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Резюме
Необходимость изучения фрагментации ДНК сперматозоидов человека обусловлена возможным влиянием разрывов, уна- 
следованных от отцовского генома, на эмбриональное развитие. В обзоре литературы рассмотрены известные механизмы, 
вызывающие фрагментацию ДНК в сперматозоидах человека. Данные механизмы включают в себя: дефекты ремоделинга 
хроматина в процессе спермиогенеза, апоптоз, повреждения ДНК свободными радикалами. Обсуждаются тесты, использу
емых в настоящее время для анализа фрагментации ДНК гамет.
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Resume
The studying of DNA fragmentation in human sperm is necessary, because the DNA breaks, inherited from the paternal genome, 
could impact the embryo development. In this review the known mechanisms that cause DNA fragmentation in human sperm 
are considered. The mechanisms examined include: defects in chromatin remodeling during the process of spermiogenesis, 
apoptosis, oxygen radical-induced DNA damage. The different tests currently used for sperm DNA fragmentation analysis and 
the factors that determine the predictive value of sperm DNA fragmentation testing are also discussed.
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Демографические показатели России и многих 
стран мира свидетельствуют об увеличении частоты 
мужского бесплодия и субфертильности, достигающей в 
среднем 30-50% в общей структуре причин бесплодно
го брака [1]. Мета-анализ, проведенный в 90-х годах по 
данным зарубежных криобанков спермы, выявил сниже
ние качества эякулята [2]. Причинами этого явления мо
гут быть разнообразные факторы окружающей и профес
сиональной среды, токсические агенты, ксенобиотики, 
образ жизни и т.д. [3.4]. Кроме того, необходимо принять
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во внимание и социально-культурные причины: позднее 
вступление в брак. Как следствие, наблюдается рост ко
личества бесплодных пар и увеличение обращений в кли
ники искусственного оплодотворения. При этом стан
дартного анализа спермы, предложенного Всемирной ор
ганизацией здравоохранения (ВОЗ), как правило, не до
статочно для прогнозирования способности сперматозо
идов к оплодотворению и формированию здорового пло
да. В частности, значительная часть случаев идиоматиче
ского (необъяснимого) бесплодия может быть связана с 
нарушениями ДНК сперматозоидов, поскольку для пол
ноценного развития эмбриона необходима зрелость хро
матина сперматозоидов и целостность отцовского гено
ма [5-7].

Повреждения отцовского генома могут проявлять
ся в виде генных мутации, микродслеций, анеуплоидии.
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фрагментации (одно- и двух цепочечных разрывов) ДНК 
п. как следствие, нарушении компактизации хроматина в 
мужских половых клетках. Существует представление о 
наличии д в у х  типов е*л и я н и я  отцовского генома на опло
дотворение яйцеклетки и развитие эмбриона — ранне
го (на стадии пронуклеусов и дробления) и позднего [X]. 
Ранние нарушения обусловлены дисфункцией центросом 
сперматозоида и дефицитом активирующих оопит факто
ров. Повышенный уровень фрагментации ДНК мужских 
гамет может проявляться при эмбриональном развитии и 
на более поздних стадиях [9, 10]. Известно, что в сперме 
бесплодных и субфсртильных мужчин содержание спер
матозоидов с фрагментацией ДНК значительно выше, по 
сравнению с фертильными мужчинами [5. II, 12]. Более 
того, обнаружена корреляция между спонтанным преры
ванием беременности и увеличением процента сперма
тозоидов с нарушением целостности ДНК в программах 
вспомогательных репродуктивных технологий (ВРТ). 
При этом показано, что при содержании сперматозоидов 
с индексом фрагментации ДНК (П Ф ) более 30 %  вероят
ность вынашивания беременности до 40 недель составля
ет менее 1% [5, 6, 9.10].

Благодаря наличию систем репарации, сперматозо
иды способны исправлять незначительные повреждения 
[13]. Более того, доказана способность яйцеклетки вос
станавливать поврежденную ДНК сперматозоидов [13]. 
Учитывая возможный риск передачи структурных дефек
тов генома в потомстве, наиболее существенным призна
ется наличие двунитевых повреждений в молекуле ДНК, 
так как известно, что однонитсвыс разрывы, как прави
ло, репарируются. Невосстановленные изменения в ДНК 
спсрматогоний могут фиксироваться в виде мутаций по
слс репликации. Предполагается, что увеличение часто
ты повреждений в мужских половых клетках способству
ет накоплению груза наследственной патологии у буду
щих поколений, а также может являться причиной появ
ления различных форм патологии у потомства, таких как 
задержка физического и психического развития, новооб
разования, снижение фертильности [14,15,16].

Известно, что разрывы молекулы ДНК могут воз
никать в ходе сперматогенеза вследствие дефектов рс- 
модслинга хроматина [17,18], при нарушении процессов 
апоптоза в семяпродуцируюшем эпителии [ 19, 20], из - за 
окислительных процессов во время миграции спермато
зоидов в эпидндимус [21 ].

Формирование структуры хроматина 
мужских гамет при сперматогенезе

Изучено, что во время спермиогенсза (дифферен
циации гаплоидных спсрматид до сперматозоидов) про
исходит ремодслинг хроматина, при этом нуклеосомная 
структура интенсивно изменяется. Хроматин спермато
зоидов организован особым, отличным от других клеток 
образом. Большинство ядерных гистонов (более 85 % )  за
меняются на нсгистоновые ядерные белки - протампны 
[22. 23]. При этом происходит процесс уплотнения («ком- 
пактизации») хроматина в ядрах сперматозоидов, так- 
как протампны обладают большим сродством к молеку

ле ДНК. Конденсация хроматина происходит в несколь
ко этапов. Пусковым механизмом служит ацетилирова- 
ние Х-термннальных участков гистонов и их последую
щие модификации, приводящие к диссоциации нуклсо- 
сом и воздействию на ДНК эндогенной нуклсазы (топо- 
изомеразы II) [24, 25]. Топоизомераза II образует в хро
мосомах сперматозоидов множественные одноцепочеч
ные и двуцепочечные разрывы, способствуя снятию су- 
перспирализации. В ходе ремоделинга, гистоны сначала 
заменяются на специфичные транзиторные белки TNP 
(transition nuclear protein) ТР1-ТР4. которые, связыва
ясь с ДНК, способствуют взаимодействию с протамина- 
ми [26]. После массового связывания TNP белков с ДНК. 
транскрипция прекращается, что сопровождается репа
рацией разрывов ДНК и связыванием ДНК с фосфорили- 
рованнымп протаминамн. Большинство млекопитающих 
имеют только один тип протампнов Р1, но у мышей, лю
дей и у некоторых других видов млекопитающих обнару
жен второй тип протампнов Р2 [27]. Оба типа протами- 
нов синтезируются примерно в равных количествах, т.с. 
среднее отношение Р1/Р2 в спермс человека около 1,0. 
Изменение соотношения Р1/Р2 нередко связано с серьез
ными дефектами сперматогенеза и наблюдается в сперме 
некоторых бесплодных мужчин [28].

В дальнейшем, в процессе транспорта гамет по сети 
яичка и эпидидимусу аминокислотные остатки цистсина 
молекул протампнов окисляются, образуя дисульфпдныс 
связи, что способствует организации хроматина в еще бо
лее компактную структуру [29]. Доказано, что в репара
ции олноннтсвых разрывов ДНК сперматозоидов уча
ствуют транзиторные белки. Так, ТР1 может рспариро- 
вать однонитсвыс разрывы in vitro, а также восстанавли
вать ДНК послс УФ-поврсждсний in \'ivo [30]. Разрывы 
ДНК сперматозоидов могут являться следствием наруше
ния процессов репарации в ходе ремоделинга хроматина. 
Вмсстс с тем, нс исключено, что подобные дефекты гене
тического материала в формирующихся сперматозоидах 
инициируют процессы апоптоза [31].

Апоптоз
Известно, что другой возможной причиной воз

никновения фрагментаций ДНК может быть инициа
ция апоптоза в ходе сперматогенеза или движения кле
ток по мужскому или женскому половому тракту. Апоп
тоз (запрограммированная гибель клеток) является физи
ологическим механизмом контролируемого элиминиро
вания клеток необходимого для поддержания гомеоста
за организма. В мужской репродуктивной системе апоп
тоз служит для уменьшения числа потенциально возмож
ных гамет и устранения патологических сперматозоидов 
[29. 32. 33]. Предполагается, что из всех формирующихся 
сперматозоидов болсс 75% элиминируются путем апоп
тоза [34].

Апоптоз может быть инициирован экспрессией бел
ка Fas (фактор некроза опухоли), активностью каспаз. 
экстернализацисй фосфатидил ссрина, активными мета
болитами кислорода, фрагментациями ДНК [35-37]. Од
нако обнаружено, что в эякуляте мужчин присутствуют



LITERATURE REVIEW

сперматозоиды, в которых механизм апоптоза был запу
шен, но не завершен (неполный апоптоз или абортивный 
апоптоз) [38, 39]. В результате абортивного апоптоза не 
все патологические клетки с нарушениями целостности 
ДНК элиминируются. Данное явление может происхо
дить по нескольким причинам. Во-первых, количество 
продуцируемых сперматозоидов может быть не доста
точно для инициации апоптоза (например, у мужчин с ги- 
посперматогснсзом) [39]. В этом случае, наличие фактора 
Fas может не приводить к эллнминации гамет. Во-вторых, 
проблема может быть непосредственно в самом процессе 
активации Fas-медиатора. Показано, что у мужчин с ано
мальными параметрами спермы, Fas-положительными 
могут быть до 50 %  сперматозоидов [38].

Поскольку апоптоз является системой устранения 
дефектных клеток, было выдвинуто предположение о су
ществовании взаимосвязи между фрагментацией ДНК в 
сперматозоидах и апоптозом. Однако до настоящего вре
мени не обнаружено четкой корреляции между количе
ством сперматозоидов с поврежденной ДНК и наличием 
таких маркеров апоптоза, как Fas-рецепторы, р53 и капа- 
цитазы [20, 40, 41].

Оксидативный стресс
Оксидативный стресс является результатом дис

баланса между содержанием активных форм кислоро
да (А Ф К ) и наличием антиоксидантов в организме. Фи
зиологическое количество А Ф К  необходимо для поддер
жания нормального функционирования половых клеток, 
развития акросомной реакции, гиперактивации и капа- 
цитации сперматозоидов [42- 44]. Показано, что продук
ция свободных радикалов в сперме возрастает при увели
чении содержания нейтрофильных лейкоцитов [39, 49]. 
Другим источником А Ф К  являются незрелые спермато
зоиды с остаточной цитоплазмой (цитоплазматически
ми каплями), образующиеся при нарушении процессов 
сперматогенеза [21, 51]. Избыток А Ф К  оказывает пагуб
ное воздействие на клеточные мембраны сперматозои
дов, вызывая повреждения ядерной и митохондриальной 
ДНК [45,46] и инициируя апоптоз [47,48].

В  норме генетический материал мужских гамет за
щищен от окислительного стресса плотной упаковкой 
ДНК и наличием антноксидантной системы семенной 
плазмы [52]. Вместе с тем, известно, что сперматозоиды 
более чувствительны к действию А Ф К  (по сравнению с 
другими клетками организма) в связи с высоким содер
жанием полнненасыщенных жирных кислот в плазма
тических мембранах и низкой концентрацией антиокси- 
дантных ферментов в цитоплазме.

Известно, что мембранные полинснасыщенныс 
жирные кислоты содержат неконыогированные двой
ные связи. Наличие двойной связи в непосредственной 
близости от метиленовой группы делает связь метилиро
ванный углерод - водород более восприимчивой к взаи
модействию со свободными радикалами [39, 53]. Повы
шенное содержание А Ф К  приводит к разрушению мем
бран и, как следствие, к снижению подвижности сперма
тозоидов и уменьшению их оплодотворяющей способно

сти [54]. Кроме того, в случаях нарушений упаковки хро
матина (например, при протаминовои недостаточности), 
свободные радикалы могут непосредственно воздейство
вать на пуриновые и пиримидиновые основания и дезок- 
сприбозный остов хромосом [55]. Повреждения в гено
ме сперматозоидов под действием высоких концентра
ций А Ф К могут проявляться в виде денатурации ДНК. 
модификации оснований, точечных мутаций, полимор
физма генов, делений, сдвига рамки считывания, а так
же в виде одно- и двуцепочечных разрывов нитей ДНК 
[42, 48]. Если нарушения генома значительны, неизбеж
но происходит инициация процессов апоптоза. Также по
казано, что АФК непосредственно стимулирует выработ
ку цитохрома С и каспаз, что в свою очередь активирует 
процессы апоптоза [47].

Методы исследования ДНК фрагментаций
В настоящее время предложено несколько мето

дов диагностики повреждений ДНК сперматозоидов. К 
основным методам относятся: T U N EL-тест; электрофо
рез ДНК индивидуальных, заключенных в агарозу кле
ток; in situ ник трансляция; а также тесты на структуру 
(SCSA) и дисперсию хроматина (SCD) [31, 37].

TUNEL (Dcoxynuclcotidyl Transferases dUTP Nick 
End Labeling) - метод прямого мечения концевой группы 
З'-ОН ДНК нуклеотидом (dUTP), несущим флуорохром, с 
помощью терминальной деоксинуклеотидил трансфсра- 
зы (TdT) [37, 56]. Использование этого метода позволя
ет детектировать как одноцепочечные, так и двуцепочеч
ные разрывы ДНК. Процент сперматозоидов с фрагмен
тированной ДНК определяется путем прямого наблюде
ния на эпифлуорссцснтном микроскопе либо с помощью 
проточной цнтомстрни.

Метод ник-трансляции (in situ nick-translation) 
основан на включении радиоактивного тнмидина в 
3' - ОН концы фрагментов ДНК с помощью ДНК- 
полимеразы. Существуют модификации этого метода с 
использованием меченных биотином или дигоксигсни- 
ном нуклеотидов [57, 58].

Comet анализ (Single-Cell Gel Electrophoresis) - 
электрофорез единичных клеток. Метод позволяет опре
делить содержание высоко- и низкомолекулярных ДНК 
по ареалу ннзкомолекулярной ДНК, напоминающего 
хвост кометы [59, 60]. Результат оценивают по числу 
клеток с «комстным хвостом». Для автоматизированной 
оценки результата разработано специальное программ
ное обеспечение.

Такие методы как окраска акридиновым оранже
вым (АО) и SCSA (Sperm Chromatim Structure Assay) 
основаны на чувствительности поврежденной ДНК к ин
дуцированной денатурации кислотами и на мстахрома- 
тичсскнх свойствах интсркоалирующего красителя акри
динового оранжевого. При этом, чем больше содержит
ся в ДНК разрывов, тем более эффективной будет про
цедура денатурации и тем большая доля ДНК перейдет 
из двунитсвой формы в однонитсвую. В дальнейшем де
натурированные ДНК окрашиваются акридиновым оран
жевым, который связываясь с двухцепочечной ДНК про



являет зеленую флуоресценцию, а при связывании с 
одноцепочечной - красную [59, 61]. Результат можно 
оценить микроскопически (АО) либо с использовани
ем проточной циюметрии (SCSA). Степень поврежде
ния ДНК — индекс фрагментации (И Ф ) — оценива
ется по отношению числа клеток с красной флюорес
ценцией к общему числу флюоресцирующих клеток. 
По значению предложены следующие категории каче
ства эякулята: отличный — ПФ менее 15%. хороший
— 15— 2^%. удовлетворительный — 25— 30%. плохой
— более 30%. Показано, что в норме содержание спер
матозоидов с красной флуоресценцией не превышает 
30% [61-63]. Метод АО редко используется в исследо
вательской и лабораторной практике в связи с такими 
недостатками как быстрое затухание флуоресценции, 
гетерогенное окрашивание слайдов, низкая воспроиз
водимость результатов [37]. Применение техники про
точной цитофлюориметрии (SC SA ) даст несомненные 
преимущества по сравнению с использованием свето
вой микроскопии, прежде всего заключающиеся в воз
можности объективно и быстро оценить большое коли
чество клеток, что приводит к высокой статистической 
достоверности результатов. Эта методика позволяет 
также идентифицировать ядра незрелых клеток по вы
сокой интенсивности зеленой флюоресценции. Таким 
образом, метод SCSA регистрирует не только разрывы 
ДНК, но и степень плотности упаковки хроматина [8].

Тест па дисперсию хроматина (Sperm Chromatin 
Dispersion test - SCD) основан на восприимчивости 
ДНК сперматозоидов к кислотной денатурации ДНК. 
Метод заключается в иммобилизации гамет в агароз
ной подложке, удалении мембран и белков лизирую- 
щим раствором и кислотной денатурации ДНК, что 
приводит к диффузии петель ДНК и образованию цен
тральной части (кора) и периферических петель Д НК 
(так называемый "гало эффект") [5, 64]. При этом ядра 
сперматозоидов, содержащих фрагментированную 
ДНК, не образуют (либо образуют незначительные) 
петли ДНК, тогда как сперматозоиды с низким уровнем 
повреждения ДНК формируют выраженный "гало эф
фект". Препараты в дальнейшем окрашиваются флу- 
орохромом и анализируются вручную или с использо
ванием морфометрнческой системы анализа изображе
ний. Особенностью SCD -теста является возможность 
разделения клеток на категории по степени фрагмен
тации ДНК. Показано, что в норме при проведении 
теста SCD содержание сперматозоидов с поврежден
ной ДНК не превышает 20 % [11]. Разработана моди
фикация метода SCD для применения в клинической 
практике - Halosperm kit [11]. При использовании это
го теста хроматин сперматозоидов сохраняет большую 
плотность, что позволяет проводить оценку результа
тов при микроскопировании в светлом поле. Еще од
ним преимуществом теста является видимость интакт- 
ного хвоста у сперматозоидов, что облегчает диффе
ренциацию мужских гамет от других типов клеток на
ходящихся в эякуляте.

При сопоставлении методов оценки фрагмента

ции ДНК сперматозоидов показано, что в целом дан
ные. полученные различными путями, коррелируют 
друг с другом [31. 37]. Тем не менее, по мнению мно
гих исследователей, оценка фрагментации ДНК мето
дом SCSA более объективна и точна [65]. Однако для 
внедрения SCSA, а также других методов, в клини
ческую практику требуется дорогостоящее оборудова
ние и обученный персонал. Другой значительной про
блемой является отсутствие стандартов пороговых зна
чений нормы, например, в методах Comet, ник транс
ляции [65]. Вследствие этого многие из вышеперечис
ленных процедур используются только в исследова
тельских целях.

Для внедрения анализа фрагментации ДНК в ка
честве рутинного теста в практику андрологпческоП 
лаборатории предпочтительна простая, воспроизводи
мая методика анализа, не требующая приобретения до
рогостоящего оборудования и реактивов. Модифика
ция SCD - Halosperm kit - позволяет оценить состоя
ние ДНК сперматозоидов при микроскопировании в 
светлом поле с применением автоматизированных си
стем анализа изображений. При этом установлена вы
сокая корреляция результатов теста с другими выше
перечисленными методами диагностики [11]. Наибо
лее перспективна данная методика при проведении по
пуляционных скрининговых исследований, оценке эко
логических и производственных факторов в области 
мужской репродуктивной токсикологии, а также в экс
периментах и модельных опытах на животных (разно
видность набора реагентов для грызунов).

Заключение
Обзор исследований фрагментации Д Н К в муж

ских половых клетках свидетельствует о безусловном 
диагностическом и прогностическом значении данно
го критерия как в клинической практике при диагно
стике и лечении бесплодия в супружеской паре, так и 
в профилактической медицине в области репродуктив
ной токсикологии и изучения отдаленных последствий 
для потомства. На повестку дня в репродуктивной ме
дицине встает внедрение указанных методов в клини
ческую практику с формированием международных 
стандартов и критериев оценки качества процедур. 
Подтверждением этого явилась первая специализиро
ванная конференция под эгидой европейской и амери
канской ассоциаций репродуктивной медицины "ДНК 
спермы: структура, защита и уязвимость. От фунда
ментальной науки до клинической практики" (Сток
гольм, 2009 г.), собравшей вместе ведущих специали
стов в данной области.

Приоритетными направлениями научных иссле
дований в этой области названы разработка новых ме
тодов оценки повреждений генома сперматозоидов, ис
следования в области эпигенетических последствий, 
выявление взаимосвязи между уровнями повреждения 
ДНК сперматозоидов и концентраций активных ме
таболитов кислорода и азота в эякуляте, процессами 
апоптоза, полиморфизмами генов детоксикации и т.д.и
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