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В настоящей статье рассмотрен опыт создания криобанка для хранения генетически модифициро-
ванных линий мышей. Показано, что частота наступления стадии бластоцисты в группах эмбрио-
нов после процедур криоконсервации и размораживания, эмбрионов, обработанных растворами
для витрификации и ревитрификации, но не подвергнутых процедуре криоконсервации, и интакт-
ных статистически значимо не различаются (p > 0.05). Более того, статистически значимые разли-
чия в эффективности переноса эмбрионов псевдобеременным самкам интактных или криоконсер-
вированных эмбрионов дикого типа, а также криоконсервированных эмбрионов дикого типа или
криоконсервированных трансгенных эмбрионов отсутствуют (p > 0.05). В статье рассмотрены ос-
новные сложности, возникающие при организации депозитария и возможные пути их решения.
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ВВЕДЕНИЕ

Создание линий генетически-модифицирован-
ных животных является одним из современных ин-
струментов проведения биологических исследова-
ний [1, 2]. Применение подобных животных позво-
ляет воспроизводить многие характерные для
человека заболевания, что дает возможность осу-
ществлять поиск терапевтических подходов для
их лечения [3–6]. Кроме того, создание генетиче-
ски модифицированных животных крайне акту-
ально с точки зрения фундаментальной науки,
так как позволяет детально изучить различные
процессы (в том числе на молекулярном уровне),
происходящие в клетках живых организмов.

Получение генетически-модифицированных
животных – это длительная и кропотливая работа
[7–9]. Так, например, в случае мыши, для получе-
ния первичного трансгена нужно потратить не
менее двух–трех месяцев. Работа включает в себя
следующие этапы: создание генетической кон-
струкции (сроки зависят от сложности задачи),
гормональная подготовка мышей – доноров яй-
цеклеток (порядка 4 дней), микроинъекции гене-

тической конструкции, пересадка микроинъеци-
рованных эмбрионов, ожидание рождения моди-
фицированных животных поколения F0 (21 день –
именно столько длится беременность у мыши). Од-
нако необходимо понимать, что добиться столь
быстрого получения животных с модифицирован-
ным геномом удается нечасто, поскольку существу-
ет множество причин, по которым процедура полу-
чения генетически модифицированных животных
может обернуться неудачей: полученные транс-
генные эмбрионы могут по какой-либо причи-
не погибнуть и не имплантироваться, генетиче-
ское редактирование может пройти неуспешно
и т.д. В большинстве случаев получить первич-
ного трансгена удается в течение 3–4 месяцев
(https://www.criver.com/products-services/research-
models-services/genetically-engineered-model-ser-
vices/transgenic-mouse-rat-model-creation/trans-
genic-mice?region=3696).

Большинство существующих методов геномно-
го редактирования основаны на генетическом ре-
дактировании эмбриона, из которого потом разо-
вьется генетически модифицированный живой
организм. Однако, как правило, рождающиеся в
результате подобных манипуляций трансгенные
животные являются химерными, то есть содержат
две (или более) различных субпопуляций клеток,
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ребых кобыл, ХГЧ – хорионический гонадотропин челове-
ка, МЕ – международные единицы.
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часть из которых является генетически модифи-
цированными, а другая нет. Проводить полно-
ценные научные исследования на подобных жи-
вотных не представляется возможным ввиду гете-
рогенности их клеточного состава, таким образом,
необходимо получить следующее поколение жи-
вотных, которые были бы генетически однород-
ными. Кроме того, при получении трансгенов ме-
тодом случайного встраивания необходим этап
проверки уровня экспрессии трансгена у живот-
ных поколения F1 (а в ряде случаев – у животных
следующих поколений, если есть данные, сви-
детельствующие о возможной потере экспрес-
сии трансгена в ряду поколений) [10]. На это
также требуется дополнительное время. Более то-
го, для проведения научных исследований в боль-
шинстве случаев требуется значительная группа
животных. Учитывая все вышесказанное, в сред-
нем для получения линии трансгенных животных
требуется от года до двух лет.

Как правило, трансгенных животных получа-
ют для решения какой-либо конкретной задачи.
Во многих случаях исследование расширяется, и
тогда животные могут быть использованы для
проведения дополнительных экспериментов.
Однако в других случаях после проведения за-
планированных экспериментов линия живот-
ных оказывается в текущий момент ненужной,
хотя в будущем эксперименты на этой линии
могут потенциально возобновиться. Содержать
длительное время такую линию животных до-
вольно накладно с финансовой точки зрения:
животных требуется кормить, убирать за ними, а
также они занимают мощности вивария, что де-
лает невозможным проведение каких-либо иных
актуальных исследований. В то же время, если
такую линию животных ликвидировать, а она
спустя некоторое время все же понадобится, то
по ее восстановлению придется заново прово-
дить длительную (и дорогостоящую!) работу.
Возможным выходом в подобной ситуации яв-
ляется создание криобанка то есть, получение от
генетически модифицированных животных эм-
брионов и последующая их криоконсервация [11].
В случае необходимости производят разморозку
криоконсервированных эмбрионов и осуществ-
ляют их пересадку реципиенту – суррогатной ма-
тери. Это в конечном счете позволяет не тратить
средства, мощности вивария на поддержание ли-
нии животных, и сохранять линию трансгенных
животных в течение длительного времени.

Одним из возможных путей криоконсервации
эмбрионов является витрификация – сверхбыст-
рое замораживание. Ключевым вопросом, опре-
деляющим возможность использовать этот метод
как способ депонирования ценных линий живот-

ных, является вопрос о количестве эмбрионов, ко-
торое необходимо витрифицировать, чтобы иметь
гарантированную возможность восстановления
линии. Причем эта возможность связана не толь-
ко и не столько с человеческим фактором (каче-
ство заморозки и переноса эмбрионов), но и с
возможными эпигенетическими эффектами про-
цедуры витрификации [12, 13]. Ранее было пока-
зано, что в зависимости от линии криоконсерви-
руемых эмбрионов среди домовой мыши рожде-
ние мышат наблюдается в 11–53% случаев (от
числа пересаженных эмбрионов) [14].

Целью данной работы являлась оценка влия-
ния витрификации на развитие эмбрионов на
предимплантационных стадиях (при культивиро-
вании in vitro) и после переноса реципиентам, а
также разработка протокола витрификации ли-
ний генетически модифицированных животных,
обеспечивающего сохранность эмбрионов и га-
рантирующего восстановление линии.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Содержание животных

В ходе настоящей работы использовали мы-
шей линии C57Bl/6J, CD1, гибридов первого поко-
ления CBA х C57Bl/6J, а также трансгенных живот-
ных, полученных на бэкграунде линии C57Bl/6J.
Животных содержали при световом режиме – 14 ч
света и 10 ч темноты и температуре, поддержива-
емой в диапазоне 22–24°С. Воду и питание (специ-
ализированный экструдированный комбикорм для
разведения мышей) животные получали ad libitum.

Все манипуляции с животными производили в
соответствии с рекомендациями Комиссии по
биоэтике Института биологии гена РАН.

Получение вазэктомированных самцов
Получение вазэктомированных самцов осу-

ществляли согласно общеизвестной методике [15] с
использованием самцов линии CD1. Животным в
возрасте 2–3 месяцев (масса ~25 г) вводили внут-
рибрюшинно в качестве наркоза смесь препара-
тов Ксила (действующее в-во Ксилазина гидрохло-
рид) (Interchemie, Нидерланды) в дозировке 2 мг/кг
и Золетил (действующее в-во Тилетамин/Золазе-
пам) (Virbak, Франция) в дозировке 20 мг/кг. Затем
осуществляли продольный разрез длиной пример-
но 1 см кожи и брюшины на 1 см выше пениса с
брюшной стороны. С помощью пинцета, удержи-
вая жировые отложения, извлекали яичко с придат-
ком и vas defferens, после чего с помощью раскален-
ного на горелке пинцета производили пережигание
семявыносящего канальца. Затем помещали яичко,
придаток яичка и vas defferens под брюшину, после
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чего повторяли вышеописанную процедуру со вто-
рым семявыносящим протоком. После выполне-
ния данных манипуляций послойно ушивали об-
ласть разреза с помощью саморассасывающихся
хирургических нитей 3D-0,5*16-(4/0)-PGA (“Мед-
техника”, Россия). Спустя 2 недели после прове-
дения манипуляции и полного восстановления
самцов после операции их использовали для по-
лучения псевдобеременных самок.

Гормональная стимуляция овуляции
Для повышения результативности процедур

по криоконсервации и разморозки с последую-
щей пересадкой эмбрионов необходимо исполь-
зовать их большое количество. Этого можно до-
биться, осуществляя гормональную стимуляцию
самок – доноров зигот. В качестве доноров ис-
пользовали неполовозрелых самок весом 10–12 г
в возрасте около 3 недель. Гормональную стимуля-
цию осуществляли в соответствии с двухступенча-
тым протоколом: в 13:00 первого дня внутри-
брюшинно вводили ГСЖК (препарат Фоллимаг,
“Мосагроген”, Россия) из расчета 5 МЕ на одно
животное, через 48 ч внутрибрюшинно вводили
ХГЧ (препарат Хорулон, Merck Animal Health,
США) из расчета 10 МЕ на одно животное, по-
сле чего ссаживали данных самок с самцами для
спаривания.

Получение эмбрионов
Выделение эмбрионов производили на стадии

зиготы (Е0,5), после чего осуществляли их куль-
тивирование in vitro. Для получения эмбрионов са-
мок умерщвляли путeм дислокации шейных по-
звонков. Затем выделяли яйцеводы, которые по-
мещали в среду Ооклин (“ПанЭко”, Россия), где
отсепарировали жировую ткань с помощью игл от
шприцов и пинцетов. Очищенные яйцеводы пе-
реносили в чистую каплю среды Ооклин объeмом
100 мкл, где с помощью игл от шприцов вскрыва-
ли ампулярную часть яйцевода, что позволяло
получить ооцит-кумулюсные комплексы. Затем в
данную каплю вносили примерно 0.03 г гиалуро-
нидазы (препарат лидаза. АО НПО “Микроген”,
Россия) для очистки зигот от клеток кумулюса.
Полученные зиготы последовательно отмывали в
четырех каплях среды Ооклин, после чего пере-
носили в среду для культивирования.

Криоконсервация и размораживание эмбрионов
Криоконсервацию и размораживание эмбрио-

нов осуществляли с помощью коммерческих на-
боров Z-VIT (для витрификации) и Z-REV (для
размораживания) в соответствии с рекомендация-

ми производителя (ЗАО “Протеинсинтез”, Рос-
сия). Эмбрионы на стадии морулы последователь-
но помещали в растворы №№ 1, 2 и 3 для криокон-
сервации со временем инкубации 5, 5 и 0.5 мин
соответственно. Инкубацию производили в кап-
лях объемом 200 мкл одновременно группами по
10 эмбрионов. После чего эмбрионы помещали на
носитель закрытого типа (крио-соломину) для за-
мораживания и хранения в жидком азоте (Mini-
tube, Германия), защитный колпачок на носитель
надевали непосредственно в жидком азоте. Хране-
ние эмбрионов при температуре –196°С осуществ-
ляли не менее 2 дней.

Для размораживания образцы с эмбрионами
изымали из жидкого азота, снимали защитный
колпачок с носителя и помещали носитель с эм-
брионами в каплю объемом 400 мкл раствора № 1
для размораживания, при этом данная капля име-
ла продолговатую форму, чтобы обеспечить пол-
ное погружение части носителя для криоконсер-
вации, несущей эмбрионы, в раствор. Затем эм-
брионы отбирали и последовательно переносили
в растворы для размораживания №№ 2, 3 и 4, ин-
кубируя в них 1, 2, 3 и 4 мин соответственно. Объем
капель растворов №№ 2, 3 и 4, составлял 200 мкл.
Далее эмбрионы помещали в отмывочную среду
(Ооклин, ПанЭко) на 5 мин, после чего произво-
дили их перенос в среду для культивирования или
суррогатной матери.

Воздействие криопротекторных 
растворов на эмбрионы

Для анализа воздействия криопротекторных
растворов на эмбрионы их инкубировали в рас-
творах для витрификации и ревитрификации в
соответствии с методикой, описанной выше, без
помещения в жидкий азот.

Культивирование эмбрионов
Культивирование эмбрионов до стадии морулы

(примерно 2.5 дня эмбрионального развития, Е2.5)
осуществляли в четырeхлуночных планшетах
(Termo Scientific Nunc, США), использовали сре-
ду для культивирования гамет и эмбрионов (Fuji-
film Irvine Scientific, США). От стадии морулы до
стадии бластоцисты (Е3.5) эмбрионы культиви-
ровали в покрытых минеральным маслом (Origio,
Дания) каплях среды объемом 20 мкл по 2–3 эм-
бриона в капле.

Перенос эмбрионов
Перенос эмбрионов реципиентам осуществ-

ляли в соответствии с общеизвестной методикой
[16]. Псевдоберменным самкам линий CD1 или
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F1 CBA × C57Bl/6J в возрасте 2–3 мес (масса ~25 г)
вводили внутрибрюшинно в качестве наркоза
смесь препаратов Ксила (Interchemie), в дозиров-
ке 2мг/кг и Золетил (Virbak) в дозировке 20мг/кг.
Затем производили разрез кожи и брюшины со
спинной стороны примерно на 0.5 см краниаль-
нее бедра, после чего извлекали за жировую кап-
сулу яичник с яйцеводом и маткой. С помощью
пинцета раскрывали капсулу яичника и, пользу-
ясь стеклянным капилляром, переносили в во-
ронку яйцевода эмбрионы на стадии морулы.
Затем яичник с яйцеводом и маткой помещали
внутрибрюшинно. После выполнения данных
манипуляций послойно ушивали область раз-
реза с помощью саморассасывающихся хирур-
гических нитей 3D-0.5*16-(4/0)-PGA (“Медтех-
ника”). Далее аналогичные действия производи-
ли со вторым яйцеводом.

Статистическая обработка данных

Статистическую обработку результатов иссле-
дований проводили с помощью пакета приклад-
ных программ Statistica 7.0 (Dell, США), Microsoft
Excel 2013 (Microsoft corporation, США). С ис-
пользованием критериев Колмогорова-Смирно-
ва и Шапиро-Вилка были проверены гипотезы о
нормальности распределений исследуемых показа-
телей. Поскольку анализируемые выборки имели
распределения, отличные от нормального, то зна-
чимыми показателями служили медиана, кварти-
ли (25–75%) и вариация (минимальное и макси-
мальное значения) исследуемой величины. В
экспериментах по исследованию приживаемо-
сти эмбрионов после пересадки реципиентам
для сравнения двух независимых групп использо-
вали критерий Манна–Уитни (U-критерий). Для
анализа различий в частоте наступления стадии
бластоцисты среди эмбрионов, подвергнутых воз-
действию растворов для криоконсервации, и ин-
тактных эмбрионов были использованы таблицы
распределения χ2. Во всех случаях критический
уровень значимости (р) принимали равным 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для исследования влияния растворов для вит-
рификации и ревитрификации на развитие эм-
брионов in vitro был проведен эксперимент, в ко-
тором эмбрионы на стадии морулы разделили на
две группы – контрольную и опытную. Опытную
группу помещали последовательно в растворы
для витрификации, а затем, минуя стадию поме-
щения в жидкий азот, в растворы для ревитрифи-
кации. Эмбрионы контрольной группы не под-
вергали никаким воздействиям. Эмбрионы обеих

групп культивировали в течение сут, затем под-
считывали количество бластоцист в обеих груп-
пах. Эмбрионы спустя сут культивирования по-
сле инкубации в растворах для витрификации и
ревитрификации (опытная группа) представлены
на рис. 1. Отчeтливо видны эмбрионы на стадии
морулы, а также на стадии бластоцисты.

У криоконсервированных эмбрионов, про-
шедших затем процедуру размораживания в соот-
ветствии со стандартным протоколом, определя-
ли частоту стадии наступления бластоцисты. Ре-
зультаты эксперимента представлены в табл. 1.

Установлено отсутствие статистически значи-
мых различий в наступлении различных морфо-
логических стадий раннего эмбриогенеза между
группами эмбрионов, обработанных раствора-

Рис. 1. Состояние эмбрионов после инкубации в рас-
творах для витрификации и размораживания спустя
сутки культивирования. Измерительный отрезок –
100 мкм. 
Fig. 1. State of embryos after their incubation in solutions
for cryopreservation and revitrification after one day of
in vitro culture. Scale bar—100 μm.



68

БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 38  № 6  2022

ФИЛАТОВ и др.

ми для криопротекторов и интактными, а также
между интактными эмбрионами и эмбрионами,
подвергнутыми процедуре криоконсервации и
размораживания, и между группами эмбрионов,
подвергнутых воздействию растворов для крио-
консервации и размораживания, и криоконсер-
вированных эмбрионов (р > 0.05).

В настоящей работе была исследована эф-
фективность криоконсервации эмбрионов мы-
шей дикого типа, а также трансгенных гетеро-
зиготных животных, полученных в результате скре-
щивания трансгенных животных с гибридами
F1 CBA × C57Bl/6J. Для сравнения эффективно-
сти пересадки эмбрионов между разными группа-
ми использовали коэффициент D – отношение

числа пересаженных мыши эмбрионов к числу
рожденных мышат.

Статистически значимые различия в результа-
тивности пересадки между эмбрионами, переса-
женными после криоконсервации и разморозки,
и эмбрионами, не подвергавшимся данным про-
цедурам, отсутствуют (рис. 2).

При сравнении пересадок эмбрионов дикого
типа и гетерозиготных трансгенных эмбрионов
(полученных в результате скрещивания гомози-
готного трансгенного самца с самкой дикого ти-
па), статистически значимые различия в резуль-
тативности пересадки отсутствуют (рис. 3).

Полученные нами данные однозначно свиде-
тельствуют о том, что процедура криоконсервации

Таблица 1. Частота наступления стадии бластоцисты среди эмбрионов, подвергнутых воздействию криопротек-
торных растворов, криоконсервированных и интактных (срок эмбрионального развития соответствует стадии Е3.5) 
Table 1. Frequency of blastocyst stage occurrence among the embryos subjected to the action of cryoprotective solutions,
cryopreserved embryos and intact embryos (stage E3.5 of embryo development)

Стадия развития Интактные Обработанные криопротекторами Криоконсервированные

Бластоцист 29 (78%) 30 (67%) 30 (75%)

Морул 8 (22%) 15 (33%) 10 (25%)

Всего 37 45 40

Рис. 2. Сравнение коэффициента D (по оси ординат) для эмбрионов дикого типа, пересаженных псевдобеременным
самкам после культивирования in vitro и для эмбрионов дикого типа, культивированных in vitro и прошедших процедуру
криоконсервации-размораживания на стадии морулы (Е2.5). Статистически значимые различия отсутствуют (p > 0.11). 
Fig. 2. Comparison of coefficient D (ratio of transferred embryos to surrogate mother to pups born) for the wild-type embryos
transferred to pseudopregnant mice after in vitro culture (left bar) and wild-type embryos cultured in vitro and frozen-thawed at
the morula stage (E2.5) (right bar). No statistically significant differences were found between these two groups (p > 0.11).
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не влияет на развитие эмбриона на доимплантаци-

онных стадиях, однако для успешного восстановле-

ния линии животных необходимо, чтобы эмбрио-

ны, подвергнутые криоконсервации, успешно им-

плантировались и развивались в жизнеспособный

организм.

Для оценки эффективности развития криоко-

сервированных эмбрионов на постимплантацион-

ных стадиях мы сравнивали отношение числа пере-

саженных эмбрионов к числу родившихся мышат

для контрольных “свежих” эмбрионов и эмбрио-

нов, подвергавшихся криоконсервации. Оказа-

лось, что статистически значимых различий меж-

ду этими группами не наблюдается. Также отсут-

ствовали статистически достоверные различия

между криоконсервированными эмбрионами гене-

тически модифицированных животных по сравне-

нию с эмбрионами дикого типа.

Организация депозитария, позволяющего хра-

нить в криоконсервированном виде эмбрионы и

осуществлять их последующую пересадку реци-

пиентам, требует слаженной работы большого

числа высококвалифицированных специали-

стов. Так, необходимо поддержание популяции

животных, нужно обеспечить особо тщательный

уход за оперированными животными. Работы по

переносу эмбрионов и вазэктомии должен осу-

ществлять человек, владеющий хирургическими

навыками и имеющий опыт работы с микрообъ-

ектами. Навык переноса эмбрионов вырабатыва-

ется только в результате длительных тренировок.

Полученные данные иллюстрируют тот факт,

что при наличии квалифицированного персонала

организовать криобанкирование линий мышей

представляется возможным. Необходимо отметить

некоторые нюансы, которые могут стать критиче-

скими в процессе организации криобанка. Ключе-

выми проблемами, с которыми можно столкнуться

в процессе организации криохранилища, явля-

ются проблемы, вызванные действием так назы-

ваемого “человеческого фактора”. Крайне важно

контролировать своевременную заправку крио-

танков жидким азотом (с одновременным контро-

лем этого процесса несколькими людьми). Важно

обеспечить хранение криоконсервированных эм-

брионов по принципу RAID-массива: в данном

случае эмбрионы одной и той же криоконсерви-

рованной линии помещают для хранения в два

разных сосуда Дьюара. Притом желательно, что-

бы эти сосуды находились в разных зданиях (или,

Рис. 3. Сравнение коэффициента D (по оси ординат) для эмбрионов дикого типа, пересаженных псевдобеременным
самкам после культивирования in vitro и прошедших процедуру криоконсервации-размораживания на стадии морулы
(Е2.5) и эмбрионов, полученных от трансгенных самцов в результате спаривания с самкой дикого типа, также про-
шедших процедуру криоконсервации-размораживания на стадии морулы (Е2.5). Статистически значимые различия
отсутствуют (p > 0.8). 
Fig. 3. Comparison of coefficient D (ratio of transferred embryos to surrogate mother to pups born) for the wild-type embryos
cultured in vitro and frozen-thawed at the morula stage (E2.5) (left bar) and embryos obtained from wild-type females copulated
with transgenic males which also were frozen-thawed at the morula stage (E2.5) (right bar). No statistically significant differences
were found between these two groups (p > 0.8).
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по крайней мере, в разных помещениях), что поз-

волит избежать риска тотальной утраты образцов

в случае форс-мажорного обстоятельства (напри-

мер, в результате пожара).

На эффективность работ по криобанкирова-

нию может оказать влияние даже выбор линии

животных реципиентов. Так, крайне важно ис-

пользовать в качестве суррогатных матерей и ваз-

эктомированных самцов таких животных, цвет

шерсти которых будет отличаться от цвета шерсти

детенышей, которые разовьются из пересажен-

ных эмбрионов. Если в силу ошибки человека,

производящего вазэктомию, окажется, что про-

цедура проведена не полностью, то существует

риск того, что суррогатная мать на самом деле ро-

дит собственных детенышей, а не детенышей, ко-

торые разовьются в результате переноса эмбрио-

нов в яйцевод.

Разные линии мышей также имеют в разной

степени развитый материнский инстинкт. По-

этому крайне важно использовать в качестве ре-

ципиентов и кормилиц мышей тех линий, кото-

рые обладают наиболее выраженным материн-

ским инстинктом. Так, например, известно, что

самки аутбредной линии CD1 отличаются от са-

мок инбредной линии C57Bl/6 значительно более

выраженной заботой о потомстве.

Чрезвычайно важно также рассчитать количе-

ство замороженных эмбрионов, необходимое для

гарантированного восстановления линии. Учи-

тывая риски нарушения имплантации и эмбрио-

нального развития эмбрионов после криконсер-

вации, необходимо витрифицировать значитель-

ное число эмбрионов – порядка 300 на одну линию

животных, поскольку процент рождения мышат

(от количества пересаженных после разморажи-

вания эмбрионов) может в некоторых случаях не

превышать 11 [14].

Одним из краеугольных вопросов в области

криобиологии, связанный репродукцией, являет-

ся предельно допустимый срок хранения эмбрио-

нов в жидком азоте. В эмбрионах, находящихся в

криоконсервированном виде, остановлены все

клеточные и молекулярные процессы, в том чис-

ле процессы репарации ДНК, таким образом,

воздействие радиационного фона потенциально

может приводить к развитию мутаций [17].

Для эмбрионов человека существуют противо-

речивые данные, касающиеся сроков хранения

эмбрионов в криоконсервированном виде. Так, в

одном из исследований проводили сравнение жиз-

неспособности эмбрионов и частоты наступле-

ния беременности для эмбрионов, хранившихся в

жидком азоте разное время. Пациентов раздели-

ли на три группы в зависимости от срока хране-

ния эмбрионов (<3, 3–12 и >12 мес) и оценивали

влияние времени хранения на частоту наступле-

ния и исход беременности. В дальнейшем, для

оценки влияния долгосрочного хранения крио-

консервированных эмбрионов проводили срав-

нение частоты наступления и исхода беременно-

сти в случае переноса эмбрионов, хранившихся в

течение 1–3, 3–5, и более 5 лет по сравнению с эм-

брионами, хранящимися менее одного года [18]. Не

было обнаружено достоверных отличий в частоте

наступления беременности для групп эмбрионов,

хранившихся в жидком азоте менее 5 лет, однако

при переносе эмбрионов более длительных сро-

ков хранения наблюдалось значительное сниже-

ние частоты наступления беременности.

В другом исследовании, однако, описаны слу-

чаи наступления беременности после переноса эм-

брионов, хранившихся в жидком азоте более 12 лет

[19]. Следует принимать во внимание, что во вре-

мя хранения эмбрионов в жидком азоте возраст

женщины, которой планируется осуществлять

перенос, также увеличивается, что может быть

ведущей причиной снижения частоты наступле-

ния беременности при длительном (более 5 лет)

хранении эмбрионов. Необходимо отметить, од-

нако, что при витрификации эмбрионов мыши (и

других животных), в отличие от человека, эта про-

блема неактуальна. Отсутствие значимого влия-

ния времени хранения эмбриона в жидком азоте

на возможность и частоту наступления беремен-

ности подтверждается рядом экспериментов на

сельскохозяйственных животных. Так, у овец не

было обнаружено разницы в частоте наступления

беременности при переносе эмбрионов, хранив-

шихся полгода, по сравнению с эмбрионами, хра-

нящимися 7.5 лет [20].

Не менее важным является вопрос о том, при-

водит ли витрификация к значимым эпигенети-

ческим изменениям в организме. В исследовани-

ях на эмбрионах мыши было показано, что уровень

экспрессии miR-21 и let-7a значительно снижен в

витрифицированных 8-клеточных эмбрионах по

сравнению с 8-клеточными эмбрионами, не под-

вергшимися витрификации. Такое изменение пат-

терна экспрессии miRNA может привести к значи-

тельному изменению сигнальных путей, участвую-

щих в развитии [12]. В другой работе на эмбрионах

мыши также было показано значительное изме-

нение уровня экспрессии ряда генов вследствие

витрификации [13]. Ряд эпигенетических эффек-

тов витрификации может сохраняться, по всей

видимости, на протяжении всего онтогенеза: в

работе на эмбрионах мыши была показана боль-

шая устойчивость животных, развившихся из крио-

консервированных эмбрионов к развитию индуци-

руемых опухолей [24]. Таким образом, принимая
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решение о криоконсеравации линий генетически

модифицированных животных, необходимо учи-

тывать все возможные ограничения метода (необ-

ходимость витрифицировать значительное число

эмбрионов, возможность эпигенетических изме-

нений в первом поколении животных, получен-

ных из ревитрифицированных эмбрионов), одна-

ко представленные данные дают основания считать

метод витрификации надежным и безопасным спо-

собом хранения генетически модифированных ли-

ний животных.
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Cryopreservation as a Means of Storing Unique Genetically Modified Animal Lines
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Abstract—In this article, we discuss the experience of creating a cryobank for storing genetically modified
mouse lines. It has been shown that the frequency of occurrence of the blastocyst stage differed statistically
insignificantly (p > 0.05) in the following groups of embryos: cryopreserved and then thawed; treated with
solutions for vitrification and revitrification, but not cryopreserved; and intact. Moreover, there was also no
statistically significant difference (p > 0.05) between the efficiency of transfer to false-pregnant females of the
following embryo groups: wild type intact and cryopreserved; wild type cryopreserved and transgenic cryo-
preserved. The main difficulties arising in the organization of the depository and possible ways of their solu-
tion are discussed.
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