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I. Uvod

Aplikace biotechnologii ve Slechtitelské praxi pfindsi nové moznosti, jak vyznamné
zintenzivnit selekéni tlak v chovu hospodarskych zvitat na zdkladé v€asného a objektivniho
hodnoceni rodict (Kadarmideen et al2015; Sirard 2018). UmoZiiuje nejen efektivnéji vyuzivat
reprodukéni  potencidl geneticky cennych jedincl ale i modifikovat populaci zvifat
pozadovanym smérem pomoci Ucinnéjsich selekénich strategii. Moderni strategie ve Slechténi
skotu cilené vyuzivaji metody molekularni genetiky, jako je genomicka selekce rodicu (GS) a
techniky asistované reprodukce (AR), metodu ovum-pick up (OPU), produkci embryi in vitro
(IVP) a embryotransfer (OPU/IVP/ET), které umoznuji zvysit a urychlit geneticky zisk.
Transvaginalni aspirace oocytli od vysokouZitkovych krav a geneticky cennych jalovic, zrani a
oplozeni oocytl nesexovanymi i sexovanymi spermiemi elitnich byk( a embryotransfer nebo
kryokonzervace IVP embryi patfi v chovatelsky vyspélych zemich mezi intenzivné vyuzivané
metody v oblasti reprodukce a Slechténi skotu. Uvedené metody stdle vice nahrazuji
konvencné pouzivané ekonomicky i Casové ndro¢néjsi postupy sbéru dat ziskanych testovanim
a hodnocenim vysokého poctu jedincu.

V Ceské republice jsou embrya skotu pro embryotransfer nebo kryokonzervaci
ziskdvana predevsim v rdmci programd MOET (Multiple Ovulation and Embryo Transfer). Na
rozdil od chovatelsky vyspélych zemi EU nenasla dosud progresivni metoda vyuziti IVP embryi
od genomicky selektovanych rodi¢li v chovech skotu adekvatni uplatnéni. Jednim z ddvodd je
nizsi ucinnost produkce embryi poZadovaného genomu ve srovnani s Gcinnosti vyvoje embryi
pro experimentalni ucely.

Hlavni pri¢inou nizsi efektivnosti produkce IVP embryi od geneticky cennych rodicl je
skutecnost, Ze pro pripravu embryi je dostupny limitovany pocet oocytd, které jsou vysoce
heterogenni z hlediska meiotické a vyvojové kompetence (Machatkova et al 20093,
Machatkova et al 2012; Jeseta et al 2014). U¢&innost zrani v podminkach in vitro je navic
negativné ovlivnéna snizujici se kvalitou oocytl v disledku zhorsujicich se podminek zivotniho
prostredi. Autori metodiky prokazali, Ze vyvojovou kompetenci bovinnich oocytl Ize zvysit
béhem procesu zrani pomoci specificky ucinnych latek, jako jsou epidermalni ristovy faktor
(EFG) nebo aktivator mitochondrii L-carnitin, coz Ize vyuZzit pro zefektivnéni soucasnych metod
zrani oocytl v systému in vitro (Knitlova et al 2017).

Jiz dfive bylo potvrzeno, Ze za standardnich podminek oplozeni oocytd spermiemi
kapacitovanymi heparinem se plodnost plemennych bykd v systému in vitro vyznamné lisi, a
toiv pripadé, kdy plemenici jsou vysoce Uspésni v inseminaci (Katska and Smorag 1996; Zhang
et al 1997). Autoti metodiky prokazali, Ze do procesu oplozeni zralych oocytli sexovanymi i
nesexovanymi spermiemi elitnich byku lze cilené zasahnout pomoci ucinnéjsich kapacitacnich
stimulans jako jsou kombinace heparinu, penicillaminu, hypotaurinu a epinefrinu (PHE mixu)
nebo heparinu a kofeinu (Travnickova et al 2021).



Il. Cile a vyvoj metodiky

Cilem navrhované metodiky bylo systematicky zefektivnit produkci embryi skotu
vyvijejicich se in vitro z limitovaného poctu oocytli na zakladé modifikace metod jejich zrani
a oplozeni. Zvysit uéinnost produkce embryi z gamet geneticky cennych rodi¢li na Uroven,
ktera je dosahovana pfi produkci experimentadlnich embryi. Inovovat soucasné
biotechnologické postupy pouzivané pro produkci experimentalnich embryi tak, aby byly
vyuZitelné pro produkci embryi od genomicky selektovanych rodici a Slechténi dojeného
skotu.

K dosazeni findlniho zaméru bylo nutno realizovat experimentdlni aktivity a dosahnout
nasledujici dilci cile:

v" Modifikovat zrani u limitovaného po&tu oocyt
v' Optimalizovat oplozeni selekci kapacitaéniho agens a systému
v Zefektivnit produkci embryi poZadovaného genomu

V ramci reSeni uvedenych cild byly ziskany poznatky, které umoznily modifikovat
standardni metody pfipravy bovinnich embryi a navrhnout technologické postupy pfispivajici
ke zvyseni zisku embryi definovaného genomu.

2.1. Zrani limitovaného poctu oocytu

Oocyty od geneticky cennych donorek, které jsou ziskany v rdzném stadiu
folikulogeneze transvaginalni aspiraci (OPU) nebo post mortem, maji nizsi schopnost dokon¢it
jaderné i cytoplazmatické zrani a po oplozeni se vyvijet do pfenosuschopnych embryi. Zatimco
jaderné a cytoplazmatické zrani experimentalnich oocytl v médiich s gonadotropiny probiha
spontdanné a dosahuje primérné 80,0 % a 60,0 %, cytoplazmatické zrani limitovaného poctu
oocytl je nutno stimulovat suplementaci kultivacniho systému. Doplnéni kultivacniho média
s FSH/LH nebo EGF o aktivator mitochondrii L-carnitin (LC) zvysilo jaderné i cytoplazmatické
zrani u méné i vice kompetentnich oocytli (na 90,2 % a 78,1 %) ve srovnani se standardnimi
metodami zrdni. Signifikantni zvySeni cytoplazmatického zrani u méné kompetentnich oocytu
po doplnéni L-carnitinu bylo nalezeno v kultiva¢nim systému jak s FSH/LH (71,3 %), tak i s EGF
(84,8 %). Ziskané vysledky potvrdily, Ze suplementaci kultiva¢niho systému o aktivator
mitochondrii L-carnitin Ize vyznamné zefektivnit zrani limitovaného poctu bovinnich oocytl v
podminkach in vitro.



2.2. Selekce kapacitacniho agens a systému

Predpokladem pro Uspésnou fertilizaci oocytl v systému in vitro je dostatek motilnich
spermii schopnych prodélat akrozomalni reakci (AR), které je nutno separovat z komercnich
inseminacnich davek. Autofi zjistili, Ze Ucinnost oplozeni oocytl je ovlivnéna, jak metodou
separace motilnich spermii (swim up vs gradient Percollu), tak i systémem pouzZitym pro
oplozeni oocyt( (makro vs mikro). U¢innost oplozeni a produkce embryi byly vy3si, pokud byly
motilni spermie izolovany metodou swim up a oplozeni oocytl probihalo v makrosystému, a
naopak, jestlize byly spermie separovany na gradientu Percollu a k oplozeni oocytd doslo
v mikrosystému.

Jiz ve svych dfivéjsich studiich autofi prokazali, Ze byci se stfedné rychlym pribéhem
AR jsou vyrazné Uspésnéjsi pfi produkci embryi in vitro ve srovnani s byky s rychlym nebo
pomalym pridbéhem AR (Molnarova et al 2006). Ve svych soucasnych studiich nalezli, ze
pribéh AR a penetraci spermii do oocytu lze ovlivnit cilenou selekci kapacitacniho agens a
kokultivacniho systému (Machatkova et al 2018; Travnickova et al 2021). Na zakladé ziskanych
vysledkl potvrdili, Ze optimalizaci interakce spermii s oocyty pomoci vhodné kombinace
kapacitacniho agens (heparin vs heparin/penicillamin, hypotaurin a epinefrin  vs
heparin/kofein) a systému (mikro vs makro) je mozno zefektivnit produkci pfenosuschopnych
embryi poZzadovaného genomu z limitovaného poctu oocytl, pficemz lze do urcité miry
ovlivnit i pomér samciho a samiciho pohlavi u produkovanych embryi.

2.3. Produkce embryi pozadovaného genomu

Suplementace kultivacniho systému s gonadotropiny (FSH/LH) nebo s EGF o aktivator
mitochondrii L-carnitin zvysila nejen Ucinnost zrani oocytd ale i Ucinnost embryonainiho
vyvoje primérné na 20 % a akcelerovala diferenciaci ranych embryi do pfenosuschopnych
stadii 7. den po oplozeni. Signifikantni zvySeni Uéinnosti embryonalniho vyvoje bylo dosazeno
po zrani oocytd s nizsi vyvojovou kompetenci v systému FSH/LH/LC. Naproti tomu signifikantni
zrychleni diferenciace ve stadiu blastocysty bylo pozorovano u embryi vyvijejicich se z oocyt(
s vys$si vyvojovou kompetenci, které zraly v systému EGF/LC. Tyto vysledky potvrdily, Ze
modifikaci kultivaéniho systému béhem zrani Ize vyznamné zefektivnit vyvoj ranych embryi z
limitovaného poctu oocytu a akcelerovat jejich vyvoj do stadii hatchingujici blastocysty, coz je

vyznamné pro progndzu Uspésného vyvoje po embryotransferu nebo kryokonzervaci.



lll. Vlastni popis metodiky
3.1. Pfiprava embryi pozadovaného genomu

3.1.1. Zrani limitovaného poctu oocytu

Prmérné 5-7 oocytl/aspiraci nebo 10-15 oocytl/disekci ovaridlniho cortexu, které
jsou ziskany z ovarii donorky béhem jednorazové OPU nebo post mortem, je izolovdno do
média TCM-199 stabilizovaného 25 mM Hepesem a doplnéného 1 % estralniho bovinniho
séra. Pouze oocyty s neukonéenym rlstem, vyraznymi defekty cytoplazmy nebo bez
pfitomnosti kumuldrnich bunék jsou eliminovany v pribéhu morfologického hodnoceni
oocytl pfi zvétSeni 50 x. Oocyty kazdé z donorek jsou pfeneseny do mikroplotny (NUNCLON)
obsahujici 500 ul zraciho média/jamku. Pro zrani je pouZito médium TCM-199 doplnéné o 5 %
estralniho séra krav (ECS), 0,2 mM pyruvat sodny, bud FSH/LH (P.G. 600; 15 I.U./mL) nebo EGF
(50 ng/mL) a antibiotika (50 IU/ml penicilinu, 50 ug/ml streptomycinu). Zraci médium je
nejdrive ekvilibrovdno po dobu 1 hodiny, kdy je pfiddno mitochondridlni stimulans L-carnitin
v koncentraci 2,5 mM a ndsledné je médium opét ekvilibrovdno po dobu 2 hodin. Oocyty jsou
kultivovany pfi teploté 38,5 °C, v atmosfére s vysokou vzdusnou vlhkosti a 5 % CO;, po dobu
24 hodin. Prfed oplozenim jsou oocyty preneseny do centrifugacni zkumavky s 2 ml média
a Castecné zbaveny kumuldrnich bunék vortexovanim pfi 20 Hz po dobu 45 sekund.

3.1.2. Selekce kapacitacniho agens a systému

Pfed oplozenim oocytl je hodnocen funkéni stav spermii separovanych z
inseminacnich davek elitnich byk( a testovana jejich odezva na kombinace kapacitacnich
agens a kokultivacnich systém(. Pro testaci se pouzivaji soubory experimentalnich oocytu
ziskané od bézné populace jate¢nych krav v po¢tu minimdlné 50 oocytl na jednu kombinaci.
Podily normalné oplozenych oocytll se hodnoti za 18 hodin po oplozeni postupem popsanym
v certifikované metodice ,Predikce fertility byk( in vitro pomoci penetraéniho testu”
(Machatkova et al 2009b). U¢innost embryonalniho vyvoje je hodnocena 8.-9. den po oplozeni

oocytl, kdy embrya dosahnou vyvojovych stadii hatchingujici blastocysty.

3.1.3. Optimalizace oplozeni pro rodi¢ovské pary

Na zdkladé vysledkl testace penetrac¢ni schopnosti spermii jsou optimalizovany
podminky pro gamety kazdého z rodi¢ovskych parl tak, aby pravdépodobnost ziskani
prenosuschopnych embryi z limitovaného poctu oocyttd byla co nejvyssi.

Separace motilnich spermii z inseminacnich davek plemennych bykd pomoci metody
swim up i gradientu Percollu byly detailné popsany v predchazejicich certifikovanych
metodikach (Machatkova et al 2013, 2017).



Pro oplozeni oocytll kazdé z donorek je zvolena kombinace kapacitacniho agens
a systému, pti které bylo dosazeno nejvyssi produkce embryi v testaci. Modifikované Tyrodovo
médium (IVF-TALP) je nejdfive doplnéno bud rozdilnou koncentraci heparinu (10-100 pg/ml)
nebo kombinaci 10 ug heparinu a PHE-mixu (2 mM penicillaminu, 1 mM hypotaurinu a
250 uM epinefrinu), pfipadné kombinaci 10 ug heparinu a 1 mM kofeinu. Pfipravené médium
je ndsledné ekvilibrovdno v inkubatoru po dobu nejméné 2 hodin. Zralé oocyty jsou pred
oplozenim ¢astec¢né denudovany a preneseny bud a) do modifikovaného mikrosystému, do
kapek fertilizaniho média o objemu 50 ul s pomérem 8.000 spermii/oocyt, kde probiha
kokultivace po dobu 60 minut, kdy je objem média navySen na 450 ul a kokultivace nasledné
pokracuje dalSich 17 hodin, nebo b) do makrosystému, do 500 ul fertilizaniho média
obsahujiciho stejny pomér gamet, ve kterém jsou oocyty kokultivovany po dobu 18 hodin.

K oplozeni oocytl v obou systémech dochazi pfi teploté 39 °C v atmosféfe vzduchu
s vysokou relativni vihkosti a 5 % CO,.

3.1.4. Kultivace ranych embryi

Za 20 hodin po oplozeni jsou potencidlni zygoty preneseny na bunécny monolayer
stabilni linie BRL (Buffalo rat liver cells, ATCC, USA). Pro kultivaci je pouZivdno kultivaéni
medium B2 Menezo s 10 % estralniho bovinniho séra stabilizované 0,2 mM Hepesem, ve
kterém se embrya vyvijeji pfi teploté 39 °C v atmosfére vzduchu s vysokou vzdusnou vihkosti
a5 % CO2 po dobu 7-8 dnU do stadii ¢asné az expandujici blastocysty, kdy mohou byt pouZita
pro embryotransfer nebo kryokonzervaci.



Obr.1 - Embrya skotu ve stadiu diferencované blastocysty pouzitelnd pro transfer nebo
kryokonzervaci; svételna mikroskopie, zvétSeni 200 x.

Obr.2 - Embrya skotu ve stadiich hatchingujici blastocysty s prognozou vyvoje po transferu
nebo kryokonzervaci; svételna mikroskopie, zvétseni 200 x.

IV. Srovnani novosti postupti

Navrzena metodika vychazi ze soucasnych i predchozich poznatku ziskanych autory v
prabéhu jejich zakladniho i aplikovaného vyzkumu. Byl vyvinut efektivnéjsi postup zrani
a oplozeni bovinnich oocyt(, ktery je vhodny nejen pro produkci pfenosuschopnych embryi
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od genomicky selektovanych rodica a tvorbu i uchovani genovych zdroj(, ale také pro pfipravu
kvalitnich cytoplastd a donorovych jader nezbytnych ke klonovani geneticky cennych jedinca.
Metody zrani oocytl v systému doplnéném o specificky ucinné latky a optimalizace oplozeni
zaloZend na selekci kokultivaéniho systému a kapacitacniho agens umoziuji vyznamné zvysit
produkci embryi poZzadovaného genomu z limitovaného poctu oocytd, které lze ziskat béhem
opakovanych aspiraci oocytli (OPU) nebo post mortem z ovdrii geneticky cennych donorek.

Dosud byly pro pfipravu embryi pozadovaného genetického plvodu vyuZivany
postupy, které jsou pouzivany pro pfipravu experimentalnich embryi z oocyt(i béZné populace
jate¢nych krav, a které jsou zaloZeny na standardnich metoddach zrani a oplozeni oocytl. Tyto
metody jsou pro pfipravu embryi od geneticky cennych rodi¢i méné ucinné s relativné nizkou
pravdépodobnosti zisku pfenosuschopnych nebo zmrazitelnych embryi.

Navriend inovace metod produkce embryi skotu poZadovaného genomu cestou
modifikace metod zrani a oplozeni pfinasi moznost, jak zefektivnit produkci geneticky cennych
embryi vyuZitelnych pro embryotransfer nebo kryokonzervaci priimérné na 20-25 %, kterad je
v soucasné dobé dosahovdana v laboratofich IVF pfi produkci embryi pro experimentalni ucely.

V. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Navriend metoda produkce embryi poZadovaného genomu odpovida soucasnym
potfebam chovatell i strategickym ciliim chovatelskych svazl, ponévadz ziskani kvalitniho
potomstva v co moznd nejkrats$im ¢asovém horizontu je prfedevsim v chovech dojeného skotu
vyznamnym chovatelskym i ekonomickym pfinosem.

Metodika je uréena specializovanym laboratofim, které jsou opravnény k produkci
a prenosu IVP embryi od geneticky cennych zvitat, subjektim poskytujicim chovateldm sluzby
v oblasti reprodukce a Slechténi skotu a soucasné i Spickovym chovatellim, ktefi maji redlné
predpoklady vyuzivat nové metody reprodukénich biotechnologii pro své slechtitelské zaméry.
Metodika mUzZe najit své uplatnéni také u komercnich subjektt zajistujicich chovatelim sluzby
v oblasti inseminace, ponévadZ umoznuje objektivné hodnotit fertilizacni schopnost
sexovanych i nesexovanych spermii za standardnich podminek kapacitace a oplozeni
a testovat kvalitu inseminacnich davek plemennych byk( pred jejich pouzitim v inseminaci.

VI. Ekonomické aspekty metodiky

Produkce embryi skotu poZzadovaného genomu v systému invitro pomoci
modifikovanych metod zrani a oplozeni oocytll nevyZaduje ve srovnani se standardnimi
metodami produkce experimentalnich embryi dalsi finan¢ni ndklady. Umoziiuje vyuzit bézné
vybaveni laboratofi IVF, véetné pfistrojli, syntetickych médii a kultivacnich plast. Hlavnim



ekonomickym prinosem inovace metod produkce geneticky cennych embryi je predevsim
pfinos pro chovatele, ponévadz vyssi pocet embryi vyprodukovanych od poZadovanych
rodicd zvySuje pocet potomkl narozenych po ET a pfispiva k rychlejSimu dosazeni
ocCekavaného genetického zisku. Soucasné snizuje finan¢ni naklady na produkovana embrya
i odchované potomstvo, predevsim v pfipadé produkce embryi predikovaného pohlavi ze
sexovanych spermii. ZvySeni pravdépodobnosti zisku IVP embryi poZzadovaného pohlavi
z nesexovaného spermatu je ekonomicky vyhodné u bykd svelmi nizkou plodnosti
sexovanych spermii.

Konkrétni ekonomicky pfinos inovace metodickych postupt bude zavisly na plemenné
hodnoté rodicl a na intenzité vyuzivani metod reprodukénich biotechnologii chovateli.
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