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[ JOHDANTO

Alkionsiirtojen avulla on mahdollista lisdtd geneettisesti arvokkaiden naaraseldinten
jilkeldismadrdd ja menetelmdd on sovellettu onnistuneesti tuotantoeldimilla.
Hevosmaailmassa alkionsiirrot ovat kuitenkin vield melko harvinaisia eikd niiden
tekeminen ole taloudellisesti kannattavaa. Monissa maissa hevosten alkionsiirron
tuloksena syntyneiden varsojen rekisterdintid tai kilpailuoikeuksia on rajoitettu. Myds
luovuttajatamman kilpailemista alkionsiirtoprosessin aikana voidaan rajoittaa. Eniten
tutkimusta alkionsiirtoihin liittyen on tehty Argentiinassa, Brasiliassa ja Yhdysvalloissa.
Suomi puolestaan oli Pohjoismaista ensimmdiinen, jossa tehtiin onnistunut hevosen
alkionsiirto ja tadlld ovat syntyneet my0s ensimmadiset sukupuolimédritetyistd alkioista

saadut varsat.

Alkionsiirtoon turvaudutaan useimmiten tilanteissa, joissa vanha tai arvokas tamma ei
itse pysty vieméén tiineyttd loppuun ja se tulee kysymykseen myos silloin, jos nuori
tamma halutaan saada siitoskdyttoon mahdollisimman varhain tai jos tamman kilpailu-
uraa ei haluta keskeyttdd siitoskdyton vuoksi. Alkioiden pakastaminen mahdollistaisi
niin ikdin laajemman kansainvilisen hevoskaupan sekd geneettisen materiaalin
sdilomisen pitkiksikin ajoiksi. Alkionsiirto on mahdollista ldheisten sukulaislajien
kesken, mikd mahdollistaa menetelmidn kéyton uhanalaisten lajien, kuten
przewalskinhevosen, sdilyttdmisen edistdmiseksi. Alkionsiirtoa voidaan kayttdd apuna
myos oriin hedelméllisyyden arvioinnissa sekd tamman lisddntymiselimiston patologian

tutkimuksessa.

Toistaiseksi alkionsiirtomenetelmien suosiota rajoittaa alkioiden huono saatavuus,
koska tammoille soveltuvaa superovulaatiomenetelmdd ei vield ole onnistuttu
kehittimédan. Pienet alkiom&érdt rajoittavat jossakin médrin myds tutkimusten
luotettavuutta. My0s alkioiden siilytykseen liittyy useita ongelmia. Hevosen alkion
erikoinen rakenne kapseleineen vaikeuttaa kylménsuoja-aineiden kulkeutumista alkion
sisdlle. Varhaisemman kehitysvaiheen alkiot kestévit pakastamista suurempia alkioita
paremmin, mutta alkionhuuhtelutulokset ovat heikompia silloin, kun alkioita
huuhdellaan varhaisempana ajankohtana. Alkionsiirron onnistumisen kannalta on
tarkedd pédstd valitsemaan siirrettaviksi laadukkaita ja hyvdkuntoisia alkioita. Alkioita

on perinteisesti arvosteltu mikroskoopin avulla morfologisin perustein seka erilaisilla



varjadysmenetelmilld, mutta myohemmin mukaan on tullut myo6s alkion DNA:n

tutkimisen mahdollisuus polymeraasiketjureaktio- eli PCR-menetelmaéllé.

Témi lisensiaatin tutkielma on kirjallisuuskatsaus, jonka tavoitteena on selvittdd
lukijalle alkionsiirtoprosessin eri vaiheet sekd valottaa tekijoitd, jotka vaikuttavat

alkionsiirron onnistumiseen.



II KIRJALLISUUSKATSAUS

1 YLEISTA

1.1 Historia

Ensimmadiset onnistuneet alkionsiirrot hevoseldimilld tekivdt Allen ja Rowson vuonna
1972 kéyttden kirurgista menetelmdd hevosella ja aasilla. Syntyneet jélkeldiset olivat
muuli ja muuliaasi. Kaksi vuotta myohemmin raportoitiin ensimmaéisesté ei-kirurgisen
alkionsiirron tuloksena syntyneestd hevosjélkeldisesti (Oguri ja Tsutsumi 1974).
Hevosten alkionsiirrot tulivat kaupallisesti saataville noin kymmenen vuotta
myOhemmin (katsaus Kraemer 2013). Aluksi alkionsiirtotekniikan kehitys oli hidasta,
vastaanottajatammojen  tiinehtymistulokset = olivat melko  huonoja  eikd
luovuttajatammoja saatu ovuloimaan useampaa munasolua kerralla (Allen ja Rowson

1975).

1.2 Nykytilanne

Myohemmin alkionsiirrossa kiytettdvit tekniikat ovat kehittyneet ja todennédkoisyys
tiinehtymiselle ei-kirurgisen alkionsiirron jilkeen on kasvanut. Myo0s rotujérjestdjen
suhtautuminen on muuttunut suopeammaksi, esimerkiksi quarterhevostammoille
voidaan nykyéén rekisterdidd useampi kuin yksi jdlkeldinen vuodessa, mikd on osaltaan
johtanut  alkionsiirtojen  suosion  lisddntymiseen  (katsaus  Allen  2005).

Alkionsiirtotoimintaa harjoitetaan eniten Argentiinassa, Brasiliassa ja Yhdysvalloissa.

1.3 Kéyttdmahdollisuudet

Alkionsiirto mahdollistaa geneettisesti hyvien tammayksildiden tehokkaamman
jalostuskdyton, kun yhdeltd luovuttajatammalta on mahdollista saada useita varsoja
saman siitoskauden aikana. Alkiohuuhtelusta ei ole todettu olevan luovuttajatammalle
haittaa, joten alkioita voidaan huuhdella kilpailukdytdssd olevilta tammoilta samoin
kuin nuorilta tammoilta, jotka eivit vield itse pystyisi kantamaan varsaa. Nuori tamma

saadaan tilloin jalostuskdyttoon yhtd siitoskautta aikaisemmin. Alkionsiirtoa voidaan



myo0s kéyttdd hedelmillisyyshoitona tammalle, joka on hedelmaillinen, mutta ei itse
pysty ylldpitimadn tiineyttd, tai vanhalle tammalle jolle tiineys ja synnytys olisivat jo
terveysriski. Menetelmien kehittyessd on kuitenkin syytd miettid, tuleeko
lisddntymisongelmista kirsivdd tammaa ylipddtddn kayttdd jalostukseen, jos on
mahdollista etti ongelmat ovat periytyvid. Useissa maissa hevosia rekisterdivit tahot
ovat rajoittaneet alkionsiirron tuloksena syntyvien varsojen Kkilpailuoikeuksia seka
kieltdneet luovuttajatamman kilpailemisen alkionsiirtoprosessin aikana. Alkionsiirtojen

rajoittaminen ja taloudelliset syyt rajoittavat toistaiseksi menetelmén suosion kasvua.

1.4 Alkionsiirrot Suomessa

Maa- ja metsdtalousministerié valvoo hevosten alkionsiirtotoimintaa Suomessa ja sité
varten on anottava lupa. Lisdksi luovuttajatammat on ilmoitettava Maa- ja
metsitalousministeridlle  ennen  alkioiden  kerdamistd. = Suomen  Hippoksen
alkionsiirtosdéntd on ollut voimassa vuodesta 2007 alkaen. Sen mukaan alkionsiirrot
ovat sallittuja suomenhevosilla keskenddan ja ldmminverisilld keskenddn. Kaikki
alkionsiirron tuloksena syntyneet suomenhevosvarsat saavat ravikilpailuoikeuden,
mutta ldmminverisilldi myonnetddn kilpailuoikeus ainoastaan yhdelle varsalle
siitoskautta kohden (Suomen Hippos ry 2007). Ratsuhevosilla ja poneilla ei ole
rajoituksia alkionsiirron suhteen Suomessa. Taloudellisista syistd alkionsiirtotoimintaa
on toistaiseksi harjoitettu Suomessa vain vdhian. Suomessa on tehty alkionsiirtoja 1980-

luvulta alkaen ja vuoteen 2008 mennessé tadlla oli syntynyt 39 alkionsiirtovarsaa.

2 TAMMOIJEN VALINTA

Alkionsiirtoprosessi alkaa sopivan luovuttajatamman ja vastaanottajien valinnalla.
Kaikille tammoille tulee tehdd kliininen yleistutkimus sekd kohdun ja munasarjojen
ultraddnitutkimus. Tammojen kiimat synkronoidaan siten, ettd ne ovuloivat sopivana
ajankohtana. Luovuttajatamma siemennetdén ja alkiot huuhdellaan 7-8 vuorokauden
kuluttua ovulaatiosta. Kaikkien tammojen munasarjatoimintaa on seurattava tihedsti
ultraddnitutkimuksin, koska huuhtelun oikea ajankohta ja kiimojen synkronoinnin

onnistuminen vaikuttavat olennaisesti alkionsiirron onnistumiseen.



2.1 Luovuttajan valinta

Luovuttajatammaksi kannattaa valita tamma, jonka katsotaan kilpailumenestyksensa tai
muiden geneettisten ominaisuuksiensa vuoksi olevan jalostuksellisesti arvokas.
Tamman tulee olla hyvidssd fyysisessd kunnossa ja silld tulee olla sddnndllinen
kiimakierto. Alkionsiirto mahdollistaa nuoren tai kilpailevan tamman jalostuskdyton
sekd voi toimia hedelméllisyyshoitona tammalle, joka ei muuten ole pystynyt
tuottamaan jdlkeldisid (katsaus Squires ym. 1999). Luovuttajatamman korkea iké ja
huono lisddntymishistoria vaikuttavat huuhdeltujen alkioiden méadrdin ja laatuun
heikentivésti (Vogelsang & Vogelsang 1989). Alkioita saadaan todenndkodisemmin
huuhdeltua sellaiselta tammalta, jolla on ollut ongelmia tiineyden ylldpitdmisessa,

verrattuna tammaan joka on toistuvasti uusinut kiimansa siemennysten jélkeen.

Fyysisen rasituksen vaikutusta alkionhuuhtelutuloksiin on tutkittu viime aikoina paljon.
Mortensen ym. (2009) totesivat fyysisen rasituksen vaikuttavan negatiivisesti
follikulaariseen kehitykseen ja ovulaatioon sekd@ huuhdeltujen alkioiden médirddn ja
laatuun. Sédnnollisessd rasituksessa olevat tammat ovuloivat pienempid follikkeleita ja
aika prostaglandiinin antamisesta ovulaatioon on pidentynyt. Mahdollisia syitd tdhén
ovat muun muassa ldmpdstressi sekd stressin seurauksena erittyvit glukokortikoidit
(Mortensen ym. 2009). Kyseisessd tutkimuksessa tammoja rasitettiin kuumassa ja
kosteassa ymparist0ssi, jossa niiden ruumiinlimpd nousi rasituksen aikana 2,0 °C ja 30
minuuttia rasituksen jidlkeen oli edelleen 1,8 °C koholla. Toisaalta Pessoa ym. (2011)
ovat saaneet varsin lupaavia alkionhuuhtelutuloksia kilpailukdytossd olevilla
quarterhevostammoilla (Taulukko 1). Ympéristd6 molemmissa tutkimuksissa oli melko
samanlainen, mutta jilkimmaisessd tutkimuksessa tammojen ruumiinldmpd nousi vain
1,8 °C ja tammat palautuivat rasituksesta nopeammin, ruumiinldmpd 30 min
suorituksen jélkeen oli endd 0,5 °C koholla. Tamé voi viitata siihen, ettd kyseiset
tammat olivat fyysisesti paremmassa kunnossa ja tottuneet pdivittdiseen rasitukseen,
jolloin siitd ei aiheutunut niille ylimdérdistd stressid, joka voisi vaikuttaa

tiinehtyvyyteen heikentivasti (Pessoa ym. 2011).



Taulukko 1. Fyysisen rasituksen vaikutus alkiohuuhteluiden onnistumiseen (Mortensen

ym. 2009, Pessoa ym. 2011).

Alkiohuuhteluiden Alkioiden méara Alkioiden
maara 16ytymisprosentti %
Fyysisessi 32 11 34
rasituksessa olevat
tammat (Mortensen
ym. 2009)
Siitostammat 35 22 63
(Mortensen ym.
2009)
Fyysisessd 138 105 76
rasituksessa olevat
tammat (Pessoa ym.
2011)
Siitostammat 657 466 71

(Pessoa ym. 2011)

2.2 Vastaanottajien valinta

Alkionsiirron onnistumisen kannalta luovuttajatammaa tirkedmmaissd asemassa on
vastaanottajatamman huolellinen valinta ja késittely. Vastaanottajan tulee olla varsonut
aikaisemmin, sopivan kokoinen, hyvéa késitelld, idltddn mieluiten kolmesta kymmeneen
vuotta, ja silld tulee olla hyvin kehittynyt utare. Lisdksi vastaanottajalla ei saa olla
muutoksia kohdussa eikd munasarjoissa ja silld tulee olla normaali kiimakierto (katsaus
Squires ym. 1999). Ei-sykloivia tammoja voidaan kdyttdd vastaanottajina, mikéli niille
aloitetaan progesteronihoito 5-8 vuorokautta ennen alkion siirtdmistd. Tdm& on
hyodyllistd etenkin siitoskauden alussa, kun sykloivia vastaanottajia on vasta vihidn
saatavilla. Progesteronihoidettujen, ei-sykloivien tammojen kiimaa ei tarvitse

synkronoida (Carnevale ym. 2000).

Vastaanottajana voidaan kayttdd myds progesteronilla hoidettua tammaa, jonka

munasarjat on poistettu. Progesteronihoitoa tulee télldin jatkaa noin kolmen kuukauden



ajan, jotta tiineys etenisi normaalisti. Hinrichs ym. (1985) aloittivat ovariektomoitujen
tammojen progesteronihoidon 5 vuorokautta ennen alkioiden siirtdmisté ja jatkoivat sitd
100. tiineysvuorokauteen asti annoksella 300 mg/vrk. Ovariektomoiduilla tammoilla
saadut tiineystulokset ovat olleet yhtd hyvid kuin intakteilla vastaanottajatammoilla
(Hinrichs ym. 1985, McKinnon ym. 1988). Ovariektomoituja tammoja kaytettdessa
vastaanottajien kiimoja ei tarvitse seurata ja jokaista luovuttajatammaa kohden riittda

ndin ollen yksi vastaanottaja.

Ihanteellista on, ettd vastaanottajatamma olisi suunnilleen samankokoinen kuin alkion
luovuttaja. Mikéli vastaanottaja on luovuttajaa huomattavasti pienempi, sikio karsii
lopputiineyden aikana ravinnon ja tilan puutteesta, mistd johtuen syntyvd varsa on
epdkypsé ja tavallista pienempi. (Allen ja Pashen 1984, Allen ym. 2002). Toisaalta
vastaanottajatamman ollessa lilan suuri, voi syntyvd varsa olla huomattavan
isokokoinen ja kérsid aikuisidlld ylipainosta (Allen ym. 2004). Tamman koko ei
kuitenkaan vaikuta varsan IGF-1-konsentraatioihin ja on olemassa viitteitd siitd, ettd
mikéli tamman koko on rajoittanut varsan kasvua kohdussa, varsa pystyisi kasvamaan
nopeammin syntymédn jidlkeen ja saavuttamaan aikuisidlld sen koon, minkd se olisi

muutenkin saavuttanut (Wimel ym. 2014).

3 KIIMOJEN SYNKRONOINTI

Luovuttajatamman kiimakierron on hyvi olla 1-2 vuorokautta edelld vastaanottajaa,
mutta tuoreita alkioita kéytettdessd ovulaatioiden tarkka synkronointi ei ole tarpeen.
Allen ja Rowson (1975) osoittivat, ettd vastaanottajien tiinehtyminen on parhaimmillaan
silloin, kuin vastaanottajatammat ovat enintddn yhden pdivin edelld tai kolme péivai
jéljessd luovuttajatammasta. Myohemmin on kuitenkin todettu, ettd yhtd hyvid
tiineystuloksia voidaan saada vaikka vastaanottaja olisi jopa 5 pidivdd luovuttajasta
jéljessd (Jacob ym. 2012). Camargo ym. (2013) saivat niinikdidn yhtd hyvid tuloksia
vastaanottajan ollessa 0-4 vuorokautta jdljessd. Suuremmilla alkionsiirtotoimintaa
harjoittavilla laitoksilla on kdytdssddn usein kokonainen vastaanottajatammojen lauma,

jossa kiimoja seurataan sdinndllisesti eikd kiimojen synkronointi ole tarpeen.



Sykloivilla tammoilla kiimojen synkronointi onnistuu parhaiten siten, ettd luovuttajalle
annetaan lihaksensisdisesti prostaglandiini F2a:aa tai sen synteettistd analogia, kuten
kloprostenolia, ja vastaanottajat saavat saman késittelyn 1-2 vuorokautta myohemmin.
Prostaglandiini-injektion voi antaa 5-15 pdivdd ovulaation jdlkeen. Ennen kisittelya
tulee ultraddnitutkimuksella varmistaa, ettd kaikki tammat ovat diestrusvaiheessa, niilld
on toimiva keltarauhanen ja ettd niiden munasarjoissa ei ole preovulatorisia
follikkeleita. Vaihtoehtoisesti kiimojen synkronointiin voidaan kayttdd 9-10 péivin
pituista, suun kautta annosteltavaa progestageenikuuria, esimerkiksi allyylitrenbolonia
tai progesteroni-injektioita. Myds téssd vaihtoehdossa luovuttajatamman ladkitseminen
aloitetaan 1-2 vuorokautta ennen vastaanottajia. Kuurin viimeisend péivand seké
luovuttajalle ettd vastaanottajille annetaan prostaglandiini-injektio, jolla aiheutetaan

munasarjoissa mahdollisesti olevan keltarauhasen luteolyysi (katsaus Allen 2005).

Kiiman aikana kaikkien tammojen munasarjatoimintaa seurataan pdivittdin
ultraddnitutkimuksin. Luovuttajatamma siemennetddn yleensd 1-2 péivdd ennen
ovulaatiota tuoreella, jadhdytetylld tai pakastetulla spermalla (katsaus Squires ym.
1999). Siemennys voidaan tehdd myos postovulatorisesti, mutta alkionhuuhtelutulosten
on todettu olevan sitd huonompia, mitd pidempi aika ovulaatiosta on kulunut
siemennykseen. Postovulatorista siemennysti kéytettdessi alkio on kehityksessddn noin
vuorokauden jdljesséd verrattuna preovulatoriseen siemennykseen, miké tulee huomioida
alkionhuuhteluajankohdan valinnassa (Huhtinen 1999). Mikili siemennyksen jélkeen
ultradédnitutkimuksessa todetaan nestettd kohdussa, tammaa hoidetaan oksitosiinilla,
prostaglandiinilla ja tarvittaessa tehdddn kohtuhuuhtelu (katsaus Squires ym. 1999).
Kun luovuttajatamman on todettu ovuloineen, annetaan vastaanottajatammoille hCG-
tai GnRH-injektio kahden vuorokauden kuluttua (katsaus Allen 2005). Neljantend tai
viidentend pdivdnd ovulaatiosta vastaanottajille tehdddn ultraddnitutkimus, jossa
tarkastetaan ettd niilld on toimiva keltarauhanen ja ettd kohdussa ei ole nestettd. Myds

kohdun ja kohdunkaulan tonus arvioidaan rektaalisesti (katsaus Squires ym. 1999).

Progesteronia tai altrenogestid kdytetdan yleisesti tiineyden tukemiseen ensimmdiisen
tiineyskolmanneksen aikana ja sitd voidaan kéyttdd myds alkion vastaanottajille.
Progesteronin tiineyttd ylldpitdvéstd vaikutuksesta ei kuitenkaan ole olemassa

luotettavaa tutkimustietoa (Allen 2001).



Taulukko 2. Meklofenaamihapon ja asynkronisaatioasteen vaikutus tammojen

tiinehtyvyyteen (Wilsher ym. 2006)

Asynkronisaatioaste Meklofenaamihapolla Hoitamattomat kontrollit

hoidetut tammat

+2 vik 90 % (9/10) 80 % (8/10)
+3 vrk 80 % (8/10) 20 % (2/10)
+ 4 vik 63 % (5/8) 13 % (1/8)
+5 vrk 38 % (3/8) 0 % (0/8)

Mirehtijoilld on todettu prostaglandiinisynteesi-inhibiittorin eli tulehduskipuldékkeen
kéyton inhiboivan luteolyysid, jolloin luovuttajan ja vastaanottajien asynkronisaatioaste
voi olla suurempi. Normaalissa tamman kiimakierrossa endometriumin
oksitosiinireseptoreiden herkkyys lisdantyy, minkd seurauksena 10-11 vuorokautta
ovulaation jdlkeen kdynnistyy oksitosiinivilitteinen prostaglandiinintuotanto, joka
johtaa luteolyysiin (Goff ym. 1987). Alkion vaellus kohdun limakalvolla saa aikaan
luteostaasin vihentdmailld endometriumin normaalia, syklistd prostaglandiinisynteesié
(Kindahl 1982). Alkion tdytyy siten olla ldsnd kohdussa viimeistddn kymmenentend
pdivand ovulaation jélkeen voidakseen vélittdéd antiluteolyyttisen signaalin. Wilsher ym.
(2006) tutkivat meklofenaamihapon kéyttod prostaglandiinisynteesin inhibiittorina
vastaanottajatammoilla, jotka olivat ovuloineet 2-5 vuorokautta ennen luovuttajaa, ja
totesivat sen parantavan tammojen tiinehtyvyyttd, kuitenkin siten, ettd tiineystulokset
olivat sitd heikompia, mitd suurempi luovuttajan ja vastaanottajan asynkronisaatioaste
oli (Taulukko 2). Hoidetut tammat saivat meklofenaamihappoa 1 g/vrk alkaen
yhdeksénnestd péivdstd ovulaation jilkeen ja pédttyen seitsemintend péaivand
alkionsiirron jdlkeen. Meklofenaamihapolla ei kuitenkaan otodettu olevan tammalla
antiluteolyyttistd vaikutusta, koska tyhjdksi jddneilld tammoilla luteolyysi tapahtui
normaalisti, vaan se tukee tiinehtymistd toistaiseksi tuntemattomalla mekanismilla

(Wilsher ym. 2006).

4 SUPEROVULAATIO

Tammalla superovulaation aikaansaaminen on haastavaa verrattuna muihin

kotieldinlajeihin. Tdméd johtuu muun muassa siitd, ettd hevosen gonadeissa on



vihemmén eCG-reseptoreita kuin muilla lajeilla. Lisdksi hevosen munasarjaa peittdva
tunica albuginea estdd follikkeleiden ovuloitumisen muualta kuin ovulaatiokuopan
kautta, joten vaikka follikkeleita olisi useita, kaikki eivdt mahdu ovulaatiokuoppaan
samanaikaisesti ja vain ldhimpdnd ovulaatiokuoppaa sijaitsevat follikkelit padsevit
ovuloitumaan (katsaus Allen 2005). Suomessa ei ole kidytossd myyntiluvallista
valmistetta, joka soveltuisi superovulaation aikaansaamiseen hevosilla. Niinpd

Suomessa alkiot ovat perdisin yksittdin ovuloivista tammoista.

4.1 Aikaisemmin kéytettyja menetelmia

Superovulaatiota on yritetty aikaansaada useilla erilaisilla hormonikaisittelyilld. eCG-
injektiot eivdt aiheuta tammoilla superovulaatiota edes suurina pitoisuuksina (Allen
1982). Normaalisti sykloivilla tammoilla mydskdén kahdesti pdivdssé toistetut GnRH-
injektiot eivdt aiheuta superovulaatiota (Squires ym. 1989a), mutta siirtymivaiheessa
olevilla tammoilla on saatu aikaan useita ovulaatioita kadyttimélldi GnRH:ta tai sen
agonistia (Ginther ja Bergfelt 1990). Dominoivan follikkelin erittdmé inhibiini vdhentda
follikkeleita stimuloivan hormonin (FSH) eritystd. Tammojen immunisoinnilla
inhibiinid vastaan on saatu aikaan kaksinkertainen médrd ovulaatioita hoitamattomiin

tammoihin verrattuna (McKinnon ym. 1992).

Sian FSH:lla on saatu aikaan 15,-1,8 ovulaatiota kiimakiertoa kohden. Tammojen vaste
kyseiselle hormonille on kuitenkin hyvin vaihteleva, joten oikean annoksen l9ytdminen
kullekin tammalle on haastavaa. (Fortune ja Kimmich 1983). Hevosen aivolisikeuute
EPE on todettu sian FSH:ta tehokkaammaksi, Squires ym. (1986) osoittivat EPE:n
aikaansaavan 2,2 ovulaatiota, kun sian FSH:lla saatu tulos oli 1,6 ovulaatiota

kiimakiertoa kohti.

4.2 Hevosen aivolisdkeuute (EPE)

Suurin osa tutkijoista on kéyttdnyt Guilloun ja Combarnousin (1983) menetelmié, jossa
kilosta hevosen aivolisdkkeitd saadaan valmistettua 6 g EPE:td, joka sisdltdd 6-10 %
luteinisoivaa hormonia (LH) ja 2-4 % FSH:a. Woods ja Ginther (1983) ovat
raportoineet saaneensa EPE:lld hoidetuilla tammoilla keskimdirin 3,0 ovulaatiota

kiimakiertoa kohden. My6hemmin Squires ym. (1987) saivat aikaan keskimiérin 3,8
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ovulaatiota ja 2,0 huuhdeltua alkiota kiimakiertoa kohden EPE-kasitellyilld tammoilla.
Useissa muissa tutkimuksissa on niin ikdén saatu kahdesta neljdéin ovulaatiota ja noin
kaksi huuhdeltua alkiota kiimakiertoa kohden, mikd osoittaa EPE:n olevan varsin

kilpailukykyinen hoito superovulaation aikaansaamisessa.

Useimmilla tammoilla on yksi follikkeliaalto kiimakiertoa kohden. EPE-hoito tulee
ajoittaa follikkeliaallon alkuvaiheeseen ennen dominoivan follikkelin valikoitumista,
miké useimmiten tarkoittaa viidestd seitsemiin vuorokautta ovulaation jalkeen. Woods
ja Ginther (1983) totesivat, ettid pdivind 15-19 ovulaation jilkeen annettu EPE-hoito oli
tehokkaampi kuin pdivind 19-23 annettu, tuloksina nidissd oli 2,9 ovulaatiota ja 1,3
ovulaatiota kiimakiertoa kohden. Myohemmin Dippert ym. vertasivat pdivdnd 5 ja
pdivdnd 12 aloitettujen EPE-hoitojen vaikutuksia ja tuloksena oli, ettd ovulaatioita
saatiin enemmaidn niilld tammoilla, joiden hoito oli aloitettu viidentend péivina
ovulaatiosta. Pierson ja Ginther (1990) ovat todenneet yhteyden follikkeleiden koon ja
EPE-vasteen vililld siten, ettd eniten suuria preovulatorisia follikkeleita saatiin silloin,
kun EPE-hoito aloitettiin suurimman follikkelin ollessa halkaisijaltaan 15-20 mm.
Parhaan tuloksen saavuttamiseksi EPE-hoito kannattaa aloittaa follikkelien ollessa

kooltaan alle 25 mm.

EPE:td annosteltiin pitkddn hoidettaville tammoille vain kerran pdivéssd, kunnes
todettiin, ettd tammoilla, jotka saivat EPE-injektion kahdesti pdivdssd, ovulaatioita
saatiin 7,1 ja alkioita 3,5 kiimakiertoa kohden, verrattuna kerran péivissd hoidettuihin
tammoihin, joilla vastaavat luvut olivat 2,4 ja 1,6 (Alvarenga ym. 2001). Scoggin ym.
(2002) jatkoivat annosvasteiden tutkimista tammoilla ja saivat eniten ovulaatioita (4,7)
niilld tammoilla, joille annettiin EPE:td 25 mg kahdesti pdivdssd, mutta eniten alkioita
(2,6) saatiin tammoista, joita hoidettiin pienemmalld 12,5 mg:n annoksella kahdesti
pdivassd. Nama tutkimukset ovat vahvistaneet sen, ettd EPE:11d saadaan paras teho, kun

sitd annostellaan kahdesti paivassa.

EPE:n tehoa on yritetty lisdtd kdyttimalla GnRH-analogia ennen hoidon aloittamista,
kuten ihmisten hedelmdityshoidoissa, tavoitteena vahentdd tamman omaa LH-tuotantoa.
Tasta ei kuitenkaan ole todettu olevan hydtyé hevosilla (Dippert ym. 1992, Scoggin ym.
2002).
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4.3 Hevosen FSH

Nykyéddn on kaupallisesti saatavilla puhdas hevosen aivolisdkeuutteesta valmistettu
FSH-valmiste. Muun muassa Niswender ym. (2003) ovat tutkineet valmisteen sopivaa
annostasoa. Annoksella 25 mg kahdesti pdivdssd saatiin aikaan enemmén
preovulatorisia follikkeleita, mutta suuri osa niistd jdi ovuloitumatta. Pienemmalla
annoksella 12,5 mg kahdesti pdivdssi saatiin aikaan 3,4 ovulaatiota kiimakiertoa kohti,
kun kéytettiin lisdksi hCG-valmistetta preovulatoristen follikkelien muodostumisen
jéilkeen. Ohjeeksi valmisteen kaupalliseen kdyttoon on siten valittu 12,5 mg kahdesti
pdivéssd. Tehtyjen tutkimusten perusteella on todettu, ettd hevosen FSH:lla saadaan

aikaan yhtd paljon ovulaatioita ja huuhdeltuja alkioita kuin kéyttimalla EPE:ta.

Kuten muillakin superovulaatiohoidoissa kéytetyilld valmisteilla, my6s hevosen FSH:lla
saavutettu vaste on hyvin vaihtelevaa. Padsaantoisesti nuoret, sddnndllisen kiimakierron
omaavat tammat vastaavat hyvin hevosen FSH:iin, mutta vanhoilla tammoilla vaste on
vaihtelevampi. Liian pienelld annoksella ei saada vastetta, mutta mikéli annos on liian
suuri, seurauksena voi olla munasarjojen hyperstimulaatio, jolloin osa follikkeleista
luteinisoituu tai kehittdd follikulaarikystan. On esitetty, ettd liian suuri FSH-annos
aiheuttaa tammoilla LH-pitoisuuden nousun, mistd seuraa progesteronitason nousu ja

ovulaation aikaistuminen, vaikka follikkelit eivét vield ole kypsiéd (Briant ym. 2004).

4.4 Alkioiden elinvoimaisuus

Ensimméisten tutkimustulosten perusteella uskottiin, ettd superovulaation seurauksena
saatavat alkiot olisivat vdhemmin elinvoimaisia kuin luonnollisesti ovuloivilla
tammoilla (Woods ja Ginther 1983). Squires ym. (1987) kuitenkin saivat yhtd hyvii
tiinehtymistuloksia superovulaation ja luonnollisen ovulaation tuloksena syntyneilld
alkioilla. Mydhemmin on myds osoitettu, ettd superovuloineilta ja luonnollisesti
ovuloineilta tammoilta kerétyt alkiot kehittyivéit samalla tavalla, kun niitd kasvatettiin

10 péivéan ajan in vitro (Dippert ym. 1994).
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4.5 Siirtyméavaiheessa olevat tammat

Hevonen on kausilisdéntyjd, joten suurimmalla osalla tammoista ei ole lainkaan
kiimakiertoja talvikuukausina. Kevéélld tammat kdyvit ldpi siirtymévaiheen, jonka
aikana munasarjatoiminta kdynnistyy ja follikulaariset aallot alkavat. Hevostalouden
kannalta on edullista, ettd tammojen kiimakierrot kdynnistyvéit mahdollisimman aikaisin
keviailld. Sekd EPE:td ettd hevosen FSH:a on kéytetty siirtymdvaiheen tammoilla
aikaansaamaan superovulaatiota. Siirtymdvaiheen tammoilla, joilla suurin follikkeli on
yli 25 mm halkaisijaltaan, voidaan ovulaatiota nopeuttaa jopa 39,5 vuorokaudesta 7,6
vuorokauteen kayttdmailld eFSH:ta annoksella 12,5 mg kahdesti pdivéssd enintddn 15

vuorokauden ajan (Niswender ym. 2004).

5 ALKIONSIIRTOTEKNIIKKA

5.1 Alkion huuhtelu

Alkiohuuhtelu tehdéén tavallisesti seitseméntend tai kahdeksantena pdivana ovulaatiosta
(Iuliano ym 1985). Huuhtelussa kdytetddn kaksisuuntaista Foley-katetria, joka viedddn
vaginan kautta kohdunkaulan l4pi noin 5 cm kohdun sisdpuolelle. Katetrin mansetti
taytetddn ilmalla tai steriililld suolaliuoksella ja vedetddn katetria kevyesti taaksepdin,
jolloin se tukkii kohdunkaulan kohdunpuoleisen pdidn. Kohtuun lasketaan 1-2 litraa
lammitettyd huuhtelunestettd, jonka annetaan virrata ulos kohdusta ldmmitettyyn
mittalasiin. Huuhtelun onnistumiseksi 93-98 % kéytetystid nesteestd tulee saada ulos
kohdusta. Kohdun tyhjenemistd voidaan avustaa painelemalla sitd perdsuolen kautta
(Imel ym. 1981). Huuhtelu toistetaan tavallisesti kolme kertaa ja viimeiselld
huuhtelukerralla tammalle annetaan laskimonsisdisesti oksitosiinia, joka saa kohdun
supistumaan ja tehostaa siten sen tyhjenemistd (Jasko 2002). On myo0s esitetty, ettd
alkioiden saanti on parempi, jos huuhtelunesteen annetaan olla kohdussa kolmen

minuutin ajan, ennen kuin se lasketaan ulos (Hinrichs 1990).
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5.2 Huuhtelutulokseen vaikuttavia tekijoita

Alkiohuuhtelun onnistumiseen vaikuttaa olennaisesti huuhtelun ajankohta, tavallisesti
kuudentena pdivdnd ovulaatiosta suoritetussa huuhtelussa alkioiden saanti on
vahdisempdd kuin 7-8 vuorokautta ovulaation jidlkeen. Jacob ym. (2012) vertasivat
alkioiden saantia ennen ovulaatiota siemennetyiltd tammoilta huuhdeltaessa pdivina 6-
10 ja totesivat alkioiden I0ytymisen olevan védhdisempdd pdivind 6 verrattuna
myOhempiin huuhteluajankohtiin (Taulukko 3). My0s siemennysajankohta tulee
huomioida alkiohuuhtelun suunnittelussa — mikéli luovuttajatamma on siemennetty
ovulaation jélkeen, tulee huuhteluajankohdankin olla mydhdisempi. Luovuttajatamman
korkea ikd on myds syy viivistyttdd huuhtelua, koska alkion siirtyminen

munanjohtimesta kohtuun voi vanhalla tammalla olla normaalia hitaampaa.

On my®0s esitetty, ettd siemennysajankohdalla olisi suurempi vaikutus alkioiden saantiin
kuin huuhtelupdivilld (Taulukko 4.) ja ettd postovulatorinen siemennys heikentdisi
huomattavasti alkioiden saantia (Huhtinen 1999, Eldridge-Panuska ym. 2005). Yksi
mahdollisuus on, ettd postovulatorisen siemennyksen tai astutuksen jdlkeen alkio viettda
pidemmaén ajan munanjohtimessa ja siirtyy kohtuun myéhemmin kuin preovulatorisen
kapasitaatioon kuluvan ajan vuoksi hedelmdittyminen tapahtuu tavallista my6hemmin
postovulatorisesti siemennettiessd. Suositeltavaa olisikin huuhdella postovulatorisesti
siemennetyt tammat vasta 7,5-8 vuorokauden kuluttua ovulaatiosta (Huhtinen 1999,

Cuervo-Arango ym. 2009).

Taulukko 3. Huuhteluajankohdan vaikutus alkioiden 16ytymisprosenttiin preovulatorista

siemennysti kiytettdessd (Jacob ym. 2012).

Huuhtelupdiva Alkioiden 16ytymisprosentti
6 42 % (16/39)

7 61 % (159/262)

8 66 % (285/434)

9 59 % (39/66)

10 56 % (5/9)

14



Taulukko 4. Alkionhuuhtelupdivén ja siemennysajankohdan vaikutus alkioiden saantiin

(Eldridge-Panuska ym. 2005).

Huuhteluajankohta 6. vuorokausi, 7.-8.  vuorokausi, 6.-8. vuorokausi,
preovulatorinen preovulatorinen postovulatorinen
siemennys siemennys siemennys

Kiimakiertoja 32 37 17

Huuhdeltuja alkioita 28/36 (78 %) 30/48 (62 %) 8/23 (35 %)

per ovulaatio

Alkioiden halkaisija 140-250 150-1150 150-175

um

Suomessa ei toistaiseksi ole saatavilla kaupallista valmistetta, joka soveltuisi
superovulaation aikaansaamiseen hevosilla, joten useimmilta tammoilta saadaan
huuhdeltua vain yksi alkio kiimakiertoa kohti. Vanhat ja huonon lisdéntymishistorian
omaavat tammat tuottavat vihemméin alkioita kuin muut. Huonon hedelmaéllisyyden
syyni voivat olla patologiset muutokset munasarjoissa ja kohdussa sekd korkeampi risti
varhaisille alkiokuolemille (McKinnon & Squires 1988). Myds sperman laadulla on
vaikutus alkiohuuhtelun onnistumiseen siten, ettd tuoretta spermaa kéytettdessi
tammoilta saadaan huuhdeltua enemmén alkioita kuin pakastespermaa kéytettdessa
(Squires ym. 1999). Onnistuneita alkiohuuhteluita on pystytty tekeméin 18,8
vuorokauden vilein (Iuliano 1988). Siitoskauden aikana on mahdollista aikaansaada 6-8

tiineyttd yhden luovuttajatamman alkioista (McKinnon & Squires 1988).

5.3 Alkion etsiminen

Mikéli alkion huuhtelussa ei ole kdytetty suodatinta, huuhtelunesteen annetaan seisté
mittalaseissa 15-30 minuutin ajan, jolloin alkio laskeutuu lasin pohjalle painovoiman
vaikutuksesta. Mittalaseista imetddn suurin osa nesteestd pois, ja pohjalle jadva sakka
tutkitaan mikroskoopilla kéyttden 12-15 —kertaista suurennosta. Mikaéli alkiohuuhtelussa
kéytetddn suodatinta, alkiot jadvadt sithen. Tavallisesti seitseméntend pidivana
suoritetussa huuhtelussa alkioita 10ydetddan enemmén (n. 75 %) kuin kuudentena
paivand tehdyssé (60-65 %) (Iuliano ym. 1985, Squires ym. 1985). Kuudentena paivani
huuhdellut alkiot ovat luonnollisesti pienempid, joten on esitetty, ettd ne helpommin

hukkuvat huuhtelun tai mikroskopoinnin yhteydessid. On myds mahdollista, ettd alkio ei

15



vield ole saapunut kohtuun tai se on rakenteeltaan niin tiivis, ettei sen huuhteleminen

kohdusta onnistu (Squires ym. 1985).

5.4 Alkion siirtoajankohta

Synkronoituihin vastaanottajatammoihin siirretddn tavallisesti 6-8 vuorokauden ikédinen
alkio. Otollisin siirtoikd alkiolle on 7 vuorokautta (Jacob ym. 2012). Camargo ym.
(2013) saivat parhaat tiinehtymistulokset alkioilla, joiden koko oli vililld 400-1199 um
ja jotka olivat kehitysasteeltaan blastokysteji tai laajentuneita blastokysteja.
Pienemmilld ja kehittyméttémadmmilld moruloilla ja varhaisilla blastokysteilld tulokset
olivat huonompia. Tiinehtymistulosten on todettu olevan parhaimmat silloin, kun
alkionsiirto tehdédn 3-5 pdivad vastaanottajan ovulaation jilkeen (tiinehtymisprosentti
65 %) verrattuna 6-8 pdivdd ovulaation jdlkeen (tiinehtymisprosentti 56 %). Mikaili
vastaanottajan ovulaatiosta oli kulunut vasta kaksi piivdi, tiinehtyminen oli selvisti
huonompaa (33 %). Tiineysprosentit 60. pdivdnd ovat olleet yhtd hyvid riippumatta
siitd, onko alkio siirretty kolmantena vai kahdeksantena pdivéna ovulaatiosta (Jacob ym.

2012).

5.5 Alkion siirtdminen ei-kirurgisella menetelmalla

Alkion siirtdimiseen on olemassa viisi vaihtoehtoista tapaa, joista kaksi luokitellaan
kirurgisiin ja kolme ei-kirurgisiin tapoihin. Nykyddn kiytetddin eniten ei-kirurgista
transkervikaalista menetelmds, jossa alkio siirretddn kohdunkaulan ldpi kohtuun
kéyttden keinosiemennyskapillaaria tai olkisiemennyslaitetta. Keinosiemennyskapillaari
sisdltdd 2,5-3,0 ml alkionsiirtonestettd ja alkio sijaitsee kapillaarin neste- ja
ilmapatsaiden vilissd, jotta sen liike olisi mahdollisimman véahéistd. Kapillaaria voidaan
kayttdd siirtoon sellaisenaan tai kohtundytteenottolaitteen suojuksella peitettyna.
Siirtdjan kidsi suojataan rektaalikdsineelld ja steriililld leikkauskdsineelld ja kapillaari
tyonnetddn vaginan ja cervixin ldpi kohtuun. Alkio siirretdéin kohdun runko-osaan (Imel
ym. 1981). Olkisiemennyslaitteessa kéytettdvd olki sisdltdd alkion ja 0,5 ml
siirtonestettd. Laite viedddn vaginan kautta kohdunkaulan 14pi kohtuun joko toisella
kadelld perdsuolen kautta avustaen tai manuaalusesti vaginan kautta ja suunnataan sen

jélkeen toiseen kohdunsarveen, johon alkio sitten asetetaan. Toimenpide on teknisesti
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haastava ja wvaatii suorittajaltaan paljon kokemusta, mutta parhaimmillaan t4lla

menetelmilld saavutetaan 75-85 %:n tiinehtymistulos (Jasko 2002).

Edelld mainituissa transkervikaalisissa siirtomenetelmissd riskind on kohdun
kontaminoituminen vaginan normaalimikrobistolla. Transkervikaalisessa siirrossa on
mahdollista kéyttdd apuna Polanskyn vaginoskooppia ja Velsellumin pihtejd, joilla
kohdunkaula vedetidin suoraksi ja sen ldpi ohjataan alkionsiirtopipetti kohdunsarveen.
Siirtoon tarvitaan tdlloin kolme ihmistd, yksi jokaista instrumenttia kdyttimaan, mutta
siirto on tdlloin helpompi tehdd hygieenisesti ja vastaanottajien tiinehtymisprosentti on

jopa yli 90 (katsaus Allen 2005).

Alkio voidaan siirtié ei-kirurgisesti myos tdhystdmaélld kyljen kautta tai kdyttden pitkaa
neulaa, joka ohjataan sokkona vaginan anteriorisen seindmén ldpi kohdunsarveen.
Naméa menetelmaét eivit kuitenkaan ole laajemmassa kaytdssid, koska ne ovat tyoléiti ja
tiinehtymisprosentti on huonompi kuin muita menetelmid kaytettdessd (katsaus Allen

2005).

On esitetty, ettd transkervikaalinen alkionsiirto aiheuttaa vastaanottajatammassa
subkliinisen endometriitin ja lisdéintyneen prostaglandiinin erityksen, mikd voi johtaa
luteolyysiin  noin  yhdelld kolmanneksella tammoista ja heikentdd siten
tiinehtymistuloksia alkionsiirto-ohjelmissa. Tulehdusvasteen aiheuttajaksi on epdilty
alkiota itsedén, alkionsiirrossa kdytettdvid nesteitd, kohdun mikrobikontaminaatiota tai
kohdunkaulan = mekaanista  drsytystd. = Koblischke  ym.  (2008) tutkivat
tulehduskipulddkkeiden, meklofenaamihapon ja fluniksiinimeglumiinin, vaikutusta
tulehdusvasteen ennaltachkdisyssd. Vastaanottajatammoihin siirretyt alkiot huuhdeltiin
takaisin neljd vuorokautta siirron jdlkeen ja samalla kohdusta otettiin biopsia. He
totesivat  tulehduskipulddkkeen kéyton alentavan prostaglandiinin eritystd ja
tulehdusmuutoksia kohdussa. Tulehduskipulddkkeen kdyttd ei aiheuttanut histologisia
muutoksia alkioille, joten sen kéytolld pystytdédn parantamaan vastaanottajien

tiinehtyvyyttd (Koblischke ym. 2008).
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5.6 Alkion siirtdminen kirurgisella menetelmélla

Kirurgisessa menetelmissd alkio siirretddn kohdunsarveen joko yleisanestesiassa
ventraalisen, linea albaan tehdyn laparotomiaviillon kautta tai paikallispuudutuksessa
kylkiviillon kautta. Linea alban kautta siirrettdessd ovulaation puoleinen kohdunsarvi
vedetddn taaksepdin leikkaushaavaan ja kohdunsarveen tehdéén viilto leikkaavaa neulaa
kéyttden. Alkio siirretdén viillon kautta kohtuun pasteurpipettid kédyttden minké jilkeen
kohtu ja linea alba suljetaan. Tiinehtymistulokset tdlld menetelmdlld ovat olleet

viidenkymmenen prosentin luokkaa (Imel ym. 1981, Allen 1982, Squires ym. 1985)

Vaihtoehtoisessa menetelméssd vastaanottajatamma rauhoitetaan ja nilkdkuoppaan
tehdddn paikallispuudutuksessa 15-20 cm pituinen viilto, jonka kautta kohdunsarvi
vedetddn ndkyville ja sithen tehdddn viilto leikkaavalla neulalla. Alkio siirretddn
kohtuun kéyttden pasteurpipettid, minkd jdlkeen kohtu ja kylkiviilto suljetaan.
Kylkiviiltotekniikalla on saavutettu parempia tuloksia kuin ventraaliviiltoa kéytettiessi,
jopa 72 % (Iuliano ym. 1985). Kirurgisten menetelmien etuna on hygieenisyys, mutta
korkeiden kustannusten ja eldinten hyvinvointiin liittyvien ongelmien vuoksi ei-

kirurgiset menetelmét ovat kuitenkin syrjayttineet kirurgiset kdytdnnon praktiikassa.

6 ALKION ARVOSTELU

Alkioiden laatu ja kehitysaste vaikuttaa niiden pakastuksenkestivyyteen seki
vastaanottajan tiinehtymisen todennikoisyyteen, minkd vuoksi alkiot tavallisesti
arvostellaan ennen ja jdlkeen kylmésdilytyksen ja kehityskelvottomat alkiot hyldtdén
(Slade ym. 1984). Alkioiden arvostelu mahdollistaa myos erilaisten pakastus- ja
sulatusmenetelmien vertailemisen keskenddn. Alkion laatua arvioidaan yleisesti sen
morfologian perusteella. Muita tapoja alkion elinkelpoisuuden tutkimiseen ovat alkion
viljely ja kehittymien in vitro, fluoresoivien aineiden metabolian tutkiminen, 4°,6’-
diamidino-2-fenylindolivdrjdys  (DAPI), alkion metabolian testaaminen ja
konfokaalimikroskopia. Biopsian avulla on mahdollista tutkia alkion DNA:ta PCR-

menetelmad kayttden.
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6.1 Hevosen alkion normaali kehitys

Hevosen alkio saapuu kohtuun viidentend tai kuudentena pédivdnd ovulaatiosta. Sen
halkaisija on tdlloin 150-200 pm ja sitd ympéardi yhtendinen zona pellucida. Alkio on
tdssd vaiheessa morula- tai varhaisessa blastokystivaiheessa. Morula muodostuu noin
32:sta blastomeerista ja se kasvaa solujen jakautuessa, jolloin perivitelliinitila kapenee
ja blastomeerit yhdistyvit zona pellucidaan. Alkion keskelle muodostuu nesteontelo ja
sisdsolumassa trofoblastien jérjestdytyessd alkion ulkokerrokseen, jolloin alkion
sanotaan muuttuvan morulasta blastokystiksi (Seidel 1996). Blastokystivaiheessa zona
pellucidan  sisdpuolelle alkaa muodostua ldpikuultava, kova ja elastinen
glykoproteiinikapseli (Betteridge 1989). Kapselin merkitysti ei tdysin tunneta, mutta on
esitetty ettd kapseli

1. Suojaa alkiota myometriumin supistuksilta sen vaeltaessa ympiri kohdun
lumenia 6.-17. tiineysvuorokautena. Alkion vaellus kohdussa vilittda
endometriumin kautta antiluteolyyttisen signaalin, mikd on tirkein tiineyden
tunnistamissignaali hevosella (Ginther 1983).

2. Osallistuu todennékoisesti alkion implantaatioon (Oriol ym. 1993, Stout ym.
2005).

3. On vélttaméton alkion normaalille kehitykselle in vivo. Erdéssd tutkimuksessa
viideltdtoista alkiolta poistettiin kapseli, eikd yksikdén alkioista aikaansaanut
tiineyttd vastaanottajassa. Kapselin kehittyminen on my0s olennaisesti alkion
kehitysvaiheeseen liittyvd tapahtuma — alkio ei pysty kasvattamaan itselleen

uutta kapselia jos alkuperdinen poistetaan (Stout ym. 2005).

Kapselin sisdpuolelta verhoaa trofoblastisolujen muodostama kalvo. Sisdsolumassan
erilaistumattomissa soluissa on ulokkeita, jotka yhdistdvét sisdsolumassan soluja ja
trofoblasteja toisiinsa. Trofoblastit ovat muodoltaan pylvdsmadisid ja niiden pinnalla on
lukuisia mikrovilluksia. Lisdksi ne sisdltivit runsaasti mitokondrioita ja vesikkeleita.
Sitd mukaa kun alkio kasvaa, sisdsolumassan solut alkavat kerdédntyd toiseen pddhin
rakkula-alkion onteloa (Wilson ym. 1987). Kapselin muodostuessa zona pellucida
véhitellen ohenee, mikd johtaa lopulta alkion kuoriutumiseen zona pellucidasta
kuudennen vuorokauden aikana (Stout ym. 2005). Alkion ldpimitta on kuudentena

vuorokautena ovulaatiosta noin 0,20 mm, seitseminteni noin 0,49 mm ja
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kahdeksantena noin 1,18 mm (Imel ym. 1981, Iuliano ym. 1985). Téamén jélkeen alkio

kasvaa nopeasti 18. tiilneysvuorokauteen asti.

6.2 Alkion morfologinen arvostelu

Alkioiden morfologiaa tutkitaan stereomikroskoopilla kayttien 15-80 —kertaista
suurennosta. Tutkimus on edullinen ja helppo toteuttaa, mutta sen tarkkuus ei aina ole
riittdvd  ja sitd joudutaan tdydentdmdidn muilla tutkimusmenetelmilld. Alkion
mikroskopointia voivat vaikeuttaa alkion sisilld esiintyvit rasvapisarat, jotka saattavat

vérjaytyd tummiksi (Poitras ym 1994).

Morfologisessa arvostelussa on tdrkedd, ettd alkio kehittyy aikataulun mukaisesti.
Kehitysvaiheen arvioinnissa kiinnitetddn huomiota erityisesti alkion muotoon, kokoon
ja sen sisdsolumassan sijaintiin sekd ontelon kokoon. Liséksi tarkastellaan onko zona
pellucida yhé havaittavissa ja missd vaiheessa kapselin muodostuminen on (Wilson ym.
1987). Alkion laatua heikentivié tekijoitd ovat irronneiden ja degeneroituneiden solujen
médrd, alkion siséltd 10ydetyt vieraat organismit ja alkion kutistuminen (Woods ym.

1986).

Slade ym. (1984) kehittivit ensimmdiisen luokitussysteemin hevosen alkioille.
Tutkimuksessa alkiot arvosteltiin ennen pakastamista ja sulatuksen jdlkeen. Liséksi
niiden elinvoimaisuus testattiin  in vitro tai in vivo synkronoituihin
vastaanottajatammoihin siirrettyind. In vitro —ryhmén alkiot todettiin kehityskelpoisiksi,
mikdli ne pystyivdt viljelyssd saavuttamaan seuraavan kehitysasteen ja
degeneroituneiksi, mikdli niissd oli havaittavissa degeneraation merkkejd ja eivit
pystyneet kehittymddn seuraavalle kehitystasolle. Lisdksi arvioitiin alkioiden zona
pellucidassa tai kapselissa olevat vauriot sekd pyknoottisten tumien méérd. In vivo —
ryhmaéssé vastaanottajatammoihin siirrettiin ne alkiot, jotka sulatuksen jélkeen saivat
arvosanaksi 3 tai enemmain. Slade ym. (1984) totesivat yhteyden alkion morfologisen
laadun ja tiinehtymisen todenndkdisyyden viélilld. Tutkimuksessa alkioille annettiin
arvosanat yhdesté viiteen seuraavasti:

1. Erinomainen

2. Hyva

3. Tyydyttava
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4.
5.

Huono

Degeneroitunut tai kuollut

Morfologiset arvosteluperusteet olivat seuraavat:

1.

Blastomeerien yhdistyminen toisiinsa. Irralliset tai heikosti jérjestdytyneet
blastomeerit olivat merkki viivistyneestd kehityksestd tai degeneraatiosta.
Blastomeerit alkion ulkopuolella. Mikéli yli alkiosta tyontyi ulos useita
blastomeereja (yli 5), sitd pidettiin degeneroituneena.

Alkion véri. Mitd vaaleampi, sen parempi arvosana.

Alkion pallomainen muoto. Epidsdidnndllisen muotoisia alkioita pidettiin
epdnormaaleina.

Zona pellucidan tai kapselin vauriot.

Perivitelliinitilan tdyttyminen sisdsolumassalla. Pakastaminen voi johtaa alkion

kutistumiseen, jolloin se tdyttdd pienemmén alueen perivitelliinitilasta.

Myoéhemmin McKinnon ja Squires (1988) kehittivit nykydin yleisessd kidytdssd olevan

arvosteluasteikon, jonka padkohdat on esitetty taulukossa 5.

Taulukko 5. Alkion morfologinen arvostelu (McKinnon & Squires 1988).

Alkion arvosana Morfologinen kuvaus

1 Erinomainen Alkio on symmetrinen ja sen solut ovat tasalaatuisia kooltaan ja
vériltadn.

2 Hyva Alkiossa on pienid virheitd: irrallisia trofoblasteja, yksittdisid
ulostyOntyvid ~ blastomeereja tai  se on  muodoltaan
epasymmetrinen.

3 Vilttava Alkiossa on selvid vaurioita, jotka eivdt ole vakavaksi
luokiteltavia: degeneroituneita soluja, ulostyontyvid
blastomeereja tai sen blastoseele on litistynyt.

4 Huono Alkiossa on vakavia vaurioita, esimerkiksi litistynyt blastoseele,
degeneroituneita soluja, lukuisia ulostyontyvid blastomeereja.
Alkiomassa ndyttad kuitenkin elavalta.

5 Hedelmoittyméton Alkio on  tdysin  degeneroitunut tai  kyseessd on

tai kuollut hedelmoittymiton munasolu.
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6.3 DAPI-virjiays

DAPI on vériaine, joka sitoutuu kuolleiden solujen DNA:han, kun kiytetdin tarpeeksi
pienid pitoisuuksia. Virjdamisen jilkeen alkio altistetaan UV-valolle ja lasketaan
fluoresoivien eli kuolleiden solujen lukuméérd mikroskoopin avulla. DAPI-vérjdystd on
sovellettu muun muassa 6-7 vuorokauden ikdisten alkioiden elinkykyisyyden
arvioimiseen (Huhtinen ja Bredbacka 1996) ja soluvaurioiden arvioimiseen
halkaistuissa alkioissa (Huhtinen ym. 1995). DAPI-virjiyksen ei ole todettu aiheuttavan
haittaa alkioiden elinkelpoisuudelle ja se tarjoaa mahdollisuuden tarkempaan alkion

arvosteluun kuin perinteinen morfologinen luokittelu (Huhtinen 1999).

6.4 Biopsia ja sukupuolen méiiritys

Alkiosta on mahdollista ottaa biopsia ennen sen siirtdmistd vastaanottajaan, mika
mahdollistaa muun muassa alkion sukupuolen maéirittimisen ja erdiden perinndllisten
sairauksien havaitsemisen PCR-menetelmilld (Peippo ym. 1995, Huhtinen ym. 1997b).
Ensimmadiset sukupuolimdiritetysti alkiosta syntyneet varsat ovat syntyneet Suomessa
(Huhtinen ym. 1997b). Biopsia otetaan mikropipetilld. Sopivan restriktioentsyymin
hevosen sukupuolen maéiritykseen I0ysivdt ensimmdiisind Peippo ym. (1995) ja
ensimmadisen onnistuneen biopsian hevosen alkiosta ottivat Huhtinen ym. (1997b),
mutta biopsioiduilla alkioilla saavutetut tiineystulokset olivat tuolloin vield heikkoja.
Alkio on nykydédn mahdollista biopsioida ja sdilyttdd sitd 32 °C:ssa 7-10 tunnin ajan
ennen siirtoa ilman ettd alkion elinvoimaisuus tai tiinehtymistulokset heikkenevit
(Herrera ym. 2014). T4lloin on mahdollista siirtdd ainoastaan haluttuja ominaisuuksia

edustavat alkiot vastaanottajiin.

7 ALKION KYLMASAILYTYS

7.1 Jadhdyttdminen

Alkioita voidaan jddhdyttdd ja sdilyttdd + 4 °C:ssa useiden tuntien, jopa vuorokauden

ajan, mikd mahdollistaa alkioiden kuljettamisen vastaanottajatammojen luokse

siirtdmistd varten. Jadhdytetyilld alkioilla on saatu yhtd hyvid tiinehtymistuloksia kuin
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tuoreilla alkioilla (Cook ym. 1989). Moussa ym. (2004) tutkivat + 5 °C:ssa sdilytettyjen
alkioiden elinkykyisyyttd. Alkiot arvosteltiin DAPI- ja TUNEL-vérjaykselld eli
kuolleiden ja varhaisapoptoottisten solujen médrid arvioitiin ennen kylmisdilytysta seka
6 tunnin ja 24 tunnin kylmaisdilytyksen jélkeen. Ensimmaéisten kuuden tunnin aikana
alkioissa ei tapahtunut merkittdvid muutoksia, mutta vuorokauden ajan sdilytetyissa
alkioissa kuolleiden solujen miird oli huomattavasti lisdéntynyt. Kuolleiden solujen
médrd lisddntyi suhteellisesti enemmin alle 400 pum alkioilla kuin sitd suuremmilla

alkioilla (Moussa ym. 2004).

7.2 Pakastaminen

Yamamoto ym. (1982) onnistuivat ensimmaéisind maailmassa saamaan aikaan eldvin
varsan pakastetusta alkiosta. Alkion pakastamisella saavutetaan monia etuja
alkionsiirto-ohjelmissa. Vastaanottajatammojen kiimoja ei tarvitse télldin synkronoida,
koska alkio on sulatettavissa ja siirrettdvissd milloin tahansa. Pakastaminen
mahdollistaa myos alkioiden sdilyttimisen hyvinkin pitkdén jolloin alkiota on myds
mahdollista kuljettaa siirrettéviksi eri puolille maailmaa. Hevosen alkion pakastaminen
on osoittautunut haastavaksi verrattuna muiden lajien alkioihin. Alkion pakastusprosessi
koostuu seuraavista vaiheista:

1. Alkion kisittely kylménsuoja-aineilla

2. Hidas jaahdyttdminen alle -30 °C lampdtilaan sellaisissa olosuhteissa, joissa

alkion solut dehydroituvat eli solunsisdinen neste siirtyy solunulkoiseen tilaan
3. Alkion siirtdminen nestetyppeen ja sédilyttiminen -196 °C lampétilassa
4. Alkion ldmmittdminen takaisin fysiologiseen limpdtilaan

5. Kylminsuoja-aineiden poistaminen alkiosta

7.3 Pakastamisen onnistumiseen vaikuttavia tekijoita

7.3.1 Alkion koko ja kehitysaste

Hevosen alkioiden pakastaminen kuljetusta ja sdilytystd varten on perinteisesti ollut
haastavaa. 1980- ja 1990-luvuilla Yamamoto ym. (1982) ja useat muut tutkijat
pakastivat 6-8 vuorokauden ikiisid alkioita kdyttden alun perin naudan alkioille

suunniteltuja pakastamistekniikoita ja kylménsuoja-aineita, mutta tiinehtymisprosentit
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olivat melko heikkoja. Naiissd tutkimuksissa kuitenkin huomattiin pakastamisen
onnistuvat paremmin silloin, kun pakastettavat alkiot olivat halkaisijaltaan alle 300 pm.
Syyksi on esitetty mm. suurten alkioiden pienempéé pinta-alan ja tilavuuden suhdetta ja
suurempaa blastoseelea, minkd vuoksi kylménsuoja-aineet ldpdisevdt alkion solut
hitaammin sekd lisdys- ettd poistovaiheessa (Seidel 1996). Myds kapselin on epdilty
heikentdvén kylméansuoja-aineiden paisyé alkioon. Brittany ym. (2012) tutkivat alkion
kapselin ldpdisevyyttd 1,4 M ja 3,4 M glyserolille. Tutkimus osoitti, ettd alle 600 um
alkioilla, joilla ei vield ole tdysin kehittynyttd kapselia, glyserolin ldpdisevyys oli
parempi (3,6 %) kuin yli 600 um alkioilla, joita peittdd tiysin kehittynyt kapseli (0,4
%). Glyserolin, etyleeniglykolin ja fysiologisen suolaliuoksen imeytymisen kapselin
ldpi on todettu olevan lineaarista, mikd viittaa siithen, etti imeytymismekanismi on
monimutkaisempi  kuin  yksinkertainen diffuusio. Kehittyneemmilld alkioilla
kylminsuoja-aineen ldpdisevyyteen vaikuttavat heikentivasti todenndkdisesti myds
sisdsolumassan rakenne, endodermin muodostuminen ja akvaporiinit. (Gillard Kingma

ym. 2011).

Hevosen alkio siirtyy munanjohtimesta kohtuun verrattain myohédén, yleensd
aikaisintaan viidennen vuorokauden lopussa. Jotta alkiot olisivat kokonsa puolesta
soveltuvia pakastamiseen, ne tulee kerétd 6 vuorokautta sen jilkeen, kun luovuttajan on
todettu ovuloineen ultradénitutkimuksessa tai 8 vuorokautta sen jialkeen, kun luovuttaja
on saanut hCG-injektion, koska hCG aiheuttaa ovulaation tavallisesti 36-38 tunnin
kuluessa. Pienilld pakastetuilla alkioilla saadut tiinehtymistulokset ovat olleet 1dhes yhti

hyvid kuin pakastamattomia alkioita siirrettdessi (Squires ym. 1989b, Hochi ym. 1996).

Alkiohuuhtelussa kuitenkin 10ydetidén vihemmaén alkioita silloin kun huuhtelu tehdéén
kuudentena pidivdnéd verrattuna seitsemédnteen tai kahdeksanteen pdivédn ovulaatiosta
(Iuliano ym. 1988). Tamin vuoksi on yritetty kehittdd menetelmid, joilla myds
suurempien alkioiden pakastaminen saataisiin onnistumaan. Maclellan ym. (2002) ovat
yrittdneet kapselin liuottamista trypsiinilld sekd alkion solukalvojen suojaamista
sytokalasiini B:1ld, mutta ndmé eivét lisdnneet alkioden elinvoimaisuutta pakastamisen
jilkeen. Mikéli kapseli poistetaan kokonaan, pakastettu alkio ei pysty jatkamaan
normaalia kehitystd sen jédlkeen, kun se on siirretty vastaanottajaan (Stout ym. 2005).
Barfield ym. (2009) kokeilivat suurikokoisten blastokystien kuivattamista ennen

pakastamista. Alkioita kuivatettiin sakkaroosiliuoksessa kahden minuutin ajan, jolloin

24



alkioiden tilavuus pieneni 45 prosentilla. Kyseiselld alkioiden kuivattamismenetelmalla
ei kuitenkaan saavutettu parempia tiineystuloksia kuin kontrolliryhmén alkioilla, joita ei
kuivatettu. Téssd tutkimuksessa alkioita jidhdytettiin 0,5 °C minuutissa, mutta
todellisuudessa suuret, halkaisijaltaan yli 450 pm alkiot voisivat hyotyd hitaammasta
jadhdytysnopeudesta, jolloin myds niiden dehydraatioaika ennen jddtymistd olisi
pidempi. McLellan ym. (2002) jadhdyttivdat suuria hevosen alkioita ensin 0,3 °C
minuutissa -30 °C ldmpdtilaan saakka ja sen jilkeen 0,1 °C minuutissa, saavuttaen noin

40 % tiinehtymisprosentin.

7.3.2 Jadkiteiden muodostuminen

Alkion pakastamisessa kéytetddn pienid kylménsuoja-ainepitoisuuksia ja alkiota
jadhdytetddn maltillisesti noin 0,3-0,5 °C minuutissa, jotta solut kuivuisivat
asianmukaisesti eikd solunsisdisid jadkiteitd pddsisi muodostumaan (Squires ym.
1989b). Jaidkiteet aiheuttavat mekaanisia vaurioita alkion soluille ja pahimmassa
tapauksessa alkion kuoleman. Kun alkio viedddn pakastusnesteeseen ja alhaiseen
lampdatilaan, vedestd alkaa muodostua jadkiteitd solujen véliseen tilaan, jolloin kdytetyn
pakastusnesteen konsentraatio on suurempi kiteiden ympérillda ja hyperosmoottinen
neste imee solunsisdisti vettd pois alkiosta. Liian nopea jaddhdytys johtaa solunsisdisten
jaakiteiden muodostumiseen ja liian hidas puolestaan johtaa hyperosmoottisten
olosuhteiden aiheuttamiin soluvaurioihin. Nesteen jadtyminen indusoidaan ldmp6étilan
ollessa -6 °C koskettamalla olkea nesteméiseen typpeen kastetulla instrumentilla, jotta
jdan muodostuminen tapahtuisi mahdollisimman nopeasti ja tasaisesti ja viltytddn

kiteiden muodostumiselta (Seidel 1996).

7.3.3 Kylménsuoja-aineet

Alkioiden suojaamiseksi pakastusnesteissd kiytetddn kylminsuoja-aineita, joiden
vaikutusmekanismeja ei tiysin tunneta, mutta niiden on esitetty muun muassa alentavan
pakastusnesteen jddtymispistettd ja muuttavan muodostuvan jéddn koostumusta. Suoja-
aineet eivdt saa muodostaa kiteitd alkion jddtyessi. Kylménsuoja-aineista eniten
tutkittuja ovat glyseroli, etyleeniglykoli, propyleeniglykoli ja dimetyylisulfoksidi, jotka
imeytyvit solujen sisddn (Seidel 1996). Eldvid varsoja on syntynyt glyserolilla ja

etyleeniglykolilla kisitellyistd alkioista. Parhaiten hevosen alkioiden pakastamiseen

25



soveltuu glyseroli, vaikka senkin on todettu aiheuttavan vaurioita pakastettaville
alkioille (Wilson ym. 1987). Glyserolia kéytettdessd alkion jadhdytysnopeuden on
oltava riittivén hidas. Liséksi voidaan kiyttdd solunulkoisia kylménsuoja-aineita kuten

sakkaroosia tai albumiinia.

Solunsisdiset kylménsuoja-aineet kannattaa annostella véhitellen, koska ne aiheuttavat
alkion solujen hetkellisen kutistumisen solunsisdisen nesteen siirtyessd solunulkoiseen
tilaan konsentraatiogradientin suuntaisesti. Konsentraatioero kuitenkin tasoittuu pian
kylminsuoja-aineen piéstessd solujen sisddn jolloin solut palautuvat alkuperdiseen
kokoonsa (Seidel 1996). Kylminsuoja-aineilla on myds havaittu olevan toksisia
vaikutuksia alkion soluille. Huhtinen ym. (1997a) totesivat, ettd mitd vihemmain alkio
kutistuu kylménsuoja-aineiden lisddmisen aikana, sitd paremmat mahdollisuudet silld on
jatkaa  kehitystddn sulattamisen jdlkeen. Yleisesti ottaen varhaisemmassa

kehitysvaiheessa olevat alkiot kutistuvat vihemmaén kuin suuremmat alkiot.

Bass ym. (2003) tutkivat metanolin kéyttod suurten, 300-1000 pm alkioiden
kylminsuoja-aineena. Alkioita pidettiin ensin 8 % metanolissa viiden minuutin ajan ja
siirrettiin sen jdlkeen 48 % metanoliin. Metanolin todettiin penetroituvan alkion
soluihin yhtd hyvin kuin glyserolin, saavuttaen 1,5 M molariteetin verrattuna glyserolin
1,36 M molariteettiin. Metanolissa alkiot kutistuivat hieman vihemman (76 + 8 %) kuin
glyserolissa (57 + 6 %), mutta alkioiden elinvoimaisuudessa tai tiinehtymistuloksissa ei

ollut merkittdvaa eroa ryhmien vélilla.

7.3.4 Pakastamisen apuaineet

Apuaineita kdyttdmalld pyritddn pienentdiméddn alkiolle toksisten suoja-aineiden
pitoisuuksia. Glutamiinin on todettu tehostavan DMSO:n ja propyleeniglykolin alkiota
suojaavia vaikutuksia. On esitetty, ettd glutamiini suojaa ja stabiloi alkion solukalvojen
proteiinirakenteita (Kruuv ym. 1988). Sakkaroosia voidaan kdyttdd suojaamaan alkiota
sulatusvaiheessa tapahtuvalta osmoottiselta turpoamiselta. Huhtinen ym. (1997a) ovat
todenneet sakkaroosin kidyton sulatusliuoksessa alentavan alkioissa tapahtuvien
solukuolemien méadrdd. Tutkimuksessa arvioitiin alkion morfologista laatua ja

kehityskelpoisuutta DAPI-virjdysmenetelmdlld. Trehaloosin on todettu toimivan
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etyleeniglykoliin yhdistettynd solunulkoisena kylménsuoja-aineena yhti hyvin tuloksin

kuin sakkaroosin (Castanheira ym. 2004).

7.4 Sulattaminen

Alkiolle sopiva sulatusnopeus riippuu siitd, kuinka paljon vettd solujen sisdén on jaényt
alkion jaatymishetkelld sekd oljen koko ja ldmmonjohtavuus. Mikili jadkiteitd on
padssyt muodostumaan pakastuksessa, niiden lampolaajeneminen sulatuksen aikana voi
aiheuttaa vakavia solunsisdisid vaurioita. Téllaisessa tilanteessa alkion sulatuksen on
tapahduttava nopeasti. Mikili alkion solut ovat dehydroituneet asianmukaisesti
pakastuksen aikana, tulee sulatus tehdd hitaasti. Sulattaminen tapahtuu kiytinndssi
joko huoneenldmmdssd ja/tai 35-37 —asteisessa vesihauteessa, esimerkiksi pitdiméalla
olkea ensin 12 sekunnin ajan huoneenldmmossd ja sen jilkeen 12 sekuntia veteen

upotettuna (Seidel 1996).

Kylminsuoja-aineen poistaminen alkiosta tulee tehdd vaiheittain jotta véltyttdisiin
osmoottisilta vaurioilta ja solujen turpoamiselta veden imeytyessd solujen sisddn
konsentraatiogradientin suuntaisesti. Suoja-aine voidaan laimentaa siirtimaélld alkiota
véhitellen pienenevén konsentraation omaaviin liuoksiin. Vaihtoehtoisesti kylménsuoja-
aineen poistamisessa voi hyddyntdd esimerkiksi sakkaroosia, joka ei penetroidu solun
sisélle ja aiheuttaa siten vastakkaisen konsentraatiogradientin kuin vesi, jolloin vesi

imeytyy hitaammin alkion soluihin (Seidel 1996).

7.5 Vitrifikaatio

Vitrifikaatio on nopeampi ja taloudellisempi vaihtoehto alkion perinteiselle
pakastamiselle, koska se ei edellytd ohjelmoitavaa jadhdytyslaitteistoa, joka kontrolloisi
alkion hidasta jadtymistd. Vitrifikaatiossa alkio altistetaan lyhyessd ajassa suurelle
konsentraatiolle kylmédnsuoja-ainetta, minkd jélkeen alkiota jadhdytetddn ensin
nestetypen hoyryssid ja sen jilkeen upotetaan nestetyppeen. Vitrifikaatiossa alkion
solunsisdisen nesteen viskositeetti kasvaa nopeasti, jolloin véltytdén solunsisdisten
kristalloidien muodostumiselta. Hochi ym. (1994) ovat raportoineet ensimméiisini
onnistuneista tiineyksisté vitrifioiduilla alkioilla. He vitrifioivat seitsemin morula- tai

varhaisen blastokystivaiheen alkiota, joista viisi siirrettiin vastaanottajatammoihin.
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Kaksi tiineyksisté kehittyi normaalisti 60. vuorokauteen asti. Toistaiseksi yhtddn elavia

varsaa ei ole syntynyt vitrifioidusta alkiosta.

My0s vitrifikaation onnistumiselle on edullista, ettd kasiteltdvdt alkiot ovat
halkaisijaltaan alle 300 um, koska kapselin on todettu hankaloittavan vitrifikaation
onnistumista. Eldridge-Panuska ym. (2005) vertasivat eri kokoisten alkioiden
vitrifikaatiokestdvyyttd ja tuloksena oli enemmaén alkiorakkuloita alle 300 pm alkiolla
(4/6) verrattuna yli 300 pm alkioihin (0/3). Pienilld, vitrifioiduilla alkioilla on saatu
lahes yhtd hyvid tiinehtymistuloksia kuin pakastamattomilla alkioilla (Carnevale ym.

2000).

Perinteistd olkea kaytettdessd alkion jddhtymisnopeus on noin 2500 °C minuutissa,
mutta ns. open pulled straw —oljessa (OPS) alkio jadhtyy jopa 20 000 °C minuutissa
(Moussa ym. 2005). OPS-menetelméssd kéytetddn olkea, jonka molemmat péit ovat
avoimet ja se on keskeltd erittdin ohut. Oberstein ym. (2000) vertasivat keskendin
perinteistd alkioiden pakastamista sekd vitrifikaatiota OPS-menetelmélld ja
pakastussilmukalla kdyttden pienid, alle 300 um alkioita. Alkioiden morfologinen laatu
arvioitiin ennen niiden pakastamista. Sulatuksen jdlkeen alkiot arvosteltiin uudelleen
morfologisesti, niiden solujen eldvyyttd arvioitiin varjddmaélla ja niitd viljeltiin 20 tunnin
ajan. Tutkimuksessa ei todettu merkittivid eroja kéytettyjen menetelmien vililla.
Myo6hemmin Moussa ym. (2005) vertasivat perinteisti pakastamista ja OPS-
vitrifikaatiomenetelméé keskenéén ja totesivat niin ikdén sulatettujen alkioiden olevan

yhtd elinvoimaisia kummankin menetelmén jalkeen.

Taulukko 6. Alkion menettdmidn  blastoseelenesteen  maidrdn  vaikutus

tiinehtymisprosenttiin (Choi ym. 2011)

Menetetyn blastoseelenesteen maird % Tiinehtymisprosentti %
<10 0 (0/3)

20-30 40 (2/5)

>170 80 (4/5)
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Choi ym. (2011) ovat vitrifioineet my0s suuria, halkaisijaltaan jopa 650 um,
blastokystejd onnistuneesti siten, ettd alkiot on biopsioitu ennen vitrifiointia ja niiden
sisélld oleva neste on joko piistetty valumaan ulos tai poistettu pipetin avulla (central
aspiration technique). Mitd suurempi osuus blastoseelenesteestd saatiin poistumaan
alkiosta, sitd parempia olivat myos tiinehtymistulokset (Taulukko 6).
Aspiraatiotekniikalla késitellyistd alkioista saatiin poistettua jopa yli 70 % blastoseelen
sisdltdiméstd nesteestd. Télloin blastokystin halkaisija pienenee ja kylminsuoja-aineet
padsevit tehokkaammin vaikuttamaan alkiossa. Samassa tutkimuksessa verrattiin kahta
eri kylminsuoja-ainetta, etyleeniglykolia ja dimetyylisulfidioksidia, in vivo -
kasvatettujen alkioiden vitrifioinnissa. Tiinehtymistulokset olivat parempia niilld

alkioilla, jotka suojattiin etyleeniglykolilla.

7.6 Alkion vaurioituminen kylmakésittelyn aikana

Alkion solut eivdt ole biologisesti aktiivisia alle -130 °C:ssa, joten ne eivit vaurioidu
pitkdnkddn -196 °C:ssa nestetypessd tapahtuvan siilytyksen aikana. Pakastaminen ja
sulattaminen puolestaan aiheuttavat alkion soluille vahinkoa. Mikdli alkio jadhtyy liian
nopeasti, sen solut eivét ehdi kunnolla dehydroitua ja solunsisdiseen veteen muodostuu
jadkiteitd. Kiteet aiheuttavat mekaanisia vauriota solunsisdisille rakenteille varsinkin
sulatuksen aikana. Jos alkiota jddhdytetddn liian hitaasti, on riskind solujen liiallinen
kuivuminen, jolloin solunsisdinen neste konsentroituu ja voi aiheuttaa proteiinien
denaturaatiota (Lehn-Jensen 1986). Edelld mainittujen vaurioiden ehkdisemiseksi

pakastusprosesseissa kdytetdin kylminsuoja-aineita.

Wilson ym. (1987) tutkivat alkioiden morfologiaa glyserolialtistuksen ja pakastamisen
jdlkeen. Ilman pakastamistakin tapahtuva glyserolille altistuminen aiheutti muutoksia
alkion sisdsolumassan solujen mitokondrioihin ja solunsisdisiin rasvapisaroihin.
Glyserolikisittelyn ja pakastamisen jidlkeen mitokondrioissa havaittuja muutoksia olivat
sisdkalvojen  yhteensulautuminen, ulkokalvojen taittuminen sekd cristojen

paksuuntuminen.

Hendriks ja Stout (2010) ovat verranneet suurten (yli 300 um) ja pienten (alle 300 pum)
alkioiden vaurioitumista pakastamis- ja vitrifikaatioprosessien aikana. He totesivat

perinteisen pakastamismenetelmédn olevan vdhemmén haitallinen sekd suurille ettd
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pienille alkioille. Kumpikin menetelma aiheutti alkioille muun muassa solukuolemia ja
mitokondrioiden toiminnan muuttumista. Suurilla alkioilla soluista degeneroitui 57 + 14
% pakastamisen jédlkeen ja 75 = 16 % vitrifikaation jilkeen, pienilld alkioilla vastaavat
luvut olivat 21 £ 9 % ja 30 £ 13 %. Vitrifikaatiossa kaytettdvat kylmansuoja-aineet ovat
mahdollisesti toksisempia alkioille kuin pakastamisessa kéytettdvdt ja niiden
konsentraatiot ovat suurempia. Vitrifikaatiossa on myos suurempi mahdollisuus sille,
ettd alkio ehtii altistua kylménsuoja-aineille pidempéén kuin on suositeltu. Toisaalta
vitrifikaatiossa kdytetyt kylméinsuoja-aineet eivit lyhyessd ajassa ehdi imeytyéd alkion
soluihin yhtd hyvin kuin tavalliset kylménsuoja-aineet, mikd osaltaan lisdd alkion

solujen vaurioitumista (Hendriks & Stout 2010).
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[II POHDINTA

Jotta alkionsiirtotoiminta saataisiin hevosilla kannattavaksi ja pystyttiisiin kehittimaan
tehokkaita, kaupallisia alkionsiirtomenetelmid, tarvitaan vield lisdd tutkimusta liittyen
useisiin alkionsiirtoprosessin vaiheisiin. Hevosten alkionsiirroilla ei toistaiseksi
saavuteta taloudellista voittoa, mikd osaltaan hankaloittaa rahoituksen saamista

tutkimustoimintaan.

Toimivan superovulaatiomenetelmén kehittdminen mahdollistaisi jélkeldismédrian
lisddmisen geneettisesti arvokkaasta tammayksilostd ja véhentdisi tarvittavien
alkiohuuhteluiden maard4. Tamman munasarjan erityisen rakenteen vuoksi hevosella ei
kuitenkaan todenndkoisesti koskaan ole mahdollista saada aikaan yhtd monta
ovulaatiota kuin esimerkiksi naudalla, koska ovulaatiokuoppaan mahtuvien follikkelien

miiré on rajallinen.

Hevosen alkion pakastuksenkestivyys on heikko verrattuna esimerkiksi naudan
alkioihin. Sopivien kylménsuoja-aineiden kehittiminen ja hevosen alkioille soveltuva
pakastamisprosessi helpottaisivat alkionsiirtotoimintaa, koska pakastettuja alkioita
siirrettdessd  parjatddn  yhdelld vastaanottajatammalla ja  véltytdin kiimojen
synkronoinnilta. ~ Pakastaminen mahdollistaisi myds geneettisen materiaalin
sdilyttdmisen ja helpottaisi kansainvilistd hevoskauppaa, koska alkion kuljettaminen on
helpompaa ja edullisempaa kuin eldvdn hevosen, eikd siihen liity vastaavaa riskid

tarttuvien eldintautien levidmisesta.
Alkion tutkiminen biopsian avulla tarjoaa uusia mahdollisuuksia paitsi

sukupuolimddritettyjen varsojen tuottamiseen, myds perinndllisten sairauksien

diagnosointiin ja tutkimiseen.
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