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Ðåçþìå. Ïðèìåíåíèå ìåòîäà âèòðèôèêàöèè â òðèàöå-
òàòöåëëþëîçíûõ ïîëûõ âîëîêíàõ (hollow fiber vitrification,
HFV) ïðè ðàáîòå ñ ãðóïïàìè îîöèòîâ è ïðåèìïëàíòàöèîí-
íûõ ýìáðèîíîâ ìëåêîïèòàþùèõ ñïîñîáñòâóåò ñòàíäàðòèçà-
öèè è óïðîùåíèþ ïðîöåäóð îáðàáîòêè â ðàñòâîðàõ âèòðè-
ôèêàöèè/îòîãðåâàíèÿ. Öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëàñü îöåí-
êà âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ ìåòîäà HFV äëÿ êðèîêîíñåð-
âàöèè äîçðåâøèõ in vitro îîöèòîâ ÊÐÑ è åãî îïòèìèçàöèè ñ
öåëüþ ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè. Ïðîòîêîë HFV ñ îòíîñè-
òåëüíî âûñîêîé ñóììàðíîé êîíöåíòðàöèåé (15,0% v/v) ïðî-
íèêàþùèõ êðèîïðîòåêòîðîâ â ðàñòâîðå ýêâèëèáðàöèè, óñ-
ïåøíî èñïîëüçîâàâøèéñÿ äëÿ êðèîêîíñåðâàöèè 7- è 8-
äíåâíûõ áëàñòîöèñò êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (ÊÐÑ), ïîçâî-
ëèë ïîëó÷èòü òîëüêî íèçêèå ïîêàçàòåëè âûæèâàíèÿ (38,5%,
10/26), äðîáëåíèÿ (40,0%, 4/10) è âûõîäà áëàñòîöèñò (0,0%,
0/10). Íà ýôôåêòèâíîñòü ìåòîäà ìîãëî ïîâëèÿòü íåäîñòà-
òî÷íîå íàñûùåíèå îîïëàçìû êðèîïðîòåêòîðàìè â ðàñòâî-
ðå ýêâèëèáðàöèè â ñâÿçè ñ íèçêèì ñîîòíîøåíèåì ïëîùàäè
ïîâåðõíîñòè îîöèòà ÊÐÑ ê åãî îáúåìó è íèçêîé ïðîíèöàå-
ìîñòüþ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû äëÿ êðèîïðîòåêòîðîâ è
âîäû. Îäíàêî ïðè óâåëè÷åíèè âðåìåíè èíêóáàöèè îîöèòîâ
â ðàñòâîðå ýêâèëèáðàöèè ñëåäîâàëî ó÷èòûâàòü âîçìîæíûå
íåãàòèâíûå ïîñëåäñòâèÿ äëèòåëüíîãî âîçäåéñòâèÿ íà íèõ
âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé äèìåòèëñóëüôîêñèäà (ÄÌÑÎ) è ýòè-
ëåíãëèêîëÿ (ÝÃ). Ñíèæåíèå ñóììàðíîé êîíöåíòðàöèè ïðî-
íèêàþùèõ êðèîïðîòåêòîðîâ äî 5,0% ñ îäíîâðåìåííûì óâå-
ëè÷åíèåì âðåìåíè èíêóáàöèè äî 15 ìèí. â ðàñòâîðå ýêâè-
ëèáðàöèè ïîçâîëèëî ñóùåñòâåííî ïîâûñèòü (õè-êâàäðàò
Ïèðñîíà, ð<0,05) óðîâåíü âûæèâàíèÿ îîöèòîâ (73,6%, 67/
91) è ïîëó÷èòü îäíó áëàñòîöèñòó íà 7 ñóòêè ðàçâèòèÿ (1,5%,
1/67). Åùå îäíèì ôàêòîðîì, âëèÿþùèì íà ýôôåêòèâíîñòü
ìåòîäà HFV, ìîãëà áûòü íåäîñòàòî÷íàÿ äåãèäðàòàöèÿ îîöè-
òîâ è/èëè îêðóæàþùåãî èõ â ïðîñâåòå ïîëîãî âîëîêíà ðàñòâî-
ðà ïîñëå îáðàáîòêè â ðàñòâîðå âèòðèôèêàöèè. Ïîâûøåíèå
êîíöåíòðàöèè íåïðîíèêàþùåãî êðèîïðîòåêòîðà ñàõàðîçû äî
1,0 Ì â ðàñòâîðå âèòðèôèêàöèè â ñî÷åòàíèå ñ âûøåîïèñàííû-
ìè ìîäèôèêàöèÿìè ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü âûñîêèå ïîêàçàòåëè
âûæèâàíèÿ(87,5%, 70/80), äðîáëåíèÿ (57,1%, 40/70) è âûõîäà
áëàñòîöèñò (20,0%, 14/70).

Ââåäåíèå
Çà ïîñëåäíèå äåñÿòèëåòèÿ âèòðèôèêàöèÿ ñòàëà îñíîâ-

íûì ìåòîäîì êðèîêîíñåðâàöèè îîöèòîâ è ýìáðèîíîâ ÷åëî-
âåêà, âûòåñíèâ ñîáîé ìåäëåííîå çàìîðàæèâàíèå ïî ïðî-
ãðàììå [1,2]. Â íàó÷íîé ëèòåðàòóðå ïðèâîäèòñÿ ìíîæåñòâî
ïðîòîêîëîâ è íîñèòåëåé òðóá÷àòîãî (êðèîñîëîìèíêè, âûòÿ-
íóòûå êðèîñîëîìèíêè è ñòåêëÿííûå êàïèëëÿðû) è ïîâåðõ-
íîñòíîãî (ðåøåòêè äëÿ ýëåêòðîííîé ìèêðîñêîïèè, íåéëîíî-
âûå ñåòêè, ïîëóñîëîìèíêè, Cryoloop, Cryoleaf, Cryotop) òè-
ïîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ âèòðèôèêàöèè [3]. Áîëüøèíñòâî èç
íàèáîëåå ýôôåêòèâíûõ ñîâðåìåííûõ ïðîòîêîëîâ âèòðè-
ôèêàöèè îñíîâàíû íà ïðèíöèïå îõëàæäåíèÿ â ìèíèìàëü-
íîì îáúåìå (minimum volume cooling, MVC) [3,4], ïîçâîëÿþ-
ùåì ñóùåñòâåííî óâåëè÷èòü ñêîðîñòè îõëàæäåíèÿ/íàãðå-
âàíèÿ îáðàçöîâ è, êàê ñëåäñòâèå, ïîâûøàþùåì âåðîÿò-
íîñòü âèòðèôèêàöèè [3]. Äàííûé ìåòîä êðèîêîíñåðâàöèè
ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü âûñîêèå ïîêàçàòåëè âûæèâàåìîñòè ïðè
ðàáîòå ñ îîöèòàìè è ýìáðèîíàìè ðÿäà ìëåêîïèòàþùèõ [4].
Îäíàêî cëîæíîñòü êðèîêîíñåðâàöèè îîöèòîâ êðóïíîãî ðî-
ãàòîãî ñêîòà çàêëþ÷àåòñÿ â èõ âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê
êðèîïîâðåæäåíèÿì [5] âñëåäñòâèå èõ ìîðôî-ôèçèîëîãè-
÷åñêèõ îñîáåííîñòåé (áîëüøîãî ðàçìåðà, íèçêîé ïðîíèöà-
åìîñòè ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû äëÿ êðèîïðîòåêòîðîâ è
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Abstract. Use of hollow fiber vitrification (HFV) for
cryopreservation of mammalian oocytes and embryos allows
significant simplification and standardization of vitrification/
rewarming procedures. The goal of the current work was to
evaluate applicability of HFV method for cryopreservation of in
vitro matured bovine oocytes and method's optimization.
Application of HFV protocol with relatively high total concentration
of permeating cryoprotectants (15.0% v/v) in equilibration solution
resulted in low survival (38.5%, 10/26), cleavage (40.0%, 4/10)
and blastocyst (0.0%, 0/10) rates. Effectiveness of the procedure
could have been compromised by insufficient ooplasm saturation
with the  cryoprotectants in the equilibration solution due to the
low surface area/total volume ration of the oocytes and relatively
low plasmatic membrane permeability for water and
cryoprotctants. However prolongation of the equilibration could
contribute to increase in cytotoxic effect of high concentrations
of dimethyl sulfoxide (DMSO) and ethylene glycol (EG). A
decrease in total concentration of permeating cryoprtectants to
5.0% with corresponding increase of incubation in the
equilibration solution time to 15 min. allowed to obtain significantly
higher (Pearson's chi-square, ð<0.05) survival rate of the oocytes
(73,6%, 67/91) and a single blastocyst on Day 7 (1.5%, 1/67).
Another factor affecting method's effectiveness may be
insufficient dehydration of oocytes and/or surrounding solution
inside of the hollow fiber after their treatment in vitrification
solution. Introduction of previously mentioned protocol
modifications in addition to an increase of non-permeating
cryoprotectant (sucrose) concentration to 1,0 M in vitrificatin
solution allowed to obtain higher survival (87.5%, 70/80),
cleavage (57.1%, 40/70) and blastocyst (20.0%, 14/70) rates.
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âîäû, íèçêîìó ñîîòíîøåíèþ ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè îîöèòà
ê åãî îáúåìó, âûñîêîìó ñîäåðæàíèþ ëèïèäîâ â îîïëàçìå è
äð.) [5,6] . Åñëè â ñëó÷àå ñ ïîëó÷åííûìè in vitro (in vitro
produced, IVP) ýìáðèîíàìè óäàåòñÿ äîáèòüñÿ äîñòàòî÷íî
âûñîêèõ ïîêàçàòåëåé âûæèâàåìîñòè, äàëüíåéøåãî ðàçâè-
òèÿ è ïðèæèâëÿåìîñòè ïîñëå âèòðèôèêàöèè íà ðàçëè÷íûõ
íîñèòåëÿõ [6,7], òî ïðè ðàáîòå ñ îîöèòàìè â áîëüøèíñòâå
ñëó÷àåâ ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ñèëüíî âàðüèðóþò è
çà÷àñòóþ íå äîñòèãàþò ïîêàçàòåëåé, ïîëó÷åííûõ 15-20 ëåò
íàçàä [5]. Îäíîé èç çàäà÷ ñòîÿùåé íà äàííûé ìîìåíò â
îáëàñòè êðèîêîíñåðâàöèè îîöèòîâ ÊÐÑ ÿâëÿåòñÿ ñòàíäàð-
òèçàöèÿ ïðîöåäóðû âèòðèôèêàöèè è ïîëó÷åíèå âîñïðîèç-
âîäèìûõ ðåçóëüòàòîâ [7]. Â ýòîé ñâÿçè ïåðñïåêòèâíûì ïðåä-
ñòàâëÿåòñÿ ïðèìåíåíèå ìåòîäà HFV, ïðåäëîæåííîãî â 2012
ãîäó Matsunari et al. äëÿ êðèîêîíñåðâàöèè ýìáðèîíîâ ìûøè
è ñâèíüè. Êðîìå òîãî, HFV ïîçâîëÿåò ñîáëþñòè MVC ïðè
îäíîâðåìåííî âèòðèôèêàöèè ãðóïïû ýìáðèîíîâ [8,9]. Â
íàøèõ ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ â ïîëûõ âîëîêíàõ áûëè
óñïåøíî âèòðèôèöèðîâàíû IVP ýìáðèîíû ÊÐÑ â âîçðàñòå
7-8 äíåé [10]. Ïðîöåäóðû âèòðèôèêàöèè/îòîãðåâàíèÿ áûëè
îñíîâàíû íà ïðîòîêîëå, ïðåäëîæåííîì Kuwayama et al.
[11], óñïåøíî ïðèìåíÿþùèìñÿ â ñî÷åòàíèè ñ íîñèòåëåì
Cryotop äëÿ êðèîêîíñåðâàöèè îîöèòîâ è ýìáðèîíîâ ÷åëîâåêà
[12,13]. Â äîñòóïíîé íàó÷íîé ëèòåðàòóðå äàííûå î âèòðèôèêà-
öèè îîöèòîâ ìëåêîïèòàþùèõ, â ÷àñòíîñòè êðóïíîãî ðîãàòîãî
ñêîòà, ïî ìåòîäó HFV îòñóòñòâóþò. Öåëüþ èññëåäîâàíèé ÿâëÿ-
ëàñü îöåíêà âîçìîæíîñòè ïðèìåíåíèÿ ìåòîäà HFV äëÿ êðèî-
êîíñåðâàöèè äîçðåâøèõ in vitro îîöèòîâ ÊÐÑ è åãî îïòèìèçà-
öèè ñ öåëüþ ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû
Îáúåêòàìè èññëåäîâàíèé áûëè äîçðåâøèå in vitro îîöè-

òû ÊÐÑ. Â ðàáîòå, êðîìå îãîâîðåííûõ ñëó÷àåâ, áûëè èñ-
ïîëüçîâàíû ðåàêòèâû ôèðìû "Sigma-Aldrich" (ÑØÀ). Âî âñå
ðàáî÷èå ñðåäû è ðàñòâîðû áûë äîáàâëåí ãåíòàìèöèí â
êîëè÷åñòâå 40 ìêã/ìë. ßè÷íèêè êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà
ïîëó÷àëè â óáîéíîì öåõå ìÿñîêîìáèíàòà. Äîçðåâàíèå îîöè-
òîâ ïðîâîäèëè â ñðåäå 199 ñ ñîëÿìè Ýðëà ("ÏàíÝêî", Ðîñ-
ñèÿ) ñ äîáàâëåíèåì 0,66 ìÌ ïèðóâàòà íàòðèÿ, 1 ìÌ L-
ãëóòàìèíà, 0,6 ìÌ L-öèñòåèíà, 5 ÅÄ/ìë ÷åëîâå÷åñêîãî õîðè-
îíè÷åñêîãî ãîíàäîòðîïèíà (Ìîñêîâñêèé ýíäîêðèííûé çà-
âîä, Ðîññèÿ), 5 ìêã/ìë ôîëëèêóëîñòèìóëèðóþùåãî ãîðìîíà
("ÔÑÃ-ñóïåð", ÎÎÎ "Àãðîáèîìåä", Ðîññèÿ), 1 ìêã/ìë ýñòðà-
äèîëà-17β è 10% ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè êðîâè ÊÐÑ (Clone,
ÑØÀ) â CO2-èíêóáàòîðå ïðè òåìïåðàòóðå 38,5 °Ñ â òå÷åíèå
18 ÷àñîâ. Ôðàêöèþ ïîäâèæíûõ ñïåðìàòîçîèäîâ èç êðèîêîí-
ñåðâèðîâàííîãî ñåìåíè áûêà âûäåëÿëè ïî ìåòîäó swim-up.
Ñîâìåñòíîå èíêóáèðîâàíèå îîöèòîâ è ñïåðìàòîçîèäîâ ïðî-
âîäèëè â ñðåäå TALP-Fert [14]. Äåíü ïîñòàíîâêè íà îïëîäîò-
âîðåíèå ñ÷èòàëè íóëåâûì. Ïîëó÷åííûå çèãîòû ïîìåùàëè â
êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó SOF [14] ñ çàìåíèìûìè è íåçàìåíè-
ìûìè àìèíîêèñëîòàìè è 5% ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè êðîâè
ÊÐÑ. Ýìáðèîíû êóëüòèâèðîâàëè â àòìîñôåðå ñ ñîäåðæàíè-
åì 5,6% ÑÎ2, 5,7% Î2, 88,7% N2 â òå÷åíèå 7 äíåé.

Âèòðèôèêàöèÿ è îòîãðåâàíèÿ îîöèòîâ
Â êà÷åñòâå íîñèòåëÿ äëÿ âèòðèôèêàöèè îîöèòîâ èñ-

ïîëüçîâàëè òðèàöåòàòöåëëþëîçíûå ïîëûå âîëîêíà ñ âíóò-
ðåííèì äèàìåòðîì 200 ìêì, òîëùèíîé ñòåíîê 15 ìêì è
ðàçìåðîì ïîð 7 íì (Nipro, ßïîíèÿ) â ñîñòàâå ðàçðàáîòàííî-
ãî íàìè óñòðîéñòâà [15]. Âèòðèôèêàöèþ è îòîãðåâàíèå îîöè-
òîâ ïðîâîäèëè ñ ïðèìåíåíèåì ðàíåå îïèñàííîãî ïðîòîêîëà
[10] è åãî ìîäèôèêàöèé. Â êà÷åñòâå áàçîâîé ñðåäû äëÿ ïðèãî-
òîâëåíèÿ ðàñòâîðîâ âèòðèôèêàöèè/îòîãðåâàíèÿ èñïîëüçîâà-
ëè TLP-HEPES ñ 20% ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè êðîâè ÊÐÑ (TH20).

Âñå ðàñòâîðû èñïîëüçîâàëè ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (25-
27 °Ñ), êðîìå ðàñòâîðà îòîãðåâàíèÿ (39 °Ñ).

Äîçðåâøèå in vitro îîöèòû ÊÐÑ èçâëåêàëè èç ñðåäû
Ì199 è îñâîáîæäàëè îò êëåòîê êóìóëþñà ïðè ïîìîùè ðà-
ñòâîðà ãèàëóðîíèäàçû (1,1 ìã/ìë) è Vortex. Äåíóäèðîâàí-
íûå îîöèòû âèòðèôèöèðîâàëè ãðóïïàìè ïî 8-16 øò. ïî
îäíîìó èç òðåõ ñëåäóþùèõ ïðîòîêîëîâ. 1) Îîöèòû äâàæäû
îòìûâàëè â TH20 â òå÷åíèå 5 ìèí. è ïåðåíîñèëè â ðàñòâîð
ýêâèëèáðàöèè, ñîäåðæàùèé 7,5% (v/v) ÝÃ è 7,5% (v/v) ÄÌÑÎ,
àñïèðèðîâàëè â îòðåçîê ïîëîãî âîëîêíà è èíêóáèðîâàëè â
ýòîì ðàñòâîðå, â îáùåé ñëîæíîñòè, â òå÷åíèå 5 ìèí. Çàòåì
ïîëîå âîëîêíî ïåðåíîñèëè â ðàñòâîð âèòðèôèêàöèè, ñî-
äåðæàùèé 15,0% ÝÃ, 15,0% ÄÌÑÎ è 0,5 Ì ñàõàðîçû, èíêó-
áèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ìèí. è ïîãðóæàëè â æèäêèé àçîò. Ïðè
îòîãðåâàíèè ïîëîå âîëîêíî ñ îîöèòàìè èçâëåêàëè èç æèä-
êîãî àçîòà è íåìåäëåííî ïîãðóæàëè â ðàñòâîð îòîãðåâàíèÿ,
ñîäåðæàâøèé 0,5 Ì ñàõàðîçû, íà 1 ìèí. Çàòåì âîëîêíî
ïîñëåäîâàòåëüíî èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå ðàçáàâëåíèÿ,
ñîäåðæàâøåì 0,25 Ì ñàõàðîçû, â òå÷åíèå 3 ìèí. è äâóõ
ñìåíàõ TH20 â òå÷åíèå 5 ìèí. Îîöèòû âûãðóæàëè èç âîëîê-
íà â ïîñëåäíåé ñìåíå TH20 (ãðóïïà 1). 2) Âèòðèôèêàöèÿ/
îòîãðåâàíèå îîöèòîâ áûëî ïðîâåäåíî ïî òàêîé æå ñõåìå, íî
â ðàñòâîðå ýêâèëèáðàöèè â òðè ðàçà ñíèæàëè êîíöåíòðàöèþ
ïðîíèêàþùèõ êðèîïðîòåêòîðîâ (2,5% ÝÃ è 2,5% ÄÌÑÎ) è
óäëèíÿëè âðåìÿ èíêóáàöèè äî 15 ìèí. (ãðóïïà 2). 3) Êàê è âî
âòîðîì ïðîòîêîëå â ðàñòâîðå ýêâèëèáðàöèè ñíèæàëè êîí-
öåíòðàöèþ ïðîíèêàþùèõ êðèîïðîòåêòîðîâ è óâåëè÷èâàëè
âðåìÿ èíêóáàöèè äî 15 ìèí. Êðîìå òîãî, â ðàñòâîðå âèòðè-
ôèêàöèè êîíöåíòðàöèþ íåïðîíèêàþùåãî êðèîïðîòåêòîðà
ñàõàðîçû ïîâûñèëè äî 1,0 Ì, à âðåìÿ èíêóáàöèè ñíèçèëè äî
30 ñ (ãðóïïà 3). Ïîñëå îêîí÷àíèÿ ïðîöåäóðû îòîãðåâàíèÿ
äåíóäèðîâàííûå îîöèòû èç âñåõ òðåõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ
ãðóïï èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 2 ÷ â ñðåäå Ì199, ïîñëå ÷åãî
ïîìåùàëè â ñðåäó TALP-Fert è èíêóáèðîâàëè ñîâìåñòíî ñî
ñïåðìàòîçîèäàìè â òå÷åíèå 19 ÷. Ïîñëå èçâëå÷åíèÿ ïðåä-
ïîëàãàåìûõ çèãîò èç ñðåäû îïëîäîòâîðåíèÿ îöåíèâàëè
óðîâåíü âûæèâàíèÿ ïî ìîðôîëîãè÷åñêèì ïðèçíàêàì, âêëþ-
÷àÿ öåëîñòíîñòü ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû è áëåñòÿùåé
îáîëî÷êè, ðàâíîìåðíîñòü îêðàñêè è ãðàíóëèðîâàíîñòü öè-
òîïëàçìû. Â äàëüíåéøåé ðàáîòå èñïîëüçîâàëè òîëüêî âû-
æèâøèå ýìáðèîíû. Êîëè÷åñòâî ïðîäðîáèâøèõñÿ ýìáðèî-
íîâ ïîäñ÷èòûâàëè ÷åðåç 48 ÷àñîâ ïîñëå íà÷àëà îïëîäîòâî-
ðåíèÿ. Âûõîä áëàñòîöèñò îöåíèâàëè íà 7 ñóòêè ðàçâèòèÿ. Â
êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëè äåíóäèðîâàííûå îîöèòû,
íå ïîäâåðãàâøèåñÿ âèòðèôèêàöèè. Âñå ýêñïåðèìåíòàëü-
íûå ãðóïïû ñîäåðæàò íå ìåíåå 3 ïîâòîðîâ. Ðåçóëüòàòû
îáðàáîòàíû ñ èñïîëüçîâàíèå íåïàðàìåòðè÷åñêîãî êðèòå-
ðèÿ õè-êâàäðàò Ïèðñîíà (p < 0,05).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Âèòðèôèêàöèÿ äîçðåâøèõ in vitro îîöèòîâ ÊÐÑ â òðèà-

öåòàòöåëëþëîçíûõ ïîëûõ âîëîêíàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðî-
òîêîëà, óñïåøíî ïðèìåíÿâøåãîñÿ äëÿ êðèîêîíñåðâàöèè 7-
è 8-äíåâíûõ áëàñòîöèñò è ðàñøèðåííûõ áëàñòîöèñò [10],
ïðèâåëà ê ïîëó÷åíèþ êðàéíå íèçêèõ óðîâíåé âûæèâàíèÿ
(38,5%) è äðîáëåíèÿ (40,0%; òàáë.1, ãðóïïà 1). Äî ñòàäèè
áëàñòîöèñòû ýìáðèîíû â äàííîé ãðóïïå íå ðàçâèâàëèñü.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ýòîò ïðîòîêîë, ïðåäëîæåííûé
Kuwayama et al. (2005), ñ íåáîëüøèìè ìîäèôèêàöèÿìè
øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ äëÿ êðèîêîíñåðâàöèè îîöèòîâ è ýìá-
ðèîíîâ ÷åëîâåêà [1,2,12,13]. Â ñëó÷àå ñ îîöèòàìè ÊÐÑ â
ðàçëè÷íûõ ðàáîòàõ ïîëó÷àþò êàê äîñòàòî÷íî âûñîêèå ïîêà-
çàòåëè âûõîäà áëàñòîöèñò íà 7 ñóòêè ïîñëå îïëîäîòâîðå-
íèÿ in vitro (20% è áîëåå) [16-18], òàê è äîñòàòî÷íî íèçêèå

Òàáëèöà 1. Âûæèâàíèå è ðàçâèòèå ýìáðèîíîâ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå îïëîäîòâîðåíèÿ äîçðåâøèõ in vitro îîöèòîâ
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, âèòðèôèöèðîâàííûõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçíûõ ïðîòîêîëîâ
Table 1. Survival and developmental rates of embryos obtained after fertilization of in vitro matured bovine oocytes vitrified
using different protocols
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(ìåíåå 10%) [19,20]. Îîöèò ÊÐÑ ÿâëÿåòñÿ èñêëþ÷èòåëüíî
êðóïíîé åäèíîé êëåòêîé (ñðåäíèé îêîëî äèàìåòð 115 ìêì
áåç ó÷åòà áëåñòÿùåé îáîëî÷êè) [21] â îòëè÷èå îò áëàñòî-
öèñò, ñîñòîÿùèõ èç íåñêîëüêèõ ñîòåí ìåëêèõ êëåòîê è ïîëî-
ñòè-áëàñòîöåëÿ. Êðîìå òîãî, â îòëè÷èå îò ìîðóë è áëàñòî-
öèñò, ïëàçìàòè÷åñêèå ìåìáðàíû îîöèòîâ è äðîáÿùèõñÿ
ýìáðèîíîâ ìëåêîïèòàþùèõ îáëàäàþò íèçêîé ïðîíèöàåìî-
ñòüþ äëÿ âîäû è êðèîïðîòåêòîðîâ. Èõ ïðîíèêíîâåíèå ÷åðåç
ïëàçìàòè÷åñêóþ ìåìáðàíó ïðîõîäèò ìåäëåííî ïî ìåõàíèç-
ìó ïðîñòîé äèôôóçèè â ñâÿçè ñ îòñóòñòâèåì ó îîöèòîâ
âîäíûõ êàíàëîâ, íàïðèìåð, AQP3 [22,23]. Âñå ýòî ìîæåò
ïðèâîäèòü ê íåäîñòàòî÷íîìó íàñûùåíèþ îîïëàçìû êðèîï-
ðîòåêòîðàìè â ïðîöåññå îòíîñèòåëüíî êðàòêîâðåìåííîé
ýêâèëèáðàöèè (5 ìèí.) è ïîñëåäóþùåìó ôîðìèðîâàíèþ
âíóòðèêëåòî÷íûõ êðèñòàëëîâ ëüäà ïðè âèòðèôèêàöèè/îòî-
ãðåâàíèè [5]. Îäíàêî ïðè óâåëè÷åíèè ïåðèîäà ýêâèëèáðà-
öèè âîçðàñòàåò è íåãàòèâíîå âëèÿíèå âûñîêèõ êîíöåíòðà-
öèé ïðîíèêàþùèõ êðèîïðîòåêòîðîâ. Â òî æå âðåìÿ, Papis et al.
[24] ïîêàçàëè, ÷òî îáðàáîòêà äîçðåâøèõ in vitro îîöèòîâ ÊÐÑ â
ðàñòâîðå ýêâèëèáðàöèè c 3-5% ýòèëåíãëèêîëÿ â òå÷åíèå 15
ìèíóò ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü âûñîêèå ïîêàçàòåëè æèçíåñïîñîá-
íîñòè îîöèòîâ ïîñëå îòîãðåâàíèÿ. Â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ
ñíèæåíèå êîíöåíòðàöèè ïðîíèêàþùèõ êðèîïðîòåêòîðîâ â ðà-
ñòâîðå ýêâèëèáðàöèè â 3 ðàçà (2,5% ÝÃ è 2,5% ÄÌÑÎ) è
óâåëè÷åíèå âðåìåíè ýêñïîçèöèè äî 15 ìèí. ïîçâîëèëî ñóùå-
ñòâåííî ïîâûñèòü (õè-êâàäðàò Ïèðñîíà, ð<0,05) âûæèâàå-
ìîñòü îîöèòîâ (73,63%), à òàêæå ïîëó÷èòü îäíó áëàñòîöèñòó
íà 7 ñóòêè ðàçâèòèÿ ïîñëå îïëîäîòâîðåíèÿ (òàáë.1, ãðóïïà 2).

Îîöèòû ìëåêîïèòàþùèõ ñîäåðæàò áîëüøå âîäû ïî
ñðàâíåíèþ ñî ñðàâíèìûìè ïî ðàçìåðó ïðåèìïëàíòàöèîí-
íûìè ýìáðèîíàìè [6]. Íèçêîå ñîîòíîøåíèå ïëîùàäè ïî-
âåðõíîñòè îîöèòà ÊÐÑ ê åãî îáúåìó â ñî÷åòàíèè ñ íèçêîé
ïðîíèöàåìîñòüþ ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû ñïîñîáñòâóåò
çàäåðæêå âîäû â îîïëàçìå ïðè îáðàáîòêå â ðàñòâîðå âèòðè-
ôèêàöèè è, êàê è â ñëó÷àå ñ íåäîñòàòî÷íûì íàñûùåíèåì
êðèîïðîòåêòîðàìè, ê ôîðìèðîâàíèþ âíóòðèêëåòî÷íûõ êðè-
ñòàëëîâ ëüäà. Â íàøåì ñëó÷àå òàêæå ñëåäóåò ó÷èòûâàòü
îñîáåííîñòè ñòðîåíèÿ íîñèòåëÿ - òðèàöåòàòöåëëþëîçíîãî
ïîëîãî âîëîêíà. Ãðóïïà îîöèòîâ èëè ýìáðèîíîâ çàãðóæàåò-
ñÿ â ïðîñâåò âîëîêíà â ðàñòâîðå ýêâèëèáðàöèè. Äàëüíåé-
øåå âçàèìîäåéñòâèå áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ ñ ðàñòâîðà-
ìè âèòðèôèêàöèè/îòîãðåâàíèÿ èäåò ÷åðåç ïîðèñòóþ (ðàç-
ìåð ïîð 7 íì) ñòåíêó âîëîêíà, òîëùèíà êîòîðîé ñîïîñòàâè-
ìà ñ òîëùèíîé áëåñòÿùåé îáîëî÷êè çðåëîãî îîöèòà èëè
çèãîòû ÊÐÑ. Äàííûé ôàêòîð ìîæåò âëèÿòü íà äèíàìèêó
ïåðåðàñïðåäåëåíèÿ ðÿäà âåùåñòâ ìåæäó âíóòðåííèì ïðî-
ñòðàíñòâîì âîëîêíà è âíåøíèì ðàñòâîðîì. Ïðè êîíöåíòðà-
öèè íåïðîíèêàþùåãî êðèîïðîòåêòîðà ñàõàðîçû â ðàñòâîðå
âèòðèôèêàöèè ðàâíîé 0,5 Ì íåäîñòàòî÷íîé ìîæåò îêàçàòü-
ñÿ êàê äåãèäðàòàöèÿ ñàìèõ îîöèòîâ, òàê è îêðóæàþùåãî èõ
ðàñòâîðà â ïðîñâåòå âîëîêíà. Ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè
ñàõàðîçû äî 1 Ì (òàáë. 1, ãðóïïà 3) ïîçâîëèëî íåñêîëüêî
ïîâûñèòü ïîêàçàòåëè âûæèâàåìîñòè (87,5%) è äðîáëåíèÿ
(57,1) è ñóùåñòâåííî óâåëè÷èòü (õè-êâàäðàò Ïèðñîíà, ð<0,05)
âûõîä áëàñòîöèñò (20,0%) ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûìè ãðóïïàìè (òàáë. 1, ãðóïïû 1-2). Òàêèì îáðà-
çîì, ïðè äàííîé ìîäèôèêàöèè ïðîòîêîëà êàæäûé ïÿòûé èç
âûæèâøèõ è îïëîäîòâîðåííûõ îîöèòîâ äîñòèãàë ñòàäèè
áëàñòîöèñòû íà 7 ñóòêè ðàçâèòèÿ, ÷òî îñîáåííî âàæíî â
ñâÿçè ñ òåì, ÷òî èìåííî ñåìèäíåâíûå IVP áëàñòîöèñòû ÊÐÑ
ïðåèìóùåñòâåííî èñïîëüçóþòñÿ äëÿ äàëüíåéøåé òðàíñ-
ïëàíòàöèè ðåöèïèåíòàì [25].

Çàêëþ÷åíèå
Èñïîëüçîâàíèå òðèàöåòàòöåëëþëîçíûõ ïîëûõ âîëîêîí

ïðè âèòðèôèêàöèè äîçðåâøèõ in vitro îîöèòîâ ÊÐÑ ñïîñîá-
ñòâóåò ñòàíäàðòèçàöèè è óïðîùåíèþ ïðîöåäóð îáðàáîòêè.
Îäíàêî ïðè ñîçäàíèè îïòèìàëüíîãî ïðîòîêîëà âèòðèôèêà-
öèè ñëåäóåò ó÷èòûâàòü îñîáåííîñòè ôèçèîëîãèè êðèîêî-
ñåðâèðóåìîãî îáúåêòà è ñòðîåíèÿ íîñèòåëÿ. Òàê ïðîòîêîë,
óñïåøíî ïðèìåíÿâøèéñÿ äëÿ êðèîêîíñåðâàöèè 7- è 8-äíåâ-
íûõ áëàñòîöèñò ÊÐÑ, ïîçâîëèë ïîëó÷èòü íèçêèå ïîêàçàòåëè
âûæèâàåìîñòè (38,5%) è äàëüíåéøåãî ðàçâèòèÿ. Ñíèæåíèå
ñóììàðíîé êîíöåíòðàöèè ïðîíèêàþùèõ êðèîïðîòåêòîðîâ
äî 5,0% â ðàñòâîðå ýêâèëèáðàöèè ïîçâîëèëî ñóùåñòâåííî
ïîâûñèòü óðîâåíü âûæèâàíèÿ îîöèòîâ (73,6%), à ïîâûøå-
íèå êîíöåíòðàöèè íåïðîíèêàþùåãî êðèîïðîòåêòîðà ñàõà-

ðîçû äî 1,0 Ì â ðàñòâîðå âèòðèôèêàöèè ñïîñîáñòâîâàëî
ðàçâèòèþ 20,0% ïîëó÷åííûõ ýìáðèîíîâ â âîçðàñòå 7 äíåé
äî ñòàäèè áëàñòîöèñòû.
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