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IN VITRO PRODUKCIJA GOVEDIH EMBRIONA®

IN VITRO PRODUCTION OF BOVINE EMBRYOS

V. Pavlovié, Jelena Aleksi¢™

*

Biotehnologija se koristi radi poboljsanja produkcije, razvoja Zivo-
tinjskih i farmaceutskih produkata. Manipulacija reproduktivnim proce-
sima je neophodna, kako bi se postigli ovi ciljevi.

Reproduktivna biotehnologija moZe nezavisno da se koristi ili je
povezana sa drugim tehnikama. Tako je, na primer, uspesna Kultura
embriona u laboratoriji neophodan preduslov za proizvodnju i stvara-
nje transgenih i kloniranih Zivotinja.

»In vitro” proces produkcije embriona se svodi na tri osnovna ko-
raka:

1. sakupljanje oocita od Zenke-donatora,

2. fertilizacija oocita u laboratorijskim uslovima,

3. razvoj embriona u medijumu i transfer embriona u recipienta.

U radu je opisan postupak IVP (in vitro produkcija) govedih embri-
ona, prednosti i nedostaci ove metode, kao i mogucnosti njene pri-
mene u stocarstvu. Ova tehnologija je jos uvek nova, pa se i tehnika i
medijumi konstantno usavrsavaju.

Tehnika fertilizacije oocita krava, kao i njihov razvoj u laborato-
rijskim uslovima otkriven je 1980. godine, a prvo tele proizvedeno in vi-
tro fertilizacijom (IVF) rodeno je 1982. godine. IVP podrazumeva niz
kompleksnih koraka, a ukoliko jedan od njih nije optimalan, to rezultira
pojavom malog broja embriona ili ni jednog.

Kljucne reci: in vitro produkcija, govedi embrioni, in vitro fertilizacija
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Uvod / Introduction

Biotehnologija se koristi radi poboljSanja genetskih predispozicija, a
time i stvaranja jedinki boljih proizvodnih sposobnosti. Ova relativno nova nau¢na
disciplina koristi se sve viSe u farmaceutskoj industriji. Manipulacija reproduktiv-
nim procesima je neophodna kako bi se postigli ovi, ali i drugi brojni ciljevi.

Reproduktivna biotehnologija, kao jedan od vidova biotehnologije,
moze nezavisno da se koristi ili je povezana sa drugim tehnikama. Tako je na
primer, uspesna kultura embriona u laboratoriji neophodan preduslov za proiz-
vodnju i stvaranje transgenih i kloniranih zivotinja.

»In vitro” znadi izvan Zivog organizma, tj. u laboratorijskim uslovima.
Tehnika produkcije preimplantacionih embriona in vitro maturacija (IVM), in vitro
fertilizacija (IVF) primenjuju se u brojnim laboratorijama Sirom sveta. Embrioni
mogu da se proizvedu iz oocita ovarijuma, uzetih i nekoliko sati posle Zrtvovanja ili
klanja zivotinje.

Tehnika fertilizacije oocita krava, kao i njihov razvoj u laboratorijskim
uslovima otkriven je 1980. godine, a prvo tele proizvedeno in vitro fertilizacijom
(IVF) rodeno je 1982. godine.

In vitro produkcija (IVP) podrazumeva sprovodenje niza kompleksnih
koraka i ukoliko jedan od njih nije optimalno izveden izostaje dobijanje embriona
ili je njihov broj mali. Ova tehnologija je jo$ uvek nova, pa se i tehnika i sastav me-
dijuma permanentno usavrSavaju.

Potvrdeno je da je dodavanje hormona neophodno za aktiviranje i ci-
toplazmatskog i nuklearnog maturacionog mehanizma oocita, kao i za in vitro fer-
tilizaciju i razvoj embriona. Dodavanje seruma i gonadotropnih hormona matura-
cionom medijumu poboljSava mejoti¢ku maturaciju i posledi¢nu fertilizaciju, kao i
stepen deljenja govedih oocita, maturiranih i fertilizovanih in vitro.

In vitro produkcija uglavhom obuhvata pet osnovnih koraka:

1. sakupljanje oocita od Zenke donora (ovum pick up metoda),

2. maturacija oocita,

3. fertilizacija oocita,

4. razvoj embriona u medijumu (in vitro kultura),

5. transfer embriona u recipijenta.

Ovum Pick Up (OPU)

Sakupljanje oocita, kao prva faza u in vitro produkciji embriona, mo-
guce je izvesti na dva nacina.

Prvi se odnosi na sakupljanje oocita od Zivih donora, a drugi na uzi-
manje oocita od jedinki neposredno posle klanja ili zrtvovanja.

Sakupljanje od Zivih donora vr§i se upotrebom specijalne vakuum igle
koja se per vaginam uvodi u jajnike. Manipulacija iglom u cilju usisavanja foliku-
larne te¢nosti u kojoj su oociti, kontroliSe se ultrazvuénom sondom koja je uve-
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dena u rektum. Ovaj postupak moze da se ponavlja nekoliko puta tokom nedelje
na istoj jedinki. Postupak ovum pick up je mogu¢ i kod Zivotinja koje su sterilne,
odnosno ne mogu da koncipiraju prirodnim putem, a ni konvencionalnom embrio
transfer tehnikom, kao i kod gravidnih krava u periodu izmedju 50 i 120 dana ges-
tacije i junica mladih od 5 meseci. U poslednje tri godine, tehnika se razvila, pa se
sakupljaju jajne ¢elije od junica mladih od dva meseca. U ovim slu€ajevima,
nakon transfera telad se radaju u vreme kada su njihove genetske majke uzrasta
od samo 11 meseci, €¢ime se prakticno pruza moguénost da se od jednog kvalitet-
nog donora dobije veliki broj potomaka. Kod junica kod kojih ne moze da se izvrSi
rektalna manipulacija, oociti mogu da budu uzeti hirurS§kim putem-laparoskopi-
jom.

Kolekcija oocita od donora koji su zaklani, ili zrtvovani, sastoji se u
sakupljanju njihovih ovarijuma i transportu u termosu sa fosfatnim puferom do
laboratorije. Zna¢ajno je aspiraciju oocita obaviti najkasnije u vremenu od 6 do12
¢asova po uzorkovanju.

Maturacija oocita / Oocyte maturation

Dobijeni oociti, stavljaju se u laboratoriji u medijum za maturaciju i
inkubiraju u vremenu od 24 sata na temepraturi oko 38,5°C, $to je fizioloSka tele-
sna temperatura krave. Medijum, pored ostalog sadrzi FSH | LH i predstavlja
sredinu koja je najsli¢nija uslovima koji postoje u ovarijumima. Tokom ova 24 ¢asa
oociti dostizu zrelost, a kumulusne ¢elije ostaju u kontaktu sa oocitima, ¢ineéi ku-
mulusno oocitni kompleks (COC).

Ukoliko su oociti sakupljaju od zaklanih ili Zrtvovanih jedinki, pre niji-
hove aspiracije, obavezno je u laboratoriji ispiranje jajnika fosfatnim puferom.

Pre postupka maturacije i stavljanja oocita u medijum za sazrevanije,
vr$i se njihova selekcija u Petri Solji. Oociti se klasifikuju kao — oociti I, II, Il i IV
klase. Najkvalitetniji su oociti | klase, koje karakteriSe brojno prisustvo kumulusnih
¢elija. Po izboru sledi isipranje izdvojenih oocita i stavljanje u maturacioni medi-
jum, a zatim u inkubator, na 38°C stepeni i sredini sa 5% CO,. Proces IVM traje 24
sata.

Fertilizacija oocita / Oocyte fertilization

Posle 24 sata, maturirani kumulusno oocitni kompleks se ispere,
otklone se kumulusne ¢elije i oociti se prebacuju u fertilizacioni medijum. Dodaje
se seme u koncentraciji koja je optimalna za kapacitaciju i fertilizaciju. Ove po-
sude se inkubiraju 18 sati.

Seme koje se koristi za kapacitaciju i fertilizaciju Cuva se zamrznuto u
te€nom azotu na -196°C, a pre fertilizacije zahteva poseban tretman koji se naziva
swim up metoda. U ovom procesu, otopljena sperma se stavlja u poseban-
kapacitacioni medijum i inkubira jedan sat. Po inkubiranju se centrifugira na 1800
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obrtaja tokom 10 minuta, na 22°C. Gornja frakcija se odbacuje, a sediment pred-
stavlja koncentrovanu spermu visokog moatiliteta i fertilizacione sposobnosti. Ona
se koristi za odredjivanje optimalne koncentracije spermatozoida, koju je neo-
phodno dodati oocitima u fertilizacioni medijum koja iznosi 1 milion spermato-
zoida/ml.

Poznato je da za uspeSnu koncepciju krava, artificijalnom inseminaci-
jom ili prirodnim putem, sperma mora da provede 6 do 8 sati u njenom reproduk-
tivnom traktu pre nego Sto spermatozoid oplodi jajnu ¢Eeliju. Tokom ovog vre-
mena, prirodne hemijske supstancije sli€ne heparinu dovode do maturacije
sperme, koja tek tada moze da penetrira jajnu ¢eliju. 1z ovih razloga je neophodno
u postupku in vitro ferilizacije dodati heparin.

Razvoj embriona u medijumu (in vitro kultura) /
Embryo development in medium (in vitro culture)

Spermatozoidi se ostavljaju u fertilizacionom medijumu sa jajnim celi-
jama oko 24 sata, nakon Cega dolazi do fertilizacije jajnih ¢elija, koje se sada
oznacavaju kao zigot, a zatim se prebacuju u drugi medijum, gde se nastavlja nji-
hov razvoj.

Kultura je naziv za proces rasta embriona u specijalnom rastvoru. Po
fertilizaciji, kada spermatozoid prodre u jajnu ¢eliju, zigot je jos uvek jedna celija.
Deli se i nakon 24 sata rezultira pojavom dvocelijskog embriona. Deoba ¢elija se
nastavlja i svakih 12 do 24 sata nastaje nova deoba, tako da oko sedmog dana po
fertilizaciji, embrion je gradjen od oko 100 do 140 ¢elija.

Razvoj embriona se mikroskopski posmatra 3, 7, 8 i 9 dana. Treeg
dana se proverava uspeh fertilizacije, odnosno koliko se oocita u meduvremenu
podelilo jednom, dva ili tri puta. Sedmog dana se vide 8 do 16 ¢elijskih stadijumi.
Zdravi embrioni su tada u stadijumu morule ili rane blastociste. Osmog dana se
mogu videti ekspandirane blastociste, a devetog ispiljene.

U stadijumu blastociste, sedmog dana, embrion je spreman za trans-
fer u recipijenta kravu, koja je ispoljavala znake estrusa sedam dana ranije.

Transfer embriona u primaoca / Transfer of embryo into recipient

Sedmog dana po fertilizaciji, se embrion u stadijumu blastociste pre-
nosi u primaoca. Recipijent se sinhronizuje kako bi se obezbedilo smestanje em-
briona post ovulatio. Vodi se raduna o smestanju embriona u onaj rog uterusa koji
odgovara jajniku gde je corpus luteum, odnosno gde se desila ovulacija, kako bi
se ubrzalo prepoznavanje graviditeta.

Jedan od najkritiCnijih momenata u &itavoj proceduri proizvodnje
govedih embriona je pripremanje medijuma koji se koriste za maturaciju, fertiliza-
ciju i kulturu. Pravi sastav ovih rastvora je od vitalnog znac¢aja za uspeh same me-
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tode. Dosadas$nji rezultati in vitro produkcije embriona su jo$ uvek daleko od opti-
malnih.

| pored permanentnog nastojanja brojnih istrazivaca Sirom sveta da
metodu in vitro produkcije zivotinjskih embriona svakodnevno usavrSavaju, evi-
dentni su problemi €iji su uzroci jo$ uvek tajna.

Najveéi problem u dosadasnjoj primeni ove metode, predstavlja tzv.
large offspring syndrom. Prvi put je registrovan kod kloniranih krava, 1991. Zivoti-
nje sa ovim sindromom imaju vi§e kongenitalnih malformacija i ve¢u stopu perina-
talnog mortaliteta.

Veliki broj abnormaliteta uklju€uje skeletne malformacije, nekomple-
tan razvoj vaskularnog sistema i urogenitalnog trakta, disfunkciju imunog siste-
ma, kao i lezije u mozgu.

U slu¢aju kada telad proizvedena metodom IVP nisu krupna, manje su
otporna i javljaju se problemi kao double-muscling, problemi sa zglobovima i ek-
stremitetima, hidroalantois, disfunkcija srca, hipertrofi¢ni unutrasnji organi i dis-
plazija mozga.

Mehanizmi odgovorni za pojavu ovog sindroma su jo$§ uvek ne-
poznati, ali hromozomske abnormalnosti i poremecaji regulacije rane ekspresije
gena i komunikacija izmedju fetusa i primaoca - majke smatraju se najodgovorni-
jim. Takode i kvalitet oocita moze da igra ulogu u pojavi ovog sindroma, kao i drugi
razvojni abnormaliteti. Krave koje nose fetuse proizvedene IVP pokazuju abnor-
malni razvoj placente. Zbog large offspring syndroma tesko teljenje moze da bude
znacajan problem.

Primena i perspektive / Implementation and prospects

Primena in vitro produkcije embriona kod goveda ima viSestruki prak-
tiCni znacaj koji se uglavnom ogleda u slede¢em:

— mogucnost proizvodnje embriona od donora prakti¢no u bilo koje
vreme, Cak i tokom graviditeta,

— proizvodnja embriona od visokovrednih krava koje su iz razli€itih
razloga morale da budu upucéene na klanje,

- proizvodnja embriona za kloniranje i transgene Zivotinje,

—direktan transfer embriona u recipijenta, il zamrzavanje embriona za
bududi transfer,

— proizvodnja embriona za osnovna istrazivanja.

Kao primenjena tehnologija, embriotransfer pruza moguénost po-
vecanja broja potomstva superiornih genotipova i izmenu rasnog sastava goveda
na odredenom geografskom podrugju.
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Zakljuéak / Conclusion

Tehnologija produkcije embriona kod goveda je u razvijenim zemlja-
ma sveta u Sirokoj upotrebi, kako u istraZivanjima, tako i u primenjene svrhe. Kad
se radi o istrazivanjima, primena reproduktivne biotehnologije je od velikog
znacaja kako bi se nasli odgovori na fundamentalna pitanja kontrole endokrinog
sistema, molekularnih okidaca, pokretaca i metaboli¢kih puteva koji reguliSu rani
razvoj.

Uspesna in vitro produkcija embriona zahteva relativho skupu opremu
i obuceno strucno i laboratorijsko osoblje.

Proizvodnja govedih embriona u Srbiji bila bi moguca u relativno krat-
kom vremenu ukoliko bi se obezbedilo postojanje pretpostavki za sprovodenje
ove savremene grane biotehnologije.
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ENGLISH

IN VITRO PRODUCTION OF BOVINE EMBRYOS
V. Pavlovi¢, Jelena Aleksi¢

Biotechnology is used for the purpose of improving production, and develop-
ing animal and pharmaceutical products. In roder to acheive these objectives, it is neces-
sary to manipulate these processes.

Reproductive biotechnology can be used independently, or it can be used in
connection with other techniques. Thus, for instance, successful culture of embryos in
laboratory conditions is a necessary precondition for the production and creation of trans-
genic and cloned animals.

The in vitro process of embryo production is narrowed down to three basic

steps:

1. collecting oocytes form a female donor,

2. fertilization of oocytes under laboratory conditions,

3. growth of the embryo in a medium and transfer of the embryo into the recipi-
ent.

The paper describes the IVP procedure (in vitro production) of bovine em-
bryos; the adventages and shortcomings of this method, as well as possibilities for its appli-
cation in cattle breeding. This technology is still quite new, so taht both the technique and
the mediums are constantly being improved.

The technique of fertilizing bovine oocytes, as well as their development in
laboratory conditions was discovered in 1980, and the first calf produced using in vitro fer-
tilization (IVF) was born i 1982. IVP implies a series of steps, and if just one of them is not
done perfectly, the result is a small number of embryos, or even none at all.

Key words: in vitro production, bovine embryos, in vitro fertilization
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PYCCKUA

IN VITRO NPOAYKLUUA TOBAXUNX SMBEPUOHOB
B. MaBnosBu4, EneHa Anekcuy

BruoTexHonorma nonb3yeTcsa C Lenblo yrydleHns nNpoaykuuui, passButus
XKMBOTHbIX 1 (hapMaLleBTUHeCcKux npoayKTos. MaHmnynaumsa penpogyKTUBHbIMU npoLec-
camn Heobxoauma, Kak Obl JOCTUMNINCE 3TU Lienu.

PenpogyKTvBHas GMOTEXHONOMMA MOXXET HEe3aBUCUMO NOMb30BaTbCH, U
cBA3aHa C ApyrMMmn TexHnkamu. Tak, HanpumMep, ycnewHasa KynbTypa 36puoHa B nabo-
paoTun HeobxoAMMO NpeABapuUTENbHOE YCNoBUe A4S NPOM3BOACTBA U CO3[4aHNE TPaHC-
FEHHBIX M KNTOHNPOBAHHBIX )XMBOTHbIX.

"In vitro" npouecc NpogyKuumn aMmeprnoHa CBOAUTCS Ha TPU OCHOBHbIX Luara:

1. Konnekumns ooynMToB U3 CaMKU JOHOPA,

2. (hepTrnusaumns ooynToB B NabOPaTOPHBIX YCIOBUSX,

3. pa3sutne ambproHa B Meuyme n TpaHcdep amopuoHa B pelenveHTa.

B pabote onucaH noctynok /VP (in vitro NpoAyKums) roBsS>XMx 3MOPUOHOB;
npevmyLlecTsa 1 HeJOCTaTKN 3TOro MeToAa, CIOBHO Y BO3MOXXHOCTU €€ MpYMEeHeHus B
>KMBOTHOBOZACTBE. 3JTa TEXHONOrns BCé elwé Hosasd, fa M TexXHMKa U MeauyMbl KOH-
CTaHTHO YCOBEPLUEHCTBYIOTCS.

TexHunka epTunmnsaumm ooLMTOB KOPOB, CITIOBHO M UX pa3BuTune B nabopa-
TOPHbIX YCNoBuMsAX HaMn oTKpbITO 1980 roaa, a nepBbIi TENEHOK NPOU3BEAEH in Vitro dep-
Tunusaumen (IVF) poxaéH 1982 ropa. IVP nogpasymeBaeT psf KOMMIEKCHbIX LLAros, a
NMOCKOJSbKY OAMH M3 HWX HE OMTUMAasbHbIA, 3TO ABMASETCA Pe3NbTaToM SBENMHEM ma-
NEHBbKOro Yncrna 3MOPUOHOB, UITN HWU OLHOTO.

KntoueBble crnosa: in vitro, NpoayKums, roBs>Xue aMOpUoHBbI, in vitro hepTnnnsauus
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