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Embruotehnoloogiad : OPU voimas tooriist

Niide: 6 kuulise perioodi jooksul # arv vasikaid iihelt doonor lehmalt | ©

MOET: 6 embruot/loputus W
2 kuu tagant , 50 % tiinestuvus
9 vasikat

OPU-IVP: 4 embriiot/OPU

1 nadal vahet, 50 % tiinestuvus
48 vasikat

1 Kanditaatide arv

V' Polvkonna vahetus

Lotte Stroebech 1 Paaritamine eliit doonor emastega

DVM PhD
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2022 Embruote tootmise statistika

Globaalne arvuline tlevaade in vivo saadud vs. in vitro |
toodetud veiste embriotest iﬂ;

INTERNATIONAL EMBRYO TRANSFER SOCIETY
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INTERNATIONAL EMBRYO TRANSFER SOCIETY

Eelduste kohaselt
ainult 17% tegelikust
embruote tootmisest
registreeritakse labi
andme- kogumis
komiteede
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IVD Embriiod
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INTERNATIONAL EMBRYO TRANSFER SOCIETY

Eelduste kohaselt
ainult 17% tegelikust
embruote tootmisest
registreeritakse labi
andme- kogumis
komiteede
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Veiste in vitro toodetud embrlote jaotus mandrite kaupa (L0
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INTERNATIONAL EMBRYO TRANSFER SOCIETY
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2022 Embruote tootmise statistika

Hobuste embruote globaalne toodang

INTERNATIONAL EMBRYO TRANSFER SOCIETY

In Vivo Derived vs. In Vitro Produced EQUINE embryos
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IVF embruote loomise sammud

Labori sisustamine, seadmed , KK ja SP

Ootsiilitide aspireerimine ja kiipsemine (IVM)

Sperma ettevalmistus

Viljastamine(IVF)

Kumuluse rakkude eemaldamine ja kultiveerimine (IVC

Lotte Stroebech
DVM PhD

In vitro embriuote tootmine (IVP)

In vitro In vitro
ootsuudi embruote
viljastamine kultuur

Munaraku korje !N vitro
(OPU) ootsuudi

kiipsemine

(IVM) (IVF) (IVC)

24 hours 24 hours

Stroebechmedia
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IVP labori sisseseade

Laminaar tdombekapp CO, inkubaator. Madal hapnikutase on IVC Tsentrifuug sperma CO, inkubaatorid
Inkubaator: suur voi lauapealsed jaoks vajalik Sisseehitatud gaasisegisti ettevalmistuseks -
vOi eelevalt segatud tri-gaas 328¢g

Lotte Stroebech
DVM PhD

Stroebechmedia
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SP on tahtsad - gaasi kontsentratsioon ja temperatuur

Lotte Stroebech
DVM PhD
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Labori varustus ja plastik

Lotte Stroebech
DVM PhD

Kalmik

CO, ja madala O, inkubaatorid
Soojendusalus

Laminaar tdmbekapp

Plokk-soojendid

2,10, 200, 1000 ul pipetid

Kumuluse rakkude eemaldamise pipetid

Ootsuutide/embriote
transpordimahutid

Kilmutamine/vitrifikatsioon
Sperma ja stereo mikroskoop

Tsentrifuug

KASUTA AINULT IVF TASEME UHEKORDSEID ]

PLASTTOOTEID

Stroebechmedia
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Embruote siirdamine

Kupsemine

In vitro embruote tootmi 9 months

Ovum-korje In vitro In vitro In vitro Embn;c;';\e/él:i)lopsm SNP'klip embriiote
(OPU)  ootsuutide  ootstidtide | embriiote |iropreservatsioo geneetiline selektsioon

kiipsemine viljastamine kultuur n
(IVM) (\] (IVC)

24 hours 24 hours 7 days

Lotte Stroebech
DVM PhD
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Ootsuutide aspireerimine IVP
Kaks meetodit ootsuutide saamiseks

2 2\
I n VI tr O vaginal Oocyte Recovery
i TR
YR
7 :,s' '—*r.‘ ™ -~ Ovary = rb
! Ultrasound Vagina N
Fluid “ Probe =
Recovery
4 i
Folliikulipunktsioon ultraheli abil (OPU) Ootslilitide aspireerimine tapamajast parit munasarjadest

Lotte Stroebech
DVM PhD
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Lahused munasarjade kogumise paeval
Paev -1 (IVM) Munasarjade kogumis paev

Hepes puhvertatud pesulahus

Kipsemine, IVM - lahus - CO, _- ga tasakaalustamine vahemalt 2 tundi enne
kasutamist

VOi
Hepes-kiipsemine, IVM-keskkond kiipsemiseks transpordi ajal ei vaja CO2
tasakaalustamist, ainult soojendamist temperatuurini 38,8°C

OPU lahus munarakkude kogumiseks

VOi
0,9% NaCl (soolalahus) tapamajast kogutud munasarjade pesemiseks
o 7 §
( Ei mingit oli - PBS ei ole OPU jaoks %

Lotte Stroebech
DVM PhD
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Tapamaja munasarjad

(@ NB Ainult toiduaine toostuse plastik

Markida aeg millal M&&da munasarjade Pese soolalahusega |deaalis hoitakse temperatuur 30-33 kraadi Celsiust
munasarjad jéuavad temperatuur transpordil
laborisse

Lotte Stroebech
DVM PhD
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Veiste munasarjad tapamajast IVM
Paev -1

Foliikulid Gle 2 mm ja vahem kui 10-15 mm aspireeritakse

Katsutites sisaldub 150 pl hepariini
ja mida hoitakse soojas (30-33 °C)
Aspireeri, ara viiluta

Lotte Stroebech
DVM PhD
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Ootsuutide loputamine tapamaja munasarjadest

Otsi, pese mitu korda tee viimane loputus kasvulahuses enne viimast
Umbertdstmist ja CO2 inkubaatori keskkonda viimist

Lotte Stroebech
DVM PhD
[
s troebechmedia
Assisted Reproduction Techniques in Animals




Ootsuutide pesu parast OPU-t

Valdi vere huubeid

Moned hoiavad pumpa pidevalt
to0s

Moned jatavad selle
aspireerimise ajaks seisma

Veendu et filter ei kuivaks ara.

Lotte Stroebech
DVM PhD
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Ebakiipsed ootsiiiidid OPU-st () =Yg

Nad on tahtsad kiipsemisel ja viljastamisel

~

@mpact cumulus cells

Lotte Stroebech
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Ootsuitide otsimine parast OPU-t

Ootsiiutide otsimine, pesu, et kdrvalistest osakestest lahti saada, loputus
kiipsemislahuses enne kiipsemis-viaalidesse panekut

Lotte Stroebech
DVM PhD

Stroebechmedia
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Ootsuutide kupsetamine

Ootstuutide kiipsemiseks on mitmeid voimalusi:

1.

2.

Kupsemine transpordikonteineri viaalides kogu klipsemise ajal
20-24 hours

Naastes laborisse mdne tunni parast — eemaldage katseklaasi
kaas ja asetage need CO2 inkubaatorisse. Kuigi keskkond on
Hepes-puhverdatud, sisaldab see ka bikarbonaati, mis on oluline
ootsultide ja embriiote elujdulisuse tagamiseks. Arge kunagi
liigutage munarakke kiipsemise ajal.

OPU toimub labori lahedal ja nad klipsevad 4-auguga Petri
tassis 500 pl lahuses

Pea meeles, et kipsemiskeskkonna puhul ei tohi kunagi
kasutada oli, kuna lipofiilsed hormoonid migreeruvad olisse ja
puuduvad seejarel keskkonnas, et ootsuute kiipsetada.

Lotte Stroebech
DVM PhD
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otsuutide/embrilote transport

Veendu et viaalid ei ole embrlo-
toksilised — hangi nimekiri
sellistest, mis on testitud veiste
embruotega

Lotte Stroebech
DVM PhD

Tea ja kontrolli temperatuuri
transpordimahutis !

NB Embriuotoksilised plasti

Pea meeles: Kuna keskkond on Hepes-puhverdatud,
ei tahenda see, et see ei sailitaks pH-d l6putult,
kuna see sisaldab ka bikarbonaati

Stroebechmedia
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20- 24 tundi ootsuutide kupsemist
6 % CO, ja atmosfaariohuga

Immature oocytes pre-IVM: Cumulus expansion following IVM:

Lotte Stroebech
DVM PhD
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Sperma ettevalmistus

Labori sisustus, seadmed, KK ja SP

Kipsemine (IVM)
Ootsiltide aspireerimine ja kiipsemine
- Semen Wash Medium
$  S0mlfor Semen Preparation Non-Capacitating
o g 202103 .
. . Sperma ettevalmistus
m LOT S21SEWB01

Precipitation occurs <2 °C
Www.strocbech-media.com

— e

Viljastamine (IVF)
Sperma pesu lahus
Sperma pesemiseks tsentrifuugimise ajal

in vit iljastamist . .
enne invitro vijastamis Kumuluse rakkude eemaldamine ja kultuur(IVC)

Lotte Stroebech
DVM PhD
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Sperma ettevalmistamine

\ﬁ

Aseta kilmunud sperma kors 37 °C sooja vette minimaalselt Tsentrifuugi 5 minutit Eemalda supernatant Lisa varske lahus
kaheks minutiks . Oma sobivad anumat . 328xg

innake liikuvus kohe, samal ajal, kui seemnerakkud on esmakordselt tsentrifuugimise

Lotte Stroebech Tsentrifuugi uuest 5 minutit
DVM PhD

troebechmedia
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Viljastamine

Onvumi-korje I witro In vitro In vitro Embriote biopsia
(OPU) opotsildtide | ootsiitide embriiote jafvoi

kipsemine viljastamine kultuur
(IVM) {IVF) (IVC)

otmine (IVP)

24 hours 24 hours

Lotte Stroebech
DVM PhD

Embriote ja tiinuste
siirdamine

9 months

Embriiote SNP-kiip genoom
selektsioon

Stroebechmedia
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In Vitro Viljastamine(IVF)

Tilgad
4-auguga Ettevalmistatud Tilgad asetatud 4-auguga Petri
Petri tass Mikro-tassid 35mm Petri tassi tassis

IVF plaatide ettevalmistus

Lotte Stroebech
DVM PhD
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Arvutatud koguse spermasuspensiooni lisamine

Lotte Stroebech
DVM PhD

Lisa arvutatud kogus

spermalahust IVF- lahusele

koos kiipsete ootsiiitidega.

See on hinnanguliselt 10 ul

tilkade kohta ja 50 ul Petri . »
tassile .

Inkubeeri ile6d 5-6 % CO,
atmosfaaridhus 38.8°C juures

Kui spermide liikuvus oli madal ?

Stroebechmedia
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Embriote ja tiinuste
siirdamine

Kultuur

9 months

Ovum-korje In vitro In vitro Embriote biopsia Embriiote SN P-kllp
(OPU) embrliote jalvoi

kipsemine  viljastamine kultuur  |kiiropreservatsioo genoomselektsioon
(IVM) (IVF) (IVC)

24 hours 24 hours

7 days

Lotte Stroebech
DVM PhD
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Inkubatsiooni ja kultuuri tingimused

IVC inkubatsioonitingimused on madala O, tasemega
Kasuta ainult ISO sertifikaadiga toostuste lahuseid
Ara tee ise ja dra kasuta seerumit

Suure jarglase siindroom (LOS)

Patogeenide leviku risk

Ebalhtlased tulemused soltuvalt seerumi partiist

Lotte Stroebech
DVM PhD
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Paev 7

IVF Embrtod

Paeva lopuks ... Paris paeva lopus Esimesed IVF vasikad
sundinud kulmutatud

embriiotest 2017 aastal Indias

Lotte Stroebech
DVM PhD
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IVF tuleviku tehnoloogiad

IVEP (In Vitro embriiote tootmine ):
e Eesmark on toota embriioid taielikult laboris ilma traditsiooniliste
viljastamismeetoditeta
e Invitro gametogenees voimaldab arendada spermat ja munarakke tivirakkudest,
laiendades vdimalusi kunstlikuks viljastamiseks

Geneetiline inseneriteadus ja geenide muutmine

reproduktiivtehnoloogiates:
e Geneetika edusammud nagu CRISPR-Cas9, omavad tohutut potentsiaali IVF-i
tulemuste parandamiseks.
e Vdimaldab paranda geneetilisi kdrvalekaldeid embriiotes ja vahendada paérilike
haiguste edasikandumise riski

Tehisaru (Al) IVF-is :
e Al algoritmid saavad analiusida suuri andmehulkasid, et aidata embriote valimisel
e Ennustusmudelid aitavad tuvastada elujdulisemaid embrtioid, mis viib kdrgemate
edukuse maarade ja optimaalse ressursside jaotamiseni

Robotid IVF-is:
e Erinevate laboritegevuste automatiseerimine IVF-is, munaraku ja embrtio kultuuris
e Robotid siisteemid aitavad tapsete ja standardiseeritud protsessidega, vahendades
riski ja inimlikku eksimust ja potentsiaalselt parandab tulemusi

Lotte Stroebech,
DVM, PhD
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Kui saad sellest unistada
— saad seda teha!

@ Pollumajanduskoda
— ’; Eesti P6llumajandus-Kaubanduskoda

Stroebechmedla
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