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Tiivistelma

Alkioiden in vitro- eli laboratoriokasvatus kasittéd munasolujen kypsytyksen, hedelmoityksen ja
akioiden kasvatuksen sopivissa olosuhteissa lgjista riippuen 2-8 vuorokauden ikaén asti, jonka jalkeen
akiot voidaan sdiirtéd vastaanottgjan kohtuun kehittymdan. Nyky&in akioiden in vitro -
kasvatusmenetelmid hyddynnetddn monella aalla. Thmisten hedelmdllisyyshoidoissa in vitro -
akioiden kayttdminen on viimeinen keino saada raskaus alulle, kun kaikki muut menetelmét on jo
kokeiltu. Eldinjalostuksessa huippuyksilGistd voidaan kerdta munasoluja ultradéniavusteisesti OPU-
menetelmall4, tuottaa munasoluista laboratoriossa akioita, ja siirtéd ne vastaanottajiin kehittymaan
lisdten ndin parhaiden yksilGiden jalkeldismaddrad. Tutkimuspuolella teuraseldimistd kerdtyista
munasol uista tuotettuja in vitro -alkioita k&ytetadén ihmisalkioiden mallina, ja niiden avulla kehitetdén
jatestataan uusia alkionkasvatus- ja pakastusmenetelmia.

Hedelmdlisyyshoidoissa ja eldinjaostuksessa vastaanottgjaan  pyritddn  Siirtédmaan
dinkyvyltddn paras alkio, joka todenndkdisimmin pystyy kiinnittymdan kohtuun ja jatkamaan
kehitystdan. Nykyddn valinta suoritetaan silmamédréisesti akion ulkomuotoa, eli morfologiaa
arvioimalla, vaikka menetelma e ole téysin luotettava. Luotettavampia alkion elinkyvyn mittareita
olisivat esimerkiksi alkion kehitysnopeus ja erityisesti ensimmaisen jakautumisen gjankohta. Nykyaan
e kuitenkaan ole kaytdssa kaupallista menetelmad, joka mahdollistaisi alkioiden kehityksen
tauottoman seurannan ja sita kautta néiden elinkyvynmittareiden hy6dyntamisen.

AMMO -projektin (2006-2008) tarkoituksena on optimoida solututkimukseen kehitetty
konendkolaite Cell-1Q (Chip-Man Technologies Oy) naudan akioiden avulla akiokasvatuksiin ja
seurantaan sopivaksi. Taman laitteen avulla alkioiden kehityksen tauoton seuranta olisi mahdollista, ja
lisdksi laitteen ohjelmistoa kehittdmala arviointitehtdviga, jotka nykyisin suorittaa ihminen
mikroskoopin avulla, voitaisiin siirtédé |l aitteen tehtévaksi.

Tahan mennessa konendkolaitteen olosuhteet on saatu optimoitua, ja akioiden kasvatus ja
kuvaaminen laitteessa onnistuu. Ohjelmiston kehitystyd on aloitettu yhdessid Chip-Man Technologies
Oy:n kanssa kdyttéen apuna laitteella otettuja alkiokuvia. Talla hetkella laite tunnistaa alkiot ja pystyy
erottamaan tiettyja kehitysvaiheita. Ohjelmistoon tullaan mahdollisesti tulevaisuudessa liittamaan
my6s akioiden 3D-mallinnus, jota VTT kehittdd yhdessd MTT:n ja Tampereen yliopiston kanssa.
Projektissa ovat mukana myds BioTech Visions Oy, Alkiokeskus Oy, Regea, Vaestdliitto ja AVA-
klinikka yrityspartnereina, ja mahdollisesti tulevai suudessa uuden teknol ogian hyddynt&jina.

Tavoitteena on kehittda konenakolaite, jonka avulla alkioiden valinta voidaan suorittaa paitsi
morfologisen arvioinnin, myos kehitysnopeuden perusteella. Laitteen avulla akioiden valinta
dinkyvyn perusteella tarkentuu, syntyvien jalkeldisten lukuméadra kasvaa ja eléd@injalostus tehostuu.
Laitetta kaytetddn jo tdlla hetkelld myds ihmisakioiden ja munasolujen tutkimukseen
hedelméllisyyshoitoja tarjoavilla klinikoilla. Tutkimuspuolella konengkdlaite mahdollistaa esimerkiksi
erilaisten alkionkasvatusliuosten vaikutusten tarkastelun aiempaa tarkemmin.

Asiasanat: in vitro -alkiotuotanto, ihminen, nauta

M aatal oustieteen Paivét 2008. www.smts.fi 1



Johdanto

AMMO -projektin tavoitteena on optimoida soluviljelyyn kehitetty konendkolaite alkioiden
kasvatukseen ja seurantaan sopivaksi. Laitteen kehitystydssa ihmisen akioiden kayttdminen e ole
mahdollista, joten optimoinnit tehdadn ihmisen alkioita hyvin vastaavilla naudan akioilla.

Nyky&an k&ytossa olevat in vitro -alkiokasvatusmenetelmét ovat perusteiltaan samanlaiset
riippumatta lgjista Alkioiden kasvatusympdristé pidetdédn mahdollisimman muuttumattomana
kasvatuskaapin avulla niin, ettéd [ampdtila (ihminen +37 °C, nauta +39 °C), suhteellinen ilmankosteus
100%, ja kaasukoostumus 5% O? - 5% CO? - 90% N2 ovat oikeat. Lahtémateriaali, eli munasolut
saadaan kerdystavasta riippuen joko kypsind - jolloin ne ovat vamiita hedelmditettéviksi - tai
epakypsing, jolloin ne taytyy ennen hedelmoitysta kypsyttéa 24 h. Munasolujen kypsytysliuokseen,
jonka perusliuoksenatoimii soluviljelyliuos, lisétdan hormonejaja proteiinia, jotka tukevat munasolun
tuman ja soluliman kypsymistd. Kypsymisen aikana munasolun tuma siirtyy meioosin vadhennysjaon
alusta meioosin tasausjaon alkuun, ja solulimassa tapahtuu soluorganellien uudelleen jérjestaytymista.
Kypsytyksen jalkeen munasolut hedelméitetéan 18-20 h. Hedelmoitetyistd munasoluista poistetaan
kumulussolut ja ne siirretddn viljelypisaroihin, joissa ne kasvavat aina 2-9 vuorokauden ikéan asti.
Naudan alkioita tarkastellaan viljelyn aikana neljassd akapisteessd: 4 vuorokauden kohdalla
tarkastetaan kuinka suuri osa hedelmoitetyistd munasoluista on jakautunut, ja 7, 8 ja 9 vuorokauden
kohdalla tarkastetaan alkioiksi kehittyneiden munasolujen osuus. Tarkastelun ajaksi akiot otetaan ulos
kasvatuskaapista huoneilmaan, ja altistetaan mikroskoopin voimakkaalle valolle. Tarkastelun aikana
ilman kasvatuskaappia ahaisempi hiilidioksidipitoisuus muuttaa viljelyliuosten pH-tasoa, liuosten
l[ampatila muuttuu ja val o saa aikaan vapai den radikaalien muodostumista soluissa. Alkiot joutuvat siis
stressitilaan aina kun ne otetaan ulos kasvatuskaapin optimaalisesta ympaéristosta.

Nykyéaan alkioiden elinkyvyn arviointi suoritetaan pdédasiassa alkion morfologiaa arvioimalla.
Alkion kehitysvaihe péételléén solumassan tiiviyden, ontelon koon, sisdsolumassan koon ja
alkiokuoren paksuuden perusteella, ja akion laatu kuolleen solumassan osuuden ja alkion muodon
perusteella. On kuitenkin todettu, ettd alkio voi ndyttéd morfologisesti hyvaltd, olematta kuitenkaan
elinkykyinen, tai péinvastoin (Enders ym. 1989). Morfologisen arvioinnin sijasta olisi mahdollista
kayttéd akioiden kehitysnopeutta, silla se on todettu useissa tutkimuksissa hyvaks akion
elinkyvynmittariks (Van Soom ym. 1997b, Rieger ym. 1999, Dinnyes ym. 1999). Ensmmaéinen
jakautuminen hedelmoityksen jalkeen, akion solumassan tiivistyminen eli kompaktoituminen
morulavaiheessa ja nesteen tayttdman ontelon muodostuminen alkion sisélle blastokystivaiheessa ovat
muutoksia joiden tarkka gjankohta siis halutaan selvittéd. Esimerkiksi ensimmaéisen jakautumisen
pitéis tapahtua naudan alkioissa 27-30 tunnin kuluttua hedelmoityksestd, muuten alkionkehityksessa
on todenndkdisesti héirioitd (Rieger ym. 1999). Alkioita e kuitenkaan voida ottaa ulos
kasvatuskaapista kovin usein, joten kehitysnopeuden seuraaminen ilman jatkuvasti tallentavaa laitetta
kasvatuskaapin sisdlla on mahdotonta.

Ensimméinen videomikroskooppi alkioiden seurantaan kehitettiin jo 1950-luvun lopulla
(Blandau ja Rumery 1957). Sen jakeen erilaisia konendkdl aitetta muistuttavia menetelmia on kehitetty
tutkimuskayttéon, mutta ne ovat tyoléita kayttas, eika niissa ole mahdollisuutta alkioiden seurannan ja
arvostelun automaattiseen analysointiin. Konendkdlaite Cell-IQ on soluviljelmien kasvatusta ja
seurantaa varten Tampereella kehitetty laite, jota kaytetaan talla hetkella esimerkiksi toksikologisissa
testeissa ja ladketutkimuksessa. Laite on helppokéyttdinen ja siind on ohjelmisto, joka mahdollistaa
kuvien tallentamisen ja muokkauksen. Ohjelman kykya tunnistaa akioita ja niiden kehitysvaiheita
pyritdan kuitenkin vield parantamaan kehitteilla olevalla, ohjelmaan mahdollisesti liitettavala 3D-
mallinnuksella. 3D-ominaisuus on tarkea akioiden pydrean muodon takia, silla esimerkiksi
kehitysvaiheen tunnistamisen kannalta térked sisasolumassa saattaa olla alkion alla, ja pelkkéé 2D-
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Aineisto ja menetelmat

Konendkdlaite Cell-IQ on Chip-Man Technologies Oy:n, VTT:n ja Tampereen yliopiston
solututkimuskeskuksen yhteistydssa kehittama laite (mm. SOLOMANDA -projekti). Se koostuu
kasvatuskammiosta, jonka siséan on rakennettu mikroskooppi (Nikon light source, Nikon 10x
objective) ja kamera (Jai cv-A10CL), sekd kameraan liitetysta tietokoneesta. Tietokoneessa on Chip-
Man Technologies Oy:n kehittdméa ohjelmisto, jonka avulla kuvat tallennetaan, analysoidaan, ja niita
voidaan tarvittaessa yhdistéa videoiksi. Kasvatuskammion lampétilaa ja kaasukoostumusta voidaan
myds séataa ohjelman avulla.

Konengkolaitteen optimointia varten tuotettiin naudan akioita seuraavasti: Teurastamolta
haetuista munasarjoista keréttiin munasolut neulan ja ruiskun avulla, jonka jdlkeen munasoluja
kypsytettiin 24 h kypsytysliuoksessa (koostumus: M199-liuos jossa Glutamax-l:stda  (Gibco™
Invitrogen Corporation), 0,25mM Na-pyruvaattia, 100 [U/ml penisilliinid, 100 ug/ml streptomysiinia
ja 10 ng/ml hFSH (Puregon)) kasvatuskaapissa +39 °C, 5% CO.,. Kypsytyksen jalkeen munasolut
hedelmditettiin pakastesiittionesteella (Kalliolan Istoh) kasvatuskaapissa 22 h, +39 °C, 5% CO,.
Siittidneste pestiin ennen kayttda sentrifugoimalla (100G, 6 min) sita kahdesti Sperm-talp -liuoksessa
(Parrish ym. 1988). Munasolut siirrettiin kahden pesun kautta (Flushing medium + 1 mg/ml BSA,;
IcpBio) kypsytysliuoksesta I VF-talp -liuokseen (Parrish ym. 1988), johon liséttiin pesty Sittioneste
niin, etta sittiotiheydeks tuli 10%ml. Hedelmdityksen jalkeen munasoluista poistettiin ympéaréivat
kumulussolut vorteksoimalla (nopeus 7, 2 min), ne jaettiin kahteen ryhmaan (MTT ja TaY) ja
sirrettiin kasvatusmaljoille viljelypisaroihin (G1-liuos; Vitrogen). Toinen maljoista jétettiin MTT:een
kasvatuskaappiin kontrolliryhméksi ja toinen kuljetettiin Tampereelle konendkolaitteeseen. Viljely-
ympériston lampétila +39 °C ja kaasukoostumus 5% O,, 5% CO,, 90% N, pidettiin samana koko
kasvatuksen gjan. Neljan vuorokauden kuluttua hedelmdityksestd akiot siirrettiin uusiin
viljelypisaroihin (G2-liuos; Vitrogen), joissa ne kasvoivat 8 vuorokauden ikéén asti. Alkioiden
kehitysta tarkasteltiin MTT:lla 4, 7 ja 8 vuorokauden kuluttua hedelméityksesté. Konenakolaitteessa
akioita kuvattiin joka 15. minuutti. Alkiokasvatusten onnistumista arvioitiin alkiotuotantoteholla, joka
laskettiin jakamalla paivana 8 akioiksi (kompaktoituneet morulat - kuoriutuneet blastokystit)
kehittyneiden munasolujen lukumaara viljelyyn laitettujen munasolujen lukumaarélla. Y leensa naudan
in vitro -alkiotuotantoteho on n. 30 %. Kehittyneet alkiot keréttiin arvostelun jélkeen viljelymaljalta
Holding -liuokseen (IcpBio), pestiin 4x PBS-PVP:ssa ja kerran RNAasi-sdilytysliuoksessa, jonka
jalkeen alkiot pakastettiin ndytteiksi jatkotutkimuksia varten.

K uva 1. Konenakélaitteen kasvatuskammioon Kuva 2. 8 vuorokauden ikaisia konenakolaitteessa
ollaan asettamassa alkiokasvatusmaljaa. kasvatettuja ja kuvattuja naudan akioita.
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Tulokset ja tulosten tarkastelu

Konendakdlaitteen optimointi
Konendkdlaitteen optimoinnin aikana laitteen kasvatuskammion s&&t6jd muutettiin  alkioiden
kasvuympdristod vastaavaksi. Lampdtila sdadettiin +39 °C asteeseen, viljelykaasuksi vaihdettiin
seoskaasu ja kaasunvirtausta muutettiin,  Erilaisia viljelypisaratilavuuksia ja kasvatusmalja
vaihtoehtoja testattiin. Alkioryhmén liikkumista kasvatuksen aikana estettiin tekemdalla kasvatusmaljan
pohjaan kuoppia, jotka nakyvéat kuvassa 2 renkaana akioryhméan ympérilla. Ohjelmaa " opetettiin”
tunnistamaan akiot ja tiettyjd kehitysvaiheita, ja mydhemmin jatketaan mahdollisesti erilaisten
laatuluokkien tunnistamisella. Ohjelman asetuksia myds muutettiin muodoltaan pyéreiden alkioiden
kuvaamiseen sopiviksi, silla ohjelma on kehitetty alunperin tekeméaén tarkka kuva litteisté soluista.
3D-mikroskopian osalta on toistaiseksi tutkittu kaupallisten dekonvoluutiomenetelmien
soveltuvuutta  tehtévaédn. Ne parantavat erityisesti  fluoresenssileimoja  hyddyntévien 3D-
mikroskooppikuvien syvyysresoluutiota, mutta alkioiden kohdalla e luonnollisesti voida kayttéa
tallaisia leimoja, joten dekonvoluution tuomat hyddyt osoittautuivat marginaalisiksi. Tyypilliset 3D-
mikroskopian kuvantamismenetelmét kayttavét lisdksi suuren intensiteetin laservalaisua, joten ne
saattavat olla vahingollisia akioille. 3D-mikroskopian kehittdmiseksi nayttagkin lupaavimmalta usean
eri menetelmén yhdistdmiseen perustuva léhestymistapa, soveltuvia menetelmid voivat olla mm.
tarkennusepéteravyyden hyddyntédminen, syvyyssuunnassa selektiivisen valaisun kaytto, liikkeen
hyvaksikayttd (pseudostereo tai kuvasta laskettujen liikevektorien hyodyntdminen parallaksin
mittaamiseks). Ta&a varten VTT:n laboratorioon on rakennettu testimikroskooppi, jossa on
mahdollista testata erilaisia suunnattuja valaisumenetelmid, varioida kuvauskulmaa kasvatusmaljan
pohjaan verrattuna, pyorittda kohdetta tietokoneen ohjaamana, sekd motorisoidun fokusoinnin avulla
sektioida ndkymaa kuvaussuunnassa.

Alkiokasvatustul okset

Laitteen optimoinnin jélkeen alkiotuotantoteho 8 vuorokauden kuluttua hedelméityksesta el nayttanyt
eroavan kasvatuskaapin ja konendkdlaitteen valilla Alkiot kuitenkin kehittyivdt konenakolaitteessa
hitaammin kuin kasvatuskaapissa, mika nékyy ahaisempana alkiotuotantona 7 vuorokauden kuluttua
hedelmoityksesta. Selvaa syyta alkiokasvatustulosten eroihin menetelmien vélilla ei [6ydetty, vaikka
akioiden kuvaamisen, konendkolaitteen liikkeen, happipitoisuuden ja akioiden kuljetuksen
vaikutuksiatarkasteltiin. (Taulukkol)

Taulukkol. Alkiotuotantoteho konenakdlaitteessa Tampereella ja kasvatuskaapissa Jokioisilla.

Alkio% 7 vrk Alkio% 8 vrk
Konen&kolaite 19 27
Kasvatuskaappi 28 31

Alkio% on laskettu kasvatukseen laitetui sta hedel méitetyistéd munasol uista.
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Johtopéaat ok set

Konenakdlaitteen kasvatusolosuhteiden optimointi naudan alkioita mallina k&yttden onnistui, vaikka
eroja kasvatuskaapin alkiotuotantotuloksiin on edelleen esimerkiksi akioiden kehitysnopeudessa.
Laite sopii kuitenkin jo nyt naudan akioiden kasvatukseen ja arviointiin, joten konenddn avulla
voidaan kerétd tarkempaa tietoa naudan alkioiden kehityksestd esimerkiks erilaisissa
tutkimushankkeissa. Nyt projektissa ollaan valmiita siirtymaan seuraavaan vaiheeseen, eli laitteessaon
tarkoitus kasvattaa ja kuvata tutkimuskayttoon lahjoitettuja ihmisen alkioita.

Tarkein konendkdlaitteen tuoma uusi mahdollisuus on akioiden kehityksen tauoton seuranta,
jolloin alkioiden elinkykya voidaan luotettavammin arvioida. Lisdks laitteen mikroskoopin valaisua
voidaan ohjata siten, etté se on pdalla vain muutaman milisekunnin gjan kuvanoton yhteydesss, jolloin
akioiden valoaltistus minimoidaan verrattuna ihmisen suorittamaan, usean minuutin gjan kestéavaan
visuaaliseen tarkasteluun. Konengkdlaitteen ohjelman kehitystyé on vielda kesken, mutta jos se
onnistuu odotusten mukaisesti, kone pystyy tulevaisuudessa tunnistamaan ihmisen puolesta térkeita
akionkehityksen vaiheita, kuten ensmmaéinen jakautuminen ja blastokystiontelon muodostuminen.
Konengkolaite mahdollistaa alkioteknologian ja sitd kautta eldinjalostuksen kehittémisen, seka
mahdol lisesti tulevai suudessa hedelméallisyyshoitojen tehostamisen.

Kirjallisuus

Blandau, R.J. & Rumery, R.E. 1957. The attachment cone of the guinea pig blastocyst as observed under time-
lapsed cinematography. Fertil. Steril. 8:570-585.

Dinnyes, A., Lonergan, P., Fair, T., Bolnad, M.P. & Yang, X. 1999. Timing of the first cleavage post-
insemination affects cryosurvival of in vitro produced bovine blastocysts. Mol. Reprod. Dev. 53:318-324.
Enders, A.C., Boatman, D., Morgan, P.M. & Bavister, B.D. 1989. Differentiation of blastocysts derived from
in vitro fertilized rhesus monkey ova. Biol. Reprod. 41:715-727.

Parrish, J.J., Susko-Parrish, J., Winer, M.A. & First, N.L. 1988. Capacitation of bovine sperm by heparin.
Biol. Reprod. 38:1171-1180.

Rieger, D., Grisart, B., Semple, E., Van Langendonckt, A., Betteridge, K.J. & Dessy, F. 1995. Comparison
of the effects of oviductal cell co-culture and oviductal cell-conditioned medium on the development and
metabolic activity of cattle embryos. JReprod. Fert. 105:91-98.

Van Soom, A., Ysebaert, M.T. & de Kruif, A. 1997b. Relationship between timing of development, morula
morphology and cell allocation to inner cell mass and trophectoderm in vitro-produced bovine embryos. Mol.
Reprod. Dev. 47:47-56.

M aatal oustieteen Paivét 2008. www.smts.fi 5



