Techniki wspomaganego
rozrodu wykorzystywane
w hodowli koni
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Pierwszy embriotransfer komercyjny w Polsce — 2012 r.
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Techniki

wspomaganego
rozrodu u koni

v Inseminacja (Al) — nasienie swieze, nasienie konserwowane:
nasienie SW|eze nasienie rozrzedzone schtodzone, nasienie
mrozone

v’ Transplantacja zarodkéw — embriotransfer (ET)

v' Przyzyciowe pobieranie oocytéw z jajnikow klaczy — ovum
pick up (OPU)

v’ Zaptodnienie oocytéw w warunkach laboratoryjnych metoda
docytoplazmatycznej iniekcji plemnika - intracytoplasmic
sperm injection (ICSI&

v" Kriokonserwacja zarodkow po pozyskaniu zarodka z klaczy
dawczyni

— Seksowanie nasienia

— Klonowanie zarodkéw

— Seksowanie zarodkow ICSI

— Diagnostyka genetyczna zarodkow

— Kriokonserwacja oocytow



Inseminacja




Nasienie
przeznaczone

do inseminacji

Swieze - podajemy bezposrednio po
pobraniu

Swieze rozrzedzone - podajemy do 12h po
pobraniu

Swieze rozrzedzone schtodzone do 4 st. C
- podajemy do 72h (12-72h) po pobraniu

mrozone - przechowywane w temp.
ciektego azotu -196 st. C



Nasienie swieze
| schtfodzone



Termin unasieniania - nasienie swieze i schtodzone

>inseminacja powinna by¢ wykonana 48h przed owulacjg do 6h po owulacji
o zalezy od przezywalnosci nasienia

>rozpoczecie monitorowania klaczy przy wystgpieniu objawdw rujowych i obecnosci
pecherzyka >35mm

>opcjonalnie podanie hormondéw kontrolujgcych owulacje




Transport nasienia Swiezego rozrzedzonego schtodzonego




Nasienie mrozone



Termin unasieniania - nasienie mrozone

>inseminacja powinna by¢ wykonana 6h przed owulacjg do 6h po owulacji
o zalezy od przezywalnosci nasienia

>rozpoczecie monitorowania klaczy przy wystgpieniu objawdéw rujowych i obecnosci
pecherzyka >35mm

>kontynuowac monitorowanie pecherzyka, opcjonalnie poda¢ hormony kontrolujgce owulacje
>badanie wykonuje sie rutynowo 2-4 x / dobe !!!

>inseminacje wykonuje sie do 6h po owulacji



Przechowywanie nasienia mrozonego




s DOMmaciczna (do trzonu macicy)

Techniki
Inseminacj

Gteboka domaciczna (w okolice ujscia jajowodu)

e elastyczng pipeta

kla Czy e Endoskopowa
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Gteboka
domaciczna
Inseminacja
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Nasienie mrozone

pozwala na znaczne zmniejszenie
dawki nasienia (objetos¢, liczba
plemnikéw o ruchu progresywnym)

metoda uzywana jest gdy:
o} nasienie jest stabej jakosci

o) nasienie jest drogie -
ekonomicznosé

klacz jest problematyczna
(wrazliwa na endometritis -
zmniejszamy dawke i
ryzyko stanu zapalnego)
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Transplantacja
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Dobor klaczy biorczyn do klaczy dawczyni

Synchronizacja klaczy dawczyni i biorczyni

Inseminacja klaczy dawczyni

Pozyskanie zarodka z macicy klaczy dawczyni 6-8 dni po inseminacji

Transplantacja zarodka do klaczy biorczyni / witryfikacja zarodka

Transplantacja zarodkow — krok po kroku




Flushing
liquid
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Transplantacja zarodkow

WADY ZALETY
*Dawczyni musi by¢ zdolna do zaptodnienia i *Stosunkowo tania i prosta procedura
utrzymania rozwoju zarodka przynajmniej do L o
7.8 dnia *Pozyskanie wiecej niz jednego zrebiecia od
klaczy dawczyni w jednym sezonie bez
*Z reguty mozliwos¢ uzyskania tylko jednego przerywania kariery sportowe;j
zarodka

*Szybszy efekt — klient juz 8 dni po ET jest w
*Koniecznos¢ utrzymywania stada biorczyniich  stanie zobaczy¢ owoc naszej pracy
synchronizacji z dawczynig

*W przypadku klaczy problematycznych
skutecznosc¢ spada do jedynie 20%



|dealna klacz biorczyni

Wielkosc¢ klaczy
IERIEES, = wielkosci Mtoda 2-7 lat
biorczyni

W cigzy lub w .. SELERIE
: » Dziewica? : :
trakcie laktacji ginekologiczne
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Ovum Pick Up

ICSI




Komercyjnie
wykonujemy
aspiracje
niedojrzatych
oocytow z
wszystkich
pecherzykow
obecnych na
jajnikach —
dlaczego?

Swoboda w zakresie czasu postepowania z niedojrzatymi
oocytami, ktére mogg by¢ przetrzymywane w odpowiedniej
pozywce przez jedng, a nawet dwie doby, zanim zostang
poddane dojrzewaniu in vitro (transport lotniczy do Wtoch
do laboratorium ).

Pozwala to na zaplanowanie procedury ICSI w
odpowiednim terminie

Ponadto badania wykazaty, ze aspiracja niedojrzatych
pecherzykéw pozytywnie wptywa na efektywnosc
uzyskiwania blastocyst in vitro, w porownaniu do aspiracji
oocytow z pecherzyka przedowulacyjnego stymulowanego
hormonami (odpowiednio 1:0,33 blastocysty).



https://www.facebook.com/profile.php?id=100077071922664&__cft__%5b0%5d=AZVXHil64zewhjI-EiEys6EA8ONxxacokdb7Wx7DTY66wiOsZk1C3FGMGmgd6Gr8uBV_GwP6EkRcaLo24Q2JCj6sK1yZAQUK7D2hTANImtrydm6ZWNHbryEmhcMGndPXrPjUJMUlGeUh-Y9DbJBXbZ24lAoJxYz-Z3QNH372yUcfLAXFA_wExpsG_mLt2sNfHhE&__tn__=-%5dK-R

Przygotowanie dawczyni

Ovum Pick Up

Wystanie oocytow do laboratorium

Hodowla oocytow ok. 2 dni

Selekcja oocytow

Zaptodnienie ICSI

Hodowla zarodkoéw ok. 6-9 dni

Selekcja zarodkow

Zamrozenie zarodkow

Ovum Pick Up — krok po kroku




OPU + ICSI

WADY ZALETY
*Wysokie koszty procedury *Wykorzystanie klaczy z anomaliami uktadu
) o _ rozrodczego, niemogacych posiada¢ potomostwa
*Wspotpraca z wyspecjalizowanym laboratorium wg standardowego protokotu dla ET
*Wigksza inwazyjnos¢ w porownaniu do *Pozyskanie oocytéw jest niezalezne od fazy

pozyskiwania zarodkow na drodze klasycznego ET  rozwoju pecherzyka

*Mozliwos¢ pobrania oocytow od klaczy Zzrebnych

*Zwiekszenie mozliwosci wykorzystania nasienia o
obnizonych parametrach

*Wykonanie transplantacji otrzymanego zarodka
w dogodnym dla nas terminie



OPU sessions “ Total no of collected oocytes OPU (n) No of oocytes accepted to ICSI (n) [ No of oocytes which started clavage after ICSI (n) No of produced embryos (n)

1 3 1 0
2 6 5 2
3 9 7 3
4 8 4 3
5 8 4 3
6 17 11 6
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8 B 8 6
9 8 1 1
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ICSI vs ET in healthy donors

. Subfertile | Can be done | Invasive for Embryo Embryo Emh'ryn
Technique . e sexing Pregnancy rates
semen by vets? the donor recovery/production Freezability '
possible
ICSl and ET ok Just OPU . ~1 every 15 days ot Yes Up to 70%
Al, Flushing
and ET no e - 0,5 per cycle + Yes Up to 75%

UNIVERSITA DI P1sA




Embryos after ICSI Embryos after ET




Inne metody wspomaganego rozrodu
u koni:

*Seksowanie nasienia
*Kriokonserwacja oocytow
*Klonowanie zarodkow
*Seksowanie zarodkow ICSI

*Diagnostyka genetyczna zarodkéw
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