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IN VITRO PRODUKCIJA GOVE\IH EMBRIONA*

IN VITRO PRODUCTION OF BOVINE EMBRYOS

V. Pavlovi}, Jelena Aleksi}**

Biotehnologija se koristi radi pobolj{anja produkcije, razvoja `ivo-
tinjskih i farmaceutskih produkata. Manipulacija reproduktivnim proce-
sima je neophodna, kako bi se postigli ovi ciljevi.

Reproduktivna biotehnologija mo`e nezavisno da se koristi ili je
povezana sa drugim tehnikama. Tako je, na primer, uspe{na kultura
embriona u laboratoriji neophodan preduslov za proizvodnju i stvara-
nje transgenih i kloniranih `ivotinja.

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

1. sakupljanje oocita od `enke-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) gove|ih embri-
ona, prednosti i nedostaci ove metode, kao i mogu}nosti njene pri-
mene u sto~arstvu. Ova tehnologija je jo{ uvek nova, pa se i tehnika i
medijumi konstantno usavr{avaju.

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) ro|eno je 1982. godine. IVP podrazumeva niz
kompleksnih koraka, a ukoliko jedan od njih nije optimalan, to rezultira
pojavom malog broja embriona ili ni jednog.

Klju~ne re~i: in vitro produkcija, gove|i embrioni, in vitro fertilizacija
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Biotehnologija se koristi radi pobolj{anja genetskih predispozicija, a
time i stvaranja jedinki boljih proizvodnih sposobnosti. Ova relativno nova nau~na
disciplina koristi se sve vi{e 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,
mo`e nezavisno da se koristi ili je povezana sa drugim tehnikama. Tako je na
primer, uspe{na kultura embriona u laboratoriji neophodan preduslov za proiz-
vodnju i stvaranje transgenih i kloniranih `ivotinja.

„In vitro” zna~i izvan `ivog organizma, tj. u laboratorijskim uslovima.
Tehnika produkcije preimplantacionih embriona in vitro maturacija (IVM), in vitro
fertilizacija (IVF) primenjuju se u brojnim laboratorijama {irom sveta. Embrioni
mogu da se proizvedu iz oocita ovarijuma, uzetih i nekoliko sati posle `rtvovanja ili
klanja `ivotinje.

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

In vitro produkcija (IVP) podrazumeva sprovo|enje 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 usavr{avaju.

Potvr|eno 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 pobolj{ava mejoti~ku maturaciju i posledi~nu fertilizaciju, kao i
stepen deljenja gove|ih oocita, maturiranih i fertilizovanih in vitro.

In vitro produkcija uglavnom obuhvata pet osnovnih koraka:
1. sakupljanje oocita od `enke donora (ovum pick up metoda),
2. maturacija oocita,
3. fertilizacija oocita,
4. razvoj embriona u medijumu (in vitro kultura),
5. transfer embriona u recipijenta.

Sakupljanje oocita, kao prva faza u in vitro produkciji embriona, mo-
gu}e je izvesti na dva na~ina.

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

Sakupljanje od `ivih 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, kontroli{e se ultrazvu~nom sondom koja je uve-
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dena u rektum. Ovaj postupak mo`e da se ponavlja nekoliko puta tokom nedelje
na istoj jedinki. Postupak ovum pick up je mogu} i kod `ivotinja 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 mla|ih od 5 meseci. U poslednje tri godine, tehnika se razvila, pa se
sakupljaju jajne }elije od junica mla|ih od dva meseca. U ovim slu~ajevima,
nakon transfera telad se ra|aju u vreme kada su njihove genetske majke uzrasta
od samo 11 meseci, ~ime se prakti~no pru`a mogu}nost da se od jednog kvalitet-
nog donora dobije veliki broj potomaka. Kod junica kod kojih ne mo`e da se izvr{i
rektalna manipulacija, oociti mogu da budu uzeti hirur{kim putem-laparoskopi-
jom.

Kolekcija oocita od donora koji su zaklani, ili `rtvovani, 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.

Dobijeni oociti, stavljaju se u laboratoriji u medijum za maturaciju i
inkubiraju u vremenu od 24 sata na temepraturi oko 38,5oC, {to je fiziolo{ka tele-
sna temperatura krave. Medijum, pored ostalog sadr`i FSH I LH i predstavlja
sredinu koja je najsli~nija uslovima koji postoje u ovarijumima. Tokom ova 24 ~asa
oociti dosti`u zrelost, a kumulusne }elije ostaju u kontaktu sa oocitima, ~ine}i ku-
mulusno oocitni kompleks (COC).

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

Pre postupka maturacije i stavljanja oocita u medijum za sazrevanje,
vr{i se njihova selekcija u Petri {olji. Oociti se klasifikuju kao – oociti I, II, III i IV
klase. Najkvalitetniji su oociti I klase, koje karakteri{e brojno prisustvo kumulusnih
}elija. Po izboru sledi isipranje izdvojenih oocita i stavljanje u maturacioni medi-
jum, a zatim u inkubator, na 38oC stepeni i sredini sa 5% CO2. Proces IVM traje 24
sata.

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 ~uva 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 22oC. Gornja frakcija se odbacuje, a sediment pred-
stavlja koncentrovanu spermu visokog motiliteta 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 uspe{nu koncepciju krava, artificijalnom inseminaci-
jom ili prirodnim putem, sperma mora da provede 6 do 8 sati u njenom reproduk-
tivnom traktu pre nego {to spermatozoid oplodi jajnu }eliju. Tokom ovog vre-
mena, prirodne hemijske supstancije sli~ne heparinu dovode do maturacije
sperme, koja tek tada mo`e da penetrira jajnu }eliju. Iz ovih razloga je neophodno
u postupku in vitro ferilizacije dodati heparin.

Spermatozoidi se ostavljaju u fertilizacionom medijumu sa jajnim }eli-
jama oko 24 sata, nakon ~ega dolazi do fertilizacije jajnih }elija, koje se sada
ozna~avaju 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 }elija.
Deli se i nakon 24 sata rezultira pojavom dvo}elijskog 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. Tre}eg
dana se proverava uspeh fertilizacije, odnosno koliko se oocita u me|uvremenu
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.

Sedmog dana po fertilizaciji, se embrion u stadijumu blastociste pre-
nosi u primaoca. Recipijent se sinhronizuje kako bi se obezbedilo sme{tanje em-
briona post ovulatio. Vodi se ra~una o sme{tanju 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 najkriti~nijih momenata u ~itavoj proceduri proizvodnje
gove|ih embriona je pripremanje medijuma koji se koriste za maturaciju, fertiliza-
ciju i kulturu. Pravi sastav ovih rastvora je od vitalnog zna~aja za uspeh same me-
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tode. Dosada{nji rezultati in vitro produkcije embriona su jo{ uvek daleko od opti-
malnih.

I pored permanentnog nastojanja brojnih istra`iva~a {irom sveta da
metodu in vitro produkcije `ivotinjskih embriona svakodnevno usavr{avaju, evi-
dentni su problemi ~iji su uzroci jo{ uvek tajna.

Najve}i problem u dosada{njoj primeni ove metode, predstavlja tzv.
large offspring syndrom. Prvi put je registrovan kod kloniranih krava, 1991. @ivoti-
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 unutra{nji organi i dis-
plazija mozga.

Mehanizmi odgovorni za pojavu ovog sindroma su jo{ uvek ne-
poznati, ali hromozomske abnormalnosti i poreme}aji regulacije rane ekspresije
gena i komunikacija izmedju fetusa i primaoca - majke smatraju se najodgovorni-
jim. Tako|e i kvalitet oocita mo`e 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 te{ko teljenje mo`e da bude
zna~ajan problem.

Primena in vitro produkcije embriona kod goveda ima vi{estruki prak-
ti~ni zna~aj koji se uglavnom ogleda u slede}em:

– mogu}nost proizvodnje embriona od donora prakti~no u bilo koje
vreme, ~ak i tokom graviditeta,

– proizvodnja embriona od visokovrednih krava koje su iz razli~itih
razloga morale da budu upu}ene na klanje,

– proizvodnja embriona za kloniranje i transgene `ivotinje,
– direktan transfer embriona u recipijenta, ili zamrzavanje embriona za

budu}i transfer,
– proizvodnja embriona za osnovna istra`ivanja.
Kao primenjena tehnologija, embriotransfer pru`a mogu}nost po-

ve}anja broja potomstva superiornih genotipova i izmenu rasnog sastava goveda
na odre|enom geografskom podru~ju.
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Tehnologija produkcije embriona kod goveda je u razvijenim zemlja-
ma sveta u {irokoj upotrebi, kako u istra`ivanjima, tako i u primenjene svrhe. Kad
se radi o istra`ivanjima, primena reproduktivne biotehnologije je od velikog
zna~aja kako bi se na{li odgovori na fundamentalna pitanja kontrole endokrinog
sistema, molekularnih okida~a, pokreta~a i metaboli~kih puteva koji reguli{u rani
razvoj.

Uspe{na in vitro produkcija embriona zahteva relativno skupu opremu
i obu~eno stru~no i laboratorijsko osoblje.

Proizvodnja gove|ih embriona u Srbiji bila bi mogu}a u relativno krat-
kom vremenu ukoliko bi se obezbedilo postojanje pretpostavki za sprovo|enje
ove savremene grane biotehnologije.
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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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IN VITRO PRODUKCIÂ GOVÂ@IH ÏMBRIONOV

V. Pavlovi~, Elena Aleksi~

Biotehnologi® polÝzuets® s celÝÓ ulu~{eni® produkcii, razviti®
`ivotnìh i farmacevti~eskih produktov. Manipul®ci® reproduktivnìmi proces-
sami neobhodima, kak bì dostiglisÝ Ìti celi.

Reproduktivna® biotehnologi® mo`et nezavisimo polÝzovatÝs®, ili
sv®zana s drugimi tehnikami. Tak, naprimer, uspe{na® kulÝtura Ìbriona v labo-
raotii neobhodimo predvaritelÝnoe uslovie dl® proizvodstva i sozdanie trans-
gennìh i klonirovannìh `ivotnìh.

"In vitro" process produkcii Ìmbriona svodits® na tri osnovnìh {aga:
1. kollekci® oocitov iz samki donora,
2. fertilizaci® oocitov v laboratornìh uslovi®h,
3. razvitie Ìmbriona v mediume i transfer Ìmbriona v recepienta.

V rabote opisan postupok IVP (in vitro produkci®) gov®`ih Ìmbrionov;
preimuÈestva i nedostatki Ìtogo metoda, slovno i vozmo`nosti eÒ primeneni® v
`ivotnovodstve. Ïta tehnologi® vsë eÈë nova®, da i tehnika i mediumì kon-
stantno usover{enstvuÓts®.

Tehnika fertilizacii oocitov korov, slovno i ih razvitie v labora-

tornìh uslovi®h nami otkrìto 1980 goda, a pervìy telënok proizvedÒn in vitro fer-

tilizaciey (IVF) ro`dën 1982 goda. IVP podrazumevaet r®d kompleksnìh {agov, a
poskolÝku odin iz nih ne optimalÝnìy, Ìto ®vl®ets® rezlÝtatom ®velinem ma-
lenÝkogo ~isla Ìmbrionov, ili ni odnogo.

KlÓ~evìe slova: in vitro, produkci®, gov®`ie Ìmbrionì, in vitro fertilizaci®
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