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В настоящей работе исследованы долгосрочные эффекты вспомогательных репро-
дуктивных технологий (ВРТ), таких как культивирование эмбрионов in vitro и эм-
бриотрансфер, на поведение и развитие мозга у мышей линии B6.Cg-Tg, моделирую-
щих болезнь Паркинсона (БП), и у мышей дикого типа C57BL/6. Потомки мужского 
пола, полученные с использованием ВРТ, сравнивались с потомками, зачатыми ес-
тественным путем. В возрасте шести месяцев у мышей оценивали уровень тревож-
ности в тесте “Приподнятый крестообразный лабиринт”, а также измеряли массу 
тела и мозга. Результаты показали, что мыши B6.Cg-Tg, полученные естественным 
путем, демонстрировали более низкий уровень тревожности и большую массу мозга 
по сравнению с мышами дикого типа. Применение ВРТ привело к снижению массы 
мозга у потомков B6.Cg-Tg, а также к значительному снижению уровня тревожности 
по сравнению с контрольными группами. У мышей дикого типа C57BL/6 примене-
ние ВРТ не вызвало значительных изменений в массе мозга или уровне тревожно-
сти. Полученные данные свидетельствуют о влиянии ВРТ на поведение и развитие 
мозга у потомков, особенно у генетически предрасположенных к нейродегенера-
тивным заболеваниям. Эти результаты подчеркивают необходимость дальнейшего 
изучения долгосрочных эффектов ВРТ, особенно в контексте их влияния на нейро-
развитие и поведение, что имеет важное значение для медицины.
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ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Паркинсона (БП) – одна из самых распространенных нейродегенератив-
ных патологий человека [1–3]. Характерными признаками БП являются нарушение мо-
торики и накопление белка альфа-синуклеина в нейронах головного мозга с образова-
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нием телец Леви [2]. Частота встречаемости БП составляет 60–140 человек на 100 000 
населения, из которых около 5–10% всех случаев приходится на наследственные фор-
мы [4, 5]. Одной из причин БП могут быть мутации в гене SNCA (А53Т и/или А30Р), 
которые приводят к нарушению сборки альфа-синуклеина и агрегации его мономе-
ров [6, 7]. При этом достаточно большой процент наследственных форм БП связан 
с мутацией А53Т [5].

Для исследований БП используют различные модели, созданные на мы-
шах [8–10]. Линия мышей B6.Cg-Tg(PrNp-SNCA*A53T)23Mkle (далее – B6.Cg-
Tg) была создана в Джексоновской лаборатории (США) на основе линии C57BL/6 
путем трансгенеза (встроен ген SNCA альфа-синуклеина человека с мутацией A53T, 
https://www.jax.org/strain/006823) [10]. Ген SNCA с мутацией A53T является полуле-
тальным и есть не у всех потомков [11], поэтому среди сибсов могут быть особи как 
с БП (гемизиготы), так и без патологии (дикий тип). При изучении поведения мышей, 
моделирующих БП, часто оценивают уровень тревожности [12–14]. Ранее было уста-
новлено, что мыши B6.Cg-Tg в возрасте шести месяцев отличаются низким уровнем 
тревожности [14], что можно считать поведенческим маркером данной линии.

Культивирование in vitro преимплантационных эмбрионов является одной из клю-
чевых вспомогательных репродуктивных технологий (ВРТ), применяемых в медици-
не, животноводстве и в биомедицинских исследованиях [15–18]. В настоящее время 
около 10 млн детей рождено в результате применения ВРТ [19]. Представляется крайне 
сложным проанализировать медицинские данные и оценить эффекты отдельных ре-
продуктивных технологий. Изменения в развитии детей, рожденных после применения 
ВРТ, могут быть вызваны не только используемыми процедурами, но и быть связаны 
с особенностями здоровья их родителей, а также предрасположенностью к различным 
хроническим заболеваниям [15–17, 20]. Между тем исследования на различных лини-
ях мышей показали, что применение ЭКО и/или культивирования эмбрионов in vitro 
в сочетании с последующим их эмбриотрансфером может сопровождаться изменени-
ем поведения у потомков, в частности, социального поведения, уровня тревожности 
и пространственной памяти [18, 21–26].

Масса головного мозга является генетически обусловленным признаком не только 
для отдельных видов животных [27], но даже для разных линий мышей [28]. В силу так-
сономических различий масса мозга и ее соотношение с массой тела, а также коэффи-
циент энцефализации существенно отличаются у разных видов млекопитающих [27]. 
Между тем в пределах вида имеется положительная корреляция между массой мозга 
и числом нейронов [29], что достаточно хорошо прослеживается и на уровне отдель-
ных таксонов [30]. Это делает массу мозга достаточно информативным показателем 
нейроразвития, хотя данная характеристика до сих пор крайне редко используется при 
сравнении отдаленных эффектов различных репродуктивных технологий [31].

Целью данного исследования было изучение эффектов культивирования in vitro 
и переноса эмбрионов в репродуктивные пути самок-реципиентов на формирование 
фенотипа, характерного для мышей линий B6.Cg-Tg (модель БП) и C57BL/6 (дикий 
тип). Задачами настоящей работы было оценить возможное влияние культивирования 
эмбрионов in vitro на 1) поведение и 2) массу тела и мозга, в том числе соотношение 
масс мозг/тело у взрослых потомков.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
Исследования проводили на потомках мышей линии B6.Cg-Tg(PrNp-

SNCA*A53T)23Mkle (далее – B6.Cg-Tg). Линия мышей B6.Cg-Tg была создана 
в результате трансгенеза для моделирования болезни Паркинсона [10]; эти мыши 
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имеют мутацию A53T в гене SNCA альфа-синуклеина человека. В качестве контроля 
использовали мышей C57BL/6 (далее – дикий тип (WT), или C57BL), на основе ко-
торых была создана линия B6.Cg-Tg. В эксперименте были исследованы самцы-сиб-
сы дикого типа и B6.Cg-Tg, полученные как после естественного спаривания самок 
C57BL/6 (7 самок) с гемизиготными самцами B6.Cg-Tg (7 самцов), так и после при-
менения репродуктивных технологий, а именно культивирования in vitro эмбрионов, 
полученных от 24 самок-доноров, и их переноса в репродуктивные пути самок-ре-
ципиентов (16 самок). В результате было получено 7 и 16 пометов для соответству-
ющего “способа размножения”. Полученных потомков генотипировали. В опытную 
группу выбирали тех животных, у которых был обнаружен ген SNCA с мутацией 
А53Т (B6.Cg-Tg), остальных (мыши C57BL/6, у которых ген SNCA с мутацией А53Т 
отсутствовал) использовали в качестве контроля (дикий тип). Графический дизайн 
эксперимента представлен на рис. 1.

Female C57BL/6 Female C57BL/6

Obtaining offspring

without using ART

1
Obtaining offspring

using ART

2 Offspring testing3

Embryo cultivation
(48 h)in vitro

Embryo transfer to
pseudopregnant recipients

Offspring genotyping

Offspring genotyping

B6.Cg-Tg

B6.Cg-Tg C57BL/6

C57BL/6

Mating with festile males B6.Cg-Tg

Open field test

Elevated plus
maze test

Number of animals:

C57BL/6 CTL – 17
B6.Cg-Tg CTL – 11
C57BL/6 ET – 10
B6.Cg-Tg ET –8

Number of animals:

C57BL/6 CTL – 6
B6.Cg-Tg CTL – 8
C57BL/6 ET – 10
B6.Cg-Tg ET –8

Brain and body mass analysis

Body mass, brain mass, brain/body ratio

Рис. 1. Экспериментальный дизайн. ART – assisted reproductive technologies (ВРТ – вспомогательные ре-
продуктивные технологии); мыши B6.Cg-Tg – трансгенная модель болезни Паркинсона; мыши C57BL/6 – 
линия C57BL/6, или дикий тип; группа C57BL CTL – самцы С57BL/6, полученные естественным путем; 
группа B6.Cg-Tg CTL – самцы B6.Cg-Tg, полученные естественным путем; группа C57BL ET – самцы 
С57BL/6, полученные c применением ВРТ; группа B6.Cg-Tg ET – самцы B6.Cg-Tg, полученные c при-
менением ВРТ.
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Животных содержали в SPF-виварии Института цитологии и генетики СО РАН 
(Новосибирск, Россия) в индивидуально вентилируемых клетках OptiMice (Animal 
Care, США) размером 34.3 × 29.2 × 15.5 см при температуре 22–24 °C и влажности 
40–50% с инвертированным 12-часовым циклом день–ночь (рассвет в 3 ч утра); в ка-
честве подстила использовали березовую щепу фракционную для лабораторных жи-
вотных (ТУ 16.10.23-001-0084157135-2019). Все животные имели свободный доступ 
к стандартизированному комбикорму для лабораторных мышей и крыс “Дельта Фидс” 
(“БиоПро”, Россия) и очищенной воде “Северянка” (“Экопроект”, Россия), обогащен-
ной минеральными добавками. 

Были сформированы следующие группы (рис. 1): (1) самцы С57BL/6 дикого типа, 
полученные естественным путем (группа C57BL CTL); (2) самцы B6.Cg-Tg, полученные 
естественным путем (группа B6.Cg-Tg CTL); (3) самцы С57BL/6 дикого типа, получен-
ные c применением ВРТ (группа C57BL ET – embryo transfer); (4) самцы B6.Cg-Tg, полу-
ченные c применением ВРТ (группа B6.Cg-Tg ET).

Получение эмбрионов требуемой стадии развития
Самкам мышей линии C57BL/6 (n = 24) в возрасте 8–16 недель проводили стандарт-

ную гормональную стимуляцию яичников: делали внутримышечно инъекции 5 ME го-
надотропина сыворотки жеребых кобыл (Фоллигон, Intervet, Нидерланды) и через 48 ч 
5 МЕ хорионического гонадотропина человека (Хорулон, Intervet, Нидерланды). Самок 
на ночь ссаживали с фертильными самцами линии B6.Cg-Tg. По наличию вагинальной 
пробки на следующее утро оценивали фертильное спаривание. День обнаружения ваги-
нальной пробки считали первым днем беременности (первый день после спаривания; 
day post coitum 1, dpc 1). Беременных самок подвергали эвтаназии погружением в сосуд 
с CO2 на третий день после спаривания (dpc 3). Яйцеводы и рога матки промывали средой 
FertiCultTM Flushing (FertiPro, Бельгия), чтобы получить эмбрионы на стадии 8 клеток. 
Полученные эмбрионы оценивали под стереомикроскопом S8 APO (Leica Microsystems, 
Германия) при увеличении ×80. Эмбрионы без видимых дефектов, соответствующие 
ожидаемой стадии развития и с целыми прозрачными оболочками (zonae pellucidae), от-
бирали для культивирования in vitro, а некачественные эмбрионы (у которых поврежден-
ных бластомеров более 25% и/или имеется несоответствие ожидаемой стадии развития) 
либо с повреждением прозрачной оболочки отбраковывали.

Культивирование in vitro и перенос эмбрионов
Среда KSOM (K-modified simplex optimized medium) является одной из самых 

популярных в экспериментах с эмбрионами мышей и других лабораторных живот-
ных [32–34]. Выбор среды KSOMaa (обогащенной аминокислотами) был обоснован 
стремлением свести к минимуму нарушение экспрессии генов в ходе культивирования 
эмбрионов in vitro [35]. Дробящиеся эмбрионы мышей (n = 301) на стадии 8 клеток без 
видимых дефектов помещали на чашки Петри (35 мм; Corning, США) в капли среды 
KSOMaa (Merck, Германия) объемом 20 мкл по 5–11 штук на каплю и культивирова-
ли под минеральным маслом (Merck, Германия) в СО2-инкубаторе New BrunswickTM 
Galaxy 48R (Eppendorf, Германия) в стандартных условиях (5% СО2, 37 °С и влажности 
90%) в течение 48 ч. Развитие эмбрионов оценивали под стереомикроскопом S8 APO 
(Leica Microsystems, Германия). Через 48 ч нормально развивающиеся бластоцисты 
были перенесены в правый рог матки самок-реципиентов, которые были предвари-
тельно спарены со стерильными самцами и находились на стадии третьего дня псевдо-
беременности. Каждой самке было пересажено 10–18 бластоцист (в среднем 13.9 ± 0.6 
эмбриона на самку). Всего трансплантировали 223 бластоцисты.
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В качестве самок-реципиентов для переноса эмбрионов использовали межлинейных 
гибридов мышей CD1 × C57BL/6 (n = 16). Самок в проэструсе или эструсе ссажива-
ли с вазэктомированными самцами линии CD1, проверенными на стерильность. Через 
8–12 ч после спаривания самок проверяли на наличие вагинальных пробок. День, когда 
была обнаружена вагинальная пробка, считали первым днем псевдобеременности.

При подготовке к хирургической операции по переносу эмбрионов самкам-реци-
пиентам вводили внутрибрюшинно 0.01 мг/кг медетомидина гидрохлорида (медитин, 
1 мг/мл; “Апи-Сан”, Россия) и через 10 мин внутрибрюшинно 50 мг/кг золетила (Zoletil; 
Virbac, Франция). Затем подкожно вводили 0.01 мл амоксициллина (амоксициллина три-
гидрат, 150 мг/мл; “Апи-Сан”). Шерсть в месте разреза сбривали на правой стороне спи-
ны на 1 см от нижнего ребра в вентральном направлении, кожу обрабатывали 70%-ным 
этиловым спиртом. Кожу и подлежащий мышечный слой в области над маткой разрезали 
дорсовентрально на расстоянии 5 мм от нижнего ребра в каудальном направлении. Вис-
церальный жировой слой, соединенный с яичником, яйцеводом и верхней частью матки, 
захватывали пинцетом и приподнимали. Эмбрионы переносили стеклянным капилляром 
в правый рог матки в 5 мкл среды FertiCultTM Flushing (FertiPro, Бельгия). Разрез зашива-
ли рассасывающейся хирургической нитью (Vicryl; Johnson & Johnson, США) и присы-
пали антибиотиком (амоксициллина тригидрат; “Апи-Сан”).

Генотипирование потомков мышей
По достижении месячного возраста у потомков мышей, полученных в результате 

естественного спаривания либо после применения ВРТ, был взят кусочек уха для ге-
нотипирования. Его помещали в пробирку с 400 мкл лизирующего буфера (10% SDS 
и 20 мг/мл протеиназы К) и инкубировали при 52 ºC со встряхиванием на центрифу-
ге-вортексе FVL-2400N Combi-spin (BioSan, Латвия) в течение 1.5 ч до полного рас-
творения. Пробирку с лизатом помещали в холодильник при 4 ºC на 10–15 мин. Затем 
к раствору добавляли 120 мкл 6 M NaCl с последующим встряхиванием на центрифу-
ге-вортексе и центрифугировали в течение 15 мин при 13 000 об/мин на центрифуге 
Sigma 4-16К (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Германия). Супернатант повторно цент-
рифугировали в течение 10 мин при 13 000 об/мин. Собирали 100 мкл супернатанта, 
добавляли 200 мкл холодного 96%-ного этанола и перемешивали. После серии циклов 
охлаждения, перемешивания, центрифугирования, растворения в этаноле и высушива-
ния общее содержание ДНК измеряли на спектрофотометре NanoDrop (Thermo Fisher 
Scientific, США). Образцы хранили в морозильной камере при –20 ºC.

Для проведения ПЦР на льду в ПЦР-пробирки добавляли по 9 мкл MasterMix (ди-
стиллированная вода, PCR-буфер х10/5/2, соответствующие праймеры, а также dNTP, 
Mg2+ и TaqPol), амплификацию проводили с использованием амплификатора T100 
Thermal Cycler (BioRad, США). После амплификации в ПЦР-пробирки добавляли по 
3 мкл Green буфера для окрашивания. В каждую первую лунку в ряду было добавлено 
3.5 мкл маркера, в остальные лунки добавлялось по 10 мкл окрашенной пробы. После 
этого источник тока выставляли на 60 мин на 130 В. Электрофорез был проведен с мар-
кером 100 п. н. (трансген – 500 п. н., внутренний положительный контроль – 324 п. н.). 
Результат амплификации был оценен при помощи системы гель-документирования 
Gel Doc XR+ (BioRad, США).

Тест “Приподнятый крестообразный лабиринт”
В возрасте шести месяцев исследовали потомков мышей, полученных после куль-

тивирования in vitro и переноса эмбрионов: линии B6.Cg-Tg, у которых было подтвер-
ждено наличие гена SNCA с мутацией A53T, и линии С57BL/6 дикого типа из тех же 
пометов, у которых по результатам генотипирования данного трансгена обнаружено 
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не было (группы B6.Cg-Tg ET и С57BL/6 ET). Наряду с этим исследовали потомков 
мышей, полученных в ходе естественного спаривания без применения репродук-
тивных технологий: линии B6.Cg-Tg и дикого типа С57BL/6 (группы B6.Cg-Tg CTL 
и С57BL/6 CTL). За два дня до начала тестирования животные были изолирова-
ны друг от друга и помещены в чистую индивидуальную клетку OptiMice размером 
34.3 × 29.2 × 15.5 см. Перед тестированием каждого животного оборудование обраба-
тывали 6%-ным раствором перекиси водорода.

Лабиринт, использованный в данном исследовании, состоял из двух открытых 
(25 × 5/30 × 5.5 см) и двух закрытых (25 × 5 × 30/30 × 5.5 × 14.5 см) рукавов, разде-
ленных центральной ареной (5 × 5 см). Установка располагалась на высоте 50 см над 
поверхностью пола и освещалась лампой накаливания (40 Вт), расположенной сверху 
на высоте 130 см. Продолжительность теста составляла 5 мин. Поведение регистриро-
вали с помощью вертикальных видеокамер и анализировали с помощью программно-
аппаратного комплекса EthoVisionXT и EthoStudio (Noldus, Нидерланды) [14, 36]. Реги-
стрировали стандартные параметры: 1) пройденный путь, 2) доля времени нахождения 
в центре, открытых и закрытых рукавах, 3) число и общее время свешиваний с рука-
вов, 4) число и общее время вытягиваний. Рассчитывали индекс тревожности [37] по 
модифицированной формуле: время в открытых рукавах / общее время тестирования.

Измерение массы мозга и тела потомков
В возрасте шести месяцев, после проведения поведенческого теста, потомков всех 

групп взвешивали с помощью портативных цифровых весов (с точностью до 0.1 г; 
Scout-Pro SPS2001 F, Ohaus Corporation, США), после чего наркотизировали путем вве-
дения внутрибрюшинно медетомидина гидрохлорида (Медитин, 0.01 мг/кг; “Апи-Сан”) 
и через 10 мин внутрибрюшинно вводимого золетила (Zoletil, 50 мг/кг; Virbac). После 
этого животным проводили перфузию мозга, вводя в кровеносную систему сначала 
15 мл фосфатно-солевого буфера (PBS), а затем 15 мл 10%-ного раствора формалина, 
как описано ранее [14]. Мозг извлекали, после чего взвешивали с помощью портативных 
цифровых весов (с точностью до 0.0001 г; Pioneer PA64, Ohaus Corporation).

Статистический анализ
Анализ результатов поведенческих тестов проводили с использованием про-

граммного пакета STATISTICA v. 12.0 (StatSoft, Inc., США). Данные были проверены 
на нормальность с помощью теста Шапиро–Уилка. Развитие эмбрионов в течение 24 
и 48 ч культивирования in vitro представлено как процент бластоцист от общего числа 
культивированных эмбрионов. Процент рожденных потомков от общего числа транс-
плантированных эмбрионов представлен как среднее ± стандартная ошибка среднего 
(М ± SEM). Результаты поведенческих тестов, а также массы тела, мозга и их соотно-
шения оценивали с помощью двухфакторного ANOVA: “линия” и “способ размноже-
ния” с последующим апостериорным сравнением с использованием критерия Дункана 
(Duncan post-hoc test). Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка сред-
него (М ± SEM). Уровень значимости считали при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

При культивировании in vitro в течение 24 ч на среде KSOMaa 72.0% эмбрионов раз-
вились до стадии бластоцисты. Дальнейшее культивирование in vitro в течение 24–48 ч 
в общей сложности повысило этот показатель до 89.7%. В среднем родилось по 3.0 ± 0.3 
потомка на самку-реципиента. Для эмбриотрансфера было отобрано 223 бластоцисты. 
В результате переноса эмбрионов 16 псевдобеременным самкам-реципиентам было по-
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лучено 48 потомков (всего 22 самца и 26 самок). Эффективность в среднем составила 
22.0 ± 2.2%. Генотипирование показало, что после культивирования in vitro и переноса эм-
брионов было получено 11 гемизиготных самцов мышей B6.Cg-Tg (группа B6.Cg-Tg ET), 
моделирующих БП, и 11 самцов дикого типа (группа C57BL ET), у которых гена SNCA 
с мутацией A53T обнаружено не было. Кроме того, по результатам генотипирования 
было выявлено, что из потомков, полученных путем естественного спаривания, т.е. без 
применения репродуктивных технологий, 11 самцов являются мышами линии B6.Cg-Tg 
(группа B6.Cg-Tg CTL), а 17 самцов представляют дикий тип (группа C57BL CTL). Все 
животные, полученные после естественного спаривания, а также 10 самцов из группы 
C57BL ET и 8 самцов из группы B6.Cg-Tg ET были протестированы в тесте “Припод-
нятый крестообразный лабиринт” (рис. 1). Для исследования мозга были взяты все жи-
вотные обеих линий, полученные с применением репродуктивных технологий (группы 
C57BL ET и B6.Cg-Tg ET), а также 8 из 11 самцов группы B6.Cg-Tg CTL и 6 из 17 самцов 
дикого типа – группа C57BL CTL (рис. 1).

Данные по тесту “Приподнятый крестообразный лабиринт” представлены в табл. 1. 
Двухфакторный дисперсионный анализ ANOVA выявил значимое влияние фактора 
“линия” на время, проведенное самцами в разных отделах лабиринта: центральном 
отсеке [F(1,42) = 14.26, p < 0.001], закрытых [F(1,42) = 14.55, p < 0.001] и открытых 
[F(1,42) = 32.98, p < 0.001] рукавах. Кроме того, двухфакторный дисперсионный ана-
лиз ANOVA выявил значимое влияние фактора “линия” на число [F(1,42) = 28.73, 
p < 0.001] и общее время [F(1,42) = 43.03, p < 0.001] выглядываний, а также на число 
[F(1,42) = 20.99, p < 0.001] и общее время [F(1,42) = 17.55, p < 0.001] вытягиваний тела. 
Апостериорное сравнение подтвердило различия по этим параметрам между группа-
ми. Самцы группы B6.Cg-Tg ET проводили меньше времени в закрытых рукавах по 
сравнению с самцами групп B6.Cg-Tg CTL (p < 0.05) и C57BL ET (p < 0.001). Кро-
ме того, самцы группы B6.Cg-Tg ET проводили меньше времени в центре платформы 
(p < 0.05), чем самцы группы C57BL ET. Также самцы группы B6.Cg-Tg CTL прово-
дили меньше времени в центре платформы (p < 0.05), чем самцы группы C57BL CTL. 
Самцы группы B6.Cg-Tg ET проводили больше времени в открытых рукавах по срав-
нению с самцами групп B6.Cg-Tg CTL (p < 0.05) и C57BL ET (p < 0.001). Также самцы 
группы B6.Cg-Tg CTL проводили больше времени в открытых рукавах (p < 0.05), чем 
самцы группы C57BL CTL. Самцы группы B6.Cg-Tg ET выглядывали чаще (p < 0.001) 
с более продолжительным временем выглядывания (p < 0.05) по сравнению с самцами 
группы C57BL ET. Также самцы B6.Cg-Tg CTL выглядывали чаще (p < 0.001) с более 
продолжительным временем выглядывания (p < 0.05) по сравнению с группой C57BL 
CTL. Самцы C57BL ET чаще вытягивали свое тело (p < 0.05), чем самцы группы C57BL 
CTL. Однако самцы группы B6.Cg-Tg ET реже вытягивали свое тело (p < 0.05) с мень-
шей продолжительностью вытягивания (p < 0.05) по сравнению с самцами группы 
C57BL ET. Также самцы B6.Cg-Tg CTL реже вытягивали свое тело (p < 0.05) с мень-
шей продолжительностью вытягивания (p < 0.05), чем самцы группы C57BL CTL.

Данные по индексу тревожности в тесте “Приподнятый крестообразный лабиринт” 
представлены в табл. 1. Двухфакторный дисперсионный анализ ANOVA выявил зна-
чимое влияние факторов “линия” [F(1,42) = 32.98, p < 0.001] и “способ размножения” 
[F(1,42) = 6.20, p < 0.05] на индекс тревожности. Апостериорное сравнение подтвер-
дило различия по этому параметру между группами. У самцов группы B6.Cg-Tg CTL 
индекс тревожности был достоверно ниже (p < 0.05), чем у самцов группы C57BL CTL. 
У самцов группы B6.Cg-Tg ET индекс тревожности был ниже по сравнению с самцами 
групп B6.Cg-Tg CTL (p < 0.05) и C57BL ET (p < 0.001).

Данные по массе тела и массе мозга, а также их соотношения у взрослых потом-
ков представлены на рис. 2. Двухфакторный дисперсионный анализ выявил значимое 
влияние “линия” на массу мозга [F(1,28) = 9.096, p < 0.001] и на соотношение масса 
мозга/масса тела [F(1,28) = 8.920, p < 0.001], но не выявил влияние на массу тела у сам-
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цов мышей. Апостериорное сравнение подтвердило значительную разницу по массе 
мозга и соотношению масс мозг/тело между группами. Масса мозга самцов из груп-
пы B6.Cg-Tg CTL была достоверно больше (p < 0.05) по сравнению с самцами групп 
C57BL CTL и B6.Cg-Tg ET. Соотношение масс мозг/тело самцов из группы B6.Cg-Tg ET 
было достоверно больше (p < 0.05) по сравнению с самцами группы C57BL ET.

Таблица 1. Поведение в тесте “Приподнятый крестообразный лабиринт” потомков мышей, 
полученных с применением и без применения репродуктивных технологий

Параметр
Группа

C57BL CTL
(n = 17)

C57BL ET
(n = 10)

B6.Cg-Tg CTL
(n = 11)

B6.Cg-Tg ET
(n = 8)

Пройденный путь, см 1397.0 ± 95.6 1218.4 ± 90.8 1370.9 ± 142.2 1590.6 ± 212.1

Время в закрытых 
рукавах, % от общего 70.0 ± 3.2 69.7 ± 5.1 58.0 ± 6.8 41.0 ± 6.7###,+

Время в центре,  
% от общего 16.5 ± 1.4 13.4 ± 1.8 9.9 ± 1.8* 7.3 ± 1.0#

Время в открытых 
рукавах, % от общего 13.5 ± 2.1 17.0 ± 3.8 32.1 ± 6.4* 51.7 ± 6.9###,+

Число выглядываний 13.8 ± 2.3 16.3 ± 3.0 41.0 ± 8.7*** 43.6 ± 4.1###

Общее время 
выглядывания, с 8.1 ± 1.3 14.8 ± 3.5 33.1 ± 8.5* 36.2 ± 4.4#

Число вытягиваний 2.5 ± 0.7 10.1 ± 2.0* 4.5 ± 1.0* 2.5 ± 0.7##

Общее время 
вытягиваний, с 9.1 ± 1.6 8.9 ± 2.2 2.6 ± 0.6* 1.8 ± 0.6#

Индекс тревожности 0.86 ± 0.02 0.83 ± 0.04 0.68 ± 0.06* 0.48 ± 0.07###,+

Примечания. * – p < 0.05 по сравнению с группой C57BL CTL, *** – p < 0.001 по сравнению с группой 
C57BL CTL, # – p < 0.05 по сравнению с группой C57BL ET, ### – p < 0.001 по сравнению с группой C57BL ET,  
+ – p < 0.05 по сравнению с группой B6.Cg-Tg CTL.
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Рис. 2. Масса тела и мозга потомков, полученных с применением и без применения репродуктивных тех-
нологий. * – p < 0.05 по сравнению с группой C57BL CTL, # – p < 0.05 по сравнению с группой C57BL ET, 
+ – p < 0.05 по сравнению с группой B6.Cg-Tg CTL.



737ВЛИЯНИЕ ВСПОМОГАТЕЛЬНЫХ РЕПРОДУКТИВНЫХ ТЕХНОЛОГИЙ

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В настоящем исследовании мы показали, что мыши B6.Cg-Tg в возрасте шести ме-
сяцев имеют сниженный уровень тревожности по сравнению с мышами дикого типа 
C57BL/6, что согласуется с результатами ранее выполненной работы по исследованию 
этой трансгенной модели БП [14]. При этом нами обнаружено, что масса мозга мышей 
B6.Cg-Tg, полученных без применения репродуктивных технологий, больше по срав-
нению с контрольными мышами дикого типа С57BL/6. Масса мозга является важной 
характеристикой линии и детерминируется генетически [26], но также определяется 
условиями развития отдельной особи [38]. Наше дальнейшее исследование было на-
правлено на выяснение того, как эти характеристики развития ЦНС у потомков могут 
быть изменены под влиянием процедур ВРТ.

Исследования, проведенные ранее на мышах разных линий, показали, что приме-
нение процедур ВРТ, таких как ЭКО, культивирование эмбрионов in vitro и эмбрио-
трансфер, могут сопровождаться изменением уровня тревожности у потомков, причем 
на характер и выраженность эффекта влияют такие факторы, как генетические характе-
ристики мышей, отдел репродуктивного тракта самки-реципиента, в который произво-
дят подсадку эмбрионов после их культивирования in vitro, диета рожденных потомков, 
а также их возраст [21–24, 26, 39]. Между тем в нашей работе впервые показано влияние 
процедур ВРТ на поведение потомков с использованием мышей, генетически предра-
сположенных к нейродегенеративной патологии. Следует отметить, что в нашей рабо-
те снижение тревожности при применении ВРТ имело место только у потомков линии 
B6.Cg-Tg, моделирующих БП, но отсутствовало у мышей дикого типа C57BL.

В нашей работе у потомков линии B6.Cg-Tg, полученных после культивирования 
in vitro и эмбриотрансфера, наряду со снижением индекса тревожности было обна-
ружено уменьшение массы мозга по сравнению с мышами B6.Cg-Tg, полученными 
без применения ВРТ. На мышах дикого типа C57BL/6 применение процедур культи-
вирования эмбрионов in vitro и эмбриотрансфера, напротив, не сопровождалось из-
менением массы мозга и индекса тревожности. Масса тела не различалась у потомков 
B6.Cg-Tg и дикого типа C57BL/6, рожденных как с применением, так и без примене-
ния репродуктивных технологий. Рождение детей со сниженной массой тела является 
одним из наиболее частых осложнений при применении ВРТ в медицине, но эти раз-
личия с возрастом нивелируются [40–42]. Следует, однако, отметить, что клинические 
данные сложно анализировать и сравнивать с полученными нами в работе на мышах 
как в связи с применением различных протоколов в клиниках, так и из-за отсутствия 
адекватной контрольной группы [16, 20]. В экспериментах на мышах после примене-
ния ВРТ масса тела потомков либо не отличалась по сравнению с естественно зачаты-
ми животными [21], либо изменялась [25, 43], но массу мозга взрослых потомков при 
этом не анализировали. Такой анализ был проведен лишь в одной работе на мышах 
C57BL/6J, в которой не было обнаружено различий массы мозга потомков, получен-
ных с помощью разных комбинаций ВРТ, хотя в этом исследовании отсутствовала 
контрольная группа потомков, рожденных без применения ВРТ [31].

Причиной изменения массы мозга плода могут быть структурные и функцио-
нальные изменения плаценты в ходе пренатального развития [44, 45]. Такого рода 
изменения плаценты могут возникать в том числе после применения ВРТ [46–48]. 
Было показано, что у зародышей мышей, полученных с применением ВРТ, соотно-
шение массы плода и плаценты снижено в течение всего периода пренатального раз-
вития [46, 48]. Это может быть связано с эпигенетическими модификациями в ходе 
манипуляций in vitro, а также с изменением экспрессии различных генов [47, 49, 50]. 
Такого рода изменения пренатального развития могут отразиться в дальнейшем 
на постнатальном онтогенезе, в том числе могут сопровождаться снижением уровня 
нейротрофических факторов мозга у потомков, полученных из этих эмбрионов [26]. 
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Снижение нейротропного фактора мозга (brain-derived neurotrophic factor, BDNF) 
у мышей приводит к уменьшению массы мозга и различным поведенческим откло-
нениям [51]. Вальдман с соавт. [52] изучали межлинейные различия по восстановле-
нию уровня BDNF после стрессового воздействия на разных линиях мышей, причем 
мыши C57BL/6 характеризовались быстрым восстановлением данного нейротрофи-
на в структурах головного мозга.

Наблюдаемые нами эффекты изменения уровня тревожности и массы мозга у по-
томков, полученных с применением ВРТ, были обнаружены лишь на мышах B6.Cg-Tg, 
что может быть обусловлено мутацией A53T в гене SNCA, имеющейся у мышей этой 
линии. На культуре глиальных и PC12 клеточных линий было показано, что сверхэкс-
прессия альфа-синуклеина, а также образование его мутантных форм (A30P и A53T) 
могут приводить к снижению синтеза BDNF [53, 54]. Можно предположить, что у по-
томков B6.Cg-Tg, полученных после применения ВРТ, может иметь место снижение 
уровней нейротрофических факторов мозга, что и приводит к снижению массы мозга 
и изменению поведения.

Культивирование in vitro преимплантационных эмбрионов широко применяют 
в циклах ВРТ на человеке [16, 41] и на различных лабораторных животных [18]. 
Влияние этой и других процедур ВРТ на здоровье потомства, в том числе на частоту 
и характер проявления неврологических заболеваний человека, до сих пор активно 
обсуждают в медицинской литературе [16, 55–59]. Экспериментальных исследова-
ний влияния ВРТ на потомков на лабораторных моделях неврологических заболева-
ний немного [32, 60]. Недавно нами было показано, что для потомков мышей линии 
B6.Cg-Tg, моделирующих БП, полученных в результате культивирования in vitro 
ранних эмбрионов и их последующей трансплантации самкам-реципиентам, проис-
ходит усиление симптомов, характерных для этой нейродегенаративной патологии, 
а именно еще более выраженное возрастание накопления альфа-синуклеина в ни-
гростриарной системе головного мозга [32]. Настоящее исследование показывает, 
что при этом также наблюдается снижение индекса тревожности и уменьшение мас-
сы мозга. Результаты данного исследования, как и прошлой работы [32], указывают 
на то, что признаки, характерные для этой модели болезни Паркинсона, меняются су-
щественным образом при применении репродуктивных технологий, что может иметь 
трансляционное значение для медицины.

Следует особо подчеркнуть, что в нашей работе культивирование in vitro эмбрионов 
проводили со стадии дробления до достижения стадии бластоцисты. В исследовании 
Vrooman с соавт. было показано, что даже относительно короткое по времени культи-
вирование эмбрионов мышей со стадии морулы до бластоцисты перед эмбриотран-
сфером приводит к существенному изменению пренатального развития и снижению 
соотношения массы плода и плаценты [48]. Наши данные подтверждают и расширяют 
выводы Vrooman с соавт. и демонстрируют, что такого рода культивирование эмбрио-
нов in vitro до стадии бластоцисты могут приводить к существенным изменениям у по-
томков, затрагивающим их поведение и массу мозга [48]. Это имеет прямое отноше-
ние к применению репродуктивных технологий в медицине, поскольку современным 
трендом является длительное культивирование in vitro эмбрионов человека до стадии 
бластоцисты перед их эмбриотрансфером [16, 41].
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Effects of Assisted Reproductive Technologies on the Behavior and Brain Development 
in the Mouse Model of Parkinson’s Disease
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N. A. Shavshaevaa, b, S. G. Afanasovaa, b, T. N. Igoninaa, S. V. Okotruba, 

V. A. Naprimerova, and S. Ya. Amstislavskya, *

aInstitute of Cytology and Genetics Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences,  
Novosibirsk, Russia

bNovosibirsk State University, Novosibirsk, Russia
*e-mail: amstis@yandex.ru

This study investigated the long-term effects of assisted reproductive technologies (ART), 
i.e. in vitro embryo culture and embryo transfer, on behavior and brain development in 
B6.Cg-Tg mice, a model of Parkinson’s disease (PD), and wild-type C57BL/6 mice. Male 
offspring obtained using ART were compared with naturally conceived offspring. At six 
months of age, mice were assessed for anxiety in the elevated plus maze test; body and 
brain weights were measured as well. The results of the study demonstrated that naturally 
conceived B6.Cg-Tg mice exhibited lower anxiety levels and larger brain weights 
compared to wild-type mice. Using ART resulted in a decreased brain weight in B6.Cg-Tg 
offspring, as well as significantly decreased anxiety levels compared to the control groups. 
In wild-type C57BL/6 mice, ART did not cause significant changes in brain weight or 
anxiety levels. The results demonstrate effects of ART on behavior and brain development 
in offspring, particularly in those genetically predisposed to neurodegenerative diseases. 
These results demonstrate that further studies of the long-term effects of ART are warrant, 
particularly in the context of its impact on neurodevelopment and behavior, which has 
important medical implications.

Keywords: Parkinson’s disease, transgenic mice, preimplantation embryos, in vitro culture, 
embryo transfer, long-term effects


