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I Uvod

Produkce embryi in vitro u skotu (IVP) je diilezitou soucasti Slechtitelskych programt
vyuzivanych ke zvyseni genetické hodnoty populace (Findlay a kol. 2019). Velmi diilezitym
nastrojem pro zkraceni generacniho intervalu je ziskdvani oocyti od velmi mladych
(az prepubertalnich) darcti s vyuzitim intravitalniho odbéru oocytl (Kasinathan a kol. 2015).
Piestoze probihd kontinudlni vyvoj novych kultivacnich podminek in vitro, podminky
kultivace stale nejsou totozné s fyziologickym prostiedim a IVP embrya vykazuji nékteré
odliS$nosti oproti embryim ziskanym ex vivo (Lonergan a Fair 2008, O'Doherty a kol. 2018).
Proto téméf stejné dlouho, jako existuje produkce embryi in vitro, jsou zkouseny zpisoby, jak
kultivaci in vitro obejit a nahradit ji fyziologicky pfirozenéj$Sim procesem.

Jednu z alternativ pfedstavuje technika pienosu oocyti do preovulac¢niho folikulu,
kterou poprvé predstavil Fleming a kol. (1985), technika byla dale zdokonalovana v equinni
(Goudet a kol. 1997) a bovinni (Bergfelt a kol. 1998, Kassens a kol. 2015) reprodukci.
Metoda intrafolikularniho transferu oocytt (intrafollicular oocyte transfer, [FOT) je zaloZena
na injekci darcovskych oocyti do preovulacniho folikulu piijemkyn, které jsou nasledné
inseminovany. V disledku toho dochédzi k maturaci oocytli, ovulaci, oplozeni a casnému
vyvoji embryi v pfirozeném prostiedi ve folikulu, vejcovodu a déloze piijemce. Sedmidenni
embrya jsou ziskdna rutinnim vyplachem dé¢lozniho rohu nebo jinym zplisobem
(endoskopicky vyplach vejcovodu, ptipadné odbér na izolované déloze po porazce zvitete).

Technicky vychazi IFOT z metody transvaginalni sonografické punkce vajecnikli (ovum
pick-up, OPU) (Pieterse a kol. 1988). Pti OPU je tyCovy plastovy drzak ultrazvukové sondy
zaveden do pochvy a vajecnik je manudlné pfitlacen per rectum proti sondé. Mezi aktivni
plochou sondy a vaje¢nikem se nachazi pouze tenkd poSevni sténa a vSechny struktury
pfitomné na vajecniku jsou vizualizovany na monitoru sonografu. V horni ¢asti drzaku sondy
je zabudovan kovovy pracovni tubus, ve kterém operatér pohybuje aspirac¢ni jehlou,
napojenou na podtlakovy aspiracni systém. Hrot jehly pronikajici do folikulu je viditelny na
monitoru sonografu. Operatér podle situace na monitoru sonografu ovlada jednou rukou drzak
a jehlu, druhou rukou vajecnik a nohou spina¢ podtlakové aspiracni pumpy.

Aspiraéni pumpa generuje regulovany podtlak, ktery aspiruje obsah punktovanych
utvart do sbérné nadobky. K odbéru folikuldrni tekutiny mtze byt pouzit zkraceny aspiracni
systém, kdy je pfimo na hadicku od aspiracni jehly napojena injekéni stiikacka ovladana

pomocnikem.



Rizné modifikace pivodnich instrumentl pro OPU pouzivané pro intrafolikularni
injekci G€innych latek do vajecniku (Gastal, Kot a Ginther 1995, Hanstedt a kol. 2011, Cech
akol. 2013) maji podobnou konstrukci. V pracovnim tubusu drzdku sondy je namisto
aspiracni jehly veden dlouhy néstroj (pfiblizné¢ 50 cm), jehoz kandlek nebo jehla se zcela
vyplni ur€enou substanci (Ié¢ivem, roztokem). Na vyusténi kanalku na vnéj$im konci nastroje
je pfipojena injekéni stiikacka nebo laboratorni pipeta, ktera tlakem pistu vpravi pozadovany
objem roztoku (0,1 — 0,3 ml) do cilového utvaru. Podobné vybaveni bylo pouzivéno i pro
IFOT.

Prvni intrafolikuldrni transfer oocytii u skotu byl proveden ptfed vice nez 20 lety
(Bergfelt a kol. 1998). Autofi oznacili metodu jako ,,gamete recovery and follicular transfer*
(GRAFT). Pfes slibné vysledky zustala tato studie na dlouhou dobu osamocena. Metoda se
opét uplatnila az o 17 let pozdéji, kdy byla nazvéana ,,intrafollicular oocyte transfer” (IFOT)
a prendseny byly in vitro maturované oocyty (Kassens a kol. 2015). Stejnym tymem byl
realizovan IFOT nezralych oocyti (Hoelker a kol. 2017), takze bylo prokézano, ze i in vitro
maturaci lze obejit pfimym pienosem oocytli do folikulu. Dale byl proveden intrafolikularni
ptfenos oocyti ziskanych od zivych darkyn pomoci transvaginalni aspirace, a to jak cerstvych,
tak vitrifikovanych (Spricigo a kol. 2016).

Prestoze IFOT nezlepsil vyvojovou kompetenci vitrifikovanych oocytli, po pienosu
cerstvych nezralych oocytl bylo dosazeno Zivotaschopnych blastocyst a naslednych biezosti.
Tato metoda je moznosti pro klinickou praxi a produkci embryi bez kultivace in vitro
(Spricigo a kol. 2016). Casovy interval cca 12 hodin, ktery transferované oocyty stravi ve
folikulu ptijemkyné je dostatecny, aby byly schopny podstoupit fertilizaci a dokon¢it vyvoj do
stadia blastocysty (Dias a kol. 2018).

Kvantitativni vysledky IFOT vSak doposud nejsou pfili§ uspokojivé, protoze pocet a
kvalita ziskanych objektli (embryi/oocytll) po vyplachu délohy 7 dni po provedeni IFOT jsou
velmi variabilni. Dostupna literatura uvadi zpétny zisk objekti (embrya vSech kvalitativnich
tiid a neoplozené oocyty) 35,2 %, 21,3 % a 38,5 % (Kassens a kol. 2015, Spricigo a kol.
2016, Hoelker a kol. 2017). Zisk embryi schopnych ptenosu byl 8,4 %, 5,5 % a 17,3 %
(Kassens a kol. 2015, Spricigo a kol. 2016, Hoelker a kol. 2017).

Uvedena variabilita vysledki je divodem pro dalsi propracovani metodiky IFOT.



II) Cil metodiky

Cilem metodiky intrafolikuldrniho transferu oocytti u skotu bylo vypracovat postup
mechanického transferu oocyti do preovula¢niho folikulu se zaméfenim na praktickou
proveditelnost ve stajovych podminkach. Metodika vyuziva soubor novych origindlnich

ndastroji vyvinutych specialné pro tuto ¢innost.
III) Vlastni popis metodiky

Metodika intrafolikularniho transferu oocytl (dale ,,metodika) vyuziva trojdilny set
umoznujici aspiraci izolovanych oocytl, jejich kratkodobé uchovani a transport a injekei
média obsahujiciho oocyty do preovulaéniho folikulu. Soucasti zafizeni je i1 specialné

tvarovany pracovni tubus a modifikovany drzak sondy.

Trojdilny set k intrafolikuldrnimu transferu oocytu

Set k intrafolikularnimu transferu oocytli ma tii podjednotky: aplikator, aspirator a injektor.

Aplikator tvofi injekéni stfikacka o objemu 1 ml spojena s injekéni jehlou (25G, 0,55 x
40 mm, Braun, Némecko). V prostoru mezi injekéni stiikackou a jehlou je vlozen adaptér
z nerezové oceli, ktery presn¢ obklopuje zkradcenou ¢ast inseminacni pejety, kterd vytvori
prostor pro uchovani oocyti (pivodni objem 0,25 ml) (obr. 1, 2). Aplikétor zajistuje tii

funkce: aspiraci a uchovani oocytt, transport oocytll v termo-boxu do stije ke zvifeti a také

aplikaci oocytti do folikulu.

injekéni jehla  zkracend pejeta  adaptér injekeni stitkacka 1 ml

Obr. 1: Rozlozeny aplikator



Obr. 2: Sestaveny aplikéator
Aspirator tvoii nerezovy Sroub s jemnym zévitem pro pfesnou manipulaci s pistem injekéni
stiikacky (obr. 3). Umoziiuje peclivé natazeni oocytl pres jehlu do zkrdcené pejety umisténé

v adaptéru (obr. 4).

Obr. 3: Aspirator




Obr. 4: Aspirace oocytll

Injektor je 50 cm dlouhy instrument vybaveny fixacnim mechanismem pro vlozeni
aupevnéni aplikatoru v jeho pfedni casti. Tahlo prochdzi celym télem injektoru, pfi¢emz
vodici kolik tahla je umistén v koncové c¢asti injektoru (obr. 6). Injekéni stiikacka je pevné
fixovana k injektoru, zatimco pist stfikacky je fixovan k pfedni Casti tahla. Manualni posun

vodiciho koliku je tdhlem pfendsen na pist stiikacky.

Obr. 6: Injektor

Plastovy drzdk sondy je zaveden do pochvy piijemkyné, sonda je nasmérovana
dorzomedialné do blizkosti fornix vaginae, kompletni injektor je vlozen do vodiciho tubusu
na drzéku sondy (obr. 7). Po sonografické vizualizaci folikulu (Kaixin KX5200, Xuzhou,
China s mikrokonvexni 7,5 MHz sondou) operatér posunuje injektorem v pracovnim tubusu
ptipevnéném k horni ¢asti drzdku sondy, az zavede injek¢ni jehlu do folikulu, a pak pohybem

vodiciho koliku vné zvitete provede injekci obsahu aplikatoru (obr. 8).



Obr. 7: Zavedeni injektoru do pracovniho tubusu

Obr. 8: Provedeni intrafolikularniho transferu oocytt



Metodicky postup intrafolikularniho transferu oocyti

Samotna injekce oocytl do folikulu vychédzi z obecnych principii transvaginalni
ultrasonografické punkce vajecnikid. Béhem procedury jsou zvifata fixovana s omezenim
pohybu. Pfijemkyné jsou sedovany i.v. aplikaci ptipravku obsahujictho detomidine
hydrochloride (1,5 mg pro toto; Domidin 10 mg/ml Dechra, Amsterdam, Holandsko) a je i
nich provedena epidurdlni anestezie (4 ml pro foto; lidocaine 2%, Fatro, Ozzano, Italie). Ocas

je zafixovan, rektum vyprazdnéno a perianalni oblast oCisténa a vydesinfikovana.

Na aktivni plochu ultrazvukové sondy je aplikovdno malé mnozstvi sonografického
gelu a sonda je kryta latexovou ochranou. Drzdk sondy je spole¢né s upevnénym pracovnim
tubusem kryt rektalni rukavici pro zachovani vyssi hygieny procesu injekce. Drzak je zasunut
do pochvy a umistén dorzo-kranialné. Vajecnik nesouci folikul je jemnou rektdlni manipulaci
umistén pied aktivni plochu sondy. Rotaci vajecniku je zajiSténo, Ze vlastni injekce je
proveden pies stroma vaje¢niku pred dosazenim dutiny folikulu pro omezeni uniku folikuldrni
tekutiny po injekci. Injektor s upevnénym aplikidtorem je vlozen do pracovniho tubusu
fixovaného k drzéku sondy. Pfes posevni sténu a peritoneum je proveden vpich jehlou
opatrné, ale energicky do dutiny folikulu. Ve chvili, kdy jehla doséhne centra folikulu,
operatér pomalym pohybem vodiciho koliku pohne tdhlem dopfedu. V momenté vypuzeni
obsahu aplikatoru do folikulu, je pozorovan echogenni vir obsahu folikulu. Jehla je vytazena

bezprostiedné po provedeni IFOT a stabilita folikulu je pozorovana na obrazovce ultrazvuku.

IV) Srovnani novosti postupi

Metodika vyuzivéa soubor origindlnich néstroji vyvinutych specidln€ pro tuto ¢innost.

Podobné vybaveni nebylo doposud popsano v tuzemském ani mezinarodnim métitku.

V)  Popis uplatnéni certifikované metodiky

Metodika intrafolikuldrniho transferu oocytli je urfena piedevs§im pracovistim
zabyvajicim se technikami asistované reprodukce u velkych zvifat. Metodika bude vyuzita ve
vyzkumu pro sledovani vlastnosti embryi derivovanych postupem IFOT ve srovnani s embryi
produkovanymi in vivo nebo in vitro jakoz i pfi studiu maturace oocytli. Metodika je ur¢ena
primarné pro skot, ale mize byt provadéna i u ostatnich druhii velkych zvifat (kon¢, exoticka
zvifata). Vyuziti v praxi je doposud limitovano nizkou efektivitou metody IFOT a bude

mozné po detailnim propracovani piipravy zvifat a synchronizace ovulace.
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VI) Ekonomické aspekty

Metodika intrafolikularni injekce oocytll neni primarné urcena ke komerénimu vyuziti
a nebude generovat zasadni ekonomicky piinos pro uzivatele. Hlavnim pfinosem je samotna
moznost zakroku, kterd v nasich podminkéch pted vypracovanim metodiky neexistovala.

O ekonomickém piinosu lze uvazovat v pfipad¢é uplatnéni propracované¢ metodiky

v praxi pro komer¢ni produkci IVP embryi, kdy embrya z IFOT vykazou lepsi kryotoleranci a

vvvvv

VII) Seznam pouZzité literatury

Bergfelt D. R., Brogliatti G. M., Adams G. P. (1998): Gamete recovery and follicular transfer
(GRAFT) using transvaginal ultrasonography in cattle. Theriogenology 50, 15-25.

Cech S, Mala J, Indrova E, Lopatarova M, Dolezel R, Dluhosova H, Zilka L (2013): The
introduction of a double-channel system for the intrafollicular treatment of cattle. Veterinarni
Medicina, 58, 10-15.

Dias, L.R.O., Silva, V.A.O., Faria, O.A.C., Caixeta, F.M.C., Spricigo, J.F.W., Dode, M.A.N.
(2018): Embryo production from bovine oocyte matured in vivo using intrafollicular transfer
of immature oocytes (TIFOI). Anim. Reprod. 15:428.

Findlay, J.K., Holland, M.K., Wong, B.B.M. (2019): Reproductive science and the future of
the planet. Reproduction 158: 91-96.

Fleming A. D., Saldago R., Kuehl T. J. (1985): Maturation of baboon or cow oocytes
transplanted into a surrogate dominant follicle in vivo. Theriogenology 23: 193.

Gastal E. L., Kot K., Ginther O. J. (1995): Ultrasound-guided intrafollicular treatment in
mares. Theriogenology, 44, 1027-1037.

Hanstedt A., Stinshoff H., Piechotta M., Bollwein H., Wrenzycki C. (2011): Ultrasound-
mediated intrafollicular injection and aspiration of bovine follicles. Reproduction in Domestic
Animals 48, 18.

Hoelker, M., Kassens, A., Salilew-Wondim, D., Sieme, H., Wrenzycki, Ch., Tesfaye, D.,
Neuhoff, Ch., Schellander, K., Held Hoelker, E. (2017): Birth of healthy calves after intra-
follicular transfer (IFOT) of slaughterhouse derived immature bovine oocytes.

Theriogenology 97: 41-49.

11



Kasinathan, P., Wei, H., Xiang, T., Molina, J.A., Metzger, J., Broek, D., Kasinathan, S.,
Faber, D.C., Allan, ML.F. (2015): Acceleration of genetic gain in cattle by reduction of
generation interval. Sci Rep 5:5-8.

Kassens, A., Held, E., Salilew-Wondim, D., Sieme, H., Wrenzycki, Ch., Tesfaye, D.,
Schellander, K., Hoelker, M. (2015): Intrafollicular oocyte transfer (IFOT) of abattoir-derived
and in vitro-matured oocytes results in viable blastocysts and birth of healthy calves. Biol
Reprod 92: 1-2.

Kot K., Gibbons J. R., Ginther O. J. (1995): A technique for intrafollicular injection in cattle:
Effects of hCG. Theriogenology 44, 41-50.

Lonergan, P., Fair, T. (2008): In vitro-produced bovine embryos-Dealing with the warts.
Theriogenology 69: 17-22.

O’Doherty, A.M., McGettigan, P., Irwin, R.E., Magee, D.A., Gagne, D., Fournier, E., Al-
Naib, A., Sirard, M-A., Walsh, C.P., Robert, C., Fair, T. (2018): Intragenic sequences in the
trophectoderm harbour the greatest proportion of methylation errors in day 17 bovine
conceptuses generated using assisted reproductive technologies. BMC Genomics 19: 1-15.
Pieterse MC, Kappen KA, Kruip TAM, Taverne MAM, 1988: Aspiration of bovine oocytes
during transvaginal ultrasound scanning of the ovaries. Theriogenology 30 751-762.

Spricigo, J.F.W., Sena Netto, S.B., Muterlle, C.V., Rodrigues, S., Leme, L.O., Guimaraes,
A.L., Caixeta, F.M., Franco, M.M., Pivato, 1., Dode, M.A. (2016): Intrafollicular transfer of
fresh and vitrified immature bovine oocytes. Theriogenology 86 (8):2054—62.

VIII) Seznam publikaci predchazejicich metodice

Andrlikova M, Bina V, Kos V, Lopatarova M, Markova B, Stenclova L, Cech S (2020):
Intrafollicular transfer in cattle — technical report. Acta Vet. Brno, 89, 11 — 17.

IX) Seznam zkratek

GRAFT gamete recovery and follicular transfer, odbér gamet a folikularni transfer
IFT intrafollicular treatment, intrafolikularni injekce

IFOT intrafollicular oocyte transfer, intrafolikuldrni transfer oocytt

Ivp in vitro embryo production, produkce embryi in vitro

OPU ovum pick-up, transvaginalni sonograficka aspirace oocyti
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