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Blotechnologla Rozrodu
Procedury Klasyczne

# Kontrola funkcji rozrodczych
+ Sterowanie cyklu i rui
# Indukcja zakonczenia porodu
r Indukcja pokwitania i rul
+ Superowulacja
= Antykoncepcja
¥ Sztuczne unasienianie -
& Przenoszenie zarodkow (Embryo Transfer — ET)

% Konserwacja gamet i zarodkéw w niskich
temperaturach (Kriokonserwacia)
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“Biotechnologia Rozrodu
Procedury Zaawansowane

Produkcja zarodkow in vitro (IVP)
Techniki Wspomaganego Rozrodu — ART
Mikromanipulacja gamet i zarodkow

Przedlmplantacyjna Dlagnostyka genetyczna PGD, PGS,
NGS

Witryfykacka gamet, zarodkow i tkanek narzadow
rozrodczych w nISkICh temperaturach

Klonowanie

Produkcja zwierzat transgenicznych

Stosowanie zarodkowych komérek mamerzystych
Transfer mltochondrlalny |

Nanotechnologla rozrodu
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Biotechnologia Rozrodu
Diagnostyka laboratoryjna

Standardowa analiza nasienia .
Analiza nasienia wspomagana komputerowo (CASA)
Morfologiczna analiza organelli plemnika (MSOME)
Analiza hormonalna ' '
Diagnostyka chorob zakaznych
Diagnostyka ciazy
Diagnostyka laboratoryjna nlep’rodnosm
 Diagnostyka genetyczna
= Proby funkcjonalne. plemnikéw
+ Wskazniki funkcji jajnikow
= Badanie zdolnosci oocytow do zaptodnienia

Analiza podatnoéci endometrium do implantacji zarodkéw
ERA - Test (Endometrial Receptivity Analysis)



Techniki wspomaganego rozrodu (ART)
Pierwotne techniki

¥ Inseminacja homologiczna (AlH) I heterologiczna (AID)
o Pozaustrojowe zaptodnienie i transfer zarodka IVF-ET
¥ Dojajowodowe przen|e3|en|e gamet (GIFT)

& Transfer zygoty do Jajowodu (ZIFT)

% Transfer zarodkéw do Jajowodu (TET)

& Zaptodnienie wspomagane mikrochirurgiczne

+ Zona Drilling-(ZD), Partial Zona Drilling (PZD),
Subzonal insemination (SUZI) |



Techniki wspomaganego rozrodu (ART)
- zaawansowane techniki

¥ Dojrzewanie oocytow in vitro (IVM)
¥ Hodowla zarodkow do stadlum blastocysty
. (IVC) - - -
¥ Zaptodnienie wspomagane mikrochirurgiczne

+ Docytoplazmatyczna Imekqa Plemnika do
-Oocytu (ICSI)

= Docytoplazmatyczna Iniekcja Dobranych
Plemnikow do Oocytu (IMSI)

¥ Darowanie oocytow — OD 1 zarodkow (ED)

% Poklatkowa rejestracja rozwoju zarodkow
(Time Lapse Monitoring of Embryo
Development - TLMED



Techniki mikrochirurgiczne do
‘wspomaganego zaptodnienia

# Pozyskiwanie plemnikow
= Testlcular Sperm Asplratlon (TESA)

= Mlcrosurglcal Epididymal Sperm
Aspiration (MESA)

+ Percutaneous Epldldymal Sperm
Aspiration (PESA) |

+ Round Spermatld Injectlon (ROSI)
r Elongated Spermatld Injectlon (ELSI)
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Zaawansowane techniki
embriologii klinicznej |
doswiadczalne]

¥ Genetyczna diagnostyka przed implantacyjna (PGD)

‘ransfer jgder komorkowych (NT)
ransfer cytoplazmy (CT)
ransfer mitochondrii

¥ Hodowla in vitro tkanek gonad
¥ Ksenotransplantacja gamet

+ Wspomagane wyleganie sie zarodka z os’fonkl

przejrzyste] AZH
¥ Witryfykacja zarodkow, plemnikow, oocytow itkanek

jajnikowych =
+# Produkcja chimer



Metody selekcji plemnikow
~do procedur IVF, ICSI 1 [UI

¥ Techniki migracji plemnikow

| » Swim — Up z nasienia i plemnikow
> Swim — Down

- » Migracjai Sedymentacja

- & Techniki selektywnego ptukania .nasienia

> Stopniowe Gradient Gestosci

Percoll

Sperm Grad Koloidalna zawiesina
SupraSperm <— czgsteczek krzemionki
- PureSperm. pokrytych sylanem

Sperm Filter



Produkcja zarodkow In vitro IVP

|

¥ IVM - - Dojrzewanie in vitro

¥ [VF - Zaptodnienie In vitro

#IVC - Hodowla zarodkéw in vitro
"% ET - Przenoszenie zarodkéw

¥ IVMFC- IVM+IVE+IVC



Dojrzewanie in vitro
- VM
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Ovulation !
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Fig. 4.4. Chronology of events during oocyte maturation in the cow. GV, germinal-vesicle oocyte; GVBD,
germinal-vesicle breakdown; Ml, metaphase I; A-T, anaphase-telophase; M, metaphase II.

" Wg. T Gordon 2003



( - Dojrzewanie oocytu
- ¥ Owulacja

¥ Dojrzewanie jgdrowe I cytoplasmatyczne

¥ Zmiany biochemiczne i fisiologiczne



_ ~ Dojrzewanie oocytu
_ ¥ Owulacja
+Pecherzyk dominujacy (> 8 mm)

=\Wzrost czestotliwosci pulsacji LH
=Zmiany ultrastrukturalne oocytu



‘Metody dojrzewanie oocytow -
e ~ inwvitro. |

| d-i#Hodowla w prostych 1 ztozonych chemicznie
- zdefiniowanych pltynow do hodowli

Y Hodowla izolowanych pecherzykow jajnikowych
| H Wspothodowla z komérkami:somatycznymi '

W Hodowla w ptynach w ktorych przednio hodowano
komorki somatyczne ( preconditioned media) -
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- A= Metafazall normal
B, C, D = Metafaza Il nlepraW|d+owa







bw bydlecych
TCM 199 Hepes (Sigma)
- FCS '

Antybiotyk antymikotyk (Antibiotic antimycotyc solution 100X Sigma)
100 j.m/ml penicyliny, 100 ug/ml streptomycyny, 0,25 pg/ml -

| Estradioi 17-B (Sigma) Z'pg/ml

HMG (Human Menopausal Gonadotrophln, Humegon Organon, Pergonal

Serono) 0,1 jm/ml -
lub FSH (Slgma) 1 ug/ml + LH.0, 2 ug/ml

Flltrowame (filtr 0,22 pm)

Zostawié do gazowama w 5% CO; przez 2 ~4h przed uzyciem



Niektore czynniki wptywajgce na IVM

¥ Systemy buforow, osmolarnosg, cisnienie
powierzchniowe

¥ Jako$é wody

¥ Czas dojrzewania

¥ Antybiotyki, parafina

% Temperatura, atmosfera, czynniki toksyczne

¥ Surowica krwi I albumina

¥ Ptyn pecherzykowy

¥ Hormony | czynniki wzrostu

¥ Cytokiny |



“Techniki pobrania oocytow
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Technlkl pobranla oocytow '

ﬁAspn'aCJa pqcherzykow
g Spreparowanie catych p@cherzykow

W Wycinanie powierzchni jajnikéw

F Wycinanie powierzchni jajnikdw po aspiracji

- pecherzykow | |
W Trawienie enzymatyczne matych p@cherzykow

¥ Laparoskopia przez pochwowa -

W Punkcja pecherzykow jajnikowych pod

kontrolag USG (OPU)



; Pobleranle oocytow przez asplraql pecherzykow".@
Jajnlkowych uswin 4







-~ Oocyte Pick-Up (OPU)

IR o e, T Oocyte retrievals by transvaginal
N :

\\®\ M — aspiration under USG.

N

\)_i@ =
AN
SYRINGE \‘??S/

ECHOTIP

| ~ Flushing medium (Medicult) for isolation of
- L | mmsmemme - cumulus-oocyte complex (COCs)



- Zaptodnienie In vitro - IVF :
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Kompleksy oocytwzg







Pecherzyk Izolacja kompleksow

Jjajnikowy ‘ = §oo ey Klasyfikacja
) ;@ @ ) O .
Pobieranie komplekséw Oo% S Skl
oocyt-wzgodrek jajonosSny - Z .008 > | I
' S © S oo S ' ;
™o S8
Inseminacja l

Przygotowanie i selekcja . — . LA . .
Y9 ] 20 tys."plemnikow/oocyt ' o _—

plemnikdw na gradiencie \ /

IVE
Kapacytacja plemnikow
i zaplodnienie (18 - 20 h,

37,2°C, 5% CO,)

IVC
~ Zaplodnione oocyty hodujemy dalej =~ <+—

<—  Ocena zaplodnienia
(37,4 °C, 5% CO,) . .












" Hodowla zarodkéw in vitro
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~ Jakosé zarodkéw po IVF




Techniki IVC

tHodowla stata w mediach
chemicznie definiowanych

f—
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a prosta
a sekwencyjna
a jedno stopniowa

#Wspothodowla z komorkami
somatycznyml



oWy

K

d

@
S
(O

7

%
&

RozwQj




Table 4.8. SOF formulation employed as a single culture system for bovine embryo production (from
Gandhi et al., 2000).

Reagent SOFM SOFF SOFS SOFCI SOFC2
(mmol I'") (maturation)  (fertilization)  (sperm wash) (culture 1) (culture 2)
Sodium pyruvate 0.33 0.33 1.0 0.33 0.33
Glutamine 1.0 ~ - 1.0 1.0
Glucose 15 - - 15 3.0
Sodium lactate - - 18.3 - -
HEPES - - 125 —~ -
Bovine serum - 6 mg/ml fatty 3 mg/ml 8 mg/ml 8 mg/ml
albumin acid free fraction V crystallized crystallized
EDTA - ~ - 0.1 -
Taurine ~ - - 0.1 -
MEM. NEAA 1X 2X - 1X 1x
MEM. EAA 1X - - 1X 1x
MEM. vitamins - - - - 1x

MEM, Eagle’s minimum essential medium; NEAA, non-essential amino acids; EAA, essential amino
acids. Supplements added to base SOF medium for specific developmental stages.



Docytoplazmatyczna
Iniekcja plemnikow
' ICSI
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Stanowisko do ICSI i IMS|







S| - Immobilizacja plemnikow







- Seksowanie plemnikéw

' http://www.—xyinc.cbm/history/history.php



~ Konserwacja plemnikéw
| zarodkow w niskich
- temperaturach
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| ( CRYOBIOLOGY DEVELOPMENT

Al

HISTORY OF ANIMAL'S REPRODUCTION
BIOTECHNOLOGY AND ITS EFFECT ON

| 'CLONING
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KRIOKONSERWACJA

Y &0

- Zamrazanie Witryfikacja -
(rozmrazanie) (ogrzewanie)
Niskie stezenie $rodkéw " Woysokie stezenie $rodkéw
- ostaniajqcych, 1-3 mole, 5 | ostaniajqcych, 4-8 moli,
petne wysycenie czeSciowe wysycenie
Powolne tempo schtadzania " Wysokie tempo schtadzania
0,3-1,0° C/min B ~>2000° C/min
Odwodnienie komorek gtownie ' Odwodnienie komérek
w trakcie zamrazania . poprzedza schtadzanie

Papis, 2007



CZYNNIKI WPLYWAJACE
NA EFEKTY KRIOKONSERWACJI"
~ ZARODKOW SSAKOW

ﬁ:fgatunek Z ktorego pochod2| zarodek _

4 - genetyczna i biologiczna jako$¢
zarodka (efekt szczepu)

% - stadium rozwojowe zarodka

% - metoda pozyskania zarodka (in vivo.
lub In vitro)

¥ - wiasciwa, odpowiednio dobrana
metoda krlokonserwaCJl
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G’fowne trudnosu w krlokonserwaql
| .oocytow B

Zéwngtrzne- s

:~‘WeWne;trzné:. Krloprotektanty, _
struktura i funkc;a | N'Sk'e temperatury
ioocytu ' ' i '
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Recent vitrification - methods of oocytes using minimal volume

( o | Cooling rate/volume Reférences
——==Cryotop 0.1-0.5ul Kuwayama 2005
——=0PS/SOPS . 0.5-24l Vajta 1998

® EM GRIDS 0.5-1yl Martino and Liebo1996
—m MDS Arav 1992

Arav 2007

0.07-0.5u



'DEVELOPMENT OF LINEAR AND RAPID
OOLING RATE USING THE VIT-MASTER
- VITRIFICATION APPARATUS ?

Vit-Ma_ster o .
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- Laserowe wspomaganie
~ wykluwania sie zarodka
LAZH
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CAMERA CONTROL LT

Emhryo
¢ Fetn dish

Cbyective

Focus just abowe
bottom of dish







Klonowanie
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- Klonowanie

« Wszelkie procedury umozliwiajgce uzyskanie
~ osobnikow identycznych genetycznie, czyli -
klonu.

<+ Klonowanie zarodkowe: procedurom klonowania
podlegajg zarodki lub niezroznicowane komorki
pochodzenia zarodkowego (pierwotne komorki
zarodkowe).

<+ Klonowanie somatyczne: zréznicowane komorki-
somatyczne pochodzgce zarowno z tkanek
plodowych, jak | tkanek doroslych zwierzat
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( ‘Metody uzyskania klonow

& Prawdziwe (idealne klony) — klon zarodkowy

+lzolacja blastomerow zarodkow 2-,4- | 8-

~komorkowych

< lzolacja | reagregacja blastomerow (klonowanie
chimerowe)

-~ Dzielenie (bisekcja) zarodkéw w stadium moruli
lub blastocysty
& Klony-genetyczne

< Transplantacja jgder komorek zarodkowych do
enukleowanych oocytow i blastomerow
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- Klonowanie u myszy

Black (ooplasm donor)
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- Klonowanie ubydia

Extract nocytes
[egas] from owaries DoCyLe

Remove nucleus

14
ks
I

Insert single
donor o2l

Animnal you
want to clone

Single cells
ready for

14}

e Embryo transfer Call division

fusing inbo oocyte



- Zarodkowe komorki
macierzyste

¥ Zarodkowe komaorki macierzyste
posiadaja zdolnos¢ do nieograniczonej
liczby podziatow in vitro 1 roznicowania
sie w wiele typow komorek.:



LA Figure C.1. Technigues for Gensrating Emboyonic Stem Sell Culheres,
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Mozliwosci wykorzystania zarodkowych
~ komorek macierzystych

ﬁPoznanle czynnikow stymuIUJacych
- roznicowanie komorek. '

¥ Nowe sposoby wytwarzania |
testowania lekow.

ﬁProdukCJa ZW|erzat transgemcznych
ﬁTerapla komorkowa



Metody uzyskiwania zwierzat
transgenicznych

# Transfekcja plemnikow i uzycie ich do
zap’fonlenla |n V|tro

« Transfekcja plemnik(’)w i wprOwadzenie'jednego |
z nich do cytoplazmy oocytu

+ Transfekcja komorek i uzycie ich do klonowania
¥ Mikroiniekcja egzogennego DNA do zygoty

& Wprowadzenie egzogennego DNA za pomocg
lentowirusow
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