaSeq 6000 в Университете 
«Сириус» (Сочи, Россия).

Полученные FASTQ файлы были выровнены 
на референсный геном человека (GRCh38) с ис-
пользованием алгоритма BWA-MEM [4]. Генети-
ческие варианты были предсказаны с использо-
ванием пакета Genome Analysis Toolkit (GATK) 
HaplotypeCaller версии 4.0 [5]. Аннотацию и про-
гнозирование эффектов выбранных вариантов вы-
полняли в VEP с использованием аннотации гено-
ма человека [20].

В качестве вариантов кандидатов отбирали ва-
рианты в кодирующей области генома с частотой 
менее 0.01 по базе данных GnomAD [21]. Для вари-
антов, потенциально приводящих к аминокислот-
ным заменам, оценивали степень их патогенности 
с помощью программ SIFT [22] и PolyPhen2 [23].

Для валидации выбранных мутаций было про-
ведено секвенирование по Сэнгеру. Прайме-
ры для ПЦР-амплификации были разработаны 
с использованием программного обеспечения 
Primer3: TUBB8-F – GCCAAGGGACACTACACC, 
TUBB8-R – ACAGAGCTTCGTTATCTATGCAA. 
ПЦР была проведена с использованием GenPack 
PCR Core (Изоген, Россия). Полученные ампли-
коны были очищены с помощью набора Cleanup 
Standard Kit (Евроген, Россия). Сиквенсную ре-
акцию проводили с помощью набора реагентов 
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems, США) в объеме 10 мкл. Полученные 
продукты реакции очищали на колонках DyeEx 2.0 
Spin Kit (QIAGEN) и секвенировали на приборе 
3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems).

Средняя глубина покрытия полногеномно-
го секвенирования составила 19.78. В результате 
проведенного анализа в качестве вариантов-кан-
дидатов были отобраны семь миссенс-вариантов 
в семи генах (табл. 1), которые были проанализи-
рованы (по литературным данным) для определе-
ния возможности их прямой или косвенной свя-
зи с остановкой созревания ооцитов. В результа-
те анализа был выявлен редкий вариант c.527C>T 
(rs869025609) в гене TUBB8, приводящий к ами-
нокислотной замене p.Ser176Leu (табл. 1). Данная 
аминокислотная замена была описана и затраги-
вает консервативный GTPase-домен семейства 
Tubulin/FtsZ, что нарушает сборку α/β-тубули-
нового гетеродимера. Это нарушение приводит к 
аномальному поведению микротрубочек и дефек-
там формирования мейотического веретена, что  
в конечном итоге вызывает женское бесплодие [1].

Для подтверждения варианта rs869025609 в гене 
TUBB8 было проведено секвенирование по Сэнгеру 
образцов ДНК пациентки, ее родителей и сестры.  
Согласно анализу, для пациентки и ее отца было 
установлено гетерозиготное состояние локуса 
TUBB8 c.527C>T (рис. 1).

Таким образом, наши результаты показывают, 
что нарушение созревания ооцитов было обуслов-
лено гетерозиготным вариантом c.527C>T в гене 
TUBB8. Этот вариант был унаследован от отца, од-
нако у него отсутствуют какие-либо негативные 
проявления, так как TUBB8 не экспрессируется в 
мужских половых клетках. Согласно литератур-
ным данным, экспрессия TUBB8 ограничивается 
исключительно ооцитами и эмбрионами, где он 
составляет значительную часть экспрессируемого 
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β-тубулина, ключевого компонента микротрубочек 
[6].

Несмотря на то что данный вариант был унас-
ледован, важно отметить, что возрастные измене-
ния в цитоплазме ооцитов могут усиливать эффект 
мутаций. В литературе описано, что с возрастом 
нарушаются ключевые процессы, такие как сбор-
ка веретена деления, работа цитоскелета и мито-
хондриальная функция, что увеличивает риск хро-
мосомных аномалий и снижает качество ооцитов. 
У пациенток старшего репродуктивного возраста 
возрастные изменения в цитоплазме могут созда-
вать синергетический эффект с мутацией TUBB8, 
ухудшая процесс созревания ооцитов.

Таким образом, изучение таких генетических 
вариантов, как TUBB8, в контексте репродуктив-
ного старения позволяет более полно понять ме-
ханизмы нарушения фертильности и найти новые 
подходы к диагностике и лечению бесплодия, осо-
бенно у женщин старшего возраста. Это подчер-
кивает необходимость дальнейших исследований, 
направленных на изучение взаимодействия генети-
ческих мутаций и возрастных изменений в репро-
дуктивной системе.

Финансирование проекта осуществлялось Ми-
нистерством науки и высшего образования Россий-
ской Федерации (соглашение № 075-10-2021-093).

Авторы выражают благодарность за научное 
консультирование Е.И. Рогаеву.

Исследование одобрено Этическим комите-
том Института общей генетики им. Н.И. Вавило-
ва РАН (протокол № 6, дата утверждения 7 апреля 
2009 г.).  

Все процедуры, выполненные в исследовании 
с участием людей, соответствуют этическим стан-
дартам институционального и/или национального 
комитета по исследовательской этике и Хельсинк-
ской декларации 1964 г. и ее последующим измене-
ниям или сопоставимым нормам этики. 

От каждого из включенных в исследование 
участников или их законных представителей 
было получено информированное добровольное 
согласие. 

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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The Identification of Genetic Factors Contributing to Human Oocytes Maturation 
Arrest Using Whole-Genome Sequencing 
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Female fertility is dependent on the successful maturation of oocytes, a complex and meticulously 
regulated cellular process that prepares oocytes for fertilization and subsequent embryonic development. 
However, with advancing age and the onset of reproductive senescence, the probability of errors in 
this process increases significantly. These age-related alterations are associated with the accumulation 
of genetic and epigenetic abnormalities, mitochondrial dysfunction, and modifications in cytoskeletal 
function, all of which elevate the risk of oocyte maturation defects, embryonic developmental anomalies, 
and infertility. In this study, we conducted a genetic analysis of a patient experiencing female infertility 
due to oocyte maturation arrest and identified a heterozygous variant, c.527C>T (p.Ser176Leu), in 
the TUBB8 gene. This variant disrupts microtubule formation, leading to defects in meiotic spindle 
formation and subsequent oocyte arrest. Variants in the TUBB8 gene, which encodes a crucial 
component of microtubules, have been implicated in the pathogenesis of oocyte maturation arrest, 
abnormal fertilization, and other related disorders. Such changes may be particularly pronounced in 
women exhibiting characteristics of reproductive senescence. 
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