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Uvod
Vyznamnou soucasti metod

reprodukénich biotechnologii

jsou techniky zalozené na
embryotransferu. Geneticky
cenna embrya jsou ziskavana
predevsim po superovulaci, ale
vyznamna je také metoda
produkce embryi v podminkach
in vitro (IVP). Dle vyrocnich
statistik Evropské spolecnosti
pro embryotransfer se v roce

2011 se oproti predchozim
letim, vyrazné zvysilo mnozstvi
prenost IVP embryi skotu

v Evropé a tento trend pokraco-
val i v roce 2012. V Evropé jsou
Z tohoto hlediska nejvyznamnéj-
Simi zemémi Némecko,
Nizozemi, Italie a Irsko. V téchto
¢tyfech zemich dohromady bylo
vV roce 2011 zrealizovano vice
nez 80 % vsech prenosuU
IVP embryi v Evropé. V Ceské
republice se produkce IVP
embryi pocita radové na jedno-
tky maximalné desitky kusu
ro€né. S nastupem metod
genomické selekce vsak mohou
metody IVP ziskat nové
uplatnéni. Je nutno dodat,
Zze okolni zemé vétsinou nejsou
schopny vlastni in vitro
embrya pro chovatele pripravit.
To je pripad Polska, Slovenska,
Madarska a dalSich zemi byva-
Iého vychodniho bloku.

Metoda fertilizace oocytl
VvV in vitro systému umoznuje
produkovat embrya od gene-
ticky cennych rodicu, z oocytu
ziskanych v pribéhu Zivota
matek technikou transvaginalni
aspirace (OPU) nebo oocytl
ziskanych post mortem, po
porazeni vyfazenych krav
z chovu z dlvodu neplodnosti

[0 Plemenice CZ 113351-953 mé&la vyborny exteriér
dosdhla hmotnosti 1045 kg (foto: Kamil Maldt)

nebo jinych poruch zdravi.
Tato metoda nabizi moznost pfi-
pravit embrya nejen od elithich
rodicll hospodaisky vyznam-
nych plemen, ale i od jedincU
vzacnych plemen skotu. Tento
¢lanek popisuje pripad uspésné
aplikace metody IVP post
mortem pro ziskani embryi
od neplodné plemenice ple-
mene Belgické modrobilé.

Vynikajici neplodna donorka
Plemenice CZ 113351-953 byla
narozena 11. 1. 2005 v ZD Chyst
po embryotransferu jako dcera
po znamém belgickém plemeni-

kovi Coliath de Ste Helene
(ZBM-205). Tato plemenice
v chovu dosahovala velice

dobrych piirustkd a v dospélosti
dosahla hmotnosti uctyhod-
nych 1045 kg, v Kkfizi ji byla
nameérena vyska 142 cm a za
zevneéjsek pfi linearnim hodno-
ceni ziskala celkem 87 bodu.
Vsechny tyto hodnoty radi tuto
plemenici mezi absolutni Spic¢ku
plemene, a to i v porovnani
se zvifaty ze zemé pulvodu.

Jeji matka CzZ 2593-953 byla
odchovana yA dovezeného
embrya. za jejiho pusobeni
|||
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(87 bodu) a v dospé&losti

v chovu byla uspésné superovu-
lovana a vyplachovana (celkem
5X) a poskytla 14 embryi.
V chovu pak zustaly 2 jeji dcery,
plemenice CZ 113351-953 a jeji
pfima sestra z embryotransferu,
ktera béhem zivota poskytla
6 prenosuschopnych embryi.
Jiz jako jalovice obé tato
Zvirata, dosahovala velmi
dobrych rldstovych parametru.

Plemenice CZ 113351-953 byla
béhem Zivota 4x superovu-
lovana. Prestoze byly pozoro-
vany dobré pfiznaky fije
a inseminace probéhla bez kom-
plikaci, nikdy se nepodafilo
uspésné vyplachnout embrya.
Ve skupiné jalovic a krav ple-
mene belgické modrobilé vystu-
povala jako bezproblémovy jedi-
nec. Neméla problém s ovarial-
nimi cystami a jeji pohlavni
cyklus probihal vyrazné
a pravidelné. Bohuzel tato
plemenice nezabrezla ani
pri klasické fiji a inseminaci.
Anomalie na déloznim krcku,
ktera byla ziejma jiz pfi prvni
inseminaci, byla pravdépodobné
jednou z pfi€in neuspésného
vyplachu. Jelikoz plemenice
nezabrezavala, bylo u ni pode-
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zifeni na neprichodnost vejco-
vodu. To se stalo rozhodujicim
divodem porazky v roce 2013.
Pfi porazce byly odebrany
vaje€niky a transportovany
do Laboratore reprodukénich
biotechnologii Vyzkumného
ustavu veterinarniho lékarstvi
V Brné.

Metoda in vitro produkce embryi
post mortem

\VySe popsané problémy pfi
standardni inseminaci i supero-
vulaci zabranili uspésné repro-
dukci tohoto vynikajiciho zvi-
fete. Z téchto davodul byla zvo-
lena metoda IVP post mortem
vyuzivajici izolace oocytl z ova-
rii porazeného zvirete. Pri této
technice je vyznamné otestovat
vhodnost vybranych bykU pro
systém IVP.

1) Test vhodnosti vybranych

byku pro systém IVP

V minulosti byly zakladnim
kritériem pro zarazeni byka
do IVP programu jeho vysledky
Vv inseminaci. Jako spolehlivéjsi
metoda se vsak ukazala testace
bykl pomoci oocytu jate¢nych
krav, kdy fertilizani schopnost
spermii je ovérovana rychlosti
penetrace a efektivitou monos-

permického oplozeni. Z hlediska
predikce fertility bylo zjisténo,
Ze u bykl uspésnych v in vitro
systému byla kapacitace spermii
a penetrace do oocytu vyrazné
rychlejsi nez u bykd primér-
nych.

Pro tento test byly oocyty
ziskavany z ovarii jate€nych krav.
Pro testaci spermii byly selekto-
vany pouze morfologicky kva-
litni oocyty, které se nechaly
dozrat v podminkach in vitro.
Nasledné byly dozralé oocyty
fertilizovany vybranymi byky.
Vzhledem k citlivosti bykU k riz-
nym koncentracim heparinu byl
v tomto pripadé také testovan
vliv dvou rlznych koncentraci
heparinu na fertilizaéni schop-
nost bykl. V tomto testu tedy
byli testovani dva byci a dvé
ridzné koncentrace heparinu.
Na zakladé téchto vysledkl
byl vybran byk a zaroven pro
néj vhodna koncentrace hepa-
rinu. Je nutno dodat, spolu byli
srovnavani dva byci a Zze motilita
byla u vybraného byka vyrazné
nizsi (35 %) nez u byka, ktery
nebyl vybran a byl v systému
IVF neefektivni (60 %). PO sepa-
raci spermii pfed fertilizaci se
vSak rozdily smazaly a pfi vlast-
nim IVF byl vybrany byk vyrazné
efektivnéjsi (celkova ucinnost

0 Pro in vitro fertilizaci byl vybrédn byk Lorenc
7ZD Chys$t (foto: Kamil Mald&t)

(ZBM-223) pochdzejici z chovu

[J Oocyty skotu tésné po izolaci

z vajelniku porazZenych krav. Tyto
oocyty zraji v in vitro podminkéch
24 hodin a poté jsou fertilizovany
spermiemi vybraného byka

(foto: Michal Jeseta)

fertilizace byla 80,5 % oproti
25 % U nevybraného byka).
Je obecné znamo, ze vynikajici
vysledky bykl v inseminaci
nejsou zarukou dobrych
vysledkl pfi in vitro fertilizaci.
Z téchto ddvodu je nezbytné
vzdy pouzivané byky timto
zplsobem otestovat. Tento
test ovéem neni nutné u kon-
krétniho byka znovu pred dalsi
fertilizaci opakovat.

Pro in vitro fertilizaci byl
v tomto pripadé vybran byk
statniho registru ZBM-223
Lorenc. Tento plemenik pocha-
zel také z chovu ZD Chyst na
staji zootechnika pana Oldficha
RozsévacCe. Lorenc je bezpo-
chyby doposud nejlepsim
belgickym plemenikem z do-
maci produkce. Své kvality
potvrdil nejenom excelentnim
zevnéjskem, za ktery byl ohod-
nocen celkem 82 body, ale
zejména svymi rdstovymi para-
metry, kterych se dosud
zadnému jinému bykovi
Zz domaci produkce nepodafrilo
dosahnout. V jednom roce
Lorenc vazil 604 kg a méfil
131 cm, cozZ je o vice nez 130 kg
a 10 cm lepsi vysledek nezli
primér vsech doposud vybra-
nych bykU! Vynikajici jsou rov-
néz jeho plemenné hodnoty
zejména pro zevnéjsek a rust
Vv pfimém efektu. Pierre Mallieu,
reditel belgické plemenné

knihy, jej pfi své navstévé v CR
oznacil za byka, ktery se svymi
kvalitami sméle vyrovna nejlep-
§im inseminacénim plemenikiim
v Belgii.
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[0 Expandované blastocysty skotu 8 dni
po fertilizaci vhodné pro yokonzervaci
nebo pfenos do pr¥ijemkyri

(foto: Michal JesSeta)

2) Produkce embryi in vitro

Plemenice CZ 113351-953 byla
porazena na jatkach 4. den
pohlavniho cyklu a jeji ovaria
byla transportovana do labora-
tofe pfi 34,5 °C. Okamzité po
pfijezdu byla ovaria zpracovana
a byly vyizolovany jednotlivé
oocyty vhodné pro in vitro zrani.
Podafilo se z obou ovarii
vyizolovat celkem 20 oocytu,
které byly preneseny do zraciho
média M199. Oocyty ziskané
touto metodou byly rozdéleny
do dvou skupin dle morfologic-
kych znaku. Pro tyto potieby byl
hodnocen stav cytoplazmy
oocytu a morfologie kumularni
vrstvy obklopujici oocyt.
Izolované oocyty zraly po dobu
24 hodin pfi teploté 38,5°C
v regulované atmosfére obsahu-
jici 5 % COa.

Po in vitro zrani byly oocyty
fertilizovany v IVF médiu.
Inseminacéni davky byly rozmra-
zeny ve vodni lazni a nasledné
byly izolovany motilni. Pro inse-
minaci oocytl bylo pouZzito IVF
médium obsahujici 1x10° sper-
mii/ml a 1,8 USP/ml heparinu.
Za 12 hodin po inseminaci
byly oocyty preneseny do kulti-

vacniho média s monolayerem
BRL bunék. V tomto prostredi
byla embrya dale kultivovana po
dobu 7 dni.

Po 7 dnech byla sebrana
embrya vhodna pro kryokonzer-
vaci. Po kultivaci bylo celkem
ziskano 10 blastocyst. Uspésnost
embryonalniho vyvoje byla
paradoxné vyssi u oocytl s dob-
rou morfologickou kvalito nez
u oocytu klasifikovanych jako
vynikajici. Tento stav se u nékte-
rych zvirat vyskytuje a jen potvr-
zuje subjektivitu morfologické
klasifikace. Odebrana embrya
byla zamrazena standardnim
zplsobem (pomoci zmrazovace
Planner Kryo) a nasledné prene-
sena do tekutého dusiku, kde
jsou uchovana az do transferu
do prijemkyn.

Zaveér
Metoda IVP post mortem
nabizi efektivhi moznost jak

VyuZzit geneticky potencial samic
s reprodukénimi problémy,
které jiz pravidelné necykluji.
Alternativou k metodé IVP post
mortem je metoda ziskani
oocytll metodou OPU (ovum
pick up). Metoda OPU je
transvaginalni aspirace oocytu z
antralnich folikult, kdy neni
nutné hormonalné stimulovat
donorku. U zvirat cyklujicich lze
na jedno OPU ziskat 8-10 oocytU,
po jejichz fertilizaci v prostredi
in vitro mohou byt pfipravena
az 4 embrya (primér v EU
1,6 embrya/OPU). Pokud je
neplodnost zpusobena neprd-
chodnosti vejcovodl a funkce
vaje¢nikll zUstava zachovana,
tak Ize timto zpusobem ziskat
kvalitni embrya. BEhem metody
OPU/IVF nejsou vejcovody
vibec v kontaktu s oocytem.
Nejprve je oocyt aspirovan

Efektivita in vitro fertilizace a vyvoj embryi 7 dni po inseminaci

Morfologicka Pocet izolovanych

kvalita oocytu oocytt

Pocet délicich Pocet zmrazitelnych

se embryi
po 7 dnech

blastocyst
po 7 dnech

vynikajici 8 6 (75 %) 3 (37,5 %)
dobra 12 1 (91,7 %) 7 (58,3 %)
Celkem 20 17 (85 %) 10 (50 %)

prfimo z folikulu na ovariich a po
IVF je embryo preneseno
Zpét rovnou do délohy. Navic
Vv nékterych pripadech aspirace
antralnich folikulll z vaje¢niku
neplodnych zvifat nastartuje
folikulogenezi a stimuluje ovari-
alni cyklus.

Metoda pfripravy IVP embryi
je naro€na predevsim z hlediska
nezbytné testace vsech pouzi-
tych médii a aditiv. Vyznamné
je také otestovani kazdého byka
a jeho vhodnosti pro IVP
systém. | pres tyto skute€nosti
ma tato biotechnologicka
metoda své nesporné vyhody.
Je v8ak tfeba poznamenat, Ze
telata narozena po IVP maji ¢as-
téji vyssi porodni hmotnost, coz
mUze prinaset komplikace
v podobé vyssiho vyskytu pro-
blematickych porodd. Pri
spravné spolupraci chovatele
s veterinarnim Iékafem v obdobi
porodu lze vsak témto problé-
muUm velice uc¢inné predchazet.
V tomto pripadé ziskal chovatel
10 blastocyst od plemenice,
u které se v minulosti marné
snazil o ziskani telete. Z praktic-
kého hlediska je nutno pozna-
menat, Ze vlastni naklady na
tuto metodu jsou srovnatelné
s naklady na superovulaci.
Metoda IVP je sice metodicky
a organizacné naroc€néjsi, ale
¢asto mUze byt jedinou cestou
jak ziskat tele od neplodné
plemenice. Laboratof repro-
dukénich biotechnologii pfi Vyz-
kumném ustavu veterinarniho
Iékarstvi v Brné poskytuje cho-
vatelim metody in vitro pro-
dukce embryi skotu jiz od deva-
desatych let minulého stoleti.
V minulych letech sice zajem
o tyto metody poklesl, ale
i v souCasnosti mUze metoda
IVP predstavovat uzite€ny ;““’7
nastroj ve slechténi skotu.
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zaméru MZE 0002716202
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