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Введение и актуальность. Дефекты мужского генома, характеризующиеся фрагментацией 
ДНК, могут служить показателем мужской субфертильности независимо от рутинных параметров 
спермы [1]. Сперматозоиды даже со значительным уровнем повреждений ДНК сохраняют способ-
ность оплодотворить ооцит, однако эмбриональное развитие может блокироваться на разных эта-
пах. В клиниках вспомогательных репродуктивных технологий (ВРТ) сперматозоиды инкубируют 
при физиологической температуре (370С) в течение 1-2 часов перед процедурами ЭКО и ИКСИ, а 
также подвергают криоконсервации, что, согласно последним исследованиям, может значительно 
влиять на уровень фрагментации ДНК сперматозоида [2].  Таким образом, целью данной работы 
является исследование методом TUNEL влияния различных температурных режимов, в том числе, 
криоконсервации на степень фрагментации ДНК в сперматозоидах (%СДФ).Материалы и методы. 
В работе исследовались образцы спермы 19 доноров и пациентов с установленной нормозооспер-
мией (ВОЗ). Целостность ядерной ДНК оценивалась методом TUNEL (метод прямого мечения раз-
рывов в ДНК -  флуоресцеин-12-dUTP и Hoechst 33258). Подсчет проводился на 500 клеток. Крио-
консервация по стандартному протоколу медленной заморозки; криопротектор SpermFreeze 
(Sage); быстрая разморозка при 37оС. Результаты.  Проведены следующие серии экспериментов: 
при температурах +21ºC; +39ºC  через интервалы времени 0/8/24 ч, для Т=37ºC временной интер-
вал составлял 0/0.5/2.5/5/8/24 ч. Средняя фрагментация в нативном образце доноров составляла 
8,1±2,6%. Значительное увеличение %СДФ наблюдалось для всех температур с течением времени.  
Через 24 ч инкубации при Т=39ºС фрагментация составила 100%, причем через 8 ч %СДФ 
увеличился на 76,7% ± 7,9%. Инкубация при Т=21ºС  в течении 24 ч увеличила %СДФ только в 
2,2±0,29 раза. Инкубация при Т=37ºC показала, что основное количество ДНК фрагментированных 
сперматозоидов возникает в первые восемь часов инкубации (зависимость %СДФ от времени для 
Т=37ºС имеет нелинейный характер). В образцах, замороженных без добавления криопротектанта, 
%СДФ увеличился в 1,9±0,4 раз, в то время как образцы с добавлением криопротектанта после 
криоконсервации практически не отличались от нативных образцов (в пределах ошибки). Однако 
после инкубации в течение 24 часов при Т=21 C  %СДФ в нативных образцах и образцах без крио-
протектора, увеличился в 2 раза, а в образцах, содержащих криопротектор, %СДФ увеличился бо-
лее чем в 3 раза (3,1±0,32). Криопротектор SpermFreeze является проникающим и, согласно дан-
ным эксперимента, проявляет цитотоксичность после разморозки, что увеличивает риск отбора 
сперматозоида с поврежденным генетическим материалом для ЭКО и может привести к непра-
вильному развитию эмбриона. Таким образом, температурный режим может оказывать непосред-
ственное влияние на исход ЭКО и ИКСИ.  

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда (проект №14-50-0029). 

1. Erenpreiss, J. and Spano, M., Sperm chromatin structure and male fertility: biological and clinical as-
pects, Asian J. Androl., 2006, vol. 8, no. 1, pp. 11-29.  
2. Dalzell, L.H., McVicar, C.M., McClure, N., Lutton, D., and Lewis, S.E., Effects of short and long incubations 
on DNA fragmentation of testicular sperm, Fertil. Steril., 2004, vol. 82, pp. 1443-5.  


