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1. Cil metodiky

Cilem metodiky bylo zvysSit pocet prenosuschopnych embryi ziskanych pomoci metody asistované
reprodukce MOET (multiple ovulation and embryo transfer) a tim zvysit produkci a vyuZitelnost geneticky
cennych jedincl skotu. Metodika popisuje in vitro dokultivaci embryi, kterd nejsou po vyplachu darkyn

vhodna k okamzitému prenosu do prijemkyn ¢i k dlouhodobému uchovani (kryokonzervaci).

2. Uvod

Systém MOET je vsoucasné dobé hojné pouZivany zpUsob asistované reprodukce, diky kterému lze
efektivnéji rozsifovat vybrané genetické informace jedincl s vysokou plemennou hodnotou. A to hlavné diky
tomu, Ze je moZzné v krat$im ¢asovém obdobi vytvofit vice embryi a tim zvysit porodnost, nez by tomu bylo u
pfirozeného zplsobu plemenitby (McDaniel & Cassel, 1981). Pfi této metodé jsou plemenice s vysokou
plemennou hodnotou (darkyné) hormonalné stimulované pro superovulaci a tim dochazi k dozrani vice
oocytl v pribéhu jedné ovulace. Nasledné jsou darkyné inseminovany a diky superovulaci dochazi ke vzniku
vice embryi. Sesty den po inseminaci je proveden vyplach embryi z obou déloZnich rohd dérkyné, &imz se
ziskaji vznikla embrya. Tato embrya jsou nasledné uchovana pomoci kryokonzervace, nebo ihned prenesena
do nahradnich (hormonalné nastimulovanych) samic. Tyto samice (ptijemkyné) jiz nemusi splfiovat vhodna
geneticka kritéria, protoze zde dochazi pouze k vyvoji plodu a naslednému porodu mladéte (Smith, 1988).
Ackoliv je systém MOET bézné vyuzivana metoda, je pro néj limitujici, Ze se vyuziva pouze ¢ast vyplachem
ziskanych embryi, tj. téch, ktera jsou vhodna k okamzitému prenosu ¢i uchovani. Zbyla embrya, kterd nemaji
dostatecnou kvalitu nebo nejsou dosud ve vhodné embryonalni zralosti, jsou znehodnocena. Tato metodika
pfinasi moznost vyuziti téchto ,nezralych” embryi. Metodika popisuje in vitro dokultivaci vyplachnutych
nezralych embryi do poZadované faze vyvoje kompaktované moruly nebo blastocysty. Takto dozrala embrya

je mozné nasledné vyuzit k produkci potomstva.



3. Vlastni popis metodiky

3.1. Hormonalni stimulace darkyn

Pro ziskani vétsiho poctu embryi je nutné darkyné hormonalné stimulovat. Darkynim je prvotné provedeno
sonografické vysetfeni vajecnikd. V pripadé nalezu Zlutého téliska je prvni den aplikovana davka 3 ml
Oestrophanu (OE). Dvanacty den dojde k opétovné aplikaci 3 ml OE. Patnacty den je provedena kontrola fije.
Pokud darkyné na hormonalni stimulaci zareaguje a dostavi se fije, jsou ve stejny den pfijemkynim aplikovany
3 ml OE. Pokud jsou darkyné dobfe stimulovany a synchronizovany, dvacaty ¢tvrty den lze na sonografickém
vySetfeni pozorovat Zluté télisko a nasledujici den se mulZe pokracdovat ve stimulaci pomoci
folikulostimulaéniho hormonu (FSH) a luteiniza¢niho hormonu (LH) injekéni aplikaci ptipravku Pluset (50 U

FSH + 50 IU LH/1 ml; Tabulka 1). Ctvrty den od za¢atku poddvani Plusetu dochazi k prvnimu dni inseminace.

3.2.Inseminace a vyplach darkyn

Inseminace probihd rdno a vecer. Nasledujici den se darkyné reinseminuji rano a odpoledne. Pokud
inseminace probéhla Uspésné, tficaty Sesty den, tj. Sesty den po inseminaci, jsou z darkyn pomoci
transferového média vypldchnutd embrya a nasledné se podd 5 ml OE pro nastartovdni nového fijového
cyklu. Po vyplachu embryi dochazi k inovativnimu ptistupu rozsifeni Uspésnosti embryotransferu, coz je

predmétem této metodiky, ktery je popsdn v nasledujicich odstavcich.

Tabulka 1, ¢asové schéma hormondini stimulace ddrkyn pro systém MOET a odbér embryi.

Darkyné
Den1 Den 12 Den 15
Oestrohpan (OE) Oestrohpan (OE) Kontrola fije
3ml 3ml
Den 24 Den 25 Den 26 Den 27 Den 28 Den 29 Den 30 Den 36
Vysetfeni Zlutého Pluset (FSH) FSH FSH FSH i i 0Odbér embryi
téliska (CL) Transfermedium
Rano Vecer Rano Veter Rano Veter Réno Veter 9:00 19:00 8:00 15:00 1000 ml
2ml 2ml 1,5ml 1,5ml iml iml 0,5ml OESml

+
OE 3ml

3.3. Hodnoceni a tridéni embryi

Z materidlu ziskaného vyplachem darkyn jsou vybrana Zivotaschopna a oplozena embrya, ktera se nasledné
mikroskopicky zhodnoti podle jejich vyvojové faze a kvalitativnich kritérii. Mezi klicové znaky, které jsou

hodnoceny, patfi naptiklad spravna morfologicka struktura zony pellucidy (ZP), celistvd cytoplazma, mira



kompaktace v pfipadé morul. U blastocyst se sleduje schopnost rozlisit jednotlivé bunécéné vrstvy, jako je
vnitfni bunéénd masa — coelom a trofoblast. Oplozena embrya, ktera tato kritéria splnuji, je mozné rovnou
prenést do prijemkyn, nebo je zamrazit a uchovat pro pozdéjsi pouziti. Embrya v rané;jsi fazi vyvoje nebo ta,
ktera nesplnuji kritéria kvality pro okamzity pfenos, se mohou dokultivovat in vitro. Timto zplsobem je
mozZné zachrdnit embrya, kterd by jinak byla znehodnocena. Embrya, kterda podstoupi dalsi kultivaci

v laboratofi, maji Sanci se zregenerovat a pokracovat dale ve svém vyvoji.

3.4. Prevoz embryi

Vyplachnuta embrya, ktera jsou Zivotaschopna, ale nejsou vhodna k okamzitému prenosu nebo uchovani, se
umisti do transferového média (BO-TRANSFER, IVF Bioscience, UK). Nasledné jsou embrya v médiu natazena

do pejet o objemu 0,25 ml a prevazena pfi teploté 36-38 °C.

3.5. Dokultivace embryi

Embrya se poté nechaji kultivovat do poZadovaného stadia vhodného k prenosu nebo kryokonzervaci.
Dokultivace probiha v kultivaénim médiu BO-IVC prevrstveném minerdlnim olejem (IVF Bioscience, UK) a

hypoxické komore (38,5 °C, 6 % CO,, 5 % O,, BakerRuskinn PhO,Box) po dobu pfiblizné 24 hodin.

3.6.Zhodnoceni dokultivace

Mikroskopicky se zhodnoti kvalita embryi po cca 12 hodinach, nasledné se opakuje kontrola kazdé 2 hodiny,
dokud embrya nejsou ve fazi kompaktované moruly ¢i blastocysty. V této fazi jsou embrya vhodna k prenosu

nebo kryokonzervaci.

3.7.Kryokonzervace embryi
Embrya, ktera byla dokultivovana v laboratornich podminkach do poZzadované faze vyvoje, se mohou uchovat
pomoci kryokonzervace vtekutém dusiku. Kompaktované moruly nebo blastocysty jsou preneseny do
mraziciho média (ABT Ethylene glycol freeze with sucrose, ABT 360, USA). Embrya jsou s médiem nataZzena
do 0,25 ml pejet a vloZzena do mraziciho pfistroje (Freeze control, CL-5500, Cryologic, AUS). Do pejet se
spolecné s mrazicim médiem také pridava transferové médium, které slouzi k proplachu embryi pfi

rozmrazovani. Embrya jsou umisténa pfiblizné uprostied pejety. V takto prfipravené pejeté je moiné



najednou zamrazit 1-5 embryi (Obrazek 1). Vzorky se ekvilibruji 5 min pti pocatecni teploté mrazeni -6 °C.
Poté se provede ,seeding” pomoci pinzety nachlazené v tekutém dusiku a vzorky se nechaji pfi stejné teploté
dalsich 5 min ekvilibrovat. V pfistroji teplota postupné po dobu cca 60 min klesa az na teplotu -35 °C. Po
dosaZeni této teploty jsou vzorky opét ekvilibrovany po dobu 5 min a poté jsou vloZzeny do tekutého dusiku

(-196 °C).

Obrdzek 1, schéma pejety na kryokonzervaci embryi.

Registracni ¢islo
darkyné, registr byka,
datum inseminace a
mrazeni, mnozstvi,
kvalita a stadium
embryi.

( ® | 123 456 789 x ABC 123 1.1.2024

Transferové medium
Mrazici medium s ethylenglykolem

e Embryo

3.8. Prenos do prijemkyn
Cerstvd nebo rozmrazena embrya Ize prenést do prijemkyn, které jsou pripravené ve spravné fazi cyklu
(Tabulka 2). Prijemkyné musi byt hormonalné synchronizované s cyklem darkyn, aby byly schopné embrya

pfijmout. Pfenos do pfijemkyn (embryotransfer) je velmi podobny inseminaci a probiha bez anestezie.

Embryo je nataZzeno do specidlniho katetru s malym mnoZstvim transferového média (BO-TRANSFER, IVF

Bioscience, UK). Tento katetr se pres délozni hrdlo zavede aZ do rohu délohy, kam je embryo preneseno.
Tricet dni po prenosu je prijemkyné sonograficky vySetfena k potvrzeni brezosti. Dalsi kontrola ultrazvukem
probiha devadesat dni po pfenosu embrya.

Tabulka 2, casové schéma hormondini stimulace prijemkyn pro systém MOET a pfenos embryi.

Pfijemkyné

Den1 Den 15 Den 26 Den 29 Den 36

Oestrohpan I. Oestrohpan I. ( pan Il la fije Pfenos embryi
3ml 3ml 3ml




4. Srovnani ,novosti postupd”

Tato metodika slouZi jako nastroj ke zvySeni efektivity béZného embryotransferu. Obvykle se prenaseji,
pfipadné zamrazuji pouze ta embrya, kterad po vyplachu dosahla poZadovaného vyvojového stadia a kvality.
Embrya, kterd témto pozadavkim neodpovidaji, jsou vétsinou znehodnocena. V nékterych pfipadech jsou
tato embrya i presto prendsena, ale Uspesnost jejich vyvoje je velmi nizka. U klasického embryotransferu
chybi dostatecny cas pro regeneraci embryi. Metoda in vitro dokultivace embryi zvySuje Uspesnost

embryotransferu tim, Ze umoznuje vyuzit embrya, kterd by byla za béznych okolnosti znehodnocena.

V soucasné dobé je produkce embryi metodou in vitro produkce Uspésnéjsi nez produkce metodou in vivo
(MOET) (Ferré et al., 2020). JelikoZ dosud nebyla navrzena metodika na dokultivaci vyplachnutych embryi
s cilem zvySeni UspéSnosti systému MOET, pfinasi tato metoda nové moznosti pro zvySeni produkce

potomk.

5. Popis uplatnéni metodiky

In vitro dokultivace embryi pfinasi moznost ziskani vice kvalitnich embryi pro budouci pfenosy, cozZ je pro
chovatele ekonomicky pfinosné. Metodika je uréena pro chovatele skotu s vysokou plemennou hodnotou a
pro zachovani populace hospodarskych zvitat, fadicich se do kategorie genetickych zdroji. Modifikace této

metody Ize vyuZit i u dalSich druh(l savcl ohroZenych zvitat.



6. Vysledky

Vysledky nasich experimentd ukazuji, Ze Gspésnost dokultivace je pomérné vysoka (Tabulka 3). Celkem bylo
v pokusu béhem tfech vyplachl ziskano 39 embryi, kterda neméla dostatec¢nou kvalitu pro okamzity prenos
do prijemkyné nebo okamzitou kryokonzervaci. Z téchto nekvalitnich embryi bylo 11 Zivotaschopnych, u
nichz bylo mozné provést naslednou dokultivaci in vitro. Po dokultivaci doslo u Zivych embryi k vyvoji do
stadia blastocysty u 8 embryi. Celkova Uspesnost dokultivace v naSem experimentu cini 72,7 %. Vysledky

naznacuji moZnost vyuziti i takovych embryi, kterd by bez metody dokultivace in vitro byla znehodnocena.

Tabulka 3, uspésnost dokultivace embryi in vitro

Pocet vyplachnutych . , , Pocet embryi, ktera o
, , Pocet vyplachnutych L Uspésnost
Datum embryi nevhodnych k v , byla dokultivovana do .
N Zivych embryi Lo dokultivace
prenosu stadia blastocysty
6.6.2023 13 4 3 75 %
9.10.2023 15 3 2 66,7 %
10.5.2024 11 4 3 75 %
Celkova
uspesnost
dokultivace
72,7 %




Obrdzek 2, vyvoj embryi in vitro. (A) vypldchnutd embrya nevhodnd k prenosu Ci kryokonzervaci, (B) dokultivovand embrya ve
stadiu blastocysty

Snimky 1 A a 2 A zndazoriuji embrya po vyplachu, kterd nejsou dostatecné kvalitni k okamZitému
embryotransferu. Tato embrya se nachazeji v raném stadiu embryonalniho vyvoje, ktery neni dostatecny pro
prenos do prijemkyné. Jejich struktura a bunécné usporadani neodpovida optimalnimu stavu, které je
vyZzadovano pro Uspésny embryotransfer. Na snimcich 1 B a 2 B |ze pozorovat stejna embrya, u kterych doslo
k procesu dokultivace vinkubatoru (Obrazek 2). Diky této dokultivaci embrya dosahla stadia kvalitnich
blastocyst. V této fazi vyvoje maji blastocysty charakteristickou strukturu s kompaktnéjsimi burikami a jasné
definovanym blastocoelem. Vyvoj do stadia blastocysty je klicovy pro uspésny embryotransfer, jelikoz v této

fazi je embryo nejlépe pfipraveno na implantaci v déloze pfijemkyné.
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7. Ekonomické aspekty

Priimérna cena jednoho embrya skotu se v souc¢asné dobé na trhu pohybuje kolem 3000 K¢. Pokud se pomoci
této metody povede prenést vice embryi nez u bézného transferu, tak se vytéznost embryotransferu vyrazné
zvysi. Dokultivace embryi probiha v laboratofi pfiblizné jeden den, pficemz materiadlni naklady na dokultivaci

cca 140 embryi se pohybuji kolem 1500 K¢.

8. Podékovani

Autofi publikace timto dékuji spolecnosti 1. zemédélska a.s. Chorusice a Narodnimu programu pro ochranu
genetickych zdroja hospodarskych zvirat za jejich spolupraci béhem zpracovani této prace. Jejich pomoc byla

dllezita pro ziskani potfebnych informaci a dat.



9. Seznam pouzitych zkratek
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OE — Oestrophan
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MOET — multiple ovulation and embryo transfer, superovulace a pfenos embryi

ZP — zona pellucida
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