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RPreglec

CWpolucVanjeejakulata i izrada doza
“IUmjetheiesiemenjivanje
NISpifeRje davateljica
Sinkronizacija davateljica
' smrzavanje zametaka
otapanje | transfer zametaka
dijagnostika gravidnosti




PBIUCIVanje ejakulata i izrada
fezaza UC

“BpelUEVanjersx/tednonli
VISEN(CaRAIRSVaki dan‘

dKOEmnuZNo)

Pocetakepolucivanja: b 4

Starost'pastliingi4g oi,. :

od 1 ejakulata — 15 do E==1

40 doza, 15n

svaka doza 200 (400)

milijuna spermija

umjetne vagine, 42°C
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razrjedivac
polumastno miijeko, 37°C

UO: svjezim, pohranjenim na
+4°C  (48h) ili  smrznutim
sjemenom

\
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UMJELNO ,_
OS|IEMENJIVanjer™

' SVekeEREVNe UZY.
 pracenjenastarf=t
estrusup@mmydant’ -
BOLJE UO'PRIJE R e
OVULACIJE -2*4-48h)!!dv]' vl m gy




JjEtho

OS|EMENJIVanie

"L Os|EmER]IVanje svako CJJ‘JJJ dan nakon F>35mm
SVEerdorovilac!jE »

od smrznutegSVAKT DAN! + indukcija ovulacije
(15 L] hEGE))
|mE|n|zac b)

Uspjeh UO: 50% sa svjezim, nesto slabije sa
smrznutim



Kateteri za UO svjezim i smrznutim/otopljenim
sjemenom s sanitarnom kosuljicom i mandrenom
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Redovitopmginekoloskit |

’ | f b, Ly ' |
regledavane (spolni
ciklus, F/CERUtERUS s cerviksom)

U estrusu pregled svako 24h—indukcija

i o : -
L o
4 Sl e s VST AN
. ¥

ovﬁllacije 15mg CEG i/v, ovulacija 36h
Sutradan poslijepodne UO 400x10°6sp./10mL

utvrdivanje ovulacije dan iza UO i planiranje
ispiranja davateljice 6d kasnije; sveukupna
starost zametaka 6,75d



Ispiranje |

Zasto ju ne
pustimo na
miru?

transfer

ali vrijednih
0je ne mogu 1znijet1 graviditet do kraja

a od jedne kobile u jednoj sezoni

+K0bila DAVATELJICA se moze natjecati cijelu sezonu, a primateljic
graviditet — surogat majCinstvo

+Uspj ch transfera u idealnim uvjetima 1 do 87%

+ Ipak, postoje 1 neka pasminska 1 zakonska ogranicenja!



IIERNIKENSPIfanja maternice donorice
u SADA? 7.clzlple), &dgje 6. dana nakon ovulacije

S RARGPESXT1=Zagrijanog medija (Ringer Laktat)
WVoedEnjersende zal ispiranje u maternicu




ISPIan]e ma ernlce

“UlJEVAR]E deUJ IS ater mcu
iektalnaMiesazalmaternice; povrat "
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Plidnja maternice
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PIElaziVanje. Ispirka
ISPl RMIRREWHIEVO] posudi, lupa
N l)r)lrr]rjr‘ fecjena

g]mé't" a




Kriterjiimoroloske ocjene zametaka
SguiresiiSeidel, 1995)

NG EGEN BNdEalanss okiigao, uniformne blastomere
PORVEIICIRINTDE]I, - evoejnice glatke; =85% stanica
Viizllgle r ‘

m oCcjena 2: veomasdo manji nedostatci;
ckstilidifi@nes blastomere, separacija trofoblasta;
velicina\gustoca i bojarstanica; 250% stanica vitalno

i - jasni, ali neugrozavajuci nedostatci,

‘blastocel, ekstruzija BM, oblik ovojnica

ozbiljni nedostatci; snazno kolabirani

blastocel, snazna ekstruzija i dgn. stanica, ovojnice
ostecene

ocjena 5: mrtvi zametak

ions
kolabirani



Vorfelogija konjskog zametka

m Miada morula: sgejmiEalEleisatl sl
0352, VECE Dlastomere
= Kompakina morula; 3% Zbijene

Manjemsiastomere
-3

-



Voriielogija konjskog zametka

=Mlacla=blasiecista: difarandEdfE
stanica, tvorba kapsule, P RS




Vorfelogijaikonjskog zametka

e i pblastoeel >50%, stanjena
zofapelllcida  deblja kapsula
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MBHieIogijaenjskog zametka

8 Ekspandirana blastocister i oREN
Zonaekspanzijarblastocela



MpIgol0dIjasonjskog zametka

m [zvaljena (natched) olastacisizililes
ZONa .

'Dolazakizametka u maternicu 5-6d post
ovulationem:

pokretljivost 6-16d

fiksacija 16-35d

implantacija




VElcinaNirazvejni stadij zametaka
plilikem J5p e hja

i

2
‘L Razvojni stadij
B Velicina S ZamEtaka Lhﬁ‘ 13

StednjaVallednost z.lO,.lm Morula (10,3%)
Squires' INSeIdelf(1995) 6d stadij heaaa J.
SquiIrest INSEIdEIT((1995) 6d St : 0
morule ili'mlade blastociste RiEgtocista (56,3%)
© Oguri i Tsutsumi (1972) te  Bjastocista o
Betteridge  (198C dana po (27,8%)
ovulaciji-utvrduju velicinu zametaka = Ekspandirana 5
od 150pm blastocista (4,0%)
FAEUHE 2

blastocista (1,6%)



Sto sada sa Smrzavanje

6d star
zametak

tapanje i transfer po potrebi

| sinkronizacija davateljice s
Svjezi transfer primateljicom nije potrebna
/d star zametak

+transcervika|ni

+ Kirurski

sinkronizacija i odabir
PRIMATELJICE (RECIPIJEN-
TICE)




VjezZRtansier
; _—
S SINKFG <)o) <flefe
SROn o Eame U2 racenje
jocolf

Na%orimateljica jeiona
kojatovalitar2danaliza

davateljice (-‘;'L',"ﬁd)




OuabIFpPHImateljice
“MEIEsShitokVIipprethodno se zdrijebila
gaklSBYOREReSEDNO wterus i jajnici

“\Cenviks = CVrst, tonican, zatvoren
_maternicasiebla; cjevasta, tonicham

DEZ Sadiizajaiinabore




Iii@nSste

Uf, ovo je jako

_IARONINEMONMEI O ;rJr teljica — komplicirano??2

“ o) “h f]“_)f _JG ClJa
® )\ b ezl ’JJCJ minimalno 2-3 potencijalne
,)rlrrucel JIceTk@jertretiramo I izabiremo

ool
FKAKOZZ2:

PGF2a

UO + hCG

UuoO UuoO

Gestagen

D-14 D-7 DO D2 D4 D21



N 0)i%,
Jednostavan



Kirurski transfer

“BEaiallimnalnajamea
I SiAanaken
OVUIaGIE




Kirurski transfer




E sad mi stvarno nije jasno

zasto ih joS treba i
smrzavati???

-

\

rzavanje konjskih
zametaka (Kkrioprezervacija)



il

Zasto Krio???

“amjenjuie SerJrJ/Jﬁ]

PHOMEREERSKI Vrijednih zametaka

_Danke zametam vrijednih grla |

.Urozer [FPasmine

2001.god. epidemija SIS u V.B. —

pobijeno 4 000 000 grla

XKR10 JE U KONIA J0S UVALIIES
I ZAZ O\




KHOPrezervacija
RORJSKIN zametaka
] - . Al \V/ :
N emamoetorisurs, 1982 — prvo zdrijebe
triensferomismrznutog zametka

od 19825do 1998. transferirana 552

- zametka gravidnost 106/552

(19,)'uz dodatne pobacaje od
14% (15/106).
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L PropiEmatikatkonjskih zametaka

“WEpEllEl (tripsin), masne vakuole,
NienzVAljaraiobenal aktivnost
— ImiadiRken]sKi zametci bolje podnose jer
- ImjeKARSULA TANJA
'tesko  ofor iti homogenu skupinu
Zametaka; I j§1Io zametaka

zametci 160-200um (300um?) podnose
Smrzavanje



_ISPEIOISMZaVanje
WitrfikaCijer= veca uspjesnost transfera,

jossbEZ zdrijebadi; B <300um jednako
 podnose 80 B<200pm



SRORO) SVIRZAVANIE

| iZVUGIVOdU iz stanical zametka —
ntracelularnifkristali leda su opasni
Tretmanizametaka hiperosmotskim
otopinamarkreprotektora

(”?; raumatski'kristali’




L
Kheprotextori
-

“lorgRotapala za zastitufzametaka pri krioprezervaciji,
penranififetapanjy

permeabilni= s.ciy'r 1SO, GLY,...; mala Mr do 400

(Idealan™=Visokortop leyupermeabllan netoksican)

nepermeabilni’'— male ili velike Mr; saharoza, Seceri,
secerni polimel’F; skrob; vazni posebice pri |
jer onemogucuju nagli ulaz molekula vode u stanice
nakon otapanja (bubrenje). Prije smrzavanja djeluju

osmotski.




_IGERIAracijeapareErVvilibracija
NOsmoetskitiiteksicnirucinak KP (rastuce
KONCMENRIEJU J%

Adr):)uld Sprjecava penetraciju KP

_Ipunjenjeszametikart’ pajetu | stavijanje u
- programiranissmrzivac

I
indukcijarktistalizacije — seeding: inace
bi' doslo dorstipercoolinga

(-20C) i nekontrolirane kri-
stalizacije




KHO prage,rvr

sSmin
CKonnoIaiysSI=8,4%6% 2, 1%
N renoa eS| 6% 281 %
CISSTIPENOIaRM=115256 /0
- alrextnaiySIIEs14% "i}g/:

S

POKUSHEISKUPIREIGINV 20 Zamelaka.
Smin Smin - 5min
xontro/na 1,3M-10% 2,5% 5%  7,5%
direktna 1,3M-1 10% 10% 10% 10%

5min. 5min
—;,_),‘ 6,3%
2% 5,6%
4, 2' o 6,3%
8,4% 8,4%

DO SKUPINI

Pokusna skupina 7 OPS vitrifikacija, 20 zametaka

3min
7,5%EG
+7,5%DMSO

18%EG
+18%DMSO
+ 0,4M saharoza

(EG, GLY)

POKUSTEISHUPIIEN AL INEC U Zamelaka. po. SKUpPInI

Smin
8,4%
5,6%
8,4%
8,4%

5min
10%

5min
8,4%
5,6%

8,4%

S5min
10%
10%
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Vitrifikacija

“MEEhidracijaizametka kratkim izlaganjem
KONCENLEENIM" otopi ama KP te izravno
Uranjeijes-Nz

premoscivanje faze stvaranja kristala

| staklasto, amorfno stanje

striktno pridrzavanje protokola -
toksicnost

ultrabrza vitrifikacija — OPS, cryoloop




;/Konjﬁ zametcel st VRLO OSJETLIIVI na

,f Stirizayanje

vanstanicna

o unutarstanicna

tekucina T~ ©//1ekuéina
vitrifikacija smrzavanje

stani¢na
membrana

BRZO SPORO
HLADENJE FLABENIE

RIS B
Son TR
< QD(\OOGJ

ZIVO?
Fahy, G.M. (1995).




indukcija kristalizacije
— (70

0,1d0 0,3° C/min

vitrifikacija
(2 500°C/min)

ultrabrza
vitrifikacija (OPS)
(20 000°C/min)

I dehidracija

uranjanje u
tekuci dusik

2 500° C/min

vrijeme

Guignot, F. (2005).



ninje z‘aﬁ_n’etaka U pajete

zametci sa tvornicki ce zametci u tvornicki Cej
krioprotektorom v : krioprotektoru i P

T v
, _
2 4 4 ¢
krioprotektor mjehur zraka 0.85M galaktoza

krioprotektor mjehur zraka 0.85 M galaktoza

0,25 mL pajeta

e

_OPS pajeta

N o

(-196°C)

zametci

Guignot, F. (2005).
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Nicde jf Mzavanje

““Uranjenjeruradusik -
T OPSENZiaViaeuranjanje
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Ostecenja zametaka

HeKSIcnost i permeabilnost
Krioprotektora
Smrizavanje (brzina hladenja,

~intracelularna tvorba leda, efekt
”

otopine
brzo otapanje (rekristalizacija!)




e

e

Oliapanje zametaka

;| N

_BRajEtarsOsiurKUpEl) 37°C, (2500°C/min)
HSprazhibipajetl’ uljazicy
- Mjerenjem zametka, fotografiranje,
ocjenjivanies.
' pasiranje’ zametka kroz niz otopina

- padajucih koncentracija KP uz saharozu
kroz 5’ — sprijeciti osmotsko bubrenje!

OPS — 5 na zraku pa pasaza kroz
otopine saharoze 1"i 5’



Otapanje zametaka (EG)

kontrolna' OyeLoNEGEN0/25M saharoza 5 °
« T ar r e HORSEGE T 0, 1MF Saharoza 5°
skuplna ), I‘J/ EG 120, 1M"saharoza 5’
=0, 1IMiSahareza 5
r| S

superiorna  10,5% =6 20 25 R (o R
sKupina: 8)4% EG + 0,25M saharoza 5°
5,3% EG + 0,25M saharoza 5°
4,2% EG + 0,1M saharoza 5°
2,1% EG + 0,1M saharoza 5°
F1 + 0,1M saharoza 5°
15
4.2% EG + 0,1M saharoza 5°
2,1% EG + 0,1M saharoza 5°

F1 + 0,1M saharoza 5°

Fil. 35




Otapanje zametaka (GLY)

s kontrolna: 7, 3% EIEYA10,25M saharoza 5°

s — + 0,1Misaharoza 5

N skuplna O/) (:JI Y+ 0,1M J_]Il’ oza 5’

N rl 40, IMFSaharoza 5

N -1 54

-

Otapanje zametaka (OPS vitrifikacija)
MB™-0,2M saharoza 1"

MB + 0,2M saharoza 5’

(MB + 0,1M saharoza) 5’

(MB;

MB)




Par primjera...los






Zameleiskojifnisurdoebrerpodnijeli otapanje...



Nakon
. Oltajpahja

. 1

a transfer

Razvoi u kul

Mjerenja metz ”vnosti

Utvrdivanje zivih stanica: bojanje fluorescirajucim tvarima (FDA,
Hoechst), BrdU, orcein acetat

Utvrdivanje mrtvih stanica: propidij jodid, DAPI, TUNEL

Histoloska istrazivanja




irenster zametaka nakon
ougm

CKindrsKiftransierzametakar




r rANBIEROLePIENIh zametaka

Kirurskipmtiiansfen = laparotomijski u  desnoj
gglrg Umbalnejjamil, uvrh roga

_TRepilephimateljice spontano ovulirale 5d ranije
TUzZVamBpguceiVec 5d nakon transfera



—

)]j ghestikamakon transfera

P

4

NUZAAMOEgUE Vee 5

danarnakon ‘ ‘

iaNSIElE

zametak star 12d
dobiven ispiranjem
primateljice



RYESEN|EZa probleme

» selektirati zametke
(morule i milade
velicinu 185-200 (r

 [Lascombes ﬁ".} ostvaruju 55% u

10% GLY saizametcima <220um

Hudson sur. sa OPS-om 70% sa

zametcima do 185um

Dlas



TOUt pour plagp.

e

R e s

Pl et 1T
(At

sur 2150m

S v ware i
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