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Оплодотворение и эмбриогенез у млекопитающих инициируются последовательностью молекулярных событий, кото-
рая получила название «активация ооцитов». Этот процесс включает серию характерных колебаний ионов кальция 
в клетке при участии специфической фосфолипазы C ζ, фермента сперматозоидов, вводимого в ооплазму при слия-
нии гамет и признанного в качестве основного фактора, ответственного за индукцию активации ооцитов. Большое 
количество биохимических и клинических доказательств подтверждает роль фосфолипазы C ζ в этом фундаменталь-
ном процессе, что имеет большое значение для диагностики и лечения бесплодия. В обзоре представлены сведения 
об особенностях строения, механизма действия и регуляции активности фермента в норме и патологии. Показано, что 
дефицит активации ооцитов связан с аномалиями в структуре, экспрессии и характере локализации фермента в спер-
матозоидах. Искусственная активация ооцитов с помощью ионофоров, которая представляет собой единственный 
терапевтический вариант, доступный в настоящее время при ее недостаточности, является предметом дискуссий, 
особенно в отношении потенциального эпигенетического воздействия на эмбрион. Поэтому оправдан интерес к соз-
данию и применению человеческого рекомбинантного белка фосфолипазы C ζ в качестве альтернативной формы 
терапии. Обсуждаются возможности диагностического и клинического применения фермента для преодоления муж-
ского бесплодия при дефиците активации ооцитов, а также более общих случаев этой патологии.
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Fertilization and embryogenesis in mammals are initiated by a series of molecular events called ‘oocyte activation.’ This process 
includes a number of specific fluctuations of calcium ions in the cell with the involvement of specific phospholipase C ζ (PLCζ), 
an enzyme of spermatozoa introduced into the ooplasm during gamete fusion and recognized as the main factor responsible 
for inducing oocyte activation. Substantial biochemical and clinical evidence supports the role of PLCζ in this fundamental 
process, which is very important for the diagnosis and treatment of infertility. This literature review aims to provide some insight 
in the structure, mechanism of action, and regulation of PLCζ activity in healthy individuals and people with pathological 
conditions. Oocyte activation deficiency is associated with abnormalities in the structure, expression, and location of this 
enzyme in spermatozoa. Artificial activation of oocytes using ionophores, which is the only therapeutic option currently available 
for patients with its insufficiency, is being debated, especially in terms of its potential epigenetic effects on the embryo. 
Therefore, interest towards the development of human recombinant PLCζ as an alternative treatment is understandable. 
Researchers are currently discussing the possibility of diagnostic and clinical application of this enzyme to overcome male 
infertility associated with oocyte activation deficiency, as well as general aspects of this pathology. 
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Б есплодие является одной из фундаментальных проблем 
современного здравоохранения: по различным оценкам, 

каждая шестая-седьмая супружеская пара проходит курс 
лечения, часто с помощью вспомогательных репродуктивных 
технологий (ВРТ), использование которых растет в геометри-
ческой прогрессии [1, 2]. В 2018 г. исполнилось 40 лет Луизе 
Браун, первому человеку, рожденному благодаря примене
нию экстракорпорального оплодотворения (ЭКО). Создание и 
внедрение этой относительно простой процедуры стало важ-
нейшим этапом разработки революционных инноваций в об-
ласти биомедицины, таких как технологии стволовых клеток 
и регенеративной медицины, клонирование и трансгенные 
технологии, преимплантационная генетическая диагностика и 
редактирование генов для нокаута патогенных мутаций в 
эмбрионах [3, 4]. Перспективы в этой области очень много
обещающие и могут стать основой для прогресса в  лече-
нии  тяжелой патологии, такой как рак, ожирение, диабет, 
сердечно-сосудистые и нейродегенеративные заболевания.

Наряду с несомненными достижениями следует признать, 
что лечение бесплодия по-прежнему сталкивается с много-
численными проблемами, в частности, с низкой частотой 
наступления беременности и повторными неудачами им-
плантации. Этому могут способствовать многие факторы, 
большинство которых обусловлены характером процесса 
размножения и оплодотворения человека, поэтому вероят-
ность наступления беременности за цикл составляет менее 
20% у здоровых пар [5].

Ежегодно в мире рождается более 400 000 детей в ре-
зультате проведения 1,6 млн циклов ВРТ [3, 6]. Из-за карди-
нальных изменений в образе жизни общества, в особенно-
сти из-за заключения браков в зрелом возрасте и, соответ-
ственно, позднего наступления первой беременности и 
более частого деторождения после четвертого десятилетия 
жизни, потребность во ВРТ и стоимость лечения бесплодия 
растут во всем мире.

Экспансия ВРТ сопряжена с широким спектром медико-
социальных, биологических, этических, юридических и иных 
проблем [7–10]. Настоящий обзор посвящен анализу литера-
туры по одному из наиболее сложных аспектов репродуктив-
ной биологии и медицины, ассоциированному с тонкими 
механизмами оплодотворения, а именно с активацией ооци-
тов (АО), которая рассматривается в качестве центрального 
звена в последовательности молекулярных событий при 
взаимодействии гамет [11, 12]. Особое внимание к этому 
процессу обусловлено тем, что его патология является ча-
стой причиной отсутствия оплодотворения при ВРТ, особен-
но при выполнении процедуры интрацитоплазматической 
инъекции сперматозоидов (ИКСИ) [13–15].

Механизмы активации ооцитов
Размножение млекопитающих включает в себя согласо-

ванное высвобождение и слияние мужских и женских гамет 
путем оплодотворения, которое опосредуется рядом слож-
ных клеточных программ, превращающих объединенные 
яйцеклетку и сперматозоид в тотипотентный эмбрион. После 
созревания ооциты млекопитающих останавливаются в раз-
витии на этапе метафазы второго мейотического деле-
ния (MII) после исключения первого полярного тела, прошед-

шего первое мейотическое деление в яичнике [16]. Ослаб
ление блока MII является предпосылкой для последующе-
го эмбриогенеза, происходящего либо во время, либо сразу 
после слияния гамет. Этот процесс, наряду с серией синхро
низированных одновременных событий, включая, но не огра-
ничиваясь ими, экзоцитоз кортикальных гранул, предотвра-
щение полиспермии и развитие пронуклеусов, в совокупно-
сти называют «активацией ооцитов» [17, 18].

Для всех изученных на сегодняшний день типов оплодот-
ворения характерна инициация повышения уровня внутри-
клеточной концентрации свободного кальция (Ca2+) в ооци-
те, хотя в некоторых случаях, например, у Drosophila mela­
nogaster, активация может происходить до оплодотворе-
ния  [19]. В яйцеклетках некоторых позвоночных, таких как 
иглокожие, лягушки и рыбы, происходит однократное изме-
нение концентрации Ca2+, в то время как у млекопитающих и 
некоторых морских беспозвоночных наблюдается серия по-
вторяющихся колебаний ионов кальция. Примечательно, что 
временные закономерности уровня Ca2+ являются видоспе-
цифичными с уникальными закономерностями амплитуды, 
длительности и частоты [20, 21]. Однако, независимо от ха-
рактеристик, осцилляции кальция являются обязательным 
условием АО. Предотвращение спайков Ca при добавлении 
хелаторов ингибирует активацию и эмбриогенез, в то время 
как микроинъекции Ca2+ запускают эмбриональное развитие 
до стадии бластоцисты [22, 23].

Пульсации ионов кальция в ооцитах млекопитающих яв-
ляются прямым следствием их высвобождения из внутри-
клеточных депо, опосредованного инозитолтрифосфатом 
(ИФ-3) [24]. Блокирование, снижение уровня или аффинно-
сти рецепторов ИФ-3 в ооцитах млекопитающих ингибиро-
вало колебания Ca2+ и собственно процесс АО, в то время 
как увеличение концентрации цитозольного ИФ-3 является 
постоянным признаком оплодотворения, что также под-
тверждает важность инозитолфосфат-опосредованного 
пути скачков содержания кальция.

Ооциты млекопитающих очень чувствительны к точному 
профилю осцилляции Ca2+, возникающему при оплодотворе-
нии. Характер этих колебаний влияет на ранние профили 
экспрессии эмбриональных белков, а также определяет 
образование бластоцисты и успех трансплантации эмбрио-
нов [18, 25]. Изменение амплитуды и частоты спайков каль-
ция сопровождались изменениями скорости прогрессиро
вания клеточного цикла ооцитов. Учитывая, что скорость 
прогрессирования клеточного цикла зиготы человека после 
оплодотворения предлагается в качестве показателя опти-
мального эмбриогенеза [26], характер осцилляции Ca2+ при 
АО может иметь большое значение для последующих 
эмбриогенных событий.

Факторы активации ооцитов
Происхождение и химическая природа факторов, ответ-

ственных за мобилизацию кальция в ооцитах, являются 
предметом оживленной дискуссии. Имеются многочислен-
ные доказательства, подтверждающие наличие в сперме 
биологически активных соединений, способных индуциро-
вать высвобождение Ca2+ из внутриклеточных депо после 
диффузии в яйцеклетку [27, 28].
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Действительно, инъекция цитозольных экстрактов спер-
матозоидов в ооциты млекопитающих вызывает длительную 
серию колебаний Ca2+, идентичных тем, которые наблюда-
ются при оплодотворении и приводят к успешному возоб-
новлению клеточного цикла и эмбриогенезу. Данные наблю-
дения справедливы для широкого разнообразия видов [29]. 
Более того, успешное применение интрацитоплазматиче-
ской инъекции сперматозоидов, которая исключает боль-
шинство клеточных режимов трансдукции Ca2+, является 
дополнительным аргументом в поддержку гипотезы домини-
рующей роли спермальных индукторов.

Стимуляция фосфатидилинозитольного сигнального пути 
является ключевым компонентом изменений кальциевого 
гомеостаза, наблюдаемых при оплодотворении, когда вну-
триклеточный ИФ-3 генерируется гидролизом фосфатиди
линозитол-4,5-дифосфата (ФИФ2) наряду с диацилглицеро-
лом с помощью фосфолипазы С (ФЛС). ИФ-3 связывается 
с ИФ-3-рецептором на эндоплазматическом ретикулуме, что 
приводит к высвобождению Ca2+. Однако, хотя некоторые 
ооциты млекопитающих могут использовать альтернатив-
ные мишени, такие как рианодиновый рецептор, для допол-
нительного выброса Ca2+, нет убедительных данных, свиде-
тельствующих о физиологическом участии таких агентов, 
как рианодин, циклическая АДФ-рибоза или НАДФ, в акти-
вации ооцитов млекопитающих [20].

Одним из первых кандидатов на роль потенциального 
активатора ооцитов был белок с молекулярной массой 
33  кДа (осциллоген), идентифицированный в экстрактах 
спермальных фракций, способных вызывать высвобожде-
ние Ca2+ [30]. Однако дальнейшие исследования показали 
его непричастность к этому процессу. В качестве альтерна-
тивы рассматривалась укороченная форма тирозинкиназно-
го рецептора c-Kit – tr-kit, который индуцировал партеногене-
тическую активацию. Последующие исследования подтвер-
дили, что tr-kit активировал фосфолипазу Cγ1 посредством 
фосфорилирования с помощью Src-подобной киназы Fyn, 
хотя эмпирические доказательства роли tr-kit в высвобожде-
нии Ca2+ остаются сомнительными [31].

Другим активно обсуждаемым претендентом на эту роль 
стал постакросомальный оболочечный белок, связывающий 
домен WW, так называемый PAWP, который опосредованно, 
через взаимодействие с yes-ассоциированным белком (YAP), 
активировал ооциты путем индукции фосфолипазы Сγ ана-
логично механизму, характерному для нейронов [32]. Микро
инъекции рекомбинантного бычьего PAWP инициировали 
прогрессирование клеточного цикла в заблокированных на 
стадии MII ооцитах свиньи, крупного рогатого скота, макаки 
и Xenopus, о чем свидетельствовало образование прону-
клеусов. Кроме того, рекомбинантный белок PAWP человека 
или комплементарная РНК при микроинъекции в ооциты 
мыши и человека генерировали изменения уровня Ca2+, ко-
торые блокировались при одновременной инъекции пепти-
да, действующего как конкурентный ингибитор PAWP.

В более поздних работах было показано, что ни tr-kit-, ни 
PAWP-опосредованная трансдукция не включают этап IP3-
опосредованного высвобождения Ca2+, критически важного 
компонента переходных процессов, наблюдаемых во время 
активации [20]. В дальнейшем предполагаемая функцио-

нальная роль PAWP была опровергнута в серии биохимиче-
ских исследований [33], в которых не было предоставлено 
прямых доказательств его влияния на осцилляции кальция 
в  яйцеклетках. Кроме того, сперматозоиды, полученные 
от мышей с нулевой PAWP, остаются способными иницииро-
вать колебания Ca2+, характерные для нормального опло
дотворения, что указывает на то, что этот белок не может 
играть главную роль в стимуляции ооцитов [34]. По-види
мому, PAWP и tr-kit способны к активации яйцеклеток в не-
физиологических условиях in vitro, далеких от реальных со-
бытий при зачатии, либо, что более вероятно, не являются 
основными участниками процесса [28].

Результаты этих и других исследований однозначно сви-
детельствовали о том, что главным фактором активации 
ооцитов у млекопитающих должна быть специфическая 
ФЛС гамет. Ооциты млекопитающих содержат множествен-
ные варианты фермента, включая β-, γ- и δ-изоформы [35]. 
Удаление ФЛС β1 изменяло профили осцилляции Ca2+ при 
активации, но не отменяло ее. Наоборот, избыточная экс-
прессия вызывала спонтанные колебания кальция, изменяя 
(но не предотвращая) профили Ca2+, наблюдаемые при 
оплодотворении. В то же время рекомбинантный белок и 
комплементарная РНК ФЛС β1, γ1, γ2, δ1, δ3 и δ4 не были 
способны вызывать высвобождение Ca2+ при инъекции в 
ооциты мыши. В совокупности такие результаты указывают 
на то, что изоформы ФЛC ооцитов прямо не участвуют в их 
активации, но могут потенциально оказывать влияние на 
дальнейшее развитие оплодотворения [20].

�Фосфолипаза C ζ – фактор сперматозоидов 
млекопитающих
Конкретный изофермент ФЛC, который, как полагает 

большинство авторов, в первую очередь ответственен за 
активацию ооцитов млекопитающих, был впервые иденти-
фицирован с использованием баз данных мышиных маркер-
ных экспрессирующих последовательностей для описания 
новой специфичной для семенников фосфолипазы С дзета – 
ФЛC ζ [36]. Последующие исследования определили другие 
гомологи этого фермента в сперматозоидах человека, хомя-
ка, обезьяны и лошади. ФЛC ζ содержит характерные X- и 
Y-каталитические домены, которые образуют активный 
сайт, общий для всех ФЛC, один домен C2 и четыре связан-
ных домена EF-рука [37]. Основное различие между ФЛC ζ 
и другими ФЛC заключается в отсутствии либо домена гомо-
логии к плекстрину, либо домена гомологии к протеинкиназе 
Src, что делает ее наименьшей из известных фосфоли-
паз млекопитающих с молекулярной массой 70 кДа у людей 
и около 74 кДа у мышей.

Мутация каталитических доменов ФЛC ζ, необходимых 
для гидролиза ФИФ2, полностью отменяет высвобождение 
Ca2+ в ооцитах, что указывает на ее способность выступать 
посредником в этом процессе через продукцию ИФ-3 [38]. 
Домены EF-рук обладают высокой сенситивностью к каль-
цию, обеспечивая способность к индукции его колебаний 
Са2+ даже при минимальных уровнях в яйцеклетках.

Хотя точная физиологическая роль домена C2 у ФЛC ζ 
остается неясной, экспериментальные данные указывают 
на возможность низкоаффинного связывания с мембран
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ными фосфолипидами: фосфатидилинозитол-3-фосфатом 
(ФИФ3) и фосфатидилинозитол-5-фосфатом (ФИФ5). 
Индукция точечной мутации в домене C2 приводила к по-
тере активности ФЛC ζ при инъекции фермента в ооциты 
в физиологических концентрациях. Однако введение недо-
статочной по C2-домену ФЛC ζ в очень высоких нефизио-
логических концентрациях сопровождалось возникнове
нием спайков Ca2+ и активацией ооцитов. Дальнейшая био-
химическая оценка позволила заключить, что, хотя эта 
мутация не влияла на каталитические свойства ФЛC ζ, она 
снижала способность домена C2 связываться с фосфати
дилинозитолом [39].

Другой участок, имеющий значение для активности ФЛC ζ, 
удлиненный линкер XY, является наименее консервативной 
областью фермента. Линкер XY экспонирует положительно 
заряженные остатки в непосредственной близости от ката-
литического домена Y. Причины, лежащие в основе высокой 
вариабельности XY-линкеров, остаются неясными, но этот 
феномен может объяснить видоспецифическую разницу 
паттерна осцилляций Ca2+, наблюдаемых для различных 
изоферментов ФЛC ζ млекопитающих. В целом, именно 
XY‑линкер играет ключевую роль в регуляции активности 
фермента и его способности взаимодействовать со своим 
субстратом ФИФ2 совместно с доменом EF-рук [40].

Доказательства ведущей роли ФЛC ζ как фактора акти-
вации ооцитов были получены в многочисленных исследо
ваниях. Наиболее существенно то, что инъекция рекомби-
нантной кРНК и самого фермента в ооциты мыши приводила 
к изменениям Ca2+, которые были аналогичны колебаниям, 
наблюдаемым при оплодотворении, а также поддерживали 
эмбриональное развитие до стадии бластоцисты. Уникаль
ным является то обстоятельство, что характерная картина 
осцилляций кальция может быть вызвана в диапазоне кон-
центраций рекомбинантного белка, соответствующим коли-
честву ФЛC ζ, обнаруженным в отдельном сперматозои-
де  [20]. В то же время наиболее близкий ФЛC ζ гомолог 
ФЛC δ1 индуцировал колебания Ca2+ на уровне, превышаю-
щем 1 пг на ооцит, что намного больше реальных клеточных 
концентраций.

С момента первоначальной идентификации ФЛС ζ ключе-
вым доказательством, необходимым для подтверждения его 
идентичности как фактора сперматозоидов, является иссле-
дование трансгенных животных, у которых фермент был 
удален. A.Hachem et al. сообщили о создании двух таких 
трансгенных мышиных линий, где нормальная экспрессия 
ФЛС ζ была изменена посредством методики редактиро
вания генома CRISPR/Cas9 [41]. Одна линия была создана 
с  делецией 22 нуклеотидов в экзоне 3, расположенной 
на  N-конце перед EF-руками, вторая линия была создана 
с  делецией из 17 нуклеотидов в экзоне 5, расположенной 
в  начале X-домена. Авторы указали, что сперматозоиды, 
полученные от таких генетически модифицированных сам-
цов, не вызывали колебаний кальция в ооцитах, демонстри-
руя тем самым, что ФЛС ζ является физиологическим триг-
гером зачатия. Также было установлено, что небольшая 
часть ооцитов оплодотворяется нокаутированными сперма-
тозоидами с инициацией эмбриогенеза после значитель-
ной задержки по времени. То есть самцы, нокаутированные 

по ФЛС ζ, оказались субфертильными, а не бесплодными, 
поскольку естественное спаривание приводило к уменьше-
нию размера помета.

В другой, очень близкой по дизайну работе [42], эти на-
блюдения в целом были подтверждены. Отличие состояло 
в том, что авторы добились удаления всех кодирующих экзо-
нов. Полученные мыши с нулевым содержанием ФЛC ζ 
также были субфертильными, а при проведении ИКСИ 
с этими сперматозоидами флуктуаций кальция не наблюда-
лось. Яйцеклетки, оплодотворенные такой спермой, имели 
множественные пронуклеусы, что согласуется с их неспо-
собностью в отсутствие фермента блокировать проникнове-
ние других сперматозоидов.

Одним из важнейших отличий этих экспериментов было 
исследование кинетики кальция в яйцеклетках на фоне 
ЭКО. При стандартной процедуре с фертильной спермой 
происходит 3–4 колебания кальция ежечасно в течение 3 ч и 
более. Однако когда тот же анализ был выполнен с исполь-
зованием «нулевых» сперматозоидов, наблюдалось не 
более двух-трех спайков, и они были отсрочены примерно на 
1 ч по сравнению с нормой. Эти факты позволили выдвинуть 
гипотезу, согласно которой в сперматозоидах содержится 
второй фактор, ответственный за осцилляции кальция [28]. 
Он получил название «sperm cryptic activating factor» – SCAF 
(таинственный активирующий фактор спермы). Природа его 
неизвестна, а способность выделять кальций в яйцеклетке 
наблюдается только в отсутствие ФЛC ζ. Является ли SCAF 
дополнительным механизмом, рудиментарным по природе, 
или же он играет неизвестную уникальную функцию в акти-
вации ооцитов, еще предстоит установить.

Одна из проблем идентификации SCAF состоит в том, 
что  его присутствие в сперме маскируется доминирующей 
активностью ФЛС ζ. Кроме того, в настоящее время един-
ственный доступный метод его определения заключается 
в  использовании гамет, лишенных фермента. Возможно, 
что это уже известный белок сперматозоидов, не получив-
ший пока широкого признания или недостаточно исследо-
ванный (упомянутые выше tr-kit и PAWP). Если SCAF являет-
ся наследием эволюционного прошлого, следует проанали-
зировать активацию яйцеклеток у видов, которые не содер-
жат ФЛС ζ. Для полноты картины не следует оставлять без 
внимания феномен повышения уровня SCAF в ответ на 
потерю ФЛС ζ в результате процесса так называемой гене-
тической компенсации, когда «нокаут» одного гена может 
повлиять на экспрессию других генов из-за необходимости 
компенсировать дефицит жизненно важного белка.

Существенная разница в активности SCAF в процедурах 
ИКСИ и ЭКО может быть обусловлена двумя обстоятель-
ствами. Во-первых, ингибирование SCAF при ИКСИ, вероят-
но, связано с негативным влиянием среды при иммобили
зации сперматозоида в процессе подготовки к инъекции. 
Во-вторых, слияние мембран гамет при ЭКО может быть 
условием активации SCAF. При введении сперматозоида 
в  цитоплазму ооцита посредством ИКСИ этап взаимодей-
ствия мембран исключается.

Примечательно, что колебания кальция, генерируемые 
SCAF, наступают с лаг-периодом около 1 ч и имеют тенден-
цию к увеличению амплитуды [42]. Очевидно, в это время 
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происходит смешивание мембран гамет и формирование 
метаболического пути, ведущего к высвобождению кальция. 
С другой стороны, сперматозоид является источником 
мРНК, и задержка может быть временем, необходимым для 
синтеза нового белка. Не исключено, что SCAF представля-
ет собой мРНК сперматозоида, транспортируемую в яйце-
клетку, и которая должна быть транслирована. Если это так, 
Sperm Base может быть полезной базой данных для изуче-
ния кандидатов в SCAF.

Существование второго фактора, активирующего яйце-
клетку сперматозоида, не умаляет значения ФЛС ζ. У ооци-
тов, оплодотворенных лишенной этого энзима спермой, 
часто развивается полиспермия из-за отсутствия достаточ-
ных колебаний кальция для предотвращения проникновения 
других сперматозоидов [41, 42]. Тем не менее гипотеза, что 
SCAF существует, представляет широкое поле для дальней-
ших поисков по его идентификации и определению роли в 
событиях, происходящих при оплодотворении и на ранних 
стадиях развития.

Активация ооцитов, фосфолипаза C ζ и бесплодие
Учитывая важность ФЛC ζ для оплодотворения, дефекты 

активации ооцитов могут лежать в основе некоторых форм 
бесплодия, когда происходит нарушение оплодотворения. 
Сперматозоиды бесплодных мужчин, которые не смогли 
оплодотворить ооциты после рутинной процедуры ЭКО и 
ИКСИ, не способны вызывать колебания Ca2+ при инъекции 
в ооциты или же вызывают колебания, которые редуцирова-
ны по частоте и амплитуде [43]. Кроме того, такие спермато-
зоиды демонстрируют отсутствие, пониженные уровни или 
патологические паттерны локализации фермента в головке 
сперматозоида. В гене ФЛC ζ таких пациентов были иден
тифицированы множественные мутации, ассоциированные 
со снижением активности фермента в гаметах [44].

Бесплодие затрагивает во всем мире приблизительно 12% 
пар, около 7% мужчин страдает бесплодием [1]. Известные 
в настоящее время генетические факторы могут быть при-
чиной порядка 30% случаев мужского бесплодия, а более 
50% случаев остаются необъясненными. Сегодня стало воз-
можным уменьшить проблемы, связанные с бесплодием, 
с помощью ВРТ. Успешность этой методологии отражается 
в оценках, что она обеспечивает до 7% общего уровня рож-
даемости в отдельных странах.

Однако некоторые состояния, такие как тяжелое мужское 
бесплодие (19–57% случаев бесплодия), остаются неизле
чимыми. ЭКО и ИКСИ потенциально могут быть ключом 
к решению проблемы, однако результат достигается только 
после нескольких циклов лечения бесплодия. Существенным 
фактором может быть рецидив патологии имплантации эм-
бриона, что является причиной неудачных исходов даже при 
использовании современных технологий [45]. Глобально ча-
стота наступления беременности и уровень рождаемости 
при ВРТ остаются относительно низкими, редко превышая 
40%. Беременность и роды с помощью рутинных ЭКО/ИКСИ 
остаются на уровне 22–23% за цикл [3, 4]. С такой статисти-
кой тесно связаны наблюдения о том, что низкие показатели 
наступления беременности ассоциированы с плохим эмбри-
ональным развитием после лечения бесплодия.

Примечательно, что низкая эффективность ВРТ может 
быть связана с параметрами оплодотворения. Действитель
но, установлена связь между концентрацией ФЛC ζ и спо-
собностью к активации ооцитов и эмбриогенезом: инъекции 
увеличивающихся доз фермента сопровождаются увеличе-
нием частоты и амплитуды колебаний Ca2+, которые, в свою 
очередь, влияют на профили экспрессии генов во время 
раннего эмбриогенеза [46]. Эффективные дозы ФЛC ζ, при-
водящие к успешной активации и физиологическому разви-
тию до стадии бластоцисты, изменяются в 4-кратном диа-
пазоне, что соответствует пределам концентраций фермен-
та в сперматозоидах фертильных мужчин.

Такие наблюдения очень важны с практической точки 
зрения, учитывая, что частота и амплитуда Ca2+ играет роль 
в уплотнении, образовании бластоцисты и скорости успеш-
ной трансплантации 4-клеточных эмбрионов [25]. Поскольку 
скорость образования 2- и 4-клеточных стадий ооцитов че-
ловека после оплодотворения является индикатором нор-
мального эмбриогенеза [26], характер колебаний Ca2+ при 
оплодотворении критически важен не только для активации 
ооцитов, но и для последующего развития эмбриона. Таким 
образом, разумно предположить, что управляемые ФЛC ζ 
профили осцилляции кальция детерминируют эмбриогенез 
и отклонения в уровнях фермента могут лежать в основе 
не только бесплодия (инфертильности), но также и случаев 
пониженной фертильности (субфертильности), когда ФЛC ζ 
в ооцитах достаточно, чтобы вызвать активацию, но недо-
статочно для инициации эмбрионального развития.

Клиническая роль ФЛC ζ
Очевидно, что сперматозоиды, неспособные активиро-

вать ооциты даже после ИКСИ, по-видимому, либо полно-
стью лишены способности инициировать выброс Ca2+, либо 
вызывают уменьшенные или аномальные амплитуды коле-
баний. Поэтому обнаружение дефектных версий ФЛC ζ 
может объяснить некоторые случаи мужского бесплодия 
[38, 44].

В настоящее время случаи недостаточности ИКСИ обыч-
но клинически разрешаются путем искусственной актива-
ции ооцитов, включая индукцию высвобождения Са2+. Наи
более распространенным клиническим средством AО явля-
ется ионофор A23187 (кальцимицин) [47]. Вторым наиболее 
распространенным ионофором, используемым для актива-
ции ооцитов, является иономицин, который более специфи-
чен для Ca2+ по сравнению с A23187 и может активировать 
кальмодулинзависимую киназу и фосфатазу для стимуля-
ции экспрессии генов.

Однако клиническое применение таких химических аген-
тов остается ограниченным, поскольку ооциты человека не 
очень чувствительны к большинству ионофоров. Главная 
проблема заключается в том, что ионофоры не способны 
вызвать характерный профиль высвобождения Ca2+, необ
ходимый для полноценной активации ооцитов у людей. 
Единственным ионофором Ca2+, о котором сообщалось до 
настоящего времени, способным вызывать серию колеба-
ний, а неединичные спайки, является хлорид стронция SrCl2, 
но эффективность солей стронция в ооцитах человека оста-
ется дискуссионной [18].
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Тем не менее ИКСИ в сочетании с искусственной актива-
цией ооцитов существенно увеличивает вероятность опло-
дотворения и последующее наступление беременности [12, 
14, 18, 20, 38]. Наряду с этим ряд исследователей указывает 
на небольшое или незначительное улучшение показателей 
оплодотворения и беременности [47]. Такая ситуация может 
быть связана с неполным воспроизведением физиологиче-
ского паттерна осцилляций кальция. Большинство клиниче-
ски применяемых ионофоров Ca2+ вызывают один большой 
переходный процесс. Кроме того, ионофоры высвобождают 
кальций неконтролируемым образом изо всех внутриклеточ-
ных депо, включая те, которые обычно не участвуют в акти-
вации. Нефизиологические пути, вовлеченные во время AО, 
могут влиять на активность белков и ферментов, неспеци-
фичных для этого процесса. Наконец, ионофоры, такие как 
A23187, оказывают множественное воздействие на клеточ-
ный гомеостаз, последствия которого остаются мало иссле-
дованными и могут быть сопряжены с долговременными 
генетическими, эпигенетическими, метаболическими и пато-
логическими эффектами [24].

Для преодоления этих противоречий принципиально 
важно, чтобы процедура активации ооцитов выполнялась 
в условиях, максимально приближенных к физиологическим, 
и использование препаратов ФЛC ζ может представлять пер-
спективный метод коррекции патологии этого процесса. С 
этих позиций создание рекомбинантного человеческого ФЛC 
ζ-белка было целью многих лабораторий по всему миру с раз-
личной степенью успеха. Первоначально ФЛC ζ была получе-
на в клеточных лизатах млекопитающих  в неочищенной 
форме. В 2013 г. M.Nomikos et al. заявили о производстве 
очищенной и высокоактивной версии человеческой рекомби-
нантной ФЛC ζ, которая индуцировала характерные колеба-
ния Ca2+ при инъекции в ооциты мыши и человека [48].

Применение нативной рекомбинантной ФЛC ζ в качестве 
дополнения к существующим протоколам AО было успешно 
реализовано в различных вариантах. Продемонстрировано, 
что негативные эффекты мутантного фермента могут быть 
эффективно преодолены при введении очищенного реком-
бинантного белка ФЛC ζ, а показатели процедуры ИКСИ 
после инъекции такого фермента были сопоставимы с ис-
пользованием контрольной спермы [14, 48].

Создание и выделение рекомбинантной ФЛC ζ представ-
ляет собой качественный биотехнологический прорыв в по-
мощи пациентам с повторными неудачами ВРТ, однако 
остается неясным, может ли наличие такой «терапевтиче-
ской» формы фермента помочь другим типам пациентов, 
у  которых оплодотворение наступает, но эмбриогенез не 
происходит. Очевидно, уровни ФЛC ζ в сперматозоидах 
могут оказывать значительное и прямое влияние на ско-
рость и эффективность эмбриогенеза, что лежит в основе 
многочисленных случаев рецидивирующей недостаточности 
имплантации.

Учитывая такие факторы, ФЛC ζ представляет собой не 
только клинически релевантную терапевтическую мишень, 
но и диагностический биомаркер, который может помочь в 
определении требований к лечению бесплодия у пациентов 
мужского пола, потенциально снижая количество циклов, 
необходимых для достижения беременности [49].

Главной научной проблемой сегодня остаются неизвест-
ные факторы, лежащие в основе экспрессии ФЛC ζ. 
S.Yelumalai et al. было продемонстрировано, что уровни и 
паттерны локализации фермента коррелировали с частотой 
оплодотворения после ИКСИ, но не ЭКО [50]. Этот факт 
убедительно свидетельствует о том, что ФЛC ζ является се-
рьезным претендентом на полезный прогностический и диа-
гностический маркер для ИКСИ. Кроме того, это исследова-
ние подчеркнуло, что причины изменения экспрессии ФЛC ζ, 
патологии ее локализации в сперматозоидах и точные моле-
кулярные механизмы дисфункции до сих пор неизвестны.

Аномальная экспрессия ФЛC ζ особенно очевидна в гло-
бозооспермических эякулятах, хотя гетерогенность фермен-
та распространяется и на нормозооспермические образцы 
[15]. Механизмы изменений экспрессии ФЛC ζ и причины, по 
которым одни мужчины страдают от дефицита фермента, а 
другие сохраняют фертильность, в настоящее время остают-
ся умозрительными, что представляет собой серьезную про-
блему при трансляции в клиники новых методов диагности-
ки и коррекции недостаточности ФЛC ζ. Предполагается, что 
ответ на эти вопросы может быть получен на основе иссле-
дований некодирующих областей ДНК, которые могут быть 
вовлечены в регуляцию активности ФЛC ζ, в частности, дву-
направленного промотора, общего с CAPZA3, и потенциаль-
но интронной ДНК. Логично предположить, что любые про-
блемы в промоторной или интронной областях могут оказы-
вать влияние на экспрессию ФЛC ζ и, следовательно, на 
состояние фертильности.

После обнаружения однонуклеотидных полиморфизмов 
(SNP, снипы) в пределах ФЛC ζ в последние годы все боль-
ше внимания уделяется данным исследованиям. Три интрон-
ных снипа ФЛC ζ были идентифицированы у нормозооспер-
мического пациента с рецидивирующей полной недостаточ-
ностью оплодотворения [51]. Все SNP локализовались в ин-
тронной ДНК, которая, как считается, активно участвует 
во  всех этапах процессинга мРНК. Интроннесущие гены 
имеют повышенную экспрессию белка по сравнению с ин-
тронненесущими генами, так как первые продуцируют боль-
ше мРНК [52]. Следовательно, генетические варианты (как 
SNP, так и мутации), расположенные в интроннесущих 
генах, могут оказывать влияние на продукцию мРНК и вли-
ять на экспрессию конечного продукта. Ген ФЛC ζ человека 
состоит из 15 экзонов с интронами, охватывающими проме-
жуточные последовательности [38]. Поэтому представляет-
ся целесообразным анализ интронов ФЛC ζ для оценки на-
личия других снипов и их способности влиять на экспрессию 
белка. Это могло бы быть правдоподобным объяснением 
значительных изменений степени экспрессии ФЛC ζ, наблю-
даемых у фертильных и бесплодных пациентов. Более того, 
было подсчитано, что порядка 50% генетических нарушений 
у человека являются результатом дискретного характера 
сплайсинга, что подчеркивает важность интронов и их функ-
ции на геномном уровне [53].

Фрагментация ДНК, окислительный стресс или уровни экс-
прессии ФЛC ζ, являются потенциальными биомаркерами 
качества спермы и, следовательно, статуса фертильности 
[49, 54]. Анализ взаимосвязей этих факторов выявил наличие 
отрицательной корреляции между иммунореактивностью 
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ФЛC ζ и 8-гидрокси-20-деоксигуанозином (8-OH-dG), биомар-
кером окислительного стресса [55]. Эти данные представляют 
интерес для разработки прогностического биотеста, с помо-
щью которого можно оценить качество спермы для ВРТ.

Актуальность эндогенного подхода к терапии дефицита 
АО обусловлена тем, что использование искусственных ак-
тиваторов сопряжено с развитием побочного действия на 
ооциты и эмбрионы [47]. Поэтому искусственная активация 
показана только в тех случаях, когда это оправдано допол-
нительными данными, например доказанным дефицитом 
ФЛC ζ [56]. Поэтому сегодня первостепенной задачей явля-
ется разработка альтернативной, более безопасной и адек-
ватной методики АО с применением человеческого реком-
бинантного белка ФЛC ζ.

В дополнение к потенциальным терапевтическим достоин-
ствам производство этого белка необходимо для создания 
моноклональных антител, которые могут быть использованы 
для определения точной локализации ФЛC ζ в сперматозои-
дах [50]. Ранее с этой целью использовались поликлональные 
антитела, неспецифические по своей природе. В настоящее 
время трехмерная структура белка ФЛC ζ остается неизвест-
ной, хотя компьютерное моделирование предполагает, что он 
обладает сильной гомологией с PLCd1. Расшифровка струк-
туры фермента поможет понять особенности его функциони-
рования, доменную архитектуру и характер конформацион-
ных изменений, которые происходят во время активации оо-
цитов и взаимодействия с другими макромолекулами с целью 
оценки посттрансляционных модификаций и разработки тар-
гетных препаратов для регуляции его активности.

Заключение
С повышением осведомленности о ФЛC ζ и ее фундамен-

тальной роли в активации ооцитов количество выявленных 
клинических случаев, связанных с ее дефицитом, продолжа-
ет увеличиваться. Осведомленность пациентов о ФЛC ζ и ее 
роли в зачатии оказала заметное влияние на продвижение 
исследований в этой области, в частности, благодаря актив-
ному обсуждению в Интернете на форумах и блогах по фер-
тильности. ФЛC ζ получила широкое признание в качестве 
«фактора спермы», который играет исключительно важную 
роль при оплодотворении млекопитающих. Многочисленные 
независимые исследования определили, что ФЛC ζ является 
единственным физиологическим стимулом, не только необ-
ходимым для запуска колебаний Ca2+ при активации ооцитов, 
но и для определения компетентности последующего эмбри-
огенеза. Однако, несмотря на значительное улучшение по-
нимания уникальных биохимических свойств этого фермен-
та, точные механизмы действия и регуляции ФЛC ζ в процес-
се оплодотворения еще предстоит полностью выяснить.

В настоящее время также сообщается о многочисленных 
клинических ассоциациях, которые напрямую связывают 
мужское бесплодие и дефицит АО с пониженным/отсутствую-
щим уровнем экспрессии и мутированными формами ФЛC ζ. 
Такие находки требуют глубоких исследований молекулярно-
го механизма, который ФЛC ζ использует при оплодотворе-
нии. Коллективные глобальные усилия многочисленных групп 
показали, что все части белка ФЛC ζ важны для активности, 
однако в настоящее время неясно, как эти компоненты дей-

ствуют в совокупности. Другие проблемы также требуют ре-
шения, как, например, точные механизмы поддержания ФЛC 
ζ в сперматозоидах в неактивном состоянии с последующей 
направленной активацией после доставки в ооцит. Перспек
тивна и идентификация внутриклеточных везикул, на которые 
нацелена ФЛC ζ внутри ооцитов, что может пролить свет на 
то, как фермент функционирует после слияния гамет.

По мере появления многочисленных клинических отчетов 
стало очевидным, что некоторые случаи мужского беспло-
дия могут быть разрешены при использовании ФЛC ζ в ка-
честве лечебного и диагностического средства. Однако пока 
клиническая доступность этого подхода ограничена вслед-
ствие недостаточной специфичности используемых методик 
и оборудования. Так, в большинстве лабораторий применя-
лись неспецифичные антитела к ферменту, а для определе-
ния уровней РНК ФЛC ζ использовали метод полимеразной 
цепной реакции в реальном времени, который имеет спор-
ную значимость. Таким образом, несмотря на то, что дейст
вительно были достигнуты обнадеживающие успехи в этом 
направлении, крайне важно, чтобы были расшифрованы 
теоретические аспекты функционирования ФЛC ζ в сочета-
нии со всесторонним клиническим тестированием, прежде 
чем можно будет рекомендовать широкое клиническое при-
менение энзиматически индуцированной активации ооцитов 
[18, 24, 47, 57].
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