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Tiivistelma

Heli Lindberg
Luonnonvarakeskus, Vihrea teknologia, Halolantie 31 A, 71750 Maaninka

Tassa hankeselvityksessa perehdytdaan keinolliseen lisdantymistekniikkaan, jolla eldvastda naudasta
kerdatdaan munasoluja, joista tuotetaan koeputkialkioita eli OPU-IVP -tekniikkaan. Tama tekniikka on
vahitellen noussut toisen koeputkialkiotuotantotekniikan, jossa alkiot tuotetaan teurasmunasarjoista
keratyistd munasoluista, rinnalle. Euroopan Alkionsiirtoyhdistyksen (AETEn) vuosittaisista raporteista
selviad, ettda vuonna 2012 Euroopassa kerattiin noin 40 000 naudan OPU -munasolua, joista tuotettiin
yli 8000 siirtokelpoista blastokystivaiheista alkiota alkionsiirtoon. Samana vuonna noin 14 400 teuras-
tamomunasarjasta keratyistd munasoluista tuotettiin 1 100 siirtokelpoista alkiota (AETE 2013). Vas-
taavasti vuonna 2003 OPU-IVP:lla tuotettiin 3 700 siirtokelpoista alkiota, ja teurastamomunasarjoista
keratyistd munasoluista 8 500 siirtokelpoista alkiota (AETE 2003). Euroopassa kaupallisen naudan
koeputkialkiotuotannon painopiste on selkedsti siirtymadssa OPU-IVP -alkioihin, ja Suomi seuraa mu-
kana tassa kehityksessa. Yhteispohjoismaisen jalostusorganisaatio Viking Geneticsin Hollolan asemal-
la ollaan aloittamassa kevaan 2015 aikana OPU-IVP -ohjelma eli jalostusarvoltaan arvokkaista hie-
hoista keratdan munasoluja, joista tuotetaan koeputkialkioita Luonnonvarakeskus Jokioisten alkiola-
boratoriossa.

Suomessa on keratty munasoluja eldvista naudoista Luonnonvarakeskuksessa Jokioisilla ASMO-
jalostusohjelmassa vuosina 1999-2000 ja erilaisissa tutkimushankkeissa vuosina 2002, 2005 ja 2012-
2014, joissa munasolusaanto on ollut keskim&arin 5-6 munasolua OPUtuskertaa kohden. Naistd OPU-
munasoluista tuotetuista koeputkialkioista on syntynyt elavia jalkeldisia. Tilatasolla OPUttamista ei
ole Suomessa testattu. Uutena asiana tilatasolle siirtymisessa tulee myds kerattyjen munasolujen
kuljettaminen pitkan vdlimatkan pdahan alkiolaboratorioon. Tatd ei mydskadn ole Suomessa aiem-
min testattu, koska aiemmissa projekteissa Jokioisilla munasolut on keratty navetassa, jonka ldhei-
syydessa alkiolaboratorio sijaitsee.

OPUn hyodyt perinteiseen alkiohuuhteluun tai alkioiden tuottamiseen teurastamomateriaalista
verrattuna ovat selkeat. Eldimia voidaan OPUttaa yhtajaksoisesti kaksi kertaa viikossa useiden kuu-
kausien ajan ilman vaikutusta eldinten hyvinvointiin, joten kuukaudessa tuotettujen OPU -
koeputkialkioiden lukumaarad nousee usein suuremmaksi kuin perinteiselld alkiohuuhtelulla, joka
voidaan tehda vain kerran kuukaudessa. Jo hyvin nuoriltakin eldimiltd voidaan kerdatd munasoluja ja
nain lyhentda sukupolvien valista aikaa. OPU-IVP -alkioiden perima tiedetdan toisin kuin teurasta-
momunasoluista tuotettujen alkioiden. Munasoluja voidaan keratd ja alkioita tuottaa sellaisistakin
eldimista, jotka eivat huonon hormonikasittelyvasteensa vuoksi sovellu normaaliin alkiohuuhteluun.
My®ds tiineyden ensimmaisella kolmanneksella eldimilta voidaan kerata munasoluja.

Pohjois-Savon alue on ihanteellinen tilatason OPU-IVP -hankkeen toteuttamiselle. Alueella on
vankkaa kokemusta tilatason alkiohankkeista 2000-luvulla toteutettujen HAKA- ja AATE -hankkeiden
muodossa. HAKA -hankkeen aikana luodut alkionsiirtorenkaat ovat vakiinnuttaneet toimintansa (HA-
KA -brandi) ja viljelijat ovat innokkaasti ja enakkoluulottomasti osallistuneet hankkeisiin, joissa on
mahdollisuus parantaa oman karjan jalostusta.

Tama hankeselvitys kirjoitettiin osana Maatalousteknologisen tutkimuksen strateginen kehitta-
minen Pohjois-Savossa (MATSKU) -hanketta (ESR, Pohjois-Savon ely). Maa- ja elintarviketalouden
tutkimuskeskus (MTT) yhdistyy 1.1.2015 Riista- ja kalatalouden tutkimuslaitoksen (RKTL) ja Metsan-
tutkimuslaitoksen (Metla) kanssa Luonnonvarakeskukseksi (Luke). Hankeselvityksessa MTT:std on
kaytetty yhdistymisen jalkeistd lyhennysta Luke.

Asiasanat: OPU-IVP, munasolu, keinohedelmaitys, koeputkialkiotuotanto, blastokysti
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1. Keinolliset lisaantymistekniikat tehostavat nautakarjan
jalostusta

Lihaa tuottavat kotieldimet edistavat merkittavasti ihmisen hyvinvointia ja vaurautta. Luotettava
ravinnonldahde on yksi tarkeimmistd ihmisten tarpeista. Tehokkaasti lihaa ja maitoa tuottava karja on
siten yleisesti yhteiskunnan ja varsinkin eldintieteilijoiden seka lihakarjan ja lypsykarjan kasvattajien
suuri huolenaihe. Yleinen tavoite on jalostaa korkeatuottoisia eldimia, jotka kykenevat tuottamaan
suuria madaria maitoa usean lypsykauden ajan pysyen samalla terveina. Jotta tahan tavoitteeseen
padastaisiin, on rakennettava tehokas kotieldinten jalostusohjelma. Viimeaikaiset lapimurrot biotek-
nologian saralla ovat tarjonneet karjankasvattajille heiddan eldintensa tuottavuuden tehostamiseen
tahtdavia apuvalineita. Talld hetkelld tarjolla olevien keinollisen lisdantymisen tekniikoiden listaan
kuuluvat siemennesteen kerdaminen, sukupuolilajittelu, pakastus ja keinosiementaminen normaalilla
tai sukupuolilajitellulla pakastesiemennesteelld sekd munasolujen keraaminen elavista luovuttajista
(ovum pick up, OPU), alkioiden tuottaminen eldvassa eldimessa superovulaatiokasittelyn avulla (mul-
tiple ovulation and embryo transfer, MOET), alkioiden tuottaminen koeputkessa (in vitro production
of embryos, IVP), siittion munasoluun ruiskutus (intracytoplasmic sperm injection, ICSI, hevosten
koeputkialkiotuotannon edellytys), alkioiden tuottaminen somaattisten solujen tumansiirrolla (soma-
tic cell nuclear transfer), tuotettujen alkioiden pakastus, pakastettujen-sulatettujen huuhtelulla, koe-
putkessa tai tumansiirrolla tuotettujen alkioiden siirto. (Petyim 2002, Galli 2014).

Lisdantymistekniikat ovat aina olleet nautakarjanpidon keskiossa. Usein tekniikoiden kehittami-
sen vaikuttimena on ollut tutkijoiden uteliaisuus, mutta vasta maatilayrittdjan tarpeet ja kiinnostus
vakiinnuttavat tekniikat. Ndin on tapahtunut esimerkiksi, kun keinosiemennys kehittyi terveydenhoi-
dollisesti estamaan sairauksien leviamista tai tana paivana genomiikan aikakaudella, kun alkioita voi-
daan genotyypittad ja/tai tuottaa somaattisen solun tumansiirron avulla lisddmaan valittujen van-
hempien haluttua perimaa (Galli ym. 2008). Nautakarjan tutkimus on vuosikymmenten ajan tuotta-
nut keinollisista lisddntymistekniikoista tietoa, joka on siirtynyt ihmispuolen kayttoon. Koska nauta-
karjan sukusolujen ja varhaisvaiheisten alkioiden saatavuus on helppoa, naudan alkion varhaiskehi-
tyksen vaiheet ovat samankaltaisia ihmisen alkion kanssa seka koska karjapuolen eettiset vaatimuk-
set ovat erilaisia, karjatutkijat ovat tutkimustiedollaan voineet edistda ja vakiinnuttaa ihmispuolta
(Betteridge ja Rieger 1993). Vastavuoroisesti monet edistyneemmat ihmisille kehitetyt tekniikat ovat
toimineet eldintutkijoille malleina kuten ensimmainen ihmisen koeputkihedelmoitys (Steptoe ja Ed-
wards 1978) ja myohemmat kehitystulokset kuten naisen emattimen seindman lapi tehtdvd mu-
nasolujen kerdaaminen (Gleicher ym. 1983, Dellenbach ym. 1984, 1985).

1.1. Ovum pick up eli opu

Ultraddniohjattu emattimen seindman ldpi tapahtuva munasolujen imeminen munasarjan follikke-
leista eli ovum pick up (OPU) kehitettiin edelld kerrotun mukaisesti ensin ihmisten hedelmattomyy-
den hoitomenetelmaksi, mutta pian sita sovellettiin myds naudalle (Callesen ym. 1987, Pieterse ym.
1988, Schellander ym. 1989, Reichenbach ym. 1994). Munasolujen keraamista elaviltda nautaluovutta-
jilta kokeiltiin myds muilla menetelmilld kuten puhkaisemalla follikkelit tahystamalla vatsaontelon
(laparoskooppisesti) kautta tai ultradaniohjatusti vatsanpeitteiden lapi, mutta kaikista tekniikoista
ultradaniohjattu emattimen seindman lapi tehtava follikkeleiden puhkaisu eli OPU on vakiintunut
tarkedksi osaksi naudan alkioiden koeputkituotantoa ja alkionsiirtotoimintaa (Galli ym. 2001, Petyim
2002).

OPU -menetelmallad keratyistd munasoluista tuotetaan koeputkialkioita (in vitro production of
embryos, IVP) ensin kypsyttamalla munasolut (in vitro maturation, IVM), sitten hedelmoittamalla
munasolut (in vitro fertilization, IVF) joko tavallisella pakastesiemennesteella tai sukupuolilajitellulla
pakastesiemennesteelld halutun sukupuolen tuottamiseksi ja lopuksi kasvatetaan (in vitro culture,
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IVC) blastokystivaiheen alkioiksi, jotka joko siirretddn vastaanottajiin tai pakastetaan nestetyppeen
odottamaan myohempaa alkionsiirtoa. Naudan koeputkialkiotuotanto vakiintui 1980 -luvulla, jolloin
menetelmia hiottiin tuottamalla alkioita teurastamomunasarjoista keratyistd munasoluista (Galli ym.
2014). Toistettavat naudan (Tervit ym. 1972) ja lampaan (Galdolfi ja Moor 1987) normaalin jalkelai-
sen tuottavat alkioiden koeputkikypsytys- (Staigmiller ja Moor 1984), koeputkihedelmoitys- (Brackett
ym. 1982, Parrish ym. 1986) ja koeputkikasvatusmenetelmat (Lu ym. 1987) puolestaan mahdollistivat
naudan OPUn kehittymisen. Kaytannon OPU-IVP -sovellutusta ajatellen on kuitenkin selkeasti hou-
kuttelevampaa kerata munasolut tiedetyn periman omaavasta eldavasta luovuttajasta kuin tuntemat-
tomasta teurastamoluovuttajasta. Siten OPU-IVP -menetelma on uusi tapa tuottaa koeputkialkioita ja
se tarjoaa useita etuja optimoida luovuttajien lisdantymiskykya verrattuna perinteiseen superovulaa-
tiohormonikasittelyyn ja eldimessa tuotettujen alkioiden huuhteluun (MOET, multiple ovulation and
embryo transfer). (Cebrian Serrano 2013).

1.2. Opun hyodyt

OPU -menetelma mahdollistaa munasolujen kerdamisen ansiokkaista naaraista yhd uudelleen (Pie-
terse ym. 1988, Bols ym. 1995). OPU -tekniikalla voidaan hyédyntda suurta maarad munasarjassa
kasvavia munasoluja (Cebrian Serrano 2013). Galli ym. (2001) mukaan OPU-IVP tuottaa enemman
alkioita kuukaudessa kuin MOET ja menetelma sopii melkein kaikille naaraille riippumatta naaraiden
elintoimintojen tilasta. Jokaisen OPUtuskerran munasolut voidaan koeputkihedelmaittda eri sonnin
siemennesteelld, mika lisaa parituskumppaneiden lukumaaraa ja tuottaa useampia perimayhdistel-
mia. Munasoluja voidaan keratd kaksi kuukautta ja sitd vanhemmilta vasikoilta aikuisiin lehmiin, mika
antaa mahdollisuuden lyhentda sukupolven valista aikaa, jos alkiot tuotetaan hyvin nuoresta tai ei
sukukypséasta hiehosta (Galli ym. 2014). OPU -menetelmaa voi edelld mainitun mukaisesti kayttaa
eldimille, jotka eivat vield ole saavuttaneet sukukypsyyttd (Brogliatti ja Adams 1996), joilla ei ole
saannollista kiimakiertoa (Looney ym. 1994) sekd eldimille, jotka ovat kantavia (Kruip ym. 1994).
My®6s hevosia (Brick ja Greve 1994, Galli ym. 2007), vuohia (Graff ym. 1995), laamoja (Brogliatti ym.
1996) ja puhveleita (Boni ym. 1996, Galli ym. 1998) voi OPUttaa. Kuten naudan myos puhvelin OPU-
IVP -yhdistelma on tuottanut enemman siirtokelpoisia alkioita kuin MOET -ohjelma (2 versus 0,6 al-
kiota/kuukausi) (Gasparrini 2002).

OPUn ja koeputkialkiotuotannon yhdistaminen tarjoaa menetelman tuottaa alkioita ilman luo-
vuttajan hormonikasittelyja (Cunningham 1998). OPU -menetelmalld ei ole haitallisia vaikutuksia
karjan hyvinvointiin eika hedelmallisyyteen (Petyim 2002, Chastant-Maillard ym. 2003, Petyim ym.
2007). Itse asiassa OPUn vaikutus on pdinvastainen, koska sen avulla voidaan hoitaa tiettyja hedel-
mallisyysongelmia (Bols ym. 1997, Hasler ym. 1995). On ymmarrettavaa, ettd OPU -menetelman mo-
nipuolisuus yhdessa turvallisen ja toistettavan koeputkialkiotuotantomenetelman kanssa on viime
vuosina tehnyt OPU-IVP:std naudan keinollisen lisddantymisen ja jalostusta parantavien hankkeiden
rutiinimenetelman (Galli ym. 2014).

1.3. Oputuloksiin vaikuttavat tekijat

Alun perin munasoluja kerattiin ongelmalehmiltd, jotka eivat vastanneet superovulaatiokasittelyyn
(Kruip ym. 1994, Looney ym. 1994), mutta myohemmin OPUa sovellettiin laajemmassa mittakaavassa
ja myos tiineitd lehmia ja ei-sukukypsia hiehoja OPUtettiin (Galli ym. 2001). Eri tutkimusten OPUtu-
loksia on vaikea verrata toisiinsa jarkevalla tavalla, koska muuttujia on yleensa liikaa ja useimmat
ovat jopa hallitsemattomia. Yleensa lihanaudoista voidaan OPUttaa enemman munasoluja kuin lypsy-
lehmistd, ummessa olevista lehmistd saadaan enemman munasoluja kuin lypsyssa olevista lehmista
ja lehmistd OPUtetaan enemmaéan munasoluja kuin hiehoista (taulukko 1.). Limpétilaolosuhteet kuten
korkea lampétila ja lampostressi vahentdvat follikkelien lukum&arda ja huonontavat munasolujen
laatua.
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Lisdantymis- ja eldintuotannontutkijoita on ajanut eteenpéin halu lisdta kerattyjen munasolujen
lukumaaraa ja parantaa munasolujen laatua (Merton ym. 2003, van Wagtendonk-de Leeuw 2006).
Siksi monet aiheesta julkaistut tieteelliset tutkimukset ovatkin keskittyneet parantamaan OPU -
menetelman tehokkuutta ja tekijoitd, jotka vaikuttavat kerattyjen munasolujen saantoon ja mu-
nasolujen myéhempaan kehittymiskykyyn. Gallin ym. (2014) kokemuksen mukaan luovuttajaeldimen
hoito ja perima ovat suurin vaihtelun [ahde OPUtustuloksissa. Biologisten tekijoiden vaikutusta OPU-
IVP -menetelmaan on tutkittu laajasti viime vuosina. Naistad ainakin luovuttajan kiimakierron vaihe
(Petyim 2002), OPUtuskertojen vélisen ajanjakson pituus (Merton ym. 2003, Chaubal ym. 2006),
hormoneilla kasittely ennen OPUtusta (Lacaze ym. 1997, Sirard ym. 1999, De Roover ym. 2005) ja
luovuttajan tuotantovaihe (Kendrick ym. 1999) vaikuttavat OPUlla kerattyjen munasolujen lukumaa-
raan ja laatuun. OPUtushetkella vallitseva follikkeliaallon vaihe ja puhkaistavien follikkelien (antraali-
follikkelien) koko puolestaan vaikuttavat follikkeleista kerdttyjen munasolujen luontaiseen kehitty-
miskykyyn (Lonergan ym. 1994, Hagemann ym. 1999). Kerdtyt kumulussolu-munasolukompleksit
pysyvat korkealaatuisina ja melko tasakoosteisena OPUtuskertojen toistuessa kolmen tai neljan pai-
van valein, koska jokainen OPUtuskerta kdynnistaa uuden follikkeliaallon munasarjoissa (Merton ym.
2003), mikd edesauttaa munasolujen kelpoisuutta (Merton ym. 2003).

Nykykasityksen mukaan luovuttajaeldinten ruokinnalla (Leroy ym. 2008a, 2008b, 2011) kuten
my0s eldimen perimélla (Merton ym. 2009) on tarked merkitys munasolun ja alkion laadulle. Periman
tarkeys on selvinnyt anti-Millerian hormonin plasmapitoisuustutkimuksissa (Monniaux ym. 2010),
joiden perusteella hormonilla voidaan kdytanndssa mitata jokaisen yksittdisen luovuttajan munasar-
joissa ndytteenottohetkelld oleva follikkelijoukko (Rico ym. 2012) ja ndin maksimoida alkiotuotanto.
Luovuttajien etukateen valinta ei kuitenkaan aina ole mahdollista varsinkin, kun tarkoin maaratyt
perinndllisyysohjelmat vaativat valitut yksilot luovuttajiksi. Taman vuoksi on tehty paljon tutkimus-
tyota alkiosaannon parantamiseksi. Munasolujen kerdaminen kahdesti viikossa on monien tutkijoi-
den mielestd tehokkain menetelma maksimoida munasolusaanto ilman hormonikasittelya (Galli ym.
2001, Hasler ym. 1995, Merton ym. 2003 taulukko 2.) ja ilman sivuvaikutuksia eldimen hyvinvointiin
(Chastant-Maillard ym. 2003, Petyim ym. 2007) sekd valttdda munasarjoissa dominoivan follikkelin
lasndolo, mikd saattaa vaikuttaa kielteisesti munasolujen kehityskykyyn (Machatkova ym. 2004). Al-
kiosaannon kasvattamiseksi ja kaksi kertaa viikossa OPUttamisen tyomaaran vahentamiseksi on luo-
vuttajaeldimille kdytetty gonadotropiinidrsytysta. Tama tekniikka ei kuitenkaan ole paras ratkaisu
ongelmaluovuttajille, jotka yleensa siirtyvat OPUtettaviksi, koska ovat jo epdonnistuneet tuottamaan
alkioita superovulaatiokasittelyn jalkeen. Gallin ym. (2014) mukaan valinta hormonikasittelyn ja
OPUttamisen yhdistamisesta pitdisi tehda seka saatavilla olevan luovuttajan tyypin ettd aiempien
hormonikasittelyjen onnistumisen mukaan. Gonadotropiinidrsytyksen kayttdaminen OPUtuksissa
(Looney ym. 1994, Bousquet ym. 1999, Chaubal ym. 2007, De Roover ym. 2008) on vaihdellut tdydes-
ta superovulaatiokasittelysta lyhyempiin 2—3 pdivaa kestaviin yksi tai kaksi pistosta paivassa kasitta-
viin kasittelyihin progesteronia vapauttavan ematinkierukan tai keltarauhasen ldasna ollessa. Sirard
ym. (1999) raportoivat follikkeliaallon yhdenaikaistamisen ja 3 paivan mittaisen kuuden vakiopitoi-
suuden sisdltavan gonadotropiinipistos-kasittelyn jalkeen 48 tunnin odotusajan ennen OPUtusta ole-
van optimaalinen myéhemmalle munasolujen kehittymiskyvylle. Ei sukukypsia vasikoita OPUtettaes-
sa gonadotropiinidrsytys on valttamatdén munasolujen hyvaksyttavan kehittymiskyvyn saavuttami-
seksi (Galli ym. 2001).

Ennen OPUtusta annettavien erilaisten hormonikasittelyiden ajatellaan kaynnistdvan luovuttajan
munasarjasta puhkaistavien follikkelien ja kerattyjen munasolujen lukumaaran kasvattamiseen tadh-
tadvan arsytysvasteen. Tahan kaytettyja hormoneja ovat GnRH (gonadotropiineja vapauttava hor-
moni, Bordignon ym. 1997), eCG (tamman istukkahormoni, equine chorionic gonadotrophin, Vos ym.
1994, van de Leemput ym. 1999), FSH (follikkelia stimuloiva hormoni, Bousquet ym. 1999, Sirard ym.
1999, van de Leemput ym. 1999), gonadotropiini plus BST (bovine somatotropiini, naudan kasvuhor-
moni, Hwang ym. 1997) seka anti-inhibiini immunisaatio (Konishi ym. 1996). Hormonit aikaansaavat
munasolujen kypsymisen eldimessa itsessaan (in vivo kypsytys), jolloin pienten follikkelien koko kas-
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vaa (ja OPUtuksessa voidaan imeéa useampi follikkeli) ja munasolut saavuttavat paremman kehitty-
miskyvyn (Merton ym. 2003).

Hormonidrsytysmenetelmia on useita ja niihin esitetyistd parannuksista huolimatta, kuten "odotus-
ajan” lisdédminen FSH -kasittelyn ja OPUtuksen valille (Sirard ym. 1999), késittelyjen tulokset eivat
todellisuudessa aina ole merkinneet sellaisia parannuksia, jotka olisivat myohemmin hyvittaneet
kasittelyn aiheuttaman kustannusten nousun (Merton ym. 2003, De Roover ym. 2005). Siksi hor-
monikasittelyja ennen OPUtusta on pidetty hieman epadvarmana vaihtoehtona parantaa OPU-IVP:n
tehokkuutta, koska ne tuovat takaisin ongelman, jonka OPU -menetelman alun perin piti ratkaista eli
superovulaatiovasteen suuren yksilollisen vaihtelun gonadotropiinikasittelylle (Mapletoft ym. 2002).
Silti taman hetkinen kasitys varsinkin lihalehmien pitkaaikaistutkimusten perusteella on, ettd FSH:n
kaytté ennen OPUa tuottaa enemman alkioita kuin kdyttamatta jattdminen (De Roover ym. 2008).

Taulukko 1. Holstein lehmista ja hiehoista OPUtuksella keratyistd munasoluista tuotetut alkiot (Galli
ym. 2014).

Luovut- | OPUtus- | Follikkeli- Muna-| Muna- | Jakautu- Jakau-| Alkioiden | Alkioiden | % alkioi- =% alkioita/
taja ten luku- [lukumaara solu- solu- neiden | tumis lukumé&ara|lukumaira/ ta/ muna-| jakautunei-
maara luku- |lukumaa-| alkioiden % OPU solu-luku- | den alkioiden
maird | rd/ OPU |lukumaari maara lukumaara
Lehma 2251 41983 28852 12,81 19711 | 68,32 5601 2,49 19,41 28,42
Tiine 97 1103 705 7,26 494 70,07 139 1,43 19,72 28,14
hieho
Suku- 566 9048 5900 | 10,42 4052 68,68 1054 1,86 17,86 26,01
kypsa
hieho
Ei suku- 258 4110 2800 | 10,85 1885 67,32 447 1,73 15,96 23,71
kypsa
hieho

Taulukko 2. Lypsykarjan nykyisten alkioteknologioiden alkiontuotantotehokkuus (muutettu Merton
ym. 2003).

Alkioiden lukumaara

huuhtelu-/

Kasittely ennen alkiohuuhtelua/munasolujen kerdysta OPUkerralla | Viikossa
Luonnollinen kiimakierto, keinosiemennys ja paivana 7 alkionhuuhtelu 0,7 0,23
MOET, perinteinen superovulaatiokasittely 6 1
DFR-MOET, dominoiva follikkeli poistettu ennen superovulaatiokasittelya 5,5 1,1
OPU kahdesti viikossa 3 tai 4 paivan valein 1 2
OPU kahden viikon valein FSH arsytyksella 3 15
(DFR) MOET-OPU, superovulaatiokasittely ja munasolujen kerdys ennen 5,5 11

ovulaatiota

MOET = multiple ovulation embryo transfer, DFR = dominant follicle removal, OPU = ovum pick up
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1.4. Oputustekniikka ja sen kehitystyo

Ensimmainen naudan OPU-menetelméan kuvaus julkaistiin yli 25 vuotta sitten (Callesen ym. 1987,
Pieterse ym. 1988). OPUn perusteet ovat pysyneet suurelta osin samanlaisina kuin miten Pieterse
ym. (1988) ne kuvasi ja ovat monilla praktikoilla kdytdssa sellaisenaan. Pieterse ym. (1988) raportoi-
vat munasolusaantoprosentiksi 55, menetelman toistettavaksi seka luovuttajaeldimille sivuvaikutuk-
sista vapaaksi. Munasolusaanto on parantunut yli 70 %:iin parempien ultradanilaitteiden avulla, jotka
on varustettu 6 tai 7 MHz:n kuperalla rivianturilla, jonka pienten follikkelien erotuskyky on parempi
seka gonadotropiinipohjustuksen kdyton avulla, joka kasvattaa pienten follikkelien kokoa, jotka jaisi-
vat muuten kokemattomalta OPUlaitteen kadyttdjaltda puhkaisematta ja imematta.

Bols ym. (1995) yksinkertaistivat Pieterse ym. (1988) menetelmaa alkamalla kayttaa yksittaisia
ihonalaiskayttoon tarkoitettuja kertakdyttoisia neuloja. Tdma yksinkertaistettu OPUtuslaitteisto on
kooltaan suurempi ja soveltuu hyvin lehmille, mutta saattaa kokonsa vuoksi olla vahingollinen hyvin
nuorille hiehoille. Alkuperaistda emattimensisdista anturia kdytettdessa jokaisen OPUtettavan eldimen
kohdalla vaihdettiin neulanohjain, neula ja anturia peittava lateksisuojus. Siten kului enemman tar-
vikkeita ja vaadittiin enemman puhdistus-, sterilointi- ja pakkausty6ta, jonka seurauksena menetelma
oli kalliimpi. Toisaalta hygieenisyyden ja laaduntarkkailun kannalta tdman menetelman kdyttaminen
estda luovuttajia saastuttamasta toisiaan ja siksi voidaan noudattaa samoja korkeita bioturvallisuu-
den normeja kuin ihmispuolella. Sitd vastoin yleista anturia kaytettdaessa anturi tydnnetdan muovi-
seen tai metalliseen koteloon, jossa on oma kanava neulanohjaimelle, jonka kautta OPUtettavien
eldinten valilla on helppoa ottaa neulanohjain ulos ja vaihtaa ohjaimeen uusi kertakdyttéinen ja hal-
vempi neula, jolla follikkelineste imetddn. Vaikka emattimen seindmaa puhkaistaessa neulanoh-
jaimeen imeytyy kapillaarisesti aina jonkin verran verta samoin kuin anturin ymparille, neulanohjain-
ta ei kuitenkaan normaalisti vaihdeta eldinten vililld, koska se on suljettuna kotelon sisélle. Molem-
missa kokoonpanoissa neula on yhdistettyna letkujen avulla vakuumipumppuun, joka kehittaa tyhji-
6n virtausnopeudella 15-25 ml/min (Galli ym. 2001) varmistaen maksimaalisen munasolusaannon
vahingoittaen kumulussolu-munasolukomplekseja mahdollisimman vahan.

Teknisista tekijoista, jotka vaikuttavat lopulliseen OPU-IVP menetelman tehokkuuteen (ilmoitet-
tuna tuotettuina alkioina/OPUtuskerta), tyhjiopumpun luomalla paineella, follikkelinesteen imemi-
seen kdytetyn neulan paksuudella (ohut neula parempi) ja neulan karkiviisteen pituudella (pitka viiste
parempi) on ollut merkittava vaikutus (Bols ym. 1997, Fry ym. 1997). Virtausnopeus on ohjeellisempi
kuin tyhjion paine, koska neulan paksuudella ja letkutuksen pituudella on suuri merkitys. Munasoluja
kerattdessa voidaan kayttaa yksinkertaista alkiohuuhteluliuosta hepariinilla lisattyna estamaan follik-
kelinestetta tai verta hyytymasta letkuihin tai neulaan/neulanohjaimeen.

Yksi tarkeimmista edistyksista OPUn kehityksessa on ollut edelld mainittu Bols ym. (1995) OPU-
tusmalli, jossa on helpommin vaihdettavat, steriilit, kertakdyttoiset ja halvemmat neulat kuin 50 cm:n
alkuperdiset ruostumattomasta teraksesta valmistetut neulat. Bols ym. (1995) kuvaamaa OPUtusmal-
lia kdytetdan tdand pdivana nautaeldinten OPUtuksessa.

1.5. Oputusohjelman aloittamisen edellytykset

Nautakarjan keinollisen lisddantymisen tekniikoiden kdytannon sovelluksen pitda yhdistda hallitusti
koeputkialkiotuotannon laboratoriomenetelmat ja luovuttajaeldinten, vastaanottajaeldinten ja syn-
tyneiden jdlkeldisten terveyden- ja sairaudenhoito, koska asiakkaalle, joka palvelua haluaa, vain elava
jalkeldinen on merkityksellinen. Siksi OPU -ohjelman kadytt66notto vaatii aina koeputkialkioiden tuo-
tantoon erikoistuneen laboratorion mukanaolon. Nautakarjaa ajatellen edistyksellisten keinollisten
lisddantymismenetelmien kehittamisen haluun liittyy tarve tuottaa suuria lukumaaria karjan perimaa
parantavia tiettyd sukupuolta ja haluttua perimaa olevia alkioita. Koska alkioista syntyvat vasikat ovat
arvokkaita, riittava eldinladkariapu on varmistettava mahdollisten menetysten valttamiseksi poikimis-
ten yhteydessa tai muiden tavallisten synnytyksenaikaisten tautien varalta.
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1.6. Elaimen valmistelu oputusta varten

Munasolujen keraamisen onnistumiseksi OPUtettavalle eldimelle on jarjestettava paikka, jossa eldin
voidaan turvallisesti kasitella. Mikali kdytossa ei ole pakkopilttuuta, navetassa tulee olla esimerkiksi
erillinen parrenerottajilla erotettava alue, johon eldin voidaan kuvan 1. mukaisesti sitoa paikoilleen
vetamalla naru tai vaijeri padpuolesta takapaan ympari niin, etta liikkuminen eteen, taakse ja sivu-
suunnassa estetdadan. OPUn onnistumiseksi eldimen on seisottava paikoillaan ja perasuolen on oltava
rentoutunut. Paikallaan pysyminen on tarkeaa siksi, ettd eldimen sisalla liikkkuu neula, jolla ei haluta
pistdd muualle kuin emattimen seindman lapi ja munasarjaan. Rentoutuminen aikaansaadaan anta-
malla selkdydinpuudutus 7-9 ml lidokaiinihydrokloridia (Chaubal ym. 2006) ja joissakin tapauksissa
joudutaan kayttamaan myos kaulalaskimoon tai epiduraalitilaan annettavaa rauhoitusainetta. Sel-
kdydinpuudutusta varten eldimen hannan paalta ajetaan karvat ja alue puhdistetaan alkoholilla. Han-
taa liikuttelemalla selvitetdan nikamavalin kohta, johon puudutusaine ruiskutetaan 20 G:n keltaisella
neulalla, jonka kaytosta ei ole todettu haittavaikutuksia (Petyim ym. 2007). Odotetaan puudutuksen
vaikutusta, jolloin eldimen hanta veltostuu. Taman jdlkeen poistetaan uloste perdsuolesta ja sidotaan
eldimen hanta kiinni eldimen sivulle. Perapaa puhdistetaan alkoholilla.

Kuva 1. OPUtettavan eldimen rajoittaminen OPUtusta varten (kuva Petyim ym. 2007).

1.7. Oputtaminen

Munasolut keratdan ultradaniohjatusti imemalld neulalla follikkelineste munasarjan follikkeleista.
Imun mukana saadaan munasolu irtoamaan follikkelinesteeseen. Kerayslaitteistoon kuuluva kondo-
milla (kuva 2. D.) suojattu ultradanianturin sisaltdva anturipidike (kuva 2. C.) asetetaan seisovan elai-
men emattimen pohjaan. Ultradanilaitteen kuvaruudusta (kuva 2. A.) katsomalla asetetaan munasar-
ja perasuolessa olevan kdden avulla Iahelle anturipidikkeeseen metallisella lisdosalla (kuva 2. E.) lukit-
tua ultradénianturin (kuva 2. B.) kdrkea (kuva 3. B.) ja follikkelinesteen imemiseksi tyonnetdan neu-
lanohjaimeen (kuvassa 4. A. - F. kerdysvalmiina letkuineen) kiinnitetty kertakdytténeula anturipidik-
keen neulanohjaimen kanavan (kuva 3. C.) kautta emattimen seindman lapi munasarjassa olevaan
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follikkeliin. Tyhjiopumpun (kuva 3. A.) paineella imua pidetdaan paallda koko OPUtuksen ajan. Mu-
nasolut imetdan lammitettyyn kerdysliuokseen ja kaikki samassa tasossa olevat follikkelit imetdan
vhdella kerralla yksi toisensa jalkeen ottamatta neulaa ulos munasarjasta. Keltarauhasen puhkaisua
valtetdan mikali mahdollista. Kun ultradanilaitteen kuvaruudusta katsottuna munasarjassa on jaljella
vain epasadnnollisen ndkoisia mustia alueita, kaikki follikkelit on todennakoisesti imetty. Mustat alu-
eet ovat verta eivatka follikkeleita. Taméan jalkeen vaihdetaan munasarjaa. Mikéli imuletku (kuva 3.
D.) on auki ja follikkelineste kulkee hyvin, ei tarvitse tulla ulos eldimesta vaan voidaan suoraan siirtya
toiseen munasarjaan. OPUtuksen paattamisen jalkeen munasolukeraysputkesta poistetaan tulppa
(kuva 3. F.) ja putki suljetaan kierrekorkilla ja kuljetetaan alkiolaboratorioon tai tilaan, jossa kumulus-
solu-munasolukompleksit etsitaan.

1.8. Kumulussolu-munasolukompleksien etsinta ja koeputkialkio-
tuotanto

Mikali follikkelineste imetdan alkiolaboratorion laheisyydessa olevassa eldintilassa, voidaan suljettu
kerdysputki kuljettaa laboratorioon sellaisenaan. Mikali kuljetusmatka on pitkd, munasolut ldahete-
taan alkiolaboratorioon esim. suljetussa muoviputkessa [ampimassa kypsytysliuoksessa, jonka pH ja
lampotila on saaddetty hiilidioksidilla tai Hepeksella (Galli ym. 2001). Kuljetuksessa voidaan kayttaa
virtalahteeseen kytkettavaa tai patterikdyttoista lampotilasaadettdavaa kuljetusinkubaattoria. Euroo-
pan nauta-alkiolaboratoriot lahettavat kauempana sijaitsevasta OPUtuspaikasta OPUtettavien nauto-
jen munasolut alkiolaboratorioon inkubaattoreissa, joissa munasolujen kypsyminen voi alkaa jo kulje-
tuksen aikana.

Kuva 2. A. Ultradanilaite. B. Ultradanianturi. C. Anturipidike D. Suojus (kondomi) E. Ultradanianturin
lukitsemiseen anturipidikkeen sisélle tarkoitettu metallinen lisdosa. Kuvat Marja Mikkola.

11
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Kuva 3. A. Tyhjiopumppu. B. Ultraddnianturin karki. C. Anturipidikkeen neulanohjaimen kanava. D.
Imuletku. E. Tyhjiopumpun letku. F. Munasolukeraysputken tulppa. Kuvat Marja Mikkola.

OPU-munasolukerdysputken sisdlté on poikkeuksetta aina verista. Verinen putken sisilto suoda-
tetaan tarkoituksena poistaa verihyytymat ja veri follikkelinesteesta. Veri haittaa sekd kumulussolu-
munasolukompleksien etsintaa ettda munasolujen kehittymista.

Kuva 4. Neulanohjain ja letkut kerdysvalmiina. A. Kertakdyttoneula. B. Metallinen neulanohjain. C.
Imuletku. D. Tyhjiopumpun letku. E. Tulppa. F. Munasolukeraysputki. Kuva Marja Mikkola.

OPU-koeputkialkiot tuotetaan samoin kuin teurastamomunasarjoista tuotetut koeputkialkiot.
Stereomikroskoopin avulla Petri-maljalta |16ydetyt kumulussolu-munasolukompleksit (kuva 5.) siirre-
taan kypsymaan hiilidioksidi-inkubaattoriin ( 5 % CO,, 20 % O,, 75 % N,, suhteellinen kosteus 100 % ja
+39 °C) 22-24 tunnin ajaksi. Kypsytetyt kompleksit (kuva 7.) pestdan ja siirretddan hedelmoitykseen
pestyn ja tiheysmadritetyn siemennesteen kanssa (kuva 6.). Kompleksit hedelmaitetdan hiilidioksidi-
inkubaattorissa (5 % CO,, 20 % O,, 75 % N,, suhteellinen kosteus 100 % ja +39 °C) 18-20 tunnin ajan.
Hedelmaditetyistd munasoluista poistetaan ymparilla olevat kumulussolut, jonka jalkeen munasolut
pestdan ja siirretdadn kasvatusliuokseen 1 seoskaasuinkubaattoriin (5 % CO,, 5% O,, 75 % N,, suhteel-
linen kosteus 100 % ja +39 °C) 3 vuorokaudeksi.

12
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Kuva 5. Teurastamomunasarjoista kerattyjen Kuva 6. Teurastamomunasarjoista kerattyjen
kumulussolu-munasolukompleksien etsimi- kypsytettyjen kumulussolumunasolukomplek-
nen. Kuva Kirsi Kananen. sien siirtdminen pesun kautta hedelmaitysliu-

okseen (IVF-liuos) nelikuoppamaljalle. Kuva
Kirsi Kananen.

Toisena kasvatuspdivana yksisoluiset poistetaan ja jakautumaan lahteneet jatetdaan kasvamaan.
Kasvatusliuos vaihdetaan kasvatusliuokseksi 2 ja sitd tuorennetaan keskimadrin joka toinen paiva.
Alkioita kasvatetaan kasvatusliuoksessa 2 paivaan 7, jonka jalkeen blastokysteiksi kehittyneet alkiot
(kuva 8.) joko siirretdaan tuoreina vastaanottajiin tai pakastetaan nestetyppeen odottamaan myo-
hemmin tapahtuvaa alkionsiirtoa.

Kuva 8. Naudan teurastamomunasarjoista
keratyistd munasoluista koeputkessa tuotettu-
ja 7-paivan ikaisia blastokystivaiheen alkioita,
joista osa kuoriutumassa zona pellucidan eli
munasolun keton sisdltd ja osa jo kuoriutunut.
Kuva Kirsi Kananen.

Kuva 7. Naudan teurastamomunasarjoista
kerattyja munasoluja koeputkikypsytyksen
jalkeen. Kuva Kirsi Kananen.

13
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Gallin  ym. (2001) mukaan OPUtettaessa saadaan keskimaarin 7-12 kumulussolu-
munasolukompleksia, joista saadaan tuotettua noin kaksi siirtokelpoista alkiota. Koeputkialkiotuo-
tannossa teurastamomateriaalia kaytettdessa kypsytystipassa on noin 50 kumulussolu-
munasolukompleksia.  Pienen lukumadransd vuoksi OPUtuksella kerdatyt kumulussolu-
munasolukompleksit kypsytetdan tilavuudeltaan pienemmissa pisaroissa. Hedelmoittymista voidaan
yrittda tehostaa vaihtamalla perinteinen FERT-TALP -hedelmoitysliuos synteettiseksi munanjohdin-
liuokseksi (synthetic oviductal fluid, SOF), vahentamalla happipitoisuutta 20 %:sta 5 %:iin ja kasitte-
lemalla siemenneste Percoll gradientilla, jonka ansiosta hedelmditykseen saadaan suurempi luku-
maara liikkuvia siittiota kuin perinteisellad sentrifugoinnilla (Galli ym. 2001). OPUalkioita kasvatettaes-
sa kasvatustipan tilavuutta voidaan pienentaa kayttamalla mikrotippoja (20 ul) tai WOW (well-of-the-
well) -tekniikkaa, jossa kasvatusmaljan pohjaan on tehty kuoppia, joihin kuhunkin pipetoidaan yksi
alkio (kuva 9.). WOW -tekniikkaa kayttden voidaan parantaa blastokystiksi kehittyvien alkioiden lu-
kumdaaraa perinteiseen kasvatukseen (joukko alkioita 50 pl:n kasvatustipassa) verrattuna (Dai ym.
2012).

X kasvatustippa 0ljy

a

/
malja alkio

kasvatustippa gljy

)

/

malja alkio

Kuva 9. WOW (well-of-the-well) -menetelméa alkioiden kasvattamiseksi. A. WOW -menetelman
kuoppien tekeminen kasvatuslevylle. a. Kuopat tehddaan painamalla manuaalisesti neulan karjella
levyn pintaa paraffiinioljyn alla. b. 9 kuoppaa 50 pl:n kasvatustipassa paraffiinioljyn alla. B. Sivukuva-
piirros kahdesta alkionkasvatusmenetelmasta. a. Kaksi 50 pl:n kasvatustippaa paraffiinioljylla peitet-
tyna Petri-maljan tasaisella pohjalla. b. Kaksi WOW -menetelman 50 ul:n kasvatustippaa Petri-maljan
pohjalla paraffiinioljylla peitettyna kukin alkio omassa kuopassaan (mukaeltu Dai ym. 2012).
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2. Suunnitelma OPU-IVP -hankkeen toteuttamiseksi
tilatasolla Pohjois-Savossa

2.1. Taustaa

Pohjois-Savon maaseutu on vahvaa perusmaatalousaluetta erityisesti maidontuotannossa. Kiintio-
kaudella 2013/2014 Pohjois-Savossa tuotettiin 1261 lypsykarjatilalla (13,7 % kaikista Suomen lypsy-
karjatiloista) yhteensa 318 129 tuhatta litraa maitoa (14,1 % kaikesta Suomessa tuotetusta maidosta)
(http://www.maataloustilastot.fi/alueittainen-maidontuotanto). Kiintickaudella 2013/2014 Suomen
viisi suurinta maidontuottajakuntaa olivat: Kokkola, Kiuruvesi, Nivala, Kuopio ja Vierema. Kuopio
nousi viiden suurimman joukkoon, kun Nilsia liittyi siihen vuoden 2013 alussa ja Maaningan liittyessa
2015 Kuopio nousee Suomen suurimmaksi maidontuottajakunnaksi. Vaikka maatilojen lukumaara on
laskenut viime vuosina, tuotannon volyymi ei ole juuri muuttunut tilakokojen suurentuessa ja tuo-
tannon tehostuessa. Pitkallisen jalostustydon ja maitotilayritysten korkean ammattitaidon ansioista
pohjoissavolaisilla maitotiloilla on valtakunnan parasta eldinainesta, silla suhteellisesti korkea osuus
Suomen parhaista eldimista ja sonninemistd on pohjoissavolaisia.

Eldinaineksen jalostus parantaa maidontuotannon kannattavuutta. Perinndllisesti parhaiden
eldinten valinta seuraavan sukupolven vanhemmiksi on taloudellisesti kestavan eldinvalinnan perus-
ta. Periman parantuessa ja maidontuotannon tehostuessa maidon tuotantokustannukset pienenevat
merkittavasti. Tuotantokustannukset jakaantuvat useammalle maitokilolle ja maitokiintié voidaan
tuottaa tayteen pienemmalld lehmalukumaaralla. Eldinvalinnan myota myds rakennevioista, seka
hedelmallisyys- ja terveysongelmista aiheutuvat kustannukset pienenevat. Jalostussuunnittelulla
pyritddn maitotilayrityksen taloudellisen kannattavuuden paranemiseen. Maitotilayrityskohtainen
jalostussuunnittelu on ensisijaisesti lehmavalintaa ja uuden sukupolven vanhempien etsintda. Perin-
teisesti lehmalle syntyy vain yksi vasikka vuodessa ja keskimaarin yksi tytar koko sen elinaikana. Tila-
tason jalostussuunnitelman tekee useimmiten FABA osk:n jalostusneuvoja. Karjaa kehitetdan tuotta-
vaksi, terveeksi ja kestavaksi, hedelmalliseksi ja helppohoitoiseksi. (ks. www.faba.fi).

2.2. Aiemmat Pohjois-Savon alkionsiirtojalostushankkeet

Pohjois-Savon maitotilayritykset ovat edelldkavijoitd alkionsiirtojalostuksessa. Pohjois-Savo on kautta
kaupallisen alkionsiirron historian ollut edellakavija alkionsiirtotekniikoiden hyddyntamisessa lypsy-
karjan jalostuksessa. Alue on ollut vuodesta toiseen maakuntien ykkonen tilatason alkionhuuhtelui-
den ja -siirtojen lukumaarissd. Pohjoissavolaisissa maitotilayrityksissa alkionsiirto on vakiintunut
eldinjalostuksen tyokaluksi keinosiemennyksen ohelle ja tilat ovat hyédyntaneet alkioiden sukupuoli-
lajittelua ja kayttaneet sukupuolilajiteltua pakastesiemennestetta huuhtelusiemennyksissa. Pohjois-
Savon alkionsiirtoalan toimijat tekevat pitkajanteista tyota alkionsiirtopalvelujen kehittamiseksi.
Pohjois-Savon maitotilayritykset ovat olleet aktiivisesti mukana alkionsiirtotekniikoiden kehitta-
mishankkeissa. Pohjois-Savossa toteutettiin vuosina 2000-2003 TE-keskuksen rahoittamana HAKA-
Jalostuseldinten tuotantorenkaat -hanke, jonka toimesta perustettiin 12 alkiontuotantorengasta kat-
taen 113 alkiontuotantotilaa ja 121 alkioiden vastaanottajatilaa. Vuoden 2003 loppuun mennessa oli
tuotettu lahes 1400 siirtokelpoista alkiota alkioiden luovuttajaeldimista, joiden tuotostaso ja jalos-
tusarvo ylittivat reilusti valtakunnallisen sonninematason. HAKA -hankkeessa myds toteutettiin kokei-
luluonteisesti alkioiden sukupuolilajittelua tilaoloissa (Viitanen 2007). HAKA -hanke jatkoi tyotdan
vuosina 2004 - 2005 HAKA-Huippueldimet Pohjois-Savosta -nimelld tehden Pohjois-Savon eldinainek-
sesta sekd kansallisesti ettd kansainvélisesti tunnetun (Haka-brandi). HAKA-Huippueldimet Pohjois-
Savosta- hanke myos takasi jatkumon alkiontuotantorengastoiminnalle Pohjois-Savossa (HAKA -
alkiot, http://www.haka-alkiot.fi/) ja se tuki pilotointia alkioiden sukupuolilajittelun kehittamiseksi.
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Vuosina 2005-2006 Pohjois-Savon Liiton rahoittama AATE -hanke ”Alkioanalytiikalla tehoa Poh-
jois-Savon lypsykarjojen jalostukseen” jatkoi alkionsiirtopalvelujen saatavuuden lisaamistd, kustan-
nusten alentamista sekd huippuosaamiseen perustuvien uusien alkionsiirtopalvelujen synnyttamista
Pohjois-Savossa. Hanke kurssitti alkionsiirtoseminologeja tilatason alkiotydon osaajiksi. Hankkeessa
kehitettiin sailytysmenetelmia alkioanalyysin lapikdyneille alkioille. Sukupuolilajitelluille alkioille kehi-
tettiin tuoresailytysmenetelmd, joka mahdollisti alkioiden kuljetuksen analyysipaikalta alkionsiirto-
paikalle sailytyksen kuluessa. Tilatasolle soveltuvan markkeriavusteisen alkiovalinnan kehittamiseksi
testattiin analysoitujen alkioiden kylmasailytyksen jalkeista tiineyttavyytta. (Kananen-Anttila 2005).

2.3. OPU-IVP -hankkeen toteuttamismahdollisuudet
Pohjois-Savossa

Pohjoissavolaisten maitotilayritysten korkeatasoinen ammattitaito ja eldinaines seka aktiivisuus al-
kionsiirtotekniikoiden hyddyntamisessa kaytannon eldinjalostuksessa luovat ihanteellisen toimin-
taympariston alkionsiirtoteknologioiden kehittamiselle tilatasolla. Pohjois-Savon alueella toimivalla
FABAN eli Finnish Animal Breeding Associationin jalostuspaallikkd Anita Hyvoselld on erinomaiset
vhteydet alueen maitotilayrityksiin, jotka jo harjoittavat alkionsiirtojalostusta karjoissaan. Anita Hy-
vonen pystyy valitsemaan Pohjois-Savosta sopivat tilat, jotka voisivat osallistua hankkeeseen. HAKA-
Jalostuseldinten tuotantorenkaat -hankkeessa ja HAKA - Huippueldimet Pohjois-Savosta -hankkeessa
vetdjana toiminut Anita Hyvonen tuntee tilat hyvin ja on ollut luomassa HAKA -brandin. Hanelld on
vankka kokemus tilojen kouluttamisesta uusiin lisdantymistekniikoihin.

Viking Genetics on yhteispohjoismainen jalostusorganisaatio, jonka tahtdimessa on lypsykarjan
jalostuksen parantaminen Suomessa. Hollolassa sijaitsevan aseman eldinlaakarit alkionsiirtoeldinlaa-
kari ELL Marja Mikkola ja asemaeldinlaakari ELL Henri Simonen saavat kokemusta hiehojen OPUtta-
misesta kevaalla 2015 alkavan OPUtusohjelman puitteissa. Heidan kauttaan saadaan tukea ja tausta-
tietoa tilaOPU -hankkeelle.

Savonia-ammattikorkeakoulu on yksi Suomen suurimmista ja monipuolisimmista ammattikor-
keakouluista, jossa opiskelee |dhes 6000 opiskelijaa. Savonian lisalmen toimipaikan kotieldintuotan-
non lehtori MMM Hilkka Kamaradinen ja yliopettaja MMM, PhD Heli Wahlroos ohjaavat projektiopin-
toina OPUun liittyvaa aihetta, jossa tarkastellaan karjanomistajan saamaa hyotya OPU-tekniikasta,
eldimen valintaa OPUun sekd miten maitotilayrittdja motivoidaan oputtamaan suunnitelmallisesti
huomioiden jalostukselliset nakdkulmat niin, ettd OPU-tekniikka saadaan vakiintumaan Pohjois-
Savon eldinjalostukseen. Edelld mainittujen projektiopintojen kirjallinen raportti yhdessa taman Kkir-
joituksen kanssa hyodyttavat OPU-IVP -hankkeen eteenpdin viemista.

[ta-Suomen yliopistossa (aiemmin Kuopion yliopisto, soveltavan biotekniikan instituutti (SBI),
myOohemmin biotieteiden laitos) toimi vuoteen 2007 saakka nelihenkinen naudan alkioiden tuotanto-
, kerdys- ja siirtoryhma, jonka alkionsiirtoeldinlaakarina toimi erikoistutkija ELT Heli Lindeberg ja jon-
ka tehtdvana oli alkionsiirtotekniikoita hyodyttdva tutkimus, asiakasalkiotuotanto seka lisaantymisfy-
siologian ja keinollisten lisdantymistekniikoiden opetus. Kaupallinen asiakasalkiotuotanto toteutettiin
maksullisena palvelutoimintana: SBl:n alkiontuotantoryhma tuotti FABA:n edeltdjalle Jalostuspalve-
lulle (JAPA) koeputkialkioita jalostuksellisesti arvokkaiden teuraseldinten munasoluista ja tilauksesta
asiakkaille vientivaatimukset tdyttavia huuhtelualkioita. Ryhman alkionhuuhteluihin suoranaisesti
liittyva tutkimus keskittyi sukupuolilajiteltujen alkioiden tuore- ja kylmasdilytykseen AATE -
hankkeessa (Julkunen 2009), jonka vetovastuu alkiontuotantoryhman alkiotutkija FT Kirsi Kanasella
oli ja jonka alkiohuuhtelut teki ELT Heli Lindeberg vuosina 2005—2006.

[ta-Suomen yliopiston syntymisen jalkeen biotieteiden laitos Kuopion kampuksella lakkautettiin
ja alkiolaboratorion toiminta paattyi. Taman vuoksi Pohjois-Savon alueella ei ole talla hetkelld nau-
dan alkiotuotantoon erikoistunutta laboratoriota. Lahin ja talla hetkella Suomen ainoa naudan koe-
putkialkioita tuottava laboratorio sijaitsee erikoistutkija FT Jaana Peipon vetdmana Jokioisilla Luon-

16



Luonnonvara- ja biotalouden tutkimus 23/2015

nonvarakeskuksessa (ent. MTT). Laboratoriossa on tuotettu OPU-koeputkialkioita aiemmissa hank-
keissa vuosina 2002, 2005 ja 2012-2014 sekda ASMO-jalostusohjelmassa vuosina 1999-2000 ja alki-
oista on syntynyt eldvia vasikoita. Luke Jokioinen aloittaa kevaalla 2015 yhteispohjoismaisen jalos-
tusorganisaatio Viking Geneticsin kanssa yhteistydhankkeen, jossa Viking Geneticsin Hollolan asemal-
le sijoitetuista hiehoista keratadan munasoluja, joista tuotetaan alkiot Luke Jokioisten alkiolaboratori-
ossa. Viking Geneticsin Hollolan asemalla OPU-IVP on tarkoitus kehittaa rutiinitavaksi tuottaa naudan
koeputkialkioita kaupalliseen kayttoon. Samalla testataan munasolujen ldhettaminen Hollolasta Joki-
oisiin. On hyvin todenndkoista, ettd hankkeessa saatuja tuloksia voidaan soveltaa myéhemmin Poh-
jois-Savon tilatason OPU-IVP -hankkeessa.

Hiehoja ja lehmid ovat Suomessa OPUttaneet Luke Jokioisilla ASMO-jalostusohjelmassa ja muissa
OPU-koeputkialkioita tuottaneissa hankkeissa mukana olleet eldinldakarit (7 kpl). OPUtustekniikan
hallussapysyminen vaatii jatkuvaa harjoitusta onnistuakseen toistuvasti. Pohjois-Savon alueella ovat
yli 15 vuoden ajan toimineet alkionsiirtoeldinldakarit Kirsi Vartia ja Iris Kaimio. He huuhtelevat vuosit-
tain noin 100 nautaa Pohjois-Savon alueella. He ovat molemmat myds OPUttaneet aiemmin olles-
saan toissa Luke Jokioisilla. Luke Maaningan aseman Halolan tutkimuspihatto (CowLab™) soveltuu
erinomaisesti paikaksi, jossa alkionsiirtoeldinlaakarit ELL Kirsi Vartia ja ELL Iris Kaimio sekad ELT Heli
Lindeberg voivat harjoitella OPUttamista ja hioa tekniikan tilakdayttéon sopivaksi ennen OPU-IVP -
hankkeen tilaOPU -osioon siirtymista. Halolan tutkimuspihaton tutkimusmestarit ja muu henkilokun-
ta ovat tottuneita erilaisten ruokinta- ja lisdantymiskokeiden jarjestelyihin. Navetassa voidaan jarjes-
taa kohtuullisilla muutostoilla tila, jossa munasolujen kerdys onnistuu. Navetan ldaheisyydessa sijait-
sevassa erillisessa tutkimustilassa kumulussolu-munasolukompleksit voidaan etsia OPUtusnesteesta
ja valmistella ldhetysta varten Luke Jokioisten alkiolaboratorioon. Menetelmat voidaan testata kayt-
tovalmiiksi ennen tilaOPU -osioon siirtymista.

2.4. OPU-IVP -hankkeen kuvaus

2.4.1. Hankkeen l-osio = OPU-IVP Maaningan tutkimusnavetassa (CowLab™)

e OPUtuslaitteiston hankinta ja pystytys

e OPUtuspaikan mahdolliset muutostydt Maaningan tutkimusnavetassa

e tekniikan harjoittelu Maaningan tutkimusnavetasssa 10-12 lehmalla

e luovuttajaeldinten hormonikasittelyn testaus (yhden FSH-hormonipistoksen ohjelma, Cha-
sombat ym. 2013)

e kaksi OPUtusta eldinta kohden 3—4 paivan valein

e verindytteiden kerdys OPUtettavista eldimista ennen hormonikasittelya

e anti-Millerian hormonipitoisuuden maaritys verinaytteista

e munasolujen etsintd Maaningalla ja lahettaminen Jokioisiin

e munasolujen ldhettdmisen testaaminen Jokioisten alkiolaboratorioon

e alkiolaboratoriossa munasolujen ja niistd tuotettujen alkioiden kypsytys-, hedelmaitys- ja
kasvatusolosuhteiden optimointi

e alkiolaboratoriossa OPU-IVP -alkioiden tuottaminen

e tuotettujen OPU-IVP -alkioiden tuorekuljetuksen testaaminen

e tuotettujen OPU-IVP -alkioiden pakastus

e tuore- ja pakasteOPU-IVP -alkioiden siirtdminen Halolan vastaanottajiin

e tuore- ja pakasteOPU-IVP -alkioiden tiineys- ja vasikkaprosentit

e kesto noin 18 kk
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2.4.2. Hankkeen ll-osio = tilaOPU-IVP Pohjois-Savon lypsykarijatiloilla

e mukana valitut tilat, joiden toiseksi parhaat hiehot, 20 eldinta

e tilallisten kouluttaminen

e valituilla tiloilla OPUtuspaikan jarjestaminen

e kaksi OPUtusta eldinta kohden 3—4 paivan valein

e munasolujen etsinta tilalla ja Iahettaminen Jokioisiin alkiolaboratorioon

e alkiolaboratoriossa koeputkialkiotuotanto ja tuotettujen OPU-IVP -alkioiden tuorekuljetus
e tuorekuljetettujen OPU-IVP -alkioiden siirtaminen valituilla tiloilla

e tuorekuljetettujen OPU-IVP -alkioiden tiineys- ja vasikkaprosentit

e kesto noin 18 kk
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