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Введение
В структуре хромосомной патологии у мужчин с бесплодием 

одно из основных мест занимают сбалансированные структурные 
перестройки, в частности робертсоновские и реципрокные тран-
слокации, частота которых превышает популяционную и может 
достигать 1 – 3% в зависимости от тяжести нарушений спермато-
генеза [1-3]. Для прохождения мейоза у носителей транслокаций 
необходимым является образование комплексных хромосомных 
структур из дериватных хромосом и их гомологов – тривален-
тов у носителей робертсоновских и тетравалентов у носителей 
реципрокных транслокаций. Тип анафазного расхождения три- и 
тетравалентов определяет сбалансированность (альтернативный, 
Alt) или несбалансированность (совметсный-1, Adj-1; совместный-2, 
Adj-2; 3:1; 3:0; 4:0) хромосомного набора гамет. Исследования ме-
йотической сегрегации хромосом в сперматозоидах носителей 
транслокаций с использованием метода флуоресцентной гибри-
дизации in situ (FISH) позволяет определять частоту образования 
сбалансированных и несбалансированных гамет, предоставляя 
ценную информацию для репродуктивного консультирования 
носителей. Полученные результаты, однако, не позволяют чётко 
разделять пациентов на группы высокого и низкого риска насту-
пления беременности плодом с хромосомной аномалией [4]. Со-
ответственно, при наступлении спонтанной беременности носите-
лям транслокаций показано проведение инвазивной пренатальной 
диагностики для исключения несбалансированного кариотипа 
плода. Альтернативой инвазивной пренатальной диагностике и 
прерыванию беременности в случаях выявления несбалансиро-
ванного варианта сегрегации родительской транслокации у плода 
является преимплантационная генетическая диагностика (ПГД) в 

программах вспомогательных репродуктивных технологий (ВРТ) 
с использованием  интрацитоплазматической инъекции спер-
матозоида (ICSI), поскольку зачастую у носителей транслокаций 
выявляют снижение концентрации и подвижности сперматозоидов 
[5]. Отбор сперматозоидов для ICSI проводят с использованием све-
товой микроскопии со стандартным увеличением.  Использование 
систем с DIC оптикой (Normanski differential interference contrast) 
позволяет проводить исследование морфологических параметров 
органелл подвижных сперматозоидов в реальном времени при уве-
личении х6000 – х13000 – MSOME (motile sperm organelle morphol-
ogy examination) [6, 7] и использовать отобранные сперматозоиды 
для проведения инъекции – IMSI (intracytoplasmic morphologically 
selected sperm injection). В ряде работ  показано снижение частоты 
анеуплоидий сперматозоидов после проведения MSOME [8, 9]. Од-
нако исследования корреляции между морфологическими харак-
теристиками и хромосомным набором сперматозоидов носителей 
транслокаций ограничены описанием единичных случаев [10, 11]. 

Цель настоящей работы – определить частоты несбалансиро-
ванных вариантов сегрегации транслокаций в сперматозоидах с 
нормальной и аномальной морфологией носителей реципрокных 
и робертсоновских транслокаций. 

Материалы и методы исследования
В исследование включили 6 носителей транслокаций, которые об-

ратились в Клинику репродуктивной медицины «Надия» для лече-
ния бесплодия. Хромосомные аномалии выявили при проведении 
цитогенетического исследования GTG-окрашенных метафазных хро-
мосом лимфоцитов периферической крови с минимальным разре-
шением 450-550 дисков на гаплоидный геном; кариотип записывали 
согласно Международной номенклатуре хромосом человека [12]. Ис-
следование эякулята проводили в соответствии с рекомендациями 
Всемирной организации здравоохранения [13]. Клинико-лаборатор-
ная характеристика пациентов представлена в таблице 1. 

Активно-подвижную фракцию сперматозоидов выделяли после 
центрифугирования в ступенчатых градиентах плотности (Sperm gra-
dient kit, Sydney IVF, Австралия) с помощью swim-up [14]. Полученные 
клетки разделяли на две части: первую после фиксации фиксатором 
Карнуа раскапывали на предметные стекла и использовали для про-
ведения исследования сегрегации методом FISH; вторую использова-
ли для проведения MSOME. Отбирали 10 – 75 сперматозоидов каждой 
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категории (I-III), переносили на предметные стекла и фиксировали 24 
часа в фиксаторе Карнуа перед проведением FISH. 

Таблица 1
Клинико-лабораторная характеристика носителей транслокаций

№ Кариотип Возраст Анамнез Спермо-
грамма

Пробы для 
FISH

1 45,XY,der(13;14)
(q10;q10) 36 1 CА ОАТ LSI 13q34, 

Tel 14q

2 45,XY,der(13;14)
(q10;q10) 27 ПБ ОАТ LSI 13q34, 

Tel 14q

3 45,XY,der(14;21)
(q10;q10) 36 2 CА ОАТ Tel 14q, Tel 

21q

4 46,XY,t(2;17)
(q31;p13) 39 1 CА ОАТ CEP2, Tel2q, 

Tel17p

5 46,XY,t(6;7)(q12;p15) 34 2 СА ОАТ CEP6, Tel6q, 
Tel7p

6 46,XY,t(5;19)
(q11;q12) 36 1 СА АТ CEP5, Tel5q, 

Tel 19q
Примечания: СА – самопроизвольный аборт; ПБ – первичное бесплодие; 
ОАТ – олигоастенотератозооспермия; АТ – астенотератозооспермия.

Ядра сперматозоидов деконденсировали в 1 N растворе NAOH с 
последующей дегидратацией стекол в 700 и 960-ном этиловом спир-
те. Гибридизационную смесь готовили из двух (для робертсонов-
ских транслокаций) или трёх (для реципрокных транслокаций) 
мультицветных проб (Vysis, США). Образцы денатурировали в 
0,25%-ном растворе формамида в 2хSSC. Для гибридизации исполь-
зовали прибор HybriMax (Abbott Molecular, США). После гибридиза-
ции стекла промывали в 0,4хSSC/0,3% NP-40 (pH 7) в течение 2 мин 
при температуре 720С, далее в 2хSSC/0,1% NP-40 (pH 7) в течение 1 
мин при комнатной температуре. Предметные стекла покрывали 
4`6-диамидино-2-фенилиндолом (DAPI II, Vysis, США). Для микрос-
копии использовали микроскоп с флуоресцентной насадкой  AxioIm-
ager M1 (Zeiss, Германия), результаты документировали с использова-
нием программного обеспечения Isis (MetaSystems, Германия). 

Морфологический отбор сперматозоидов проводили с использо-
ванием инвертированного микроскопа экспертного класса Olympus 
IX71 (Olympus, Япония), объектив Uplan Apo x 100 oil/1.5 (числовая 
апертура конденсора 0,55);  для увеличения полученного изображе-
ния использовали фотокамеру Olympus DP 20 и широкоформатный 

монитор (диагональ 533,4 мм). Активно-подвижную фракцию спер-
матозоидов после выделения переносили в культуральную среду 
(HTF medium, Sydney IVF, Автсралия), содержащую 50% поливи-
нилпирролидона для снижения подвижности сперматозоидов. Изу-
чение морфологической структуры сперматозоида проводили при 
увеличении х6300 в реальном времени. Учитывали основные (форма 
и размер головки, наличие и размер вакуолей, структура основания 
сперматозоида) и второстепенные (структура акросомы, шейки и 
наличие остатков цитоплазмы) морфологические характеристи-
ки сперматозоидов. Сперматозоиды классифицировали по такому 
принципу:  категория I (нормальная головка и максимум две другие  
аномалии, локализованные не в головке); категория II (две и более 
аномалии), категория III (несколько дефектов головки) [15]. 

Статистическую обработку данных проводили в MsExcel. Для 
сравнения частот сегрегационных вариантов использовали крите-
рий Краскела-Уоллиса. 

Полученные результаты и их обсуждение
У носителей сбалансированных структурных хромосомных 

аномалий в результате мейотической сегрегации дериватных 
хромосом и их гомологов образуются не только нормальные/
сбалансированные, но и несбалансированные по хромосомному 
набору гаметы. Так, в исследуемой группе носителей робертсонов-
ских транслокаций (N=3) частота образования несбалансированных 
сперматозоидов варьировала от 15,7% до 30,6% (в среднем 21,7±7,8%), 
реципрокных (N=3) – от 58,6% до 65,2%  (в среднем 61,8±3,3%). 
Полученные результаты согласовываются с данными других иссле-
дователей о преимущественном расхождении хромосом по альтер-
нативному типу с образованием нормальных/сбалансированных 
сперматозоидов у носителей робертсоновских транслокаций и на-
личию индивидуальных особенностей мейотической сегрегации 
у носителей реципрокных транслокаций [4, 16-18]. Преоблада-
ние альтернативного типа сегрегации гамет у носителей роберт-
соновских транслокаций обусловлено образованием тривален-
та в профазе І мейоза с cis-конфигурацией, склонного к сегрегации 
по альтернативному типу [19]. Тем не менее, частота образования 
сбалансированных гамет для каждого носителя робертсоновских 
транслокаций индивидуальна и может зависеть от концентрации 
сперматозоидов [20]. Частоту образования несбалансированных га-
мет у носителей реципрокных транслокаций сложно прогнозировать, 
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поскольку особенности сегрегации определяются размером и локали-
зацией сегментов, вовлеченных в перестройку.  По данным  Anton и 
коллег, частота образования несбалансированных гамет у носителей 
реципрокных транслокаций может достигать от 18,6% до 62,8% (в сред-
нем 42,5±10,7%) [4]. Таким образом, результаты исследования мейоти-
ческой сегрегации в активно-подвижных сперматозоидах носителей 
транслокаций методом FISH являются высокоинформативными для 
индивидуализации репродуктивных рисков при проведении медико-
генетического консультирования носителей, особенно перед проведе-
нием программ ВРТ с ПГД, поскольку позволяют оценить вероятность 
получения нормальных/сбалансированных эмбрионов [18].

К сожалению, FISH-исследования мейотической сегрегации хро-
мосом в сперматозоидах носителей транслокаций  является про-
гностическим тестом и не позволяет проводить отбор нормальных/
сбалансированных гамет, поскольку проводится с фиксацией спермато-
зоидов. Учитывая высокую частоту образования несбалансированных 
гамет у носителей транслокаций, сегодня ведется активный поиск кри-
териев для отбора сперматозоидов с нормальным/сбалансированным 
хромосомным набором и, соответственно, повышения вероятности по-
лучения эмбрионов с нормальным/сбалансированным хромосомным 
набором в программах ВРТ с ПГД. Результаты исследований свидетель-
ствуют о неэффективности использования критериев подвижности и 
зрелости сперматозоидов (способности связываться с гиалуроновой 
кислотой) для отбора нормальных/сбалансированных сперматозо-
идов [21]. Изменение морфологической структуры сперматозоида 
также рассматривают как критерий для отбора гамет с нормальным 
хромосомным набором, базируясь на предположении, что изменения 
количества хромосомного материала должны приводить к изменению 
размера сперматозоида. Однако в большинстве исследований не уда-
лось выявить корреляцию между тератозооспермией и хромосомным 
набором сперматозоидов [22], кроме некоторых хромосомных нару-
шений, связанных с изменением уровня плоидности [23, 24]. Ограни-
чением данных исследований является использование световой ми-
кроскопии со стандартным увеличением (х400), которого недостаточно 
для выявления мелких модификаций в структуре сперматозоида. С 
применением более углубленных методов анализа морфологии спер-
матозоидов – MSOME – появились данные, свидетельствующие  о том, 
что сперматозоиды с макроцефалией и круглыми головками имеют 
повышенный уровень анеуплоидий [25, 26].

Таблица 2
Частоты сегрегационных вариантов транслокаций в общей 
активно-подвижной фракции сперматозоидов (контроль) и 

сперматозоидах после морфологического отбора (категории I-III)

M
SO

M
E

Частота сегрегационных вариантов, %
П1 П2 П3 П4 П5 П6

Среднее 
±SD, %, 

Rec

контроль 
(N=1000)

контроль 
(N=1000)

контроль 
(N=1000) Среднее 

±SD, %,
Rob

контроль 
(N=785)

контроль 
N=1149

контроль 
N=1106

І (N=50) І (N=30) І (N=50) І (N=55) І (N=35) І (N=10)
ІІ (N=75) ІІ (N=40) ІІ (N=75) ІІ (N=45) ІІ (N=55) ІІ (N=25)
ІІІ (N=60) ІІІ (N=40) ІІІ (N=65) ІІІ (N=50) ІІІ (N=60) ІІІ (N=75)

Alt
К 81,2 69,4 84,3 78,3±7,8 34,8 38,3 41,4 38,3±3,3
І 84 66,7 86 78,9±10,6 36,4 37,1 60 44,5±13,4
ІІ 82,7 70 84 78,9±7,7 37,8 34,5 44 38,7±4,8
ІІІ 80 67,5 81,5 76,3±7,7 38 33,3 49,3 40,2±8,2

Adj-1
К 8 15,9 7,8 10,6±4,6 20,6 43,5 25,8 30±12
І 8 13,3 6 9,1±3,8 21,8 40 20 27,3±11
ІІ 6,7 12,5 6,7 8,6±3,3 17,8 40 20 25,9±12,2
ІІІ 8,3 15 9,2 10,8±3,6 20 45 29,3 31,4±12,6

Adj-2
К 6,5 10,3 5 7,3±2,7 30,4 10,3 23,5 21,4±10,2
І 6 13,3 6 8,4±4,2 30,9 14,3 20 21,7±8,4
ІІ 8 12,5 6,7 9,1±3 28,9 14,5 24 22,5±7,3
ІІІ 8,3 12,5 7,7 9,5±2,6 24 11,7 25,3 20,3±7,5

3:1 или 3:0
К 3,7 4,2 2,8 3,6±0,7 12 4 7,9 8±4
І 2 6,7 2 3,6±2,7 10,9 8,6 0 6,5±5,7
ІІ 2,7 5 2,7 3,5±1,3 15,6 10,9 12 12,8±2,5
ІІІ 3,3 5 3,1 3,8±1 18 10 4 10,7±7
Примечания: Rob – робертсоновские транслокации, Rec – реципрокные 
транслокации.

Для изучения влияния хромосомного набора сперматозоидов 
носителей транслокаций на их структуру нами был проведен от-
бор по морфологическим критериям 895 сперматозоидов 6-и но-
сителей транслокаций. Сперматозоиды категории І (с нормальной 
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головкой и максимум двумя аномалиями, локализованными не в 
головке) составили 25,7% исследованных клеток (N=23), категории 
ІІ (более двух аномалий) – 35,2%, категории ІІІ (несколько дефектов 
головки) – 39,1%.  Для определения хромосомного набора сперма-
тозоидов разных категорий был проведен сегрегационный FISH-
анализ, результаты которого представлены в таблице 2.   

Статистически значимую разницу в частотах сегрегационных вари-
антов в сперматозоидах разных категорий, как в общей группе, так и 
у каждого пациента, не выявили. Отсутствие достоверного повышения 
частоты несбалансированных сегрегационных вариантов в сперматозо-
идах категорий II и III по сравнению со сперматозоидами категории I, 
а также общей фракцией активно-подвижных сперматозоидов может 
свидетельствовать об отсутствии корреляции между морфологией и 
хромосомным набором сперматозоидов носителей транслокаций. 

Выводы
1. У носителей как реципрокных, так и робертсоновских трансло-

каций выявлена высокая частота образования несбалансированных 
вариантов сегрегации транслокации (в среднем 21,7±7,8% и 61,8±6,3%). 

2. Не зарегистрированы достоверные отличия в частотах несба-
лансированных вариантов сегрегации робертсоновских и рецип-
рокных транслокаций в общей фракции активно-подвижных 
сперматозоидов и в группах сперматозоидов с минимальным ко-
личеством морфологических аномалий органелл (категория І) и 
множественными морфологическими аномалиями (категории ІІ, ІІІ). 

3. Для подтверждения неэффективности отбора сперматозоидов 
по морфологическим критериям в программах вспомогательных 
репродуктивных технологий с интрацитоплазматической инъек-
цией сперматозоида необходимым является проведение исследова-
ния на большей выборке носителей транслокаций. 

4. Перспективным считаем поиск других критериев для отбора 
сперматозоидов с нормальным/сбалансированным хромосомным 
набором у носителей транслокаций. 
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Резюме
Пилип Л.Я., Білько Н.М. Аналіз частот незбалансованих варіантів сегрегації 

транслокацій в сперматозоїдах із нормальною та аномальною морфологією.
Представлені результати дослідження мейотичної сегрегації дериватних 

хромосом та їх гомологів в активно-рухливій фракції сперматозоїдів носіїв ро-
бертсонівських і реципрокних транслокацій методом флуоресцентної гібри-
дизації in situ до і після відбору гамет за морфологічними критеріями. Виявлено 
переважання альтернативного типу сегрегації хромосом у сперматозоїдах носіїв 
робертсонівських транслокацій (78,3±7,8%) із незначним варіюванням частот 
збалансованих сперматозоїдів  (69,4–84,3%). У носіїв реципрокних транслокацій 
зареєстровано індивідуальне варіювання частот утворення незбалансованих га-
мет (58,6–65,3%, у середньому 61,8±6,3%). Після проведення відбору сперматозо-
їдів за морфологічними критеріями в реальному часі при збільшенні х6300 не 
виявлено достовірної різниці у частотах незбалансованих варіантів сегрегації 

хромосом в загальній групі активно-рухливих сперматозоїдів і в групах сперма-
тозоїдів із мінімальною кількістю морфологічних аномалій органел (категорія І) 
і множинними морфологічними аномаліями (категорії ІІ, ІІІ). 

Ключові слова: реципрокні транслокації, робертсонівські транслокації, се-
грегація хромосом, морфологічний відбір сперматозоїдів.

Резюме
Пилип Л.Я., Билько Н.М. Анализ частот несбалансированных вариантов се-

грегации транслокаций в сперматозоидах с нормальной и аномальной морфологией.
Представлены результаты исследования мейотической сегрегации 

дериватных хромосом и их гомологов в активно-подвижных сперматозоидах 
носителей робертсоновских и реципрокных транслокаций методом флуорес-
центной гибридизации in situ до и после отбора гамет по морфологическим 
критериям. Выявлено преобладание альтернативного типа сегрегации хромо-
сом в сперматозоидах носителей робертсоновских транслокаций (78,3±7,8%) с 
незначительным варьированием частот сбалансированных сперматозоидов (69,4 
– 84,3%). У носителей реципрокных транслокаций зарегистрировано индивиду-
альное варьирование частот образования несбалансированных гамет (58,6 – 65,3%, 
в среднем 61,8±6,3%). После проведения отбора сперматозоидов по морфологи-
ческим критериям в реальном времени при увеличении х6300 не выявлено досто-
верной разницы в частотах несбалансированных вариантов сегрегации хромосом 
в общей группе активно-подвижных сперматозоидов и в группах сперматозоидов 
с минимальным количеством морфологических аномалий органелл (категория I) 
и множественными морфологическими аномалиями (категория II, III). 

Ключевые слова: реципрокные транслокации, робертсоновские транслока-
ции, сегрегация хромосом, морфологический отбор сперматозоидов

Summary
Pylyp L.Y., Bilko N.M. Frequencies of unbalanced segregation variants in morphologi-

cally normal and abnormal sperm of translocation carriers.
Meiotic segregation of Robertsonian and reciprocal translocations was assessed by 

fl uorescence in situ hybridization in sperm with progressive motility before and after se-
lection based on morphological characteristics. The predominance of alternate segregation 
mode in sperm of Robertsonian translocation carriers was detected (mean 78,3±7,8%), with 
slight variations in frequencies of balanced sperm (69,4–84,3%). Reciprocal translocation 
carriers were characterized by individual variation in frequencies of unbalanced gametes 
(58,6–65,3%, mean 61,8±6,3%). After motile sperm organelle morphology examination un-
der magnifi cation of x6300 no differences in frequencies of unbalanced segregation modes 
in general sperm population and sperm with minimal morphological pathology (class I) 
and multiple morphological pathology (class II, III) were detected.  

Key words: reciprocal translocations, Robertsonian translocations, chromosomal 
segregation, motile sperm organelle morphology examination.

Рецензент : д. біол.н., проф. В.К. Рибальченко


