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I. Uvod

Reprodukéni biotechnologie vyznamné zvysuji efektivitu Slechténi hospodarskych zvirat a
pfispivaji k dosaZeni chovatelskych cilG. Dnes jiz rutinné vyuzivané technologie asistované
reprodukce, jako jsou uméld inseminace i vice¢etna superovulace a embryotransfer (MOET),
zvysuji intenzitu selekce, zkracuji generacni interval a zrychluji geneticky progres. V poslednich
vyuZivat samci i samic¢i materidl geneticky cennych jedinc( (Sirard 2018; Kadarmideen et al
2015). Mezi tyto metody patfi pfedevsim genomicka selekce zvifat, sexovani spermatu bykd,
a produkce embryi in vitro (IVP) z oocytd ziskanych technikou ovum-pick up (OPU) a
oplozenych sexovanymi spermiemi (OPU/IVF), které jsou vyuZitelné jak pro pfimy
embryotransfer (OPU/IVF/ET), tak i kryokonzervaci (OPU/KET).

Na rozdil od chovatelsky vyspélych zemi EU nenasla dosud progresivni metoda produkce
potomstva od genomicky selektovanych rodi¢d metodou OPU/IVF/ET v Ceské republice
adekvatni uplatnéni. Hlavnimi dlvody jsou predevsim limitovany pocet oocytll ziskanych
jednordzovou aspiraci, nizsi vyvojova kompetence ziskanych oocytl (Jeseta et al 2014,
Machatkova et al 2012), ale i specifické podminky oplozeni, které jsou nezbytné u sexovanych
spermii (Carvalho et al 2010; Xu et al 2009). Dusledkem je nizsi ucinnost produkce embryi
poZadovaného genomu ve srovnani s produkci embryi pro experimentalni ucely.

V soucasné dobé jsou pro produkci OPU/IVP embryi vyuzivany kravy a jalovice nezavisle na
stadiu jejich ovaridlniho cyklu, proto jsou ziskané vysledky znacné variabilni. Aby byla metoda
efektivnéjsi, jsou donorky ve vétsiné zemi s vyspélym chovem skotu pred kazdou aspiraci
oocytl osetfeny standardnimi davkami folikostimulacnich hormon (FSH), coz klade znacné
naroky na organismus zvifat a sniZzuje pocet potencidlnich odbér( oocyta.

Autofi metodiky prokazali, Ze aplikaci FSH donorkam pred OPU Ize eliminovat a zisk oocytl
Ize zvysit alternativni metodou opakované OPU provedené po synchronizaci folikularnich vin
probihajicich u skotu béhem folikulogeneze (Machatkova et al 2000; 2008). Meiotickou a
vyvojovou kompetenci ziskanych oocytl je moZné potencovat béhem zrani suplementaci
kultivacniho média specificky ucinnymi latkami, jako jsou epidermdlni ristovy faktor (EFG)
nebo aktivator mitochondrii L-carnitin (Knitlova et al 2017).

Nasledné potvrdili, Ze do procesu oplozeni sexovanymi spermiemi Ize cilené zasahnout
pomoci ucinnéjsich kapacitacnich stimulans jako jsou kombinace heparinu, penicillaminu,
hypotaurinu a epinefrinu (PHE mixu) nebo heparinu a kofeinu, ale i modifikaci podminek
interakce kapacitovanych spermii se zralymi oocyty v kokultivaénim systému (Travnickova et
al 2021).



Il. Cile a vyvoj metodiky

Cilem metodiky bylo inovovat technologické postupy produkce embryi skotu od geneticky
cennych jedincl na zakladé modifikaci metody OPU/IVF. Optimalizovat ptipravu donorek pro
opakovanou punkci folikuld, zvysit zisk a vyvojovou kompetenci ziskanych oocytl a zefektivnit
jejich oplozeni sexovanymi spermiemi elitnich bykd na Uroven, ktera by umoznila vyuzit IVP
embrya jak pro slechténi chovd (OPU/IVF/ET), tak i pro kryokonzervaci (OPU/IVF/KET) a tvorbu
genovych zdroju.

V rdmci uvedenych zamér( autofi realizovali experimenty, ve kterych se zaméfili na nasledujici
dilci cile:

v" Optimalizovat ziskavani oocytu

v" Modifikovat techniku aspirace oocyt(

v" Modifikovat systém oplozeni oocytl

v" Inovovat metody OPU/IVF

Vysledky provedenych experimentl formulovali do nasledujicich dil¢ich zavéru.

2.1 Optimalizace ziskavani oocyti

Zakladnim predpokladem pro zarazeni donorky do programi OPU/IVF/ET je jeji
reprodukéni zdravi, které je rozhodujici pro zisk vyvojové kompetentnich oocytl schopnych
dokondit meiotické zrani, prodélat monospermické oplozeni a zahajit rany embryonalni vyvoj.

Autofi prokazali korelaci mezi stadiem folikulogeneze, funkénim stavem folikul a vyvojovym
potencidlem oocytll po oplozeni. Uspé$nost ziskavani oocytl bylo mozno vyznamné ovlivnit
sonografickym vySetfenim ovarii pfed OPU a vyuzitim definovaného stadia prvni nebo druhé
folikularni viny béhem spontanniho nebo synchronizovaného ovarialniho cyklu.

Potvrdili relativné vysoky vyvojovy potencidl oocytld aspirovanych z ovaridlniho cortexu, ve
stadiu rlstu/stagnace ve srovnani se stadiem dominance/regrese folikularni viny, kdy selekce
dominantniho folikulu (DF) vyvold atresii vSech podfizenych folikull a snizi vyvojovou
schopnost téchto oocytd.

Nejvyssi vyvojovy potencial v prvni folikularni viné vykazovaly oocyty ze stfedné velkych
folikulll o velikosti 5-9 mm ziskané 3. den po fFiji/ovulaci, kdy se az 50 % z oplozenych oocytu
se vyvijelo do stadia blastocysty. Pro odbér vyvojové kompetentnich oocytll bylo mozno vyuzit
i stfedné velké folikuly z druhé folikularni viny vznikajici na ovariich 14 - 16 estralniho cyklu.

Zjistili, Ze nezavisle na stadiu ovarialniho cyklu Ize folikulogenezi u donorek stimulovat pomoci
opakovanych punkci vSech folikulli nachazejicich se na ovdriich, a to vintervalech 48 - 72
hodin.



2.2 Modifikace techniky aspirace oocytt

Mezi faktory, které vyznamné ovliviuji zisk a kvalitu oocytU, patfi vedle funkéniho stavu a
lokalizace folikul(, také technika punkce folikul(i a aspirace oocytu. Vybér aspiracniho zatizeni
a jeho technickych parametr( byl rozhodujici pro ziskani poZzadovaného poctu morfologicky
kvalitnich a vyvojové kompetentnich oocyta.

Autofi zjistili, Ze zvySeni pratoku aspiracniho média (z 20 ml na 40/ml/min) sice zvysilo
pramérny podil pouzitelnych oocytd (54,9% vs 69,1%), soucasné vsak snizilo podil
morfologicky kvalitnich oocytl (62,3% vs 30,6%).

Prokazali, Ze aspiracni zafizeni, které eliminovalo kolisani hodnot vakua béhem aspirace,
signifikantné zvysilo podil morfologicky kvalitnich oocytl (61,2% vs 42,4%)a snizilo podil
poskozenych oocytll (38,8% vs 57,6%).

Modifikace aspiracniho zafizeni, pouzitého setu i techniky odbéru umoznila kontinualni punkci
folikulG a aspiraci oocytd za konstantniho pratoku 20 ml aspiraéniho média/min.

Modifikace pohybu aspiracni jehly spocivajici v lehce kmitavém pohybu zvysila primérny podil
oocytl pouzitelnych pro IVF na 57,1 % z celkového poctu punktovanych folikul( (recovery
rate).

Modifikovand technika odbéru umoznila dosdhnout vyssi zisk vyvojové kompetentnich oocytu
ve srovnani se standardni technikou punkce jednotlivych sonograficky viditelnych folikuld a
aspiraci oocytl pomoci komercéné dostupnych setd.

2.3 Modifikace systému oplozeni oocyttl

Pfedpokladem pro Uspésnou fertilizaci oocytl v systému in vitro je dostatek motilnich
spermii s intaktnim akrozomem, které je tfeba izolovat z komercnich inseminacnich davek.
Autofi zjistili, Ze u sexovanych spermii je motilita i viabilita snizena a ndstup akrozomalni
reakce je akcelerovan v podminkach in vitro ve srovnani s nesexovanymi spermiemi shodnych
byka.

Bylo potvrzeno, Ze reakce sexovanych spermii na kapacita¢ni agens a kultivacni systém, které
jsou rozhodujici pro uéinnost penetrace zralych oocytd, tvorbu zygot a vyvoj ranych embryi, je
odlisna nez je tomu u nesexovanych spermii.



Bylo prokazano, Ze pribéh interakce gamet a ucinnost oplozeni oocytd se vyznamné lisi u
sexovanych spermii, pokud jsou stimulovany riiznymi kapacitaénimi agens a interaguji s oocyty
v odliSném kokultivanim prostredi.

Na zakladé kinetiky a Ucinnosti oplozeni byla modifikovana metoda IVF v mikrosystému pro
limitovany pocet oocytl ziskanych jednorazovou aspiraci od individualnich darkyni a sexované
spermie elitnich byka.

2.4 Inovace metod OPU/IVF

Inovace metod OPU/IVP je zaloZena na poznatcich, Ze vyvojova kompetence oocytll a
produkce embryi po OPU/IVF je, vedle reprodukéniho zdravi donorky, zavisla predevsim na
funkénim stavu folikul( a Urovni atresie oocytl v dobé jejich odbéru.

Metoda OPU spocivajici v kontinudlni punkci neatretickych folikull a aspiraci vyvojové
kompetentnéjsich oocytli pomoci modifikovaného zafizeni a aspiracniho setu umoznila ziskat
8 - 21 oocytli/OPU, z nich priimérné 7 bylo pouZitelnych pro IVF.

Pro ziskdni pozadovaného poctu embryi bylo nutné aspirovat oocyty opakované podle
adekvatniho aspiracniho schematu. Nejefektivnéjsi pro odbér oocytl od cyklujicich darkyni byl
protokol zaloZeny na vicecetné synchronizaci fije/ovulace a nastupu prvni folikularni viny, kdy
bylo moZno pfipravit az 2 embrya na jednu OPU/IVF.

Modifikace metody oplozeni zralych oocytli sexovanymi spermiemi v mikrosystému vyznamné
zvySila produkci embryi vyuZitelnych pro ET nebo kryokonzervaci ve srovnani s
makrosystémem. Relativni podil oocytl vyvijejicich se do poZzadovanych embryondlnich stadii
byl zavisly na zvolené kombinaci rodicd a dosahl primérné 20,5 % prenosuschopnych embryi.

Bylo ovéreno, Ze transvagindlni aspirace oocytl po dobu 2-3 mésicd vintervalu 10 dnQ
stimuluje folikulogenezi a neovliviiuje negativné dalsi reprodukéni schopnost donorky véetné
jeji odezvy na superovulaci. Zakladnim predpokladem Uspésnosti u vysokouzitkovych krav byl

pravidelny estralni cyklus a u¢innd prevence tvorby cyst.
Navrzené technologické postupy byly ovéfeny v podminkach chovatelské praxe. Po transferu
kryokonzervovanych OPU/IVF embryi do synchronizovanych prijemkyni byla ziskana 59,4%

gravidita, ktera odpovidd pramérnému podilu brezich pfijemkyni po ET embryi ziskanych

superovulaci.

lll. Vlastni popis metodiky

3.1 Vybér donorek



Pro OPU jsou vétSinou vyuzivany cyklujici kravy, v laktaci i mimo ni a kravy v 1. trimestru
bfezosti. Metodu lze pouzit také u ¢asné postpubertdlnich jalovic a krav bez odezvy na
superovulacni oSetreni. Folikuldrni vyvoj acyklickych zvifat je vhodné stimulovat pomoci 2-3
predbéZznych aspiraci. Vylucuji se pouze zvifata s opakovanou tvorbou cyst nebo ta, od kterych
nebyly béhem testacnich aspiraci ziskany pouZitelné oocyty.

3.2 Aspiracni protokol

U cyklujicich donorek je nejefektivnéjsi punktovat sonograficky dobfe viditelné folikuly (> 5
mm, ve stadiu rastu/stagnace prvni folikularni viny, vidy 3. den po fiji/ovulaci, a aspirovat
oocyty v pravidelnych intervalech 10-ti dn(. Vtomto pfipadé je treba aplikovat 2ml
Oestrophanu vidy 4. den po provedené aspiracia 1 ml Pregnylu (1.500 m.j.) v den ndstupu fije
(protokol 1).

Za predpokladu adekvatni vyZivy a oSetfovani donorek Ize aplikovat OPU v intervalu dvakrat
tydné bud' po spontanni nebo prostaglandiny synchronizované tiji. Vzdy 3. den po fiji inhibovat
dalsi prabéh estralniho cyklu ablaci DF, vyvolat opakovany nastup folikularnich vin pomoci
punkce vsech folikull 25 mm a aspirovat oocyty v intervalech 3 a 4 dnu (protokol II).

U donorek v 1. trimestru bfezosti lze vyuZivat fyziologické folikuldrni viny, které vznikaji na
ovariich donorek spontanné v dobé mezi 60. - 90. dnem. Oocyty lze aspirovat v intervalu 5
dnl, ponévadz béhem gravidity nedochazi k selekci DF (protokol IIl).

3.3 Aspiracni zatizeni

Modifikované aspiracni zafizeni je tvofeno ochrannou nerezovou trubkou s prochdzejici
silikonovou hadickou, kterd je spojena s aspiracni zkumavkou a opatfena jednorazovou
injek¢ni jehlou typu 19 G1. Vakuum ve zkumavce je vytvareno pomoci ru¢né ovladané pumpy
s kontrolnim manometrem umoznujici dosahnout konstantniho pritoku aspira¢niho média v
rozmezi 15 - 20 ml/min.

Oocyty jsou aspirovany do Tyrodova modifikovaného média s albuminem, laktdtem a
pyruvatem doplnéného 10 i.u. heparinu/ml média, které bylo pred pouzitim ekvilibrovano po
dobu 24 hodin pfi 39 °C v atmosfére vzduchu s 5 % CO..

3.4 Aspirace oocytl

Pfed zakrokem je nutné potvrdit stddium folikulogeneze u donorky sonografickym
vysetfenim a nasledné aplikovat 5 ml 2% prokainu epiduralné a 5ml uterus relaxans
intravenozné do podocasni Zily. Kazdé z ovarii je fixovdno pres vaginalni sténu tak, aby
penetrujici jehla pronikla az do ovarialniho cortexu. Folikuly =5 mm jsou palpovany a
punktovany kontinudlnim pohybem ovaria proti jehle smérem dorzoventralnim, vidy
z apikalni €asti ovaria do ekvatoridlni roviny. Uéinnost aspirace folikularni tekutiny s oocyty je
vhodné potvrdit naslednym sonografickym vysetfenim ovarii donorky.



3.5 Selekce oocytl

Ziskané oocyty jsou nejdfive zachyceny na sitce z uhelonu a nasledné splachnuty médiem
PBS Dulbecco do Petriho misky. Pro izolaci oocytll je pouzito médium E-199 s 10 % estralniho
bovinniho séra (ECS) stabilizované Hepesem. Oocyty pouzitelné pro IVF jsou selektovany
pomoci stereomikroskopu pfi zvétseni 50 x, zatimco oocyty s neukonéenym rlstem, vyraznymi
defekty cytoplazmy nebo prosté kumuldrnich bunék jsou eliminovany.

Morfologicky kvalitni oocyty jsou vloZzeny do mikrozkumavek s 2 ml zraciho média bez
hormonU ekvilibrovaném v atmosfére 5 % CO, pfi teploté 38,5 °C po dobu 24 hodin. Do IVF
laboratore jsou transportovany co nejdfive v termoboxu s konstantni teplotou 38,5 °C.

3.6 Zrani oocytl

V laboratofi jsou oocyty preneseny do mikroplotny (NUNCLON) s 500 ul zraciho
média/jamku. Zrani probihd v médiu TCM-199 doplnéném 5% ECS, 0,2 mM pyruvatem
sodnym, antibiotiky (50 i.u./ml penicilinu, 50 pg/ml streptomycinu) a hormony (FSH/LH;
P.G. 600; 15 i.u./ml; EGF (50 ng/ml). Zraci médium je nejdfive ekvilibrovano po dobu 1 hodiny,
kdy je priddno mitochondridlni stimulans L-carnitin v koncentraci 2,5 mM a znovu
ekvilibrovdano po dobu nejméné 2 hodin. Oocyty zraji pfi teploté 38,5 °C, v atmosfére s
vysokou vzdusnou vlhkostia 5 % CO, po dobu 24 hodin.

3.7 I1zolace spermii

Zatimco u nesexovanych inseminacnich davek lze izolovat motilni spermie pomoci
standardnich metod swip up nebo na gradientu Percollu, u sexovanych inseminacénich davek
je nezbytné pouzit pro separaci motilnich spermii sintaktnim akrozomem pouze
modifikovanou metodu gradientu Percollu. Modifikace techniky separace motilnich spermii ze
sexovanych inseminacnich davek elitnich byk( byly autory detailné popsany v drivéjsich
certifikovanych metodikach (Machatkova et al 2009a; Machatkova et al 2013; Machatkova et
al 2017).

3.8 Oplozeni oocytl

Aby zisk IVP embryi byl co nejvyssi, je zcela zdsadni testovat pred prvnim OPU
fertilizacni schopnost sexovanych spermii byka na populaci oocytl jatecnych krav a béhem
opakovanych OPU modifikovat podminky jak kapacitace, tak i oplozeni pribézné, na zakladé
ucinnosti vyvoje embryi produkovanych od konkrétnich rodicu.

Metody testace fertilizacni schopnosti nesexovanych i sexovanych spermii plemennych
byk( v in vitro systému a kokultivacni systémy vhodné pro oplozeni zralych oocytl byly jiz také
publikovany (Machatkova et al 2009b; Machatkova et al 2017; Machatkova et al 2021).



3.9 Kultivace ranych embryi

Za 20 hodin po oplozeni jsou potencidlni zygoty zbaveny kumularnich bunék pomoci
mikropipety a pfeneseny na bunéény monolayer stabilni linie BRL (Buffalo rat liver cells, ATCC,
USA). Pro kultivaci je pouzivdno medium B2 Menezo s 10 % ECS stabilizované 0,2 mM
Hepesem. Embrya se vyvijeji pfi teploté 38,5 °C v atmosféfe vzduchu s 5 % CO; po dobu 7-
8 dnl do stadii ¢asné az expandujici blastocysty, kdy mohou byt vyuZity jak pro pfimy ET, tak i
kryokonzervaci.
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IV. Srovnani novosti postupt

PrestoZze metody OPU/IVF/ET jsou v soucCasné dobé intenzivné vyuZivany v oblasti
reprodukce a Slechténi skotu, jejich Gcinnost je stale relativné nizkd. Jednim z dlvodu je
skutecnost, Ze pro produkci OPU/IVF embryi je k dispozici limitovany pocet oocytld s vysoce
heterogenni meiotickou a vyvojovou kompetenci, které jsou ziskavany od donorek nezavisle
na stadiu folikulogeneze. Pfevdina vétsina oocytl je tak aspirovdana v dobé, kdy ma nizkou
schopnost dokoncit jaderné i cytoplazmatické zrdni a po oplozeni se vyvijet do
prenosuschopnych embryondlnich stadii. Aby byla zvySena uc¢innost metody, je folikulogeneze
donorek pred OPU casto stimulovdana pomoci gonadotropnich hormontl, coz zvysuje
narocnost metody z hlediska technologie, ¢asu i nakladu.

Navriené metodické postupy se lisi od dosud bézné pouZivanych postupl tim, Ze
oocyty jsou ziskavany od donorek ve stadiu vrcholného folikularniho rdstu a nizké miry atresie,
pomoci modifikovaného aspiracniho zafizeni a techniky kontinualni punkce folikul(i, coz
zvysuje kvalitu ziskanych oocyt(l a produkci embryi.

Aspirace oocytl v definovanych stadiich folikulogeneze, bez nutnosti superovulace
darkyni, prispiva k efektivnéjSimu vyuziti reprodukéniho potencidlu vysokouzitkovych krav,
ponévadz zvysuje zisk pouzitelnych oocytl i produkci viabilnich a kryotolerantnich embryi pro
pfimy embryotransfer nebo kryokonzervaci.

Ve srovndni se soucasnymi postupy autofi vypracovali technologii, kterd umozZiuje
dosahnout srovnatelné ucinnosti a je méné narocna z hlediska metodologie, ¢asu i finan¢nich
nakladd. Navic metoda OPU je aplikovatelna pfimo u chovatele, a to na stani, bez nutnosti
fixace zvirat v kleci nebo jejich transportu do specializovanych center asistované reprodukce,
jak je standardni postup v chovatelsky vyspélych zemich.

V. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Transvaginalni aspirace oocytl od vysokouZitkovych krav a geneticky cennych jalovic, zrani
a oplozeni oocytli jak nesexovanymi, tak i sexovanymi spermiemi elitnich byk( a
embryotransfer nebo kryokonzervace embryi patfi mezi technologie intenzivné vyuzivané
v chovatelsky vyspélych statech EU jak pro Slechténi, tak i pro tvorbu genovych zdrojd.
Aplikace metod OPU/IVF/ET a jejich dalsi rozvoj odpovida sou¢asnym pozadavkim chovatel(
i strategickym ciliim chovatelskych svaz(.

Autofi metodiky vyvinuli z hlediska technologie, ¢asu i naklad( efektivnéjsi postupy, které
jsou aplikovatelné v podminkdach chovatelské praxe.

Inovované metody OPU/IVF jsou uréeny specializovanym laboratofim, které jsou
opravnény k produkci aprenosu IVP embryi od geneticky cennych zvitat, subjektim
poskytujicim chovatellim sluzby v oblasti reprodukce a slechténi skotu a soucasné i Spickovym



chovatellim s realnymi predpoklady vyuZivat metody reprodukcnich biotechnologii pro své
Slechtitelské zaméry.

VI. Ekonomické aspekty metodiky

Inovovana metoda OPU/IVF zahrnujici efektivnéjsi odbér, zrani a oplozeni oocyt(
pfispiva ke zvysSeni produkce vyvojové kompetentnich a kryotolerantnich embryi pro
embryotransfer nebo kryokonzervaci. Ve srovnani se standardnimi technologickymi postupy
inovované postupy vyznamneé snizuji financni naklady na pfipravu donorek, vlastni realizaci
metody OPU, produkovand embrya a ET, ale také naklady na porod a odchov potomstva
pozadovaného genomu, véetné pohlavi. Pfedevsim v chovech dojeného skotu je transfer
embryi samic¢iho pohlavi od genomicky selektovanych rodi¢i nejen chovatelskym, ale i
ekonomickym pfinosem.

Konkrétni ekonomicky pfinos aplikace metod OPU/IVF/ET pro chovatele je zavisly na
plemenné hodnoté rodici embryi, Urovni reprodukce a strategii Slechténi realizovanou
v konkrétnim chovu.

Zvyseni zisku kvalitnich oocytli a embryi je pfinosem pro tvorbu a uchovani genetickych
rezerv jak u hospodarskych zvifat (HZ), tak i ohroZenych nebo spoleCensky vyuZivanych
zivocisnych druhd. Inovované metody jsou vyuZitelné také v oblasti humanni asistované
reprodukce.

Dostatecné zdroje kvalitnich cytoplastl i embryi HZ jsou zakladnim predpokladem pro
dalsi vyvoj reprodukénich biotechnologii jako jsou klonovani nebo transgeneze.
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