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1 JOHDANTO

Superovulaation, alkiohuuhtelun, alkionsiirron avulla geneettisesti arvokkaista
naarasyksiloista saadaan tuotettua normaalia lisddntymispotentiaalia enemman
jalkeldisia. Vastaanottajina voidaan kadyttaa jalostuksellisesti huonompia yksil6ita.
Alkionsiirto on nopea tapa edistdaa karjan jalostusta. Se on vakiinnuttanut paikkansa
karjan jalostuksessa niin Suomessa kuin maailmalla. Alkionsiirto on myds erittdin
turvallinen tapa jalostaa karjaa ja siirtda eldinainesta maasta toiseen, silla eldintautien

leviamisen riski on alkionsiirron yhteydessa pieni (Givens & Marley 2008).

Alkionsiirrossa kaytetaan joko tuoreita tai pakastettuja alkioita. Tuorealkioita
siirrettdessa alkion luovuttajan ja vastaanottajan kiimat synkronoidaan samaan
vaiheeseen. Suomessa kuitenkin suurin osa alkionsiirroista tehddan nykyisin
pakastealkioilla. Pakastealkioita kaytettdessa siirto tehddan yleensd luonnolliseen

kiimaan.

Tiinehtyminen alkionsiirron jalkeen on monen tekijan summa. Tiinehtymiseen voivat
vaikuttaa monet alkiosta, siirtoprosessista ja vastaanottajasta riippuvat tekijat. Alkion
laatu, elinkelpoisuus ja oikea kehitysaste ovat tarkeitd alkionsiirron onnistumisen
kannalta. Laadun ja kehitysvaiheen arviointi onkin yksi alkionsiirron keskeisimpia

vaiheita (Bé ja Mapletoft 2006).

Tama lisensiaatintutkielma  sisdltda  kirjallisuuskatsauksen ja  tutkimusosan.
Kirjallisuuskatsaus on rajattu kasittelemaan alkionsiirtoprosessin eri vaiheita, alkioiden
luokittelua, tiinehtymiseen vaikuttavia tekijoitd ja alkionsiirtoon liittyvaa tautiriskia.
Tutkimusosassa selvitetdadan epiduraalipuudutuksen ja muiden tekijoiden vaikutusta

tiinehtymiseen.



2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Alkionsiirron merkitys

Ensimmaisen onnistuneen alkionsiirron naudalla teki E.L. Willet vuonna 1950 kayttden
kirurgista menetelmaa. Alkionsiirtotoiminnan kaupallistuminen tapahtui Pohjois-
Amerikassa 1970-luvun alussa. Alkionsiirrot suoritettiin aluksi yksinomaan kirurgisella
menetelmalld. Se soveltui kuitenkin huonosti praktiikkaolosuhteisiin hygienia-
vaatimustensa takia. Ei-kirurginen siirtotapa yleistyi nopeasti, ja jo 1970 luvun lopulla
suurin osa alkionsiirroista suoritettiin ei-kirurgisesti (Hasler 2003, Betteridge 2003).
Kylmasailytyksen yleistyminen 1980-luvun alussa oli merkittavd kehitysaskel
alkionsiirto-toiminnan historiassa. Alkioiden pakastamisen myo6ta alkionsiirtojen
tehokkuus parani, kun alkioita voitiin sdil6a ja kuljettaa eri puolille maailmaa. Myds
erilaiset teknologiset ratkaisut, kuten in-vitro-alkioiden tuottaminen, alkioiden halkaisu
ja sukupuolilajittelu kehittyivat nopeasti 1980-luvulla ja muodostuivat nopeasti osaksi
kaupallista alkionsiirtotoimintaa (Hasler 2006). Alkionsiirto-toiminta onkin tana paivana

merkittavaa kansainvalista liiketoimintaa.

Vuonna 2012 rekisteroitiin maailmanlaajuisesti (IETS) 890 875 tuore- ja pakastealkioilla
tehtya alkionsiirtoa, joista 505 876 oli IVD- (in-vivo derived) ja 384 999 oli IVF-alkioita
(in-vitro fertilized). Euroopassa tehtiin alkionsiirtoja samana vuonna 114 099. IVF-
alkiosta suurin osa siirrettiin tuoreina, kun taas IVD alkioista yli puolet siirrettiin
pakastettuna (IETS 2013). Alkionsiirtotoiminnan tulevaisuus riippuu kuitenkin
merkittavasti  talouden suhdanteista, jotka voivat vaikuttaa negatiivisesti
maidontuotannon ja karjatalouden kannattavuuteen ja sitda kautta myods
alkionsiirtotoimintaan. Myos odottamattomilla taudinpurkauksilla voi olla negatiivinen

vaikutus kansainvéliseen kaupankayntiin (Hasler 2014).

Alkionsiirron avulla voidaan edistdda karjan jalostusta. Alkionsiirto mahdollistaa
geneettisesti hyvien hiehojen ja lehmien tehokkaan jalostuskdyton, kun yhdeltd
luovuttajalta on mahdollista saada useita jalkeldisia (Smith 2004). Alkionsiirto on

turvallisin tapa ostaa uutta eldinainesta karjaan, silla riski tautien leviamiselle alkioiden



mukana on pieni. Se on myo6s kustannustehokkain tapa karjan jalostamiseksi (Duran

2000, B6 ja Mapletoft 2013)

2.2 Kiimojen synkronointi

Alkionsiirtojen yhteydessa kiimojen synkronoinnin tavoitteena on ajoittaa alkion
luovuttajien ja vastaanottajien kiimat haluttuun ajankohtaan, siten ettda ne ovat
kiimakierroltaan juuri oikeassa vaiheessa alkionsiirron hetkelld. Tuorealkioita
kaytettaessa vastaanottajien kiimat synkronoidaan, kun taas pakastealkiot siirretdaan
useimmiten luonnolliseen kiimaan. Tuorealkiot sdilyvat elinkelpoisina noin 12 tuntia
huuhtelusta, joten vastaanottajan tulee olla oikeassa kiimakierron vaiheessa
huuhtelupdivana, jotta siirrettavilla alkioilla olisi mahdollisuus kehittya (Mapletoft
2006). Alkio on siirrettdessa seitseman padivan ikdinen, joten se on siirrettava eldimeen,
joka on ollut viikko sitten kiimassa. KaytdnnoOssa siis tuorealkioita kdytettdessa
vastaanottajan tulee olla kiimassa sinda paivana, jolloin luovuttaja siemennetaan.
Riippumatta siitd, kaytetaanké synkronointiohjelmaa vai ei, oikea ajoitus on
alkionsiirron onnistumisen kannalta ehdottoman tarkeda (Smith 2004, Mapletoft

2006).

Kiimojen synkronoiminen edesauttaa alkionsiirtojen onnistumista ja siten parantaa
tiinehtyvyytta (Baruselli ym. 2010, 2011). Kiiman indusointiin ja ajoittamiseen on
olemassa erilaisia menetelmid, jotka on alkujaan kehitetty Iahinna keinosiemennys-
puolelle, mutta jotka yhtalailla soveltuvat kadytettavaksi alkionsiirtojen yhteydessa.
Synkronointimenetelmat perustuvat ldahinnd eksogeenisten hormonivalmisteiden

kayttoon (Mapletoft 2006).

2.2.1 Prostaglandiini ja sen agonistiset analogit

Prostaglandiini F,q (PGF,) ja sen agonistiset analogit on kdytetyin hoitokeino kiiman
synkronoimiseksi (Odde 1990, B6 ym. 2002). PGF,, aikaansaa keltarauhasen

surkastumisen eli luteolyysin. PGF,4:n avulla kiimaa voidaan kontrolloida usealla eri



tavalla. Sitd voidaan kayttda yksittdisend injektiona tai monen injektion sarjana

eripituisin hoitovalein (Allcock ja Peters 2004).

PGF,q:n luteolyyttinen teho riippuu keltarauhasen iasta (B6 ym. 2002, Allcock ja Peters
2004). Se tehoaa huonosti paivind 5 ja 6 (Sequin 1997, Wiltbank 1997) eikd tehoa
lainkaan alle viiden paivan ikaisiin keltarauhasiin (Coleman ym. 1987). PGF,, tulisi siis
antaa kiimakierron péivind 7-17 (Sequin 1997, Wiltbank 1997). PGF,, aiheuttaa
luteolyysin jolloin veren progesteroni vahenee nopeasti (Allcock ja Peters 2004). Eldin
tulee kiimaan useimmiten 3-4 pdivaa hoidon jalkeen. Tosin kiimaantulon ajankohta
PGF,q-injektion jalkeen vaihtelee melko paljon (B6 ym. 2002, Mapletoft 2006). Vaihtelu
johtuu siitd, missa kehitysvaiheessa munasarjojen follikkeliaalto hoitohetkelld on (Odde
1990, B6 ym. 2002). Kiiman synkronoimiseksi voidaan kdyttdaa kahta PGF,,-injektiota.
Aiemmin on suositeltu, ettd ne annetaan 10 tai 11 padivan valein (B6 ym. 2002), mutta
Mapletoftin (2006) mukaan tiinehtyvyys on parempi 14 vuorokauden hoitovalilla.
Kahden injektion hoitosarjan teho perustuu siihen, etta jalkimmaisen injektion aikana
kaikilla lehmilla tulisi teoriassa olla PGF,q4:lle herkka keltarauhanen (Odde 1990, B6 ym.
2002). 11 pdivan hoitovalilla osalla lehmistd saattaa olla vielda prostaglandiinille

reagoimaton keltarauhanen.

2.2.2 Ovsynch-ohjelma

Ovsynch-ohjelmalla kiima voidaan ajoittaa tarkasti ja ndin ollen voidaan suorittaa
ajoitettu siemennys ilman kiiman visuaalista havainnointia (Pursley ym. 1997).
Ovsynch-ohjelmaa voidaan kayttda myos alkionsiirron yhteydessd (B6 ym. 2002).
Ovsynch-ohjelma perustuu GnRH- ja PGF,,-hormonivalmisteiden kayttoon (Allcock ja
Peters 2004). Ohjelma on nelivaiheinen. Ensimmaisessd vaiheessa vastaanottaja
hoidetaan GnRH-injektiolla, joka annetaan satunnaisessa vaiheessa naudan
kiimakiertoa. Naudan vaste GnRH-hoitoon riippuu siitd, onko munasarjoissa dominoiva
follikkeli vai ei. Jos munasarjoissa on dominoiva follikkeli, lehma ovuloi GnRH:n
vaikutuksesta, muodostuu keltarauhanen, ja uusi follikkeliaalto ldhtee kehittymaan. Jos
munasarjoissa on vain epadkypsida follikkeleita, vaikuttaa GnRH follikkelien kasvua

edistavasti, mutta talldin ei siis seuraa ovulaatiota. Seitseman pédivad GnRH hoidon



jdlkeen annetaan PGF,-injektio, joka aiheuttaa Iuteolyysin, jonka jalkeen
munasarjoissa alkaa follikkelivaihe. Kahden vuorokauden kuluttua PGF,4-injektiosta
lehma hoidetaan GnRH:lla, jonka vaikutuksesta eldin ovuloi 24-32 tunnin kuluttua. Jos
lehma keinosiemennetaan, siemennys ajoitetaan 16 tunnin paahan GnRH-injektiosta
(Pursley ym. 1997). Alkionsiirto suoritetaan viikon kuluttua GnRH-hoidosta, jolloin
vastaanottaja on kiimakierron paivassa 7. Ei-sykloivilla lehmilla GnRH hoidolla ei saada

lainkaan vastetta (Senger 2003).

Ovsynch-ohjelma toimii huomattavasti paremmin laktoivilla lehmilld kuin hiehoilla (
Pursley ym. 1995, B ym. 2002, Allcock ja Peters 2004, Mapletoft 2006). Syyta tdhan ei
tiedeta, mutta laktaatiolla, ruokinnallisilla tekijoilla ja idlla on arveltu olevan vaikutusta
(Pursley ym. 1995). Ensimmaisen GnRH-injektion jalkeen lehmista ovuloi 85 %, mutta
hiehoista vain 54 % (Mapletoft 2006). Bén ym. (2002) mukaan GnRH ei hiehoilla aina
aiheuta ovulaatiota tai luteinisaatiota. Jos ensimmainen GnRH-hoito ei synkronoi uutta
follikkeliaaltoa kasvuun, toinen GnRH-injektio saattaa olla teholtaan huono eikd johda
ovulaatioon. On my0s raportoitu, ettd jotkin hiehot saattavat nayttda kiimaoireita

ennen toista GnRH-hoitoa (B6 ym. 2002).

Bon ym. (2002) mukaan laktoivilla lehmilla tiinehtyvyys on parempi kdytettdessa
Ovsynch-ohjelmaa kuin synkronoitaessa pelkastaan PGF,,:lla. Ovsynch-ohjelman etuna
on, ettd siirto voidaan suorittaa ajoitetusti, eikd tulos siten ole riippuvainen
kiimantarkkailusta toisin kuin PGF,,-hoidon yhteydessa (Pursley ym. 1995, Bé ym.
2002).

2.2.3 Ovsynch-ohjelma yhdistettyna progestageenikuuriin

Ovsynch-ohjelmasta on kaytossa muunneltu versio, jossa hoito-ohjelmaan sisallytetaan
progesteronikuuri. Modifioidussa Ovsynch-ohjelmassa ensimmadisen GnRH-injektion
jalkeen (pdiva 0) eldimelle asetetaan progesteronia vapauttava ematinkierukka
seitsemdn paivan ajaksi, jonka jalkeen ohjelman jatkuu Ovsynch-ohjelman mukaisesti,
eli pdivana 7 annetaan PGF,,-injektio, pdivana 9 toinen GnRH-injektio. Vastaanottajan

kiimaa ei tarkkailla, vaan alkio siirretadn ajoitetusti paivana 16 (Bo ym. 2002).



Markkinoilla on useita progestageeneja (progesteroni ja progesteronin kaltainen aine)
sisaltavia valmisteita. Eksogeenista progesteronia voidaan antaa eldimelle rehun
joukossa, nahan alle asennettavana implanttina, lihaksen sisdisenad injektiona tai
ematinkierukkana. Farmakokineettisistda ja lainsaadanndllisista syista johtuen
lypsylehmille voidaan kuitenkin kadyttda vain intravaginaalisia hormonikierukoita.
Progesteronia vapauttava kierukka matkii eldimen omaa keltarauhasta. Sen erittama
progesteroni inhiboi kiimaa ja ovulaatiota (Mapletoft 2006). B ym. (2002) havaitsivat
lehmien tiinehtyvyyden alkionsiirron yhteydessa olevan hieman parempaa lisattdaessa
Ovsynch-ohjelmaan progesteronikuuri, kun taas Mapletoftin (2006) mukaan
tiinehtymistuloksissa ei ollut eroa Ovsynch-ohjelman, modifioidun Ovsynch-ohjelman
ja luonnollisen kiiman jdlkeen tehtyjen siirtojen valilla. Hiehoilla tosin on
keinosiemennysten yhteydessa saatu merkittavasti parempi tuloksia lisattdessa

Ovsynch-ohjelmaan progestageenikuuri (B ym. 2002).

2.2.4 Presynch-ohjelma

Presynch-ohjelman avulla pyritdan ajoittamaan Ovsynch-ohjelman aloitus sopivaan
kiimasyklin vaiheeseen. Presynch-ohjelma aloitetaan 26 vuorokautta ennen Ovsynch-
ohjelmaa. Se aloitetaan antamalla PGF,,-injektio, joka toistetaan 14 vuorokauden

kuluttua (Senger 2003).

2.2.5 Resynch-ohjelma

Resynch-ohjelman (uudelleen synkronointi) tavoitteena on saada keinosiemennyksen
jalkeen tyhjdksi jddneet lehméat mahdollisimman nopeasti uudelleen kiimaan (Fricke
ym. 2003). Myos alkionsiirtojen yhteydessd kaytetdaan tyhjaksi jdaneiden
vastaanottajien uudelleen synkronoimista (Mapletoft ym. 2003). Vastaanottajalle
laitetaan progestageeni-laite joko siirron yhteydessa tai 12-13 paivaa kiiman jalkeen.
Kun kierukka sitten poistetaan padivana 21, 50-60 % tyhjista lehmista tulee kiimaan
pdivind 22-25. Tyhjaksi todetut lehmat voidaan kdyttda uudestaan vastaanottajina

(Mapletoft 2006).



2.3 Alkioiden kasittely ja luokittelu

Laadukas, elinkelpoinen ja oikeassa kehitysasteessa oleva alkio on edellytys
onnistuneelle alkionsiirrolle. Laadun ja kehitysvaiheen arviointi onkin alkionsiirron
tarkeimpia vaiheita (B6 ja Mapletoft 2013). Alkiot huuhdellaan luovuttajasta 6-8 paivaa
siemennyksen jdlkeen. Yhdestda superovuloidusta lehmadstda saadaan keskimaarin 6,4
siirtokelpoista alkiota (Hasler ym. 1983). Huuhtelun jalkeen alkioiden laatua ja
kehitysastetta arvioidaan tutkimalla morfologiaa mikroskoopilla. Mikroskoopissa
kaytetdan 50-100-kertaista suurennosta (Mapletoft 1986, 2006). Arvioinnin jalkeen
kelvolliset alkiot joko siirretddan vastaanottajaan viela samana paivana tai sailétaan
nestetyppeen (Hasler 2006). Alkiot voidaan myds jadhdyttda ja sailyttaa elatusaineessa

useita vuorokausia 4 °C lampaétilassa (Ideta ym. 2013).

Alkioita voidaan tuottaa vaihtoehtoisesti in-vitro-menetelmalla. Luovuttajaeldimelta
kerdtdadn munasoluja, joita kasvatetaan laboratoriossa, kunnes ne ovat kypsia
hedelmdittymiseen. Munasolut hedelmditetddan pakastespermalla. IVF-alkiot voidaan
siirtda vastaanottajaan tai sdil6a nestetyppeen (Galli ym. 2003). /n-vitro-menetelmalla

voidaan parantaa alkionsiirron tehokkuutta (Bousquet ym. 1999, Betterridge 2006)

2.3.1 Tuorealkiot

Tuorealkiot siirretddn vastaanottajaan mahdollisimman pian huuhtelun jalkeen. Smithin
(2004) mukaan alkiot tulee siirtda kolmen tunnin sisédlld huuhtelusta. Alkioita on tosin
mahdollista sailyttda useita tunteja huoneenldammossd sopivassa elatusaineessa
(Mapletoft 2006). Jadkaapissa elatusaineessa pidettynd ne sailyvat jopa viikon (Ideta
ym. 2013). Elatusaineena kdytetdadn nykyaan paaasiassa naudan seerumin albumiinia
(BSA) (Hasler 2014). Tuoreena siirretyilld alkioilla paastddan parempiin
tiinehtyvyystuloksiin, kuin pakastealkioilla (Looney 2006, Chebel ym. 2008, Wallace ym.
2011).



2.3.2 Pakastealkiot

Alkiot voidaan pakastaa ja sdilod nestetyppeen. Pakastuksessa kaytetdaan kylmasuoja-
aineita, joiden tarkoitus on suojata soluja vaurioitumiselta pakastuksen ja sulatuksen
aikana. Tavallisimmat kylmansuoja-aineet ovat glyseroli ja etyleeniglykoli. Glyserolin
kayttd on perinteisempi menetelmd, mutta yha enenevdssa maadrin kdytetdan
etyleeniglykolia (Grimes 2008). Kylmansuoja-aineiden ei ole todettu vaikuttavan
tiinehtyvyyteen (Elsden ym. 1982, Martinez ym. 2002, Mapletoft 2006). Kanadassa
etyleeniglykoli- ja glyserolialkioilla on pdasty samoihin tiinehtyvyystuloksiin (Mapletoft
2006).

Alkion kehitysvaihe vaikuttaa sen kylmankestavyyteen (Dochi 1998, Nishigai ym. 1999).
On kuitenkin olemassa ristiriitaisia tutkimustuloksia siitd, mika alkion kehitysvaihe
kestad pakastusta parhaiten. Nishigai ym. (1999) toteavat parhaiten pakastusta
kestaviksi blastokystivaiheen alkiot, kun taas Dochin ym. (1998) mukaan morulat ja
varhaiset blastokystit selvidgvat paremmin kuin blastokystit ja laajentuneet blastokystit.
Sulatuksen jalkeen morulavaiheen alkioissa esiintyy enemman kuollutta solunsisaista
materiaalia kuin blastokystivaiheen alkioissa (Nishigai ym. 1999). Dochi ym. (1998)
havaitsivat, ettd blastokystit ja laajentuneet blastokystit sisdlsivdt enemman vetta

blastokystin ontelosssa kuin varhaiset blastokystit.

Alkiot tulee jaahdyttaa riittdvan hitaasti. Jadhdytysnopeuden tulee olla enintdan 1
°C/min (Mapletoft 2006). Dochi ym. (1997) vertasivat 0,3 ja 0,5 °C/min
jaahdytysnopeuden vaikutusta tiinehtyvyyteen, mutta eivat havainneet kyseisilla
nopeuksilla eroa tiinehtyvyydessa. Hidas jadhdytysnopeus saattaa johtaa soluvaurioihin

(Dochi ym. 1997).

2.3.2.1 Pakastealkioiden sulatus

Pakastealkiot sulatetaan vesihauteessa, jonka lampdtila on 20-35 °C. Sulatusaika on

7-10 sekuntia. Sulatusnopeuden tulee olla noin 200 °C/min (Smith 2004, Mapletoft



2006, Grimes 2008). Ennen vesihauteeseen upottamista olkia voidaan sulattaa ilmassa
10-15 sekuntia. Taman on todettu vahentavan zona pellucidan rikkoutumista
sulatuksen yhteydessd (Mapletoft 2006). Alkionsiirtoyrityksilla on yleensd omat
ohjeistuksensa sulattamiseen. Naita on tarkeda noudattaa, silla sulatusprotokolla
vaihtelee sen mukaan, minkalaista menetelmaa pakastamisen yhteydessa on milloinkin

kaytetty (Smith 2004).

Glyserolialkiot vaativat erityisen sulatuskasittelyn, jossa kylmansuoja-aine poistetaan
ennen alkion varsinaista siirtoa vastaanottajaan. Glyseroli poistetaan siirtamalla alkiot
konsentraatioltaan aina hieman laimeampaan glyserolia ja sakkaroosia sisaltdavaan
liuokseen, kunnes glyseroli saadaan kokonaan poistettua. Sakkaroosi ehkdisee veden
lilan nopeaa siirtymista solujen sisaan (Smith 2004). Taman jadlkeen alkiot siirretdaan
takaisin PBS-elatusaineeseen, pestdan ja suoritetaan laatuarviointi (Mapletoft 2006).
Vaihtoehtoisesti voidaan kdyttdada menetelmaa, jossa glyserolialkioita pidetaan 0,5-1,0

M sakkaroosiliuoksessa 10 minuuttia (Mapletoft 2006).

Etyleeniglykolialkiot sulatetaan vesihauteessa ilman erikoistoimenpiteitd, silla
kylmansuoja-aineena kaytettdavad etyleeniglykolia ei tarvitse poistaa (Voelkel 1992,
Mapletoft 2006). Sulatuksen jilkeen alkio on valmis siirrettdavaksi vastaanottajaan.
Etyleeniglykolialkioita kaytettdessa puhutaankin niin kutsutusta suorasta siirrosta
(Smith 2004, Mapletoft 2006). Suoran siirtotekniikan merkittdvia etuja ovat nopeus ja
vaivattomuus. Suora siirto muistuttaa kdytdanndssa hyvin paljon keinosiemennys
tekniikkaa (Leibo 1984, Mapletoft 2006). Sulatuksen jdlkeen alkiot tulisi siirtaa
mahdollisimman nopeasti vastaanottajaan, silla kylmansuoja-aineessa oleminen on

sulaneille alkioille haitallista (Dochi ym. 1997).

2.3.3 Laatuluokitus

Kansainvalinen Alkionsiirtoyhdistys (IETS, International Embryo Transfer Society)
suosittelee alkioiden jakamista laadun perusteella neljdan luokkaan (taulukko 1)

(Mapletoft 2006).



2.3.4 Kehitysvaihe

Alkion elinkelpoisuudesta parhaiten kertoo sen kehitysaste (B6 ja Mapletoft 2013). On

tarkeda tuntea alkionkehityksen eri vaiheet ja milta alkioiden missakin kehitysvaiheessa

tulee nayttaa, jotta voidaan arvioida, onko alkion kehitys ollut normaalia (Mapletoft

1986). Alkiot luokitellaan IETS:n ehdottaman asteikon mukaisesti (taulukko 2) (Grimes

2008). Huuhdeltujen alkioiden kehitysaste vaihtelee normaalisti varhaisesta morulasta

laajentuneeseen blastokystiin (Smith 2004, Grimes 2008).

Taulukko 1. Alkioiden laatuluokat (IETS) (Mapletoft 2006).

Luokka

Kuvaus

Luokka 1

Luokka 2

Luokka 3

Luokka 4

Erinomainen tai hyva. Symmetrinen ja pallomainen alkiomassa, jossa
toisistaan selvasti erottuvat blastomeerit. Blastomeerit kooltaan,
variltadn ja tiheydeltdadn yhtendisia. Solumassasta 85 % on intaktia,
elinkykyista alkiokautista massaa. Zona pellucidassa ei ole litteita tai
koveria kohtia, vaan se on pinnaltaan tasainen

Kohtalainen. Kohtalaista epatasaisuutta alkion solumassan varissa,
koossa tai solutiheydessa. Vahintaan 50 % elinkykyista solumateriaalia.

Kehno: Merkittavia epatasaisuuksia alkion solumassa varissa, koossa tai
solutiheydessa. Vahintaan 25 % elinkykyista solumassaa

Kuollut tai degeneroitunut: Degeneroituneita alkioita, munasoluja tai
yksisoluisia alkioita. Elinkyvyttomia.
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Taulukko 2. Alkioiden luokitteluasteikko (IETS) (Grimes 2008).

Luokka Kuvaus

Hedelmaoittymaton

2 - 12-soluinen
Varhainen morula
Morula

Varhainen blastokysti
Blastokysti
Laajentunut blastokysti

Kuoriutunut blastokysti

O 00 N o U A~ W N B

Laajentunut ja kuoriutunut
blastokysti

2.4.2 Ei-kirurginen siirto

Lahes kaikki alkionsiirrot suoritetaan nykyisin ei-kirurgisella siirtotekniikalla.
Ensimmadinen ei-kirurginen siirto, joka johti eldavaan jalkeldiseen, tehtiin Floridassa
vesipuhvelilla vuonna 1983 (Duran 2000). Ei-kirurgisen siirtotekniikan hyvia puolia ovat
sen helppous ja nopeus. Kirjallisuudessa esitellaan useita ei-kirurgisia siirtotekniikoita
ja valineitd, mutta yleisin ja kadytetyin védline on Cassoun instrumentti (suom. pistoletti),
jossa kaytetdaan 0,25 tai 0,5 ml:n olkia. Cassoun instrumentti on alkujaan kehitetty

keinosiemennykseen (Leibo 1984, Rowe 1986, Duran 2000, Looney ym. 2006).

Ennen siirtoa vastaanottajan munasarjat palpoidaan rektaalisesti, varmistetaan
keltarauhasen olemassaolo ja kirjataan yl6s, kummassa munasarjassa keltarauhanen
sijaitsee (Rowe 1986, Smith 2004). Vastaanottajalle voidaan antaa epiduraalipuudutus,
jonka tarkoitus on vahentdda perdsuolen kontraktioita ja siten helpottaa
rektaalityoskentelya. Epiduraalipuudutuksen pistokohta pestdan huolellisesti ennen
puuduttamista. Olki asetetaan pistolettiin ja pistoletin paalle asetetaan muovinen
pistoletinsuojus. Pistoletti vieddadan emattimeen, kohdunkaulan suulle ja tydnnetdan se
suojasukan lapi. Suojasukan rikkouduttua pistoletti viedaan kohdunkaulan lapi kohtuun

ja edelleen keltarauhasen puoleiseen kohdunsarveen (Rowe 1986). Tarkempi
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laskukohta on arvioitava aina lehmakohtaisesti, mutta optimaalisena laskukohtana
pidetdaan kohdun eksternaalisen bifurkaation tasoa. Duranin (2000) mukaan paras
laskukohta on kohdun sarven keskimmadinen kolmannes. Tall6in todenndkdisyys
aiheuttaa vaurioita kohdun limakalvoon on pienempi kuin vietdessa alkio pidemmalle

kohdun sarveen.

Siirtdjan kokemus ja taito suorittaa siirto atraumaattisesti ovat ratkaisevassa asemassa
alkionsiirron onnistumisen kannalta (Duran 2000, Looney ym. 2006). Alkionsiirto
suoritetaan kohdun ollessa diestrus-vaiheessa, jolloin kohtu on huomattavasti
herkempi tulehduksille ja vaurioille kuin estrus-vaiheessa. Alkionsiirron yhteydessa
aiheutuva endometrium trauma voi johtaa tulehdusreaktioon. Tulehduspaikalle
saapuvat makrofagit ja muut puolustusjarjestelman solut aikaansaavat epaedulliset

olot alkion kehitykselle (Duran 2000).

Merkittavin heikkous ei-kirurgisessa siirrossa on sen soveltumattomuus yksiloille,
joiden kohdunkaulasta on vaikeaa tai mahdotonta paastd pistoletilla lavitse (Rowe
1986, Duran 2000). Siirtohetkelld vastaanottaja ei ole kiimassa, kuten on asianlaita
keinosiemennyksen yhteydessa. Keinosiemennyksen yhteydessa kiimassa olevan
lehman tai hiehon kohdunkaula on avoin, jolloin pistoletti menee yleensa vaivatta sen
lavitse. Alkiota siirrettdessa vastaanottaja on diestrus-vaiheessa, jolloin vastaanottajan
kohdunkaula on kiinni ja siten istrumentin lapivienti on vaikeampaa (Seidel ym. 2003).
Jaskowski ym. (2010) tutkivat kohdunkaulan lapaisemiseen kuluvan ajan vaikutusta
tiinehtyvyyteen. Keskimaarin alkion kohtuun saattamiseen kului 50,6 s, jolloin
saavutettiin 53,4 % tiinehtyvyys. Jos alkionsiirtoon kului yli 60 sekuntia, oli tiinehtyvyys
merkitsevasti huonompi (20,4 %). Kohtutulehduksen riski on suurempi kiimattomalla
kuin kiimaisella naudalla (Seidel ym. 2003). Tiinehtyvyys on selvasti huonompaa
vastaanottajilla, joilla on vaikeasti lapimentdvd kohdunkaula (Brand 1977). Jotta
toimenpide voidaan tehdd mahdollisimman atraumaattisesti, on tarkeda, ettd eldin
pysyy paikoillaan ja rauhallisena. Eldin voidaan rauhoittaa toimenpidetta varten.
Nishigain (2003) mukaan vastaanottojan rauhoittaminen ksylatsiinilla ei kuitenkaan

merkitsevasti paranna tiinehtyvyytta.
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2.5 Tiinehtyminen

Alkion vastaanottajan tiinehtymiseen voivat vaikuttaa monet eri tekijat, jotka voidaan
jaotella ulkoisiin ja sisdisiin tekijoihin. Sisaisiksi tekijoiksi voidaan lukea alkion laatu,
kehitysvaihe ja plasman progesteronipitoisuus. Myos erilaiset eksogeeniset hormonit
tai ladkeaineet, kuten progesteroni, hCG, GnRH ja fluniksiinimeglumiini ovat sisaisia
vaikuttimia. Vastaanottajan poikimakerta, lampdstressi, maitotuotos, ravitsemus ja

kuntoluokka ovat ulkoisia tekijoita, joilla saattaa olla vaikutusta tiinehtyvyyteen.

2.5.2 Tiinehtymiseen vaikuttavat sisdiset tekijat

2.5.2.1 Alkion laatu ja kehitysvaihe

Alkion laatu ja kehitysaste vaikuttavat merkittavasti tiinehtyvyyteen alkionsiirron
yhteydessa (Bényei ym. 2006). Laadultaan erinomaiset ja hyvat alkiot tiinehdyttavat
paremmin kuin huonolaatuiset alkiot (Tervit ym. 1980, Mapletoft 1986, Hasler ym.
1987, Looney ym. 2006, Bényei 2006, Chebel ym. 2008). Myds Lindner ja Wright
(1983) havaitsivat alkioiden laadun vaikuttavan merkitsevasti tiinehtyvyyteen.
Laadultaan erinomaisten, hyvien, kohtalaisten ja huonojen alkioiden kaytto johti 45, 44,
27, 20 %:n tiinehtyvyyteen. Hanekamp (1999) kuitenkin puoltaa myo6s kohtalaisten
alkioiden kayttoa, silla han ei havainnut merkitsevaa eroa tiinehtyvyydessa hyvien ja
kohtalaisten alkioiden valilla. Mapletoftin (2006) mukaan laadultaan kohtalaisilla
alkioilla tiinehtyvyys on hyvien alkioiden tiinehtyvyytta heikompi, niitd voidaan kayttas,
mutta silloin siirto tulisi silloin suorittaa tuoreena. Jos huonolaatuisia tai kohtalaisia
alkioita kaytetdan, ne tulisi siirtda vastaanottajaan, jonka kiimakierto vastaa tarkasti
alkion ikaa (Hasler ym. 1987). Huonoja ja kohtalaisia alkioita ei IETS:n ohjeiden mukaan

tule kuitenkaan kayttaa vientiin (Mapletoft 2006).

Nishigai (2003) tutki alkion kehitysasteen vaikutusta tiinehtyvyyteen. Japaneseblack-
rotuisista lehmistd huuhdeltuja alkioita siirrettiin holstein-hiehoihin. Siirtoihin kaytettiin
pakastettuja alkioita, joiden laatu ja kehitysaste arvioitiin mikroskoopilla sulatuksen

jalkeen. Alkion kehitysvaiheella havaittiin  selvd vaikutus tiinehtyvyyteen.
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Blastokystivaiheen alkioilla saavutettiin paras tiinehtyvyys (81 %). Varhaisen
blastokystivaiheen alkioilla paastiin 67 %:iin ja morulavaiheen alkioilla 62 %:iin. Muiden
kehitysvaiheiden alkioita ei tutkimuksessa kaytetty. Myos Chepel ym. (2008) saivat
vastaavia tuloksia. Varhaisen blastokystivaiheen alkiot tiinehdyttivat paremmin kuin
morulavaiheen alkiot. Bowen ym. (1978) ja Martinez ym. (2002) eivat taasen
havainneet eroa tiinehtyvyydessa morula ja blastokystivaiheen valilla. Mydskaan
Bényei ym. (2006) eivat havainneet merkitsevdd eroa tiinehtyvyydessa eri

kehitysvaiheiden valilla.

Vastaanottajien tiinehtyvyys on parempi kaytettdessa tuorealkiota kuin kdytettdessa
pakastealkioita (Wallace ym. 2011). Myds Hasler (2001) sai tuorealkioilla parempia
tiinehtyvyystuloksia. In-vitro-tuotetut alkiot tiinehdyttavat in-vivo-alkioita huonommin

(Hasler 2006).

2.5.2.2 Plasman progesteroni

Riittdva progesteronieritys on valttdmatonta tiineyden yllapitamiseksi (Nishigai 1998,
Chagas e Silva ym. 2002, Smith 2004, Lopez-Gatius ym. 2004, Mann ym. 2006, Looney
ym. 2006, Siqueira ym. 2009, Beltman ym. 2009, Carter ym. 2010). Siitd, mikd on
tiinehtymisen kannalta riittava progesteronipitoisuus, on kuitenkin ristiriitaisia tuloksia.
Nishigai ym. (1998) raportoivat tiinehtyvyyden olevan merkittdvasti parempi, kun
vastaanottajan plasman progesteronipitoisuus alkionsiirtoajankohtana oli vahintaan 2,5
ng/ml, kuin jos se oli tdman alle. Nishigain ym. (1998) mukaan tiinehtyvyys huononee
merkitsevasti plasman progesteronin ollessa alle 2,0 ng/ml, kun taas Chagas e Silvan
ym. (2002) pitavat huonon tiinehtyvyyden rajana 1,0 ng/ml:ssa. Spellin ym. (2001)
mukaan progesteronin ollessa siirtohetkelld 0,58-16,0 ng/ml tiinehtyvyydessa ei
havaita eroja. Progesteronipitoisuuden mittaamista siirtopdivana voidaan kayttaa
karsimaan pois vastaanottajat, joilla progesteronipitoisuus on hyvin pieni (Chagas e
Silva ym. 2002), mutta tiinehtymisen todennakdisyyttd ei voida luotettavasti arvioida
progesteronipitoisuuden perusteella (Nishigai ym. 1998, Chagas e Silva ym. 2002,
Siqueira ym. 2009).
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2.5.2.3 Eksogeeninen progesteroni

Alkionsiirtojen tiinehtymistuloksia on pyritty parantamaan erilaisin eksogeenisen
hormonivalmistein (Rowe 1986). Osan vastaanottajista on todettu hydtyvan
eksogeenisesta progesteronilisasta, mutta vaikutusmekanismi on epaselva, eika varmaa
nayttéad tiinehtymistd tukevasta vaikutuksesta ole (Rowe 1986, Geisert ym. 1991,
Lopez-Gatius ym. 2004). Lonergan ym. (2007) vertasivat alkioiden kehitysta kahdessa
vastaanottajien ryhmadssa, joiden progesteronipitoisuudet olivat 36,32 + 1,28 ja 10,30 +
0,51 ng/ml. He havaitsivat alkioiden kehittyvdn nopeammin vastaanottajissa joiden
plasman progesteronipitoisuus oli suurempi. Tama ei kuitenkaan suoranaisesti tarkoita
parempaa tiinehtyvyyttd. Geisert ym. (1991) havaitsivat kiimakierron pdivind 1-4
annetun progesteronilisan parantavan tiinehtyvyytta vastaanottajilla, jotka olivat kolme
pdivaad jaljessa alkion ikda. Lawson ja Cahill (1983) saivat samankaltaisia tuloksia
lampailla. Tulokset viittaavat siihen, etta vastaanottajan ollessa asynkroninen alkion
ikddn verrattuna kiimakierron alussa annettu progesteroni muuttaa kohdun
otollisemmaksi alkionkehitykselle ja tiinehtyminen on todenndkdisempaa (Lawson ja

Cahill 1983, Geisert ym. 1991, Smith 2004).

Eksogeenisen progesteronin vaikutusta tiinehtyvyyteen siemennysten yhteydessad on
tutkittu paljon, mutta vaihtelevin tuloksin. Osalla siemennetyista progesteronilisan on
todettu parantavan tiinehtyvyytta (Lopez-Gatius ym 2004, Smith 2004, Stronge ym.
2005, Carter ym. 2008, Beltman ym. 2009, Lopez-da-Costa ym. 2011). Tamanhetkisen
tiedon mukaan eksogeeninen progesteroni annettuna alkiokehityksen varhaisessa
vaiheessa johtaa lisddntyneeseen interferoni-taun tuotantoon, joka taas parantaa
tiinehtyvyyttd (Beltman ym. 2009). Epéaselvdd on, miksi vain osa eldimistda hyotyy
hoidosta. Beltmanin ym. (2009) mukaan niilla yksil6illa, joilla on luontaisesti pieni
progesteronipitoisuus, eksogeeninen progesteronilisda tukee tiinehtyvyyttd. Lehmill3,
joilla progesteronipitoisuus on pieni, alkion kehittyessd morulasta blastokystiksi,
alkioiden on todettu olevan pienempid ja tuottavan vahemman interferoni-tauta
pdivind 13-16. Vaikuttaisikin siltd, ettad alkionkehitys morulasta blastokystivaiheeseen

on kriittinen vaihe progesteronilisan kannalta (Beltman ym. 2009).
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Eksogeenisen progesteronin mahdollisista haittavaikutuksista on vaihtelevia tuloksia.
Smithin (2004) mukaan progesteronia vapauttavilla intravaginaalisilla
hormonikierukoilla on alkionsiirron yhteydessa todettu haittavaikutuksia kaytettaessa
kahta kierukkaa samanaikaisesti pdivina 7-21. Liian suuri progesteronilisd voi johtaa
LH-erityksen vahenemiseen seka keltarauhasen pienenemiseen ja toiminnan
heikkenemiseen. Haittavaikutuksia ei kuitenkaan havaittu kaytettdessa yhta kierukkaa

paivind 7-19 (Beltman ym. 2009).

2.5.2.4 hCG

On olemassa ndyttéa siitd, etta ihmisen istukkagonadotropiini-hoidolla (human
chorionic gonadotropin, hCG) on alkion vastaanottajien tiinehtymista tukeva vaikutus
(Nishigai ym. 2002, Wallace ym. 2011). hCG:n toiminta naudalla perustuu sen
luteinisoivaan  vaikutukseen  (LH-vaikutus). LH-vaikutus aikaansaa plasman
progesteronipitoisuuden nousun ja estradiolipitoisuuden laskun (Carruthers 1986,
Nishigai 2002, De Rensis 2010). Ovulaation jalkeen kehittyvan keltarauhasen lisdksi
munasarjoissa alkaa kasvaa uusi follikkeliaalto. Kun vastaanottajalle annetaan hCG-
injektio viisi paivaa kiiman jalkeen, aikaansaa se dominoivan follikkelin ovuloitumisen ja
uuden keltarauhasen muodostumisen. hCG siis indusoi uuden keltarauhasen
muodostumisen ja samalla se tukee jo olemassa olevan keltarauhasen toimintaa LH-
vaikutuksen kautta. Taman on todettu parantavan tiinehtyvyyttd (Nishigai 2002, De
Rensis ym. 2010, Wallace ym. 2011).

2.5.2.5 GnRH

Alkionsiirtojen osalta GnRH:n vaikutuksesta tiinehtyvyyteen ei ole selvityksid, mutta
siemennetyilld lehmilld tehtyjen tutkimusten mukaan talld saattaa olla merkitysta.
GnRH aikaansaa ovulaation ja keltarauhasen muodostumisen hCG:n tavoin. Smithin
(2004) mukaan GnRH:n agonistisen analogin busereliinin anto pdivind 11-13 (péiva

O=kiima) parantaa tiinehtyvyytta vahentamalld plasman estradiolipitoisuutta ja siten
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estamalla luteolyysid. De Rensis ym. (2010) kuitenkin toteavat, ettd busereliinin LH-
vaikutus on lyhytaikaisempi kuin hCG:n, eikd se nosta plasman progesteronipitoisuutta
yhta paljon kuin hCG. Franco ym. 2006 eivat havainneet GnRH:lla olevan tiinehtyvyytta

parantavaa vaikutusta.

2.5.2.6 Fluniksiinimeglumiini

Kohdun manipuloiminen siirrettdessa alkiota johtaa PGFy:n erittymisen
endometriumilta (Scenna ym. 2005). PGF,, on todettu vaikuttavan haitallisesti alkion
kehitykseen ja heikentavan tiinehtyvyyttda (Schrick ym. 1993, Buford ym. 1996,
Lemaster ym. 1999). Scenna ym. (2004) havaitsivat elatusaineeseen lisatyn PGF,q:n
estavan  in-vitro-alkioiden kasvua ja kehitysta. Fluniksiinimeglumiinilla on
prostaglandiinin synteesida estdva vaikutus (Scenna ym. 2005, Purcell ym. 2005).
Fluniksiinimeglumiinin kaytosta PGF,4:n inhibiittorina tiinehtyvyyden parantamiseksi on
saatu vaihtelevia tuloksia. Scenna ym. (2005) havaitsivat tiinehtyvyyden paranevan
hoidettaessa vastaanottaja fluniksiinilla siirtopaivana. Myos Purcellin ym. (2005)
mukaan fluniksiinin anto parantaa tiinehtyvyytta. BOlbil ym. (2010) eivat kuitenkaan
havainneet merkitsevda eroa tiinehtyvyydessa, kun vastaanottajat hoidettiin
fluniksiinilla. Odensvik ja Gustafsson (1994) eivat myodskaan havainneet fluniksiinilla
olevan vaikutusta alkion eloonjaamiselle tutkimuksessa, jossa vastaanottajat, jotka
olivat kolme padivaa edella alkion ikaa, hoidettiin fluniksiinilla pdivittdin 14 paivan ajan
alkaen kiimapdivastd. Myoskdan siemennysten yhteydessa tiinehtyvyyden ei ole
todettu paranevan hoidettaessa eldimet fluniksiinilla (Von Krueger ja Heuwieser 2010).
Uuhilla tehdyssa tutkimuksessa fluniksiinin anto parittelun jalkeen 8 péivan ajan ei

parantanut tiinehtyvyys tuloksia (Aké-Lopéz ym. 2005).
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2.5.3 Tiinehtymiseen vaikuttavat ulkoiset tekijat

2.5.3.1 Ldmpdstressi

Kohonneen ruumiinlammon on todettu olevan haitaksi naudan lisdantymiselle ja
haittaavan erityisesti varhaista alkionkehitysta (Hansen ja Aréchiga 1999). Ferreiran ym.
(2010) mukaan alle kolmen paivan ikdinen alkio on erityisen herkka lampdstressin
aiheuttamille vaikutuksille, mutta tata vanhemmat ovat jo kestavampid. Alkionsiirron
yhteydessda vastaanottajan kokeman IldmpoOstressin  on todettu vaikuttavan
tiinehtyvyyteen negatiivisesti (Lopez- Gatius ym. 2004, Bényei ym. 2006, Demetrio ym.
2007 Vasconcelos ym. 2011). Lopez-Gatius ym. (2004) havaitsivat, ettd kuumana
vuodenaikana alkionsiirrosta tiinehtyneilld lehmillda oli 1,6-kertainen riski tiineyden
keskeytymiseen. Hiehojen havaittiin kuitenkin kestdavan lampostressia lehmia
paremmin, vaikkakin Floridassa tehdyssa tutkimuksessa hiehojen tiinehtyvyys oli niin
ikddn huonompi kuumana kuin viileampana kautena (Lopez-Gatius ym. 2004). Laktoivat
lehmat ovat hiehoja herkempia kuumuudelle johtuen suuren rehunkulutuksen ja
maidontuotannon aiheuttamasta lisdantyneestd metaboliasta (Vasconcelos ym. 2011).
Chepelin ym. (2008) mukaan vahentamallda kuumuuden aiheuttamaa stressia voidaan

alkionsiirrossa paasta parempiin tiinehtymistuloksiin.

2.5.3.2 Ravitsemus ja kuntoluokka

Riittava ja tasapainoinen energian, proteiinien, vitamiinien ja veden saanti on tarkeaa
hyvan hedelmallisyyden kannalta. Energiavajeella on todettu selvd negatiivinen
vaikutus tiinehtyvyyteen. Ravintoaineista etenkin fosfori ja hivenaineet ovat tarkeita
hyvan hedelmallisyyden kannalta (Mapletoft 2006). Vastaanottajan hyvan
ravitsemuksen onkin todettu olevan tiinehtyvyyttd parantava tekija (Ambrose ym.
1999, Smith 2004, Looney ym. 2006, Bényei ym. 2006, Stroud ja Hasler 2006). Smithin
(2004) mukaan hiehon optimaalinen kuntoluokka siirtohetkelld on 2-2,5 ja lehmalla
2,5-3 (asteikolla 1-5). Looney ym. (2006) ovat esittdneet vastaavanlaisia tuloksia:
kuntoluokassa 3 olleiden vastaanottajien tiinehtyvyys oli 55 %, kuntoluokassa 2 53 %,

kuntoluokassa 1 44 % ja kuntoluokassa 4-5 47 %. Ambrose ym. (1999) havaitsivat, etta
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vhden kuntoluokan lisdykselld saavutettiin 37 %:n paraneminen tiinehtyvyydessa.
Lypsylehmilla tehdyssa tutkimuksessa kuntoluokassa 2 tai 3 olleet vastaanottajat
tiinehtyivat paremmin kuin kuntoluokassa 1,4 tai 5 olleet vastaanottajat (Wallace ym

2011).

2.5.3.3 Maitotuotos

Lehmien hedelmallisyys on heikentynyt maitotuotoksen lisdantymisen myota (Hasler
2006). USA:ssa lypsylehmilla (keinosiemennetyilld) tiinehtyvyys heikkeni 66 %:sta 50
%:iin vuodesta 1951 vuoteen 1973, samalla kun maitotuotos nousi 33 % (Butler 2003).
Pettersonin ja Leen (2003) seka Haslerin (2006) mukaan on hyvin todennakdista, etta
runsas maitotuotos vaikuttaa negatiivisesti tiinehtymiseen myds alkiosiirron
yhteydessa. Syitd tdhan ei tunneta. Demetrio ym. (2007) havaitsivat, ettd suuri
maitotuotos on yhteydessd huonompaan tiinehtyvyyteen siemennetyilld, mutta ei
alkion vastaanottajilla. Myoskdan Vasconcelosin ym. (2006) mukaan paljon lypsavat
vastaanottajat eivat tiinehtyneet merkitsevasti huonommin kuin vdhemman lypsavat.
Petersonin ja Leen (2003) mukaan ne yksilot, jotka tiinehtyvat hyvin luonnollisen
astumisen tai keinosiemennyksen jdlkeen, ovat hedelmallisia myo6s alkiosiirron

yhteydessa (Peterson & Lee 2003).

2.5.3.3 Poikimakerran vaikutus

Vastaanottajan poikimakerran vaikutuksesta tiinehtyvyyteen on ristiriitaisia tuloksia.
Stroudin ja Haslerin (2006) mukaan lypsyrotuisten hiehojen tiinehtyvyys on parempi
kuin lehmien. My6s Dochi ym. (1997) pitavat hiehoja parempina vastaanottajia, koska
hiehot ovat yleensd lehmida paremmassa ravitsemustilassa, niilla ei yleensad ole
sairaushistoriaa ja niiden kohtu on otollisempi onnistuneelle alkionsiirrolle. Sen sijaan
Beneyi ym. (2006) eivat havainneet eroa tiinehtyvyydessa lypsyrotuisten hiehojen ja
lehmien valilla. Lihakarjalla tiinehtyvyydessa ei havaittu eroa hiehojen ja lehmien valilla

(Looney ym. 2006, Stroud ja Hasler 2006).
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2.5.4 Vastaanottajan valinta

Alkionsiirron onnistumisen kannalta on ehdottoman tarkeaa valita vastaanottajiksi
sopivia eldimid (Rowe 1986, Smith 2004, Looney ym. 2006, Stroud ja Hasler 2006).
Vastaanottajiksi voidaan valita hiehoja tai lehmia. Riittava ika ja koko ovat olennaisia
valintakriteereitd (Rowe 1986). Vastaanottajan ollessa hieho, sen tulisi olla vahintaan
15 kk:n ikdinen (Smith 2004). Hiehoilla on suurempi riski poikimavaikeuksille
(Grimes2008). Riski kasvaa etenkin silloin, kun vastaanottaja kuuluu pienikokoiseen
rotuun ja siirrettdva alkio on rodultaan isokokoinen (Seidel ym. 1989). Nain ollen
rotuun on hyva kiinnittdd huomiota, jos vastaanottajana halutaan kayttda hiehoja
(Seidel ym. 1989). Lehmilld vastaanottajan rodulla ei ole niinkdan merkitysta (Seidel

ym. 1989).

Myds muut tekijat kuin tiinehtyvyys voivat olla merkittavia vastaanottajan valinnassa.
Stroud ja Hasler (2006) tuovat esille hiehojen suuremman riskin poikimavaikeuksille
lehmiin verrattuna, kun taas lehmien ternimaidon on todettu olevan laadukkaampaa
kuin ensikertaa poikivilla hiehoilla, mikd niin ikddn puoltaa lehmien paremmuutta

vastaanottajina (Seidel ym. 1989)

Vastaanottajan tulee olla terve (Stroud ja Hasler 2006) ja saanndllisesti sykloiva (Rowe
1986). Valintahetkelld on varmistuttava siitd, ettd lehmad on tdysin palautunut
edellisesta poikimisesta (Smith 2004). On olemassa erilaisia suosituksia poikimisen
jalkeisen lepoajan pituudeksi. Smithin (2004) mukaan poikimisesta tulee olla kulunut
vahintdan kuusi viikkoa. Suomessa alkionsiirtoja myyva Faba ohjeistaa lepoajaksi

vahintdan kahta kuukautta (Faba 2012).

Grimesin (2008) mukaan vastaanottajiksi tulisi valita lehmia, jotka lypsavat
moitteettomasti ja jotka ovat hoitaneet aiemmat vasikkansa hyvin. Hyvin sujuneet,
ongelmattomat poikimiset ovat tdrkeda huomioida vastaanottajan valinnassa (Smith
2004). Vastaanottajan lisddantymiselimissa ei tule olla minkaanlaisia patologisia

muutoksia, vaan niiden tulee olla terveet (Alarcon ym. 2010).
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Riittava progesteronieritys on valttdmatonta tiineyden yllapitamiseksi (Nishigai 1998,
Chagas e Silva ym. 2002, Smith 2004, Looney 2006). Vastaanottajalla tulee siis olla
toimiva keltarauhanen jommassakummassa munasarjassa. Keltarauhasen toimintaa
voidaan karkeasti arvioida koon ja morfologian perusteella. Arviointi perustuu
useimmiten rektaalipalpaatioon, mutta apuna voidaan kayttda ultradanitutkimusta.
Paasaantoisesti hyvin kehittyneen keltarauhasen progesteronituotanto on riittava
tiineyden yllapitamiseksi. Aina ndin ei kuitenkaan ole. Hyvalta tuntuvan keltarauhasen
progesteronin tuotanto saattaa olla riittamatonta. Keltarauhasen toimintaa ei siten
voida tdysin luotettavasti arvioida koon ja morfologian perusteella. Keltarauhasen
toiminta voidaan varmistaa mittaamalla maidon tai plasman progesteronipitoisuus

(Nishigai 1998).

2.6 Epiduraalipuudutuksen kaytto alkionsiirron yhteydessa

Nautojen lisdantymiseen liittyvat toimenpiteet, alkionsiirto mukaan lukien, saattavat
aiheuttaa eldimelle jonkinasteista epamukavuutta. Lisdksi alkionsiirtdjan voi olla
vaikeaa manipuloida kohtua perdaukon ja perasuolen voimakkaiden kontraktioiden

vuoksi.

Alkionsiirrossa, kuten muissakin lisadntymiseen liittyvissa toimenpiteissd, voidaan
kayttda epiduraalianestesiaa kivunlievitykseen ja tydskentelyn helpottamiseksi.
Epiduraalianestesiassa perasuolen, perdaukon ja kohdun kontraktiot vahenevat ja

hanta rentoutuu (Greene 2003, Beltman ym. 2010).

Tavallisin epiduraalianesteettina kaytettdava ladkeaine on lidokaiini, useimmiten
pitoisuudeltaan 20 mg/ml. Matalassa epiduraalianestesiassa lehméan epiduraalitilaan
injisoidaan 100-120 mg lidokaiinia. Tama vastaa tilavuudeltaan 5-6 ml vahvuudeltaan
20 mg/ml lidokaiinivalmistetta. Lidokaiini aikaansaa noin 30 minuuttia kestavan
paikallisen anestesian (Beltman ym. 2010). Muita mahdollisia lddkeaineita ovat
mepivakaiini, bupivakaiini, prokaiini, tramadoli, ketamiini ja ksylatsiini (Lee ym. 2003,

Edmondson 2008, Bigham ym. 2010). Ksylatsiinin on todettu aikaansaavan

21



voimakkaamman ja pitkdkestoisemman analgeettisen vaikutukset kuin lidokaiini (Caron
& LeBlanc 1989). Epiduraalianestesiassa kaytetty ksylatsiini aiheuttaa myos systeemisia
vaikutuksia, kuten sedaatiota, salivaatiota, vokalisaatiota ja bradykardiaa. Myds
ataksiaa saattaa esiintya (Caron & LeBlanc 1989, Ko ym. 1989). Bigham ym. ( 2010)
osoittivat my6s tramadolilla olevan pitkdkestoisemman analgeettisen vaikutuksen kuin
lidokaiinilla. DeRossin ym. (2010) mukaan hiehoilla epiduraalipuudutus kadytettdaessa
lidokaiinia, ketamiinia tai ndiden yhdistelmda aikaansaa tyydyttdavan analgesian ja
helpottaa toimenpiteitd aiheuttamatta kuitenkaan eldimelle epamukavuutta tai

ataksiaa.

Hiehoilla, jotka olivat saaneet epiduraalipuudutuksen vahintdaan seitseman kuukautta
ennen teurastusta, ei postmortem-tutkimuksissa injektiokohdassa tai viereisissa
kudoksissa havaittu merkkeja infektiosta tai tulehduksesta (McEvoy ym. 2002).

Epiduraalianestesiaa voidaan siis pitaa varsin turvallisena toimenpiteena.

2.7 Tautiriski ja sen hallinta alkionsiirron yhteydessa

Alkionsiirtoa voidaan pitdaa tautien leviamisen kannalta turvallisena ja vahariskisena
toimenpiteena (Wrathall 1995, Givens & Marley 2008). Eldintautien leviamisen riski on
huomattavasti pienempi hankittaessa uutta eldinainesta alkioina kuin ostamalla uusia
eldinyksiloita. Riskien arviointi ja hallinta on kuitenkin ensiarvoisen tarkeasa, silla jotkin
eldintaudit voivat levitd myos alkioiden mukana (Sutmoller & Wrathall 1995, Wrathall
1995, Givens & Marley 2008, Thibier 2010). Tutkimustietoa on olemassa 89 patogeenin
leviamisestda naudan alkionsiirron yhteydessa (Thibier 2010). IETS on jakanut
alkionsiirron yhteydessa mahdollisesti levidvat taudit neljdan kategoriaan (1-4)
perustuen riskinarviointiin  olettaen toimenpiteissa noudatettavan vallitsevia
hygieniakaytantoja. Suu- ja sorkkatauti, sinikielitauti, entsoottinen leukoosi, bruselloosi,
IBR ja BSE kuuluvat kategoriaan 1 (mitatdon riski). Alkion luovuttaja, munasolun
hedelmoéittamiseen  kdytettdva siemenneste, alkion sdilomiseen kaytettavat
eldinperdiset aineet, ja alkion vastaanottaja ovat potentiaalisia taudinaiheuttajien
lahteita. Siirrettdava alkio voi kontaminoitua my6s ympadristostd perdisin olevalla

taudinaiheuttajalla (Stringfellow ym. 2004, Givens & Marley 2008).
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2.7.1 Sperman luovuttaja

Alkiohuuhteluohjelmassa hedelmoittamiseen kaytettavassa spermassa saattaa olla
monia taudinaiheuttajia (Thibier 2006, Bielanski 2007, Van Soom & Nauwynck 2008).
Merkittavimpia sperman kautta levidvia taudinaiheuttajia ovat naudan leukoosi virus
(BLV), sinikieli virus (BTV), naudan herpesvirus-1 (BHV-1) ja naudan virusripulivirus
(BVDV). In-vivo-tuotettujen alkioiden riski kantaa sinikieli- tai leukoosi-virusta on
mitatdén, vaikka kdytetty siemen olisi ollut infektoitunut. Jopa herpesviruksen
infektoiman sperman kayttéa voidaan pitda turvallisena, jos alkiot kasitelladn
huuhtelun jalkeen trypsiinilla (Thibier 2006, Van Soom & Nauwynck 2008).
Virusripuliviruksen levidaminen spermasta alkioihin on kenttatutkimuksien perusteella
epatodenndkoista (Thibier 2006, Givens & Marley 2008). Sen sijaan in-vitro-tuotetuilla
alkioilla on suurempi riski levittaa kyseisia tauteja. Infektoituneen sperman kaytto in-
vitro-alkiotuotannossa johtaa usein kontaminoitumiseen (Van Soom & Nauwynck

2008).

2.7.2 Munasolun tai alkion luovuttaja

Luovuttajan tulisi ihannetapauksessa olla terve ja hedelmallinen (Sutmoller & Wrathall
1995). Eldimelle tulisi suorittaa kliininen yleistutkimus ennen sen hyvaksymista alkion
luovuttajaksi. Myos ymparistdn tautitilanteeseen tulee kiinnittad huomiota luovuttajaa
tutkittaessa (Thibier 2006, 2010). Luovuttajien testaamista patogeenien varalta
pidetdan suositeltavana, mutta se on kallista ja aikaa vievaa (Van Soom & Nauwynck
2008). Tautia kantavia yksiloitd valitaan joskus alkion tai sperman luovuttajiksi, jos on
tarkoituksenmukaista saada arvokkaista yksilosta jalkeldisia (Van Soom & Nauwynck
2008). Suomessa alkionsiirtoa koskevassa lainsdadannossa on tarkat vaatimukset siita,
minka tautien suhteen luovuttajaeldin on todettava terveeksi ennen kuin sen alkioita

voidaan kerata ja luovuttaa edelleen (MMMa 1027/2013).
Alkion tai munasolun kantamat taudinaiheuttajat voivat olla perdisin infektoituneesta
luovuttajasta. Tallaisesta eldimestda on  kuitenkin  mahdollista  huuhdella

taudinaiheuttajista vapaita alkioita. Givens ja Marley (2008) pitavat luovuttajien
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testaamista tiettyjen patogeenien varalta tarkeana, vaikka taudin kulkeutuminen
luovuttajasta alkioon tai munasoluun on epatodenndkdistd. Tautien patogeneesin
yksityiskohtainen tunteminen on avainasemassa arvioitaessa taudinaiheuttajien
siirtymista alkioihin (Sutmoller & Wrathall 1995). Suu- ja sorkkatautiviruksen
siirtyminen alkioihin on hyvin epatodenndkdista, vaikka luovuttaja olisikin viruksen

kantaja (Sutmoller & Wrathall 1995).

Tautiriskin minimoimiseksi alkioita voidaan kasitella eri tavoin. Alkioiden kasittely
trypsiinilla on osoittautunut tehokkaaksi keinoksi useita tiukasti zona pelludicaan
kiinnittyvia taudinaiheuttajia, kuten BHV1-virusta, vastaan (Thibier 2006). Trypsiini-
kasittelyn on todettu poistavan taudinaiheuttajia tehokkaammin in-vivo- kuin in-vitro-
tuotetuista alkioista. Tama johtunee siitd, etta taudinaiheuttajat kiinnittyvat tiukemmin
in-vitro-tuotettujen alkioiden zona pelludicaan (Van Soom ja Nauwynck 2008). Jotkin
antimikrobiset lddkeaineet ovat tehokkaita vain tietyn tyyppisia mikro-organismeja
vastaan. Antibiootit tehoavat hyvin bakteereihin, mutta eivat viruksiin. Trypsiinikasittely
poistaa tehokkaasti erditd herpesviruksia (Stringfellow ym. 1990), mutta se ei tehoa
muihin viruksiin eikd bakteereihin (Wratthal 1995). Alkioiden pesukasittely voi olla

tehokas seka erilaisia bakteereita etta viruksia vastaan (Bielanski 2007).

Alkiota ympar6i niin sanottu alkionkuori (zona pellucida), joka on alkion tarkein
suojamekanismi taudinaiheuttajia vastaan. Zona pellucida estdd taudinaiheuttajien
tunkeutumisen alkion sisddan (Stringfellow ym. 2004, Bielanski 2007). Vaikka
taudinaiheuttajat eivat paasisikdan alkion sisdan, ne voivat aiheuttaa vastaanottajassa
infektion, joka sitten myohemmin levida sikioon (Wrathall 1995). Useimmissa
tapauksissa zona pelludicaan sitoutuneet taudinaiheuttajat saadaan melko helposti
eliminoitua pesukasittelyilld (Wrathall 1995). On kuitenkin olemassa joukko bakteereita
(esim. Brucella ovis, Escheria coli, Mycobacterium paratuberculosis, mykoplasmat,
streptokokit) ja viruksia (esim. naudan herpesvirus, vesikulaarinen stomatiitti), jotka
kykenevat sitoutumaan zona pellucidaan niin tiukasti, ettei niitd saada poistettua
pesukasittelyilla (Wrathall 1995). Huuhtelun jilkeen alkioita sailytetddn nesteesss,
johon on lisatty antibiootteja. Antibiootit useimmiten tuhoavat tehokkaasti alkioihin

kiinnittyneet bakteerit (Wrathall 1995).
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2.7.3 Eldinperaiset valiaineet ja valineet

Alkioiden pakastuksessa kaytetaan niin kutsuttuja kylmansuoja-aineita, joiden tarkoitus
on suojata alkiota pakastuksen yhteydessda. Monet yleisesti kaytetyt kylmansuoja-
aineet ovat eldinperdisia ja siten mahdollisia tartunnan lahteitda (Wrathall 1995, Van
Soom & Nauwynck 2008, Thibier 2010). Tuoreena kaytettavat in-vivo-alkiot voidaan
sailoa siirtoa varten fosfaatti puskuroituun fysiologiseen suolaliuokseen (PBS), joka ei
sisalla eldinperdisia ainesosia. Kasvualustoina in-vitro-alkiontuotannossa kadytetaan
useimmiten joko seerumia, naudan seerumi albumiinia (BSA) tai somaattisia soluja,
jotka mahdollisesti sisaltavat taudinaiheuttajia ja toimivat siten potentiaalisina
tartunnan lahteina alkioille. Somaattisten solujen kdyttda pyritdan nykyaan valttamaan

(Van Soom & Nauwynck 2008).

Vdlineet, joita kaytetaan alkioiden huuhteluun, kasittelyyn, pakastamiseen ja
sulattamiseen, voivat olla kontaminoituneita ja siten toimia tartunnan ldhteena
(Wrathall 1995). Useimmat tartunnalliset patogeenit selvidavat hyvin kylmassa, eivatka
siten tuhoudu nestetypessa. Nestetypessa sailytettdavat alkiot altistuvat mahdollisille
typpisailiossa majaileville patogeeneille (Bielanski 2007, Van Soom & Nauwynck 2008).
Alkioiden sailyttamisen suljetuissa oljissa on kuitenkin todettu estdavan tehokkaasti
niiden altistumisen typessa oleville patogeeneille (Van Soom & Nauwynck 2008, Thibier
2010). Yhtenad huolenaiheena on ollut kylmadnsuoja-aineiden vaikutus alkion
tarkeimpaan suojamekanismiin, zona pellucidaan. Yleisimmin kaytettyjen kylmansuoja-
aineiden ei ole kuitenkaan todettu aiheuttavan BVD-viruksen passiivista siirtymista

zona pellucidan lapi (Van Soom & Nauwynck 2008).

2.7.4 Vastaanottaja

Alkiovasikan terveyteen vaikuttaa suuresti alkion vastaanottajan terveydentila.
Erityisen riskin alkiosta kehittyvélle sikidlle aiheuttavat patogeenit, jotka kykenevat
siirtymaan istukan lapi sikioon. Tallaisia patogeeneja ovat muun muassa BVD-virus,
Neospora caninum ja Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis. Vastaanottajat

tulisikin testata ennen siirtoa tautien poissulkemiseksi (Givens & Marley 2008).
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3 AINEISTO JA MENETELMAT

3.1 Aineiston kuvaus

Aineisto on perdisin Faba Osuuskunnalta. Aineisto  koostui 39 235
alkionsiirtotapahtuman tiedoista. Alkionsiirrot oli tehty 23.10.1990 - 8.12.2012.
Alkionsiirtoja tehtiin vield 1990-luvulla melko vdahan. Ne alkoivat kuitenkin yleistya
1990-luvun lopulla. Vuonna 2011 alkionsiirtoja tehtiin yli kolminkertaisesti vuoteen

2000 verrattuna (kuva 1).

Alkionsiirron yhteydessa kerdtyt tiedot olivat seuraavat: vastaanottajan rotu,
poikimakerta, kiiman laatu (luonnollinen vai synkronoitu), vastaanottajan kiimakierron
vaihe alkion ikdan verrattuna, oliko alkio tuore- vai pakastealkio, laatuluokka, alkion
kehitysaste, epiduraalipuudutuksen kayttd siirron yhteydessa, siirtdjan arvio
alkionsiirron onnistumisesta. Aineistoon oli kirjattu myos tieto eldimen tiinehtymisesta.
Vastaanottaja on aineistossa luokiteltu tiineeksi, jos sille ei ollut kirjautunut tietoa
kiiman uusimisesta. Sama eldin saattoi esiintyd aineistossa useamman kerran

vastaanottajana, mikali sille oli tehty useampia alkionsiirtoja.

3.1.1 Aineistossa esiintyneet rodut

Suurin osa alkionsiirroista tehtiin joko ayrshire- tai holstein-rotuisille eldimille (taulukko

3). Aineistossa esiintyi myos 13 muuta rotua.

3.1.2 Poikimakerta

Vastaanottajista 57,5 % oli hiehoja. Niissa alkionsiirroissa, joissa vastaanottajana oli
lehma, oli suurimmalla osalla kyseessa ensimmainen tai toinen poikimakerta (taulukko

4).
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Kuva 1. Alkionsiirtojen lukumdéiré Suomessa vuosina 1990-2012.

Taulukko 3. Suomessa vuosina 1990-2012 tehtyjen alkionsiirtojen vastaanottajien

rodut. N =39235.

Rotu Lukumaara Prosenttiosuus kaikista
Ayrshire 25424 64,8
Holstein 12036 30,7
Charolais 344 0,9
Aberdeen agnus 299 0,8
Lansisuomenkarja 285 0,7
Hereford 235 0,6
Limousin 216 0,6
Simmental 151 0,4
Pohjoissuomenkarja 81 0,2
Itdsuomenkarja 72 0,2
Blonde d’Aquitane 63 0,2
Jersey 13 <0,1
Piemontese 14 <0,1
Highland cattle 3 <0,1
Brown Swiss 2 <0,1
Ei tietoa 7 <0,1

27



3.1.3 Kiiman laatu

Tietoa kiiman laadusta ei ollut kirjattu 22,9 %:ssa tapauksista. Alkion vastaanottajat
jaoteltiin kiiman laadun suhteen kahteen ryhmaan: vastaanottajat, joiden kiima oli
synkronoitu, ja vastaanottajat, joiden kiima oli luonnollinen. Suurimmalle osalle
eldimista alkionsiirto tehtiin luonnolliseen kiimaan (74,6 %). Kiimansynkronointia
kaytettiin 25,4 %:ssa alkionsiirroista. Tieto kiiman laadusta tuorealkioiden osalta oli
kirjattu 65,3 %:ssa siirroista. Naista 68,3 %:ssa alkio oli siirretty synkronoituun kiimaan
ja 31,7 %:ssa luonnolliseen kiimaan. Pakastealkioiden osalta tieto kiimaan laadusta oli
kirjattu 83,2 %:ssa siirroista. Ndista suurin osa (91,9 %) siirrettiin luonnolliseen kiimaan.

Vain 8,1 %:lla pakastealkion saaneista kaytettiin kiiman synkronointia.

Taulukko 4. Suomessa vuosina 1990-2012 tehtyjen alkionsiirtojen vastaanottajien

poikimakerrat. N = 39235,

Poikimakerta Lukumaara Prosenttiosuus kaikista
0 22549 57,5
1 6844 17,4
2 4987 12,7
3 2668 6,8
4 1298 3,3
5 529 1,3
6 196 0,5
7 87 0,2
8 39 0,1
9 20 0,1
10 6 <0,1
11 5 <0,1
12 4 <0,1
13 2 <0,1
14 1 <0,1
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3.1.4 Vastaanottajan kiimakierron vaihe alkion ikdan verrattuna

Alkionsiirrossa alkion kehitysvaihe vastaa seitseman paivan ikdaa. Kun alkio siirretdaan

vastaanottajaan, joka on ollut kiimassa viikko sitten, alkion ikd vastaa vastaanottajan

kiimakierron vaihetta. Aineistossa vastaanottajan kiimakierron vaiheen ja alkion ian

valilla oleva ero on suurimmillaan kolme vuorokautta.

Suurimmassa o0sassa

alkionsiirroista vastaanottajan kiimakierron vaihe vastasi alkion ikda (70,3 %). Tietoa

vastaanottajan kiimapaivasta ei ollut kirjattu 21,7 %:ssa tapauksista (taulukko 5).

Taulukko 5. Suomessa vuosina 1990-2012 tehtyjen alkionsiirtojen vastaanottajien

kiimakierron vaihe alkion ikéddn verrattuna. N = 39235.

Vastaanottajan LukUrmEsrs Prosenttiosuus Prosenttiosuus
kiimakierron vaihe kaikista tunnetuista
Vastaanottaja 3vrk 18 <0,1 <0,1
edellad alkion ikaa

Vastaanottaja 2 vrk 31 0,1 0,1
edella alkion ikaa

Vastaanottaja 1 vrk 902 2,3 2,9
edella alkion ikaa

Vastaanottaja 27571 70,3 89,7
samassa vaiheessa

Vastaanottaja 1 vrk 2116 5,4 6,9
jaljessa alkion ikaa

Vastaanottaja 2 vrk 74 0,2 0,2
jaljessa alkion ikaa

Ya_staanottgja 3 vrk 3 <0,1 <0,1
jaljessa alkion ikaa

Ei tietoa 8515 21,7
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3.1.5 Alkio tuore vai pakaste

Siirrettavat alkiot olivat joko tuoreita tai pakastettuja. Pakastettuja alkioita kaytettiin 66
%:ssa alkionsiirroista. Tieto siitd, oliko alkio tuore vai pakastettu, oli kirjattu ylos

jokaisen alkionsiirtotapahtuman yhteydessa.

3.1.6 Alkion laatuluokka

Alkiot oli jaettu neljaan laatuluokkaan. Laatuluokat oli maaritelty seuraavasti: 1 =
erinomainen tai hyva, 2 = kohtalainen, 3 = kehno, 4 = kuollut tai degeneroitunut.
Alkion laatuluokka oli arvioitu 83 %:ssa alkionsiirtotapahtumista. Suurin osa siirretyista

alkioista oli arvioitu luokkaan 1, erinomainen tai hyva (82,8 %) (taulukko 6).

3.1.7 Alkion kehitysaste

Siirrettavan alkion kehitysaste oli maaritetty IETS:n maaritelmien mukaisesti (Mapletoft
2006). Suurin osa siirrettavista alkioista oli kehitysasteeltaan moruloita, aikaisia

blastokystia tai blastokystia (yhteensa 71,9 % siirretyista alkioista) (taulukko 7).

Taulukko 6. Suomessa vuosina 1990-2012 siirrettyjen alkioiden laatuluokka. N = 32475.

Alkion laatuluokka Lukumaara Prosenttiosuus kaikista
1 26902 82,8
2 4120 12,7
3 1440 4,4
4 13 <0,1
Yhteensa 32475 100,0
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3.1.8 Epiduraalipuudutuksen kaytto alkionsiirron yhteydessa

Epiduraalipuudutusta  kdytettiin 42  %:ssa alkionsiirroista. Epiduraalipuudutus
toteutettiin padaasiassa lidokaiinilla, vain 23 alkiosiirrossa (0,1 %) kaytettiin muuta
puudutetta. Tata ei ollut tarkemmin madritelty aineistossa. Suurimmassa osassa
alkionsiirroista ei kdytetty lainkaan puudutusta (54,6 %). Tietoa siitd, kaytettiinko
puudutetta, ei ollut kirjattu 1301 tapauksessa (3,3 %). Epiduraalipuudutuksen kaytto
vuosittain Suomessa 1998-2012 tehdyissa alkionsiirroissa on esitetty kuvassa 2. Ennen
vuotta 1998 alkionsiirrot tehtiin epiduraalipuudutuksessa, mutta tietoa ei ole keratty
aineistoon, koska puudutuksen suoritti eldinladakari. Vuonna 1998 kaytantd muuttui
siten, ettd alkionsiirtdja sai suorittaa puudutuksen itse. Epiduraalipuudutuksen kaytto
alkionsiirtdjan toimesta yleistyi vuoden 1998 jalkeen. Eniten epiduraalipuudutuksia
tehtiin vuonna 2004, jonka jadlkeen sen kaytté vaheni. Epiduraalipuudutuksen kaytto
hiehoilla oli yleisempda kuin lehmilla. Hiehoista epiduraalipuudutuksen sai 46,9 %,

lehmista 39,1 %.

Epiduraalipuudutuksen kayton jakautuminen kadytettdessa tuore- tai pakastealkioita on
esitetty kuvassa 3. Tuorealkioita kaytettdessa yli puolet siirroista (58,4 %) suoritettiin
epiduraalipuudutuksessa, kun pakastealkioilla suurin osa suoritettiin ilman puudutusta

(64,0 %).
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Taulukko 7. Suomessa vuosina 1990-2012 siirrettyjen alkioiden kehitysaste. N = 39235,

Prosenttiosuus

Prosenttiosuus

Alkion kehitysaste Lukumaara Kaikista tunnetuista
1 <0,1 <0,1
2 3 <0,1 <0,1
3 70 0,2 0,2
4 9646 24,6 31,5
5 7901 20,1 25,8
6 10269 26,2 33,6
7 2394 6,1 7,8
8 253 0,6 0,8
9 40 0,1 0,1
Ei tietoa 8656 22,1

1 = 1-soluvaihe, 1 vrk hedelmoityksesta

2 = 2-16-soluvaihe, 3-5 vrk hedelmoityksesta

3 = aikainen morula, 5-6 vrk hedelmaityksesta
4 = morula, 6 vrk hedelmoityksesta

5 = aikainen blastokysti, 7 vrk hedelmoityksesta
6 = blastokysti, 7-8 vrk hedelmoityksesta

7 = laajentunut blastokysti, 8-9 vrk hedelmoityksesta

8 = kuoriutunut blastokysti, 9 vrk hedelmoityksesta

9 = laajentunut ja kuoriutunut blastokysti, 9-10 vrk hedelmoityksesta.
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Kuva 2. Epiduraalipuudutuksen kéytté Suomessa vuosina 1998-2012 tehdyissd

alkionsiirroissa. N =37736.
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Kuva 3. Epiduraalipuudutuksen kdytén jakautuminen kéytettdessd tuore- tai

pakastealkioita Suomessa vuosina 1990-2012 tehdyissd alkionsiirroissa. N = 37943.

3.1.9 Siirtdjan arvio alkionsiirron onnistumisesta

Alkionsiirron yhteydessa siirtdja oli arvioinut alkionsiirron onnistumisen surkeasta
erinomaiseen viisiportaisella asteikolla. Arvio alkionsiirron onnistumisesta oli kirjattu
30872 alkionsiirron yhteydessa. Suurin osa alkionsiirroista oli saanut joko arvion ok tai
hyva (kuva 4). Siirtdjan arvio alkionsiirron onnistumisesta, kun siirron yhteydessa
kaytettiin tai ei kaytetty epiduraalipuudutusta, on esitetty kuvassa 5. Suurempi osa
siirroista arvioitiin onnistuneen arviolla ok tai hyvd, kun epiduraalipuudutusta ei
kaytetty. Kuitenkin hieman suurempi osa alkionsiirroista arvioitiin onnistuneen

erinomaisesti, kun epiduraalipuudutusta kaytettiin.
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Kuva 4. Siirtdjdn arvio alkionsiirron onnistumisesta Suomessa vuosina 1990-2012

tehdyissd alkionsiirroissa. N = 30872.
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ilman epiduraalipuudutusta Suomessa vuosina 1990-2012 tehdyissé alkionsiirroissa. N

=30834.
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3.2 Tilastolliset menetelmat

Tilastollisessa analyysissda  kaytettiin  SPSS-statistiikkaohjelmaa, versiota 20,0.
Tilastollinen analyysi suoritettiin  kayttamalla Khiin nelidtestia. Vastemuuttujaksi
valittiin tiinehtyminen alkionsiirron jalkeen (kylla tai ei) ja selittaviksi muuttujiksi
epiduraalipuudutuksen kayttd, alkion laatuluokka, alkion kehitysaste, tuore- vai
pakastealkio, siirtdjan arvio alkionsiirron onnistumisesta, vastaanottajan rotu, kiiman
laatu (luonnollinen vai synkronoitu), kiimakierron vaihe alkion ikdan verrattuna ja
vastaanottajan poikimakerta (hieho vai lehma). Tuorealkioiden kehitysasteen luokat 2
ja 3 yhdistettiin, silla luokassa 2 oli liilan vdahan tapahtumia, jotta ristiintaulukointia olisi
voitu analysoida. Samoin pakastealkioiden kehitysasteen luokat 1 ja 3 sekd 8 ja 9
yhdistettiin, silla luokissa 1 ja 9 oli liilan vdahan tapahtumia. Mahdolliset erot katsottiin

tilastollisesti merkitseviksi, kun p < 0,05.
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4 TULOKSET

4.1 Tiinehtyvyys alkionsiirron jalkeen

Hieman yli puolet (52,1 %) kaikista Suomessa vuosina 1990-2012 naudoille tehdyista
alkionsiirroista johti tiinehtymiseen (N = 39235). Tietoa tiinehtymisesta ei ollut kirjattu
496 tapauksessa (1,2 %). Kun alkionsiirto tehtiin tuorealkioilla, tiinehtyvyys oli 55,2 %.
Pakastealkioilla tiinehtyi 51,5 % vastaanottajista. Ero oli tilastollisesti merkitseva (p <

0,001).

4.2 Epiduraalipuudutuksen vaikutus tiinehtyvyyteen

Epiduraalipuudutuksen kaytté alkionsiirron yhteydessda paransi tiinehtyvyytta.
Epiduraalipuudutuksen saaneista vastaanottajista tiinehtyi 53,1 %. Vastaanottajista,
joilla epiduraalipuudutusta ei kdytetty, tiinehtyi 51,5 %. Ero oli tilastollisesti merkitseva

(p = 0,003).

4.3 Alkion laatuluokan vaikutus tiinehtyvyyteen

Alkion laatuluokan vaikutus tiinehtyvyyteen tuorealkioilla on esitetty kuvassa 6 ja
pakastealkioilla kuvassa 7. Laatuluokka vaikutti merkitsevasti tiinehtyvyyteen seka
tuore- ettd pakastealkioilla (p < 0,001). Tiinehtymisprosentti oli sekd tuore- ettd
pakastealkioilla sitd suurempi mitd parempilaatuinen alkio siirrettiin. Laadultaan
erinomaisilla tai hyvilla alkioilla paastiin parhaimpaan, 53,1 %:n tiinehtyvyyteen,
pakastealkioilla 51,6 %:n tiinehtyvyyteen. Pakastealkioilla tehdyissa siirroissa ei

esiintynyt lainkaan huonoimman laatuluokan alkioita.
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Kuva 6. Alkion laatuluokan vaikutus tiinehtymiseen tuore- ja pakastealkioilla Suomessa

vuosina 1990-2012 tehdyissd alkionsiirroissa. N = 32 065.

4.4 Alkion kehitysasteen vaikutus tiinehtyvyyteen

Alkion kehitysasteen vaikutus tiinehtyvyyteen tuorealkioilla on esitetty kuvassa 8 ja
pakastealkioilla kuvassa 9. Alkion kehitysaste vaikutti tiinehtyvyyteen merkitsevasti
sekd tuore- ettd pakastealkioilla (p < 0,001). Tuorealkioilla kehitysasteeltaan luokan 9
alkioilla (laajentunut ja kuoriutunut blastokysti) saavutettiin korkea (70,3 %)
tiinehtyvyys, mutta tulokseen tulee suhtautua varauksella tapahtumien vahaisen
maaran vuoksi. Toiseksi paras tiinehtyvyys tuorealkioilla saavutettiin luokan 6 alkioilla
(blastokysti). Huonointa tiinehtyvyys tuoreilla oli alkioilla, jotka olivat
kehitysvaiheeltaan luokissa 2 ja 3 (2-16 soluvaihe ja aikainen morula). Pakastealkioilla
paras tiinehtyvyys (52,7 %) saavutettiin luokan 5 (aikainen blastokysti) alkioilla.
Huonointa tiinehtyvyys pakastealkioilla oli luokan 1 ja 3 alkioilla seka luokan 8 ja 9
alkioilla (kuoriutunut blastokysti, laajentunut ja kuoriutunut blastokysti). Kaikki luokan
1 (1-2 soluvaihe) alkiot olivat pakastealkioita, kun taas luokan 2 (2-16 soluvaihe) alkiot

olivat tuorealkioita.
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Kuva 9. Kehitysasteen vaikutus tiinehtyvyyteen pakastealkioilla Suomessa vuosina

1990-2012 tehdyissd alkionsiirroissa. N = 20256.
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4.5 Siirtdjan arvio alkionsiirron onnistumisesta ja sen vaikutus tiinehtyvyyteen

Siirtajan arvio alkionsiirron onnistumisesta ja sen vaikutus tiinehtyvyyteen on esitetty

kuvassa 10. Se, millaiseksi siirtdja oli arvioinut alkionsiirron onnistumisen, vaikutti

merkitsevasti tiinehtyvyyteen (p < 0,001). Mitda parempana siirtdja piti siirron

onnistumista, sitd suurempi oli tiinehtymisprosentti. Siirtdjan arvioidessa siirron

sujuneen tdydellisesti vastaanottajista tiinehtyi 56,1 %. Kun siirto arvioitiin onnistuneen

surkeasti, tiinehtyi vain 44,1 %.
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Kuva 10. Siirtdjédn arvio alkionsiirron onnistumisesta ja sen vaikutus tiinehtymiseen

Suomessa vuosina 1990-2012 tehdyissd alkionsiirroissa. N = 30479.
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4.6 Vastaanottajan rodun vaikutus tiinehtyvyyteen

Vastaanottajan rodun vaikutus tiinehtyvyyteen on esitetty kuvissa 11 ja 12.
Tiinehtyminen oli merkitsevasti parempaa liharotuisilla kuin lypsyrotuisilla
vastaanottajilla (p < 0,001). Liharotuisten tiinehtyvyys oli 78,6 %, kun lypsyrotuisten oli
51,8 % (N = 38728). Liharotuisten tiinehtyvyyteen on kuitenkin suhtauduttava
varauksella (ks. pohdinta). Lypsyrotuisista parhaiten tiinehtyivat ayrshire- (52,0 %) ja
holstein-rotuiset (51,6 %) vastaanottajat, huonoiten jersey-rotuiset vastaanottajat (38,5
%) (kuva 6). Liharotuisista aberdeen agnus -rotuiset tiinehtyivat parhaiten (86,5 %)
(kuva 7). Rotujen piemontes, brown swiss ja highland cattle vaikutusta tiinehtyvyyteen

ei tutkittu, koska kyseisten rotujen maara aineistossa oli lilan pieni (n < 5).
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Kuva 11. Lypsyrotuisten vastaanottajien tiinehtyvyys alkionsiirrosta Suomessa vuosina

1990-2012. N =37376.
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Kuva 12. Liharotuisten vastaanottajien tiinehtyvyys alkionsiirron yhteydessé. N = 1302.

4.7 Tiinehtyvyys kiiman ollessa luonnollinen tai synkronoitu

Vastaanottajat, joiden kiima oli synkronoitu, tiinehtyivat paremmin kuin ne, joilla siirto
tehtiin luonnollisen kiiman jalkeen. Synkronoiduista vastaanottajista tiinehtyi 54,0 %.
Luonnollisen kiiman jdlkeen tehdyista siirroista 50,8 % johti tiinehtymiseen. Ero oli
tilastollisesti merkitseva (p < 0,001) (N = 29887). Tuorealkioilla tiinehtyminen oli
merkitsevasti parempaa, jos kiima oli synkronoitu (54,9 %) kuin, jos siirto tapahtui
luonnolliseen kiimaan (48,3 %) (p < 0,001) (N = 8619). Kiiman laatu ei vaikuttanut

merkitsevasti tiinehtyvyyteen kaytettdessa pakastealkioita (p = 0,097) (N = 21268)
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4.8 Vastaanottajan kiimakierron vaihe alkion ikaan verrattuna ja sen vaikutus
tiinehtyvyyteen

Vastaanottajan kiimakierron vaihe alkion ikdaan verrattuna ja sen vaikutus
tiinehtyvyyteen on esitetty taulukossa 8. Vastaanottajan kiimakierron vaiheella alkion
ikddan verrattuna oli vaikutusta tiinehtyvyyteen (p = 0,002). Mita paremmin
vastaanottajan kiimakierron vaihe vastasi alkion ikaa, sitda parempi oli tiinehtyvyys. Kun
vastaanottajan kiimakierto oli samassa vaiheessa kuin alkio, tiinehtyvyys oli 52,1 %.
Vastaanottajia, jotka olivat kolme paivaa jaljessa alkion ikda, oli aineistossa liian vahan

(n = 8), jotta kiimapaivan vaikutusta tiinehtyvyyteen olisi voitu tutkia.

Taulukko 8. Vastaanottajan kiimakierron vaihe alkion ikddn verrattuna ja sen vaikutus

tiinehtyvyyteen Suomessa vuosina 1990-2012 tehdyissd alkionsiirroissa. N = 303289.

Kiimakierron vaihe suhteessa alkion ikdan Lukumaara Tiinehtyvyys, %
Vastaanottaja 3 paivaa edella alkion ikaa 17 35,3
Vastaanottaja 2 paivaa edella alkion ikaa 30 40,0
Vastaanottaja 1 paivan edella alkion ikaa 884 46,9
Vastaanottaja samassa vaiheessa 27228 52,1
Vastaanottaja 1 paivan jaljessa alkion ikaa 2090 48,8
Vastaanottaja 2 paivaa jaljessa alkion ikaa 72 47,2
Vastaanottaja 3 pdivaa jaljessa alkion ikaa 8 62,5
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4.9 Poikimakerran vaikutus tiinehtyvyyteen

Vastaanottajien poikimakerran vaikutusta tiinehtyvyyteen tarkasteltiin vain hiehojen ja
lehmien valilld. Hieho-vastaanottajien tiinehtyvyys oli 53,2 %, lehmien 52,1 %. Jos
kyseessa oli yhden tai useamman kerran poikinut lehma, tiinehtyvyys oli 52,1 %. Ero
tiinehtyvyydessa oli pieni, 1,1 prosenttiyksikkda, mutta kuitenkin merkitseva (p = 0,032)
(N=38739). Kaytettdessa tuorealkioita hiehojen tiinehtyvyys (57,6 %) oli merkitsevasti
lehmia parempi (52,3 %) (p < 0,001) (N = 13 198). Pakastealkioita kaytettdessa

tiinehtyvyydessa ei todettu merkitsevaa eroa hiehojen ja lehmien valilla (p = 0,117)

43



5 POHDINTA

Tassa tutkimuksessa hieman yli puolet (52,1 %) alkionsiirroista johti tiinehtymiseen.
Pakastealkioilla tiinehtyvyys oli hieman huonompaa kuin tuorealkioilla. Myds
aikaisemmissa tutkimuksissa on pdasty vastaaviin tuloksiin (Hasler 2001, Wallace ym.
2011). Myos edellisia merkittavasti parempia tiinehtyvyystuloksia on raportoitu. Spell

ym. (2001) paasivat tuorealkioilla 83 %:n ja pakastealkioilla 69 %:n tiinehtyvyyteen.

Epiduraalipuudutuksen kaytté alkionsiirron yhteydessa on vahentynyt Suomessa
merkittavasti viimeisen kymmenen vuoden aikana. Tutkimuksessamme epiduraali-
puudutuksen  kaytté alkionsiirron  yhteydessd paransi tiinehtyvyytta 1,6
prosenttiyksikk6a. Ero tiinehtyvyydessa oli pieni, eika siita voida tehda pitkalle menevia
johtopaatoksia  epiduraalipuudutuksen tiinehtyvyyttda tukevasta vaikutuksesta.
Kasityksemme mukaan aikaisempia tutkimuksia epiduraalipuudutuksen vaikutuksesta
ei ole julkaistu. Epiduraalipuudutuksen antaminen ei kuitenkaan parantanut siirtdjan
arviota alkionsiirron onnistumisesta. Tatd voidaan pitda hieman vyllattavana, silla
epiduraalipuudutuksen tarkoitus on helpottaa toimenpidetta. Epiduraalipuudutuksen
antamiseen voi liittyd myos riskejd, jos se suoritetaan epahygieenisesti tai

osaamattomasti. Se vie myos aikaa ja siten pitkittaa toimenpidetta.

Tassa tutkimuksessa alkioiden laatu vaikutti erittdin merkitsevasti tiinehtyvyyteen seka
tuore- ettd pakastealkioilla. Mita parempilaatuinen alkio oli, sitd parempi oli
tiinehtyvyys. Tdma vastaa aikaisempien tutkimusten tuloksia (Lindner ja Wright 1983,
Mapletoft 1986, Hasler 1987, Benyei 2006, Looney 2006, Chepel ym. 2008).
Laatuluokaltaan kohtalaisilla alkioilla paastiin jopa 49,1 % tiinehtyvyyteen. Lindner ja
Wright (1983) paasivat kohtalaisilla alkioilla kuitenkin ainoastaan 27 %:n
tiinehtyvyyteen. Taman tutkimuksen perusteella voisi siis sanoa, ettd laadultaan
kohtalaisia alkioita kannattaa kayttdaa. Myos Hanekamp (1999) tukee tata vaitetta, silla
han ei havainnut merkitsevaa eroa tiinehtyvyydessa laadultaan hyvien ja kohtalaisten
alkioiden kaytolla. Mapletoftin (2006) mukaan kohtalaisia alkioita tulisi kuitenkin

kayttaa ainoastaan tuoresiirtoihin.
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Mitd paremmin vastaanottajan kiimakierron vaihe vastaa alkion ikda, sitd parempi oli
tiinehtyvyys. Nain havaitsivat myos Spell ym. (2001). Paras tiinehtyvyys tassa
tutkimuksessa saavutettiin, kun vastaanottaja oli samassa vaiheessa kuin alkio.
Kaytannodssa kuitenkin siirtoja suoritetaan, vaikka synkroniassa olisin muutaman paivan
heitto. Spellin ym. (2001) mukaan synkroniassa voidaan sallia 24 tunnin heitto, ilman

tiinehtyvyyden merkittavaa huononemista.

Vastaanottajiksi suositellaan yleensa valitsemaan hiehoja. Hiehojen parempi
tiinehtyvyys lehmiin verrattuna on osoitettu useassa tutkimuksessa (Hasler 2005,
Stroud ja Hasler 2006, Dochi ym 1998). Myos tassa tutkimuksessa hiehot tiinehtyivat
paremmin, vaikka ero lehmiin ei ollutkaan suuri. On kuitenkin olemassa myds
ristiriitaisia tuloksia hiehojen paremmuudesta. Benyei ym. (2006) eivat havainneet eroa
tiinehtyvyydessa lehmien ja hiehojen valilla, kuten ei myoskdaan Looney ym (2006) ja

Stroud ja Hasler (2006).

Liharotuisten tiinehtyyvyys oli huomattavasti lypsyrotuisia parempi. Liharotuisten
suureen tiinehtymisprosenttiin (78,6 %) tulee kuitenkin suhtautua varauksella
Emolehmatiloilla  kiiman uusimistiedon valittyminen aineistoon on selvasti
epdavarmempaa kuin lypsykarjatiloilla. Emolehmatiloilla kdytetdan paljon luonnollista
astutusta, jolloin uusimistieto ei kirjaudu aineistoon. Toisaalta, jos kiima on uusinut
siemennys- ja alkionsiirtokauden jalkeen, tyhjaksi jadneitd eldimia ei valttamatta ole
enda siemennetty. Nadin ollen liha- ja maitorotuisten tiinehtyvyyden vertaaminen

keskenadn voi olla harhaanjohtavaa.

Tiinehtymista alkionsiirron jalkeen on pyritty parantamaan erilaisin keinoin. On
olemassa ndyttéa siitd, ettd osa vastaanottajista hyotyisi eksogeenisesta
progesteronilisdstd, mutta asia kaipaa lisda tutkimusta. Myés muiden hormonilisien,
kuten GnRH:n ja hCG:n, vaikutuksesta olisi mielenkiintoista saada lisda tutkimus-

tuloksia.
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