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NOVINKY

In Vitro
Produkce Embryi

Uvod
In vitro produkce embryi (IVP) je celo-
svétové vyuzivana moderni biotech-
nologicka metoda v chovech skotu.
Pro chovatele nabizi nékolik klicovych
vyhod. Jednou z nejvétsich je zvySeni
efektivity reprodukce a Slechténi. V tra-
dicnim embryotransferu, kdy se embrya
ziskavaji ,,prirozené*, se zpravidla dafi
ziskat pouze nékolik desitek embryi na
jednu darkyni za jeji Zivot v chovu. Na-
opak in vitro produkce embryi umoznu-
je ziskat mnohem vétsi pocet embryi,
az stovky, z jedné darkyné, coZ zvysu-
je Sance na Uspésny transfer embryi
a pocet nové narozenych telat. Proc lze
ziskat mnohem vice embryi od darky-
né pomoci in vitro metody? Jednoduse
proto, Ze vajicka lze ziskdvat od jalovic
od cca 11 mésicl véku, od Casné otele-
nych krav (cca od 20. dne), od acyklic-
kych a anestrickych plemenic a také od
brezich plemenic v prlibéhu prvniho tri-
mestru brezosti. Navic lze ziskat vajicka
z vajecnik(l od poraZenych zviFat. Tento
modernf biotechnologicky pristup také
rozsituje genetickou selekci, coz je kli-
Covy parametr pro zlepSeni vlastnosti
stada, jako je produkce mléka, odolnost
v(ci nemocem, dlouhovékost a dalsi.

Soucasny stav

Ziskavani embryi klasickym postupem
vyplachy délohy je celosvétové komerc-
né vyuZivana metoda jiZ nékolik dekad.
Oproti tomu u in vitro embryi mdzeme
0 komercnim vyuziti mluvit zhruba od
roku 2000. | pres zasadni rozdily v pra-
covnich postupech, potfebném vybave-
ni, laboratornim zazemi, casové naroc-
nosti procesu a mnozstvi potfebnych
kvalifikovanych pracovnikd predstihla
in vitro produkce embryi v roce 2016 ce-
losvétovou produkci embryi klasickym
vyplachem.V tabulce jsou uvedena sou-
hrnnd data za rok 2022. Za povsimnuti
stoji fakt, Ze vSechny sledované regiony
(kromé Evropy) produkuji mnohem vice
embryi in vitro (naprostymi lidry jsou
Severni a Jizni Amerika) a trend v této
oblasti je stale vzrlstajici (naposledy
oproti roku 2021 je to +6,3 %).

L

Blastocysty (pét velkych kulovitych struktur)

Souhrnnd data o po€tu embryi
ziskanych z vyplacht délohy (IVDE)
a in vitro produkce (IVPE) z IETS
(International Embryo Technology

Society) za rok 2022

Region IVDE IVPE
Afrika 2027 7377
Asie 1764 14733
Evropa 137036 43749
Sev. Amerika 204682 842064
Oceanie 12455 20633
Jiz. Amerika 36545 688415
Celkové 2022 394509 1616971
Zména oproti 2021 +2,1 +6,3

Jak vznikaji embrya
v laboratofi?

Cely proces miizeme rozdélit na nékolik
etap.

1. vybér a pfiprava darkyné vajicek
2. odsavani vajicek (Ovum-pick up)
a jejich zhodnoceni

3. in vitro dozrani a oplozeni vajicek
a kultivace embryi

4. kryokonzervace nebo prenos
embryi (s tim pak souvisi pFiprava
prijemkyné)

1. Vybér a pfiprava darkyné
vajicek

Vybér vhodné darkyné vajicek je klico-
vy krok v procesu in vitro produkce em-
bryi. Ne kazda plemenice je totiz vhod-
nou darkyni (ale to plati i u klasického
embryotransferu). V ramci vytéznosti
vajicek hraje dlleZitou roli napfiklad
plemeno, u masnych zvifat povétsi-
nou ziskdme vice vajicek. Zdravi zvitete

vzniklé po sedmi denni kultivaci v in vitro
podminkach (mensi tmavé struktury jsou
embrya zastavena ve vyvoji)

ovliviiuje celou Fadd procesd, mezi kte-
ré se samozrejmeé Fadi i reprodukce tedy
i produkce kvalitnich vajicek. S ohledem
na vék mdZeme Fict, Ze u jalovic je vétsi
pravdépodobnost odsati kvalitnich va-
jicek (za to mensiho poctu), ale napfi-
klad u starsich krav, které mély telata,
mulzZeme oCekavat stejné nebo i lepsi
vysledky neZ u jalovic. Pokud uvaZuje-
me nad tim, Ze vysokd mlécna produk-
ce negativné ovliviuje pocet ziskanych
vajicek, pak tomu tak tplné neni. Pokud
je totiz krava vysokoprodukéni (ale za-
roven zdrava!) byva to bezproblémova
darkyné.

V rdmci pfipravy darkyné vajicek mame
dvé mozZnosti. Bud se vyuZivaji repro-
dukéni hormony nebo ne. S tim souvisi
frekvence aspiraci vajicek. Pokud se ne-
pouZivaji hormony, lze vajicka odsavat
2x tydné. Pokud se vyuZije hormonalni
stimulace, pak je to povétsinou jednou
za 14 dni. Existuje nékolik rdznych hor-
monalnich protokold, proto je mozné
upravit aspirac¢ni schéma na zakladé in-
dividualnich potfeb kaZzdého chovatele.

2. Proces ovum-pick up (OPU)

Vajicka se ziskavaji transvaginalni fize-
nou ultrazvukovou aspiraci. V prekladu
to znamend, Ze se do pochvy zavede
sonda ultrazvuku s aspiraénim kana-
lem a na monitoru ultrazvuku se pak
sleduje napichovani folikuld (bublinka
na vajecniku, ve které je vajicko) a na-
savani tekutiny s vajickem. Aspirat pu-
tuje do sbéraci nadoby diky podtlaku,
ktery vytvorfi specialni pumpa. DlleZité
je vtomto pripadé maximdlné dodrzovat
zdsady Cistoty a sterility, aby se prede-
Slo komplikacim pfi laboratorni manipu-
laci (degradace vajicek) anebo infekcim.



Plemenice musi byt pFi odbéru umisténa
do fixacni klece a cely proces aspirace
vajicek se kontroluje pfes monitor
ultrasonografu

Teplota prostfedi je naprosto zasadni
faktor, ktery ovliviuje Zivotaschopnost
ziskanych vajicek. Jsou totiz velmi tep-
lotné sensitivni, a proto by méla byt
teplota okoli pfi aspiracich udrZzovdna
minimalné na 15 °C.

PoCet ziskanych vajicek se vétSinou
pohybuje od cca 4 do cca 30. Zalezi
napfiklad na pripravé darkyné a mo-
mentdlnim zdravotnim a reprodukénim
stavu. Ne kazdé ziskané vajicko je ale
natolik kvalitni, aby mélo maximalni
predpoklad, Ze se oplodni a vyvine se
v embryo. Proto se ihned po aspiraci
hodnoti a do laboratofe putuji pouze ty
nelepsi (kvalita 1 nebo 2) a téch je zhru-
ba 30-40 % ze vSech ziskanych oocytd.

3. Laboratorni prace
~ IVM, IVF, IVC

Odsata vajicka nejsou schopna oploze-
ni spermiemi, proto je nutné je nechat
ve specidlnich inkubdtorech s Fizenou
teplotou a atmosférou dozrat (in vitro
maturace - IVM). Zhruba za 24 hodin na-
sleduje krok, kdy se ke zralym, oploze-
nim schopnym vajickim pridaji spermie
(in vitro fertilizace - IVF). Toto je dalsi
klicovy krok. To, Ze po pouZziti konkrét-
nich inseminacnich davek plemenice
v chovu bFfeznou jesté vibec nezname-
nd, ze je toto sperma vhodné k oplo-
zeni. Z celé inseminacni davky se totiz
sloZitym promyvanim a gradientovou
selekci vybiraji ty nejlepsi spermie, kte-
ré preziji koupel ve specialnich médiich,
rozvine se u nich kapacitace a akrozo-
malni reakce a tim pddem jsou schop-
né proniknout do vajicka a oplodnit ho.
Z vlastni zkuSenosti mohu Fict, Ze velmi
Casto dostaneme od chovateld sperma,
které nelze pro IVF pouZit. Pfedevsim
se jedna o sexované inseminacni davky.
Proto se obecné s vajicky privazeji i dvé
varianty ,byka“ Pokud ale probéhne pri
IVF vSe, jak ma, za dalSich cca 24 hodin

se vajicka ocisti a vlozi do inkubatoru |

s jinou Fizenou atmosférou a nechavaji

se kultivovat (in vitro kultivace - IVC)
po dobu dalSich sedmi dni. BEhem této
doby se embrya vyvijeji v prostredi, kte-
ré je prizplsobeno specifickym potre-
bam vyvijejiciho se zarodku. Zjednodu-
Sené se da Tict, Ze se snazime v kazdém
kroku laboratorni prace maximalné
imitovat fyziologické podminky, které
jsou v téle samice a pouzivame k tomu
sterilni materidl, chemicky definovana
média a vyuzZivame specialni inkubato-
ry s fizenou atmosférou a teplotou.

Jak je asi zfejmé, pocet ziskanych em-
bryi z jednoho OPU ovliviiuje mnoho
faktord. Jednim z nejhlavngjSich je
samozrejmé pocet kvalitnich vajicek,
které se ddle zpracovavaji v laboratofi.
Obecné se uvadi, ze z diskutovanych
kvalitnich oocytl (kvalita 1 nebo 2) se
ziskava 50 % embryi. Pokud tedy za-
¢nu s 10 kvalitnimi oocyty, je za pfed-
pokladu dodrZeni veSkerych postupl
a pouziti kvalitnfho spermatu mozné
predpokladat zisk az 5 embryi. Jedna
z velkych a zajetych laboratofi v USA
(RUAnn Genetics) publikovala data ze
3233 aspiraci, kdy ziskali prdmérné 15,6
vajicek, z toho ale bylo pouze 34 % kva-
lita 1 nebo 2 a po laboratornim zpra-
covani ziskali primé&rné 3,6 embrya na
darkyni.

4. Pfenos Cerstvych embryi
nebo kryokonzervace

Embrya vznikla v laboratofi jsou mno-
hem ,krehc¢i“ v porovnani s embryi zis-
kanymi vyplachem délohy a musi se
k nim také tak pristupovat. V praxi to
znamengd, ze pokud se nachazi farma
blizko laboratofe, je mozné je po krat-
ky Cas uchovat ve specialnim médiu
a poté je prenést do prijemkyn. Vybéru
prijemkyné je nutné vénovat maximalni
pozornost, protoZe z celého postupu je
to findlni krok, a proto i velmi ddleZity.
Kazda pfijemkyné by méla mit odsledo-
vanou pravidelnost fijovych cykld, musi
byt zdravad a stari embrya musi odpo-
vidat dnu Fijového cyklu po ovulaci.
Samotny postup prenosu je pak stejny
jako u klasického embryotransferu.

V pripadé, Ze nemd chovatel k dispo-

Vybaveni je podobné jako u klasického ET,

zici dostatecné mnoZstvi prijemkyn,
dochazi ke kryokonzervaci embrya. Zde
se opét trochu Lisi postup od kryokon-
zervace ,vyplachnutych® embryi. Ne-
vyuziva se pomalého mrazeni, protoze
v tomto pfipadé je vysoké riziko tvorby
ledovych krystall uvnitf embrya, které
by ho mohly vyrazné poskodit (pama-
tujme, laboratorni embrya jsou kiehkd).
Uplatiuje se zde tzv. vitrifikace, cozZ je
naopak ultrarychlé mrazeni, kdy uvnitr
embrya vznikd sklu podobnd struktura,
¢imZ se minimalizuje vznik ledovych
krystald. Této sklu podobné struktury
se docili tak, Ze laboratorni embrya po
urcity Cas setrvavaji ve tfech roztocich
o rlzné koncentraci kryoprotektant(
a poté se umisti pfimo do tekutého du-
siku. Vitrifikovana embrya se nerozmra-
zuji jako klasicka, ale ve tfech krocich
se musi zbavit vysokych koncentraci
kryoprotektantu, ktery je pro né letdlni.
| kdyZ by se mohlo zdat Ze ,vhozeni“ pe-
jety s embryi do dusiku musi byt horsf
variantou, opak je pravdou. U labora-
tornich embryi bylo prokdzano, Ze po
tomto postupu prijemkyné zabfezavaji
s vySSi pravdépodobnosti.

Zavér
In vitro produkce embryi pFindsi mnoho
vyhod jak pro chov dojeného tak mas-
ného skotu. Mezi nejvyznamnéjsi patri
zvysena efektivita reprodukce a schop-
nost rychlého slechténi. Chovatelé sko-
tu mohou maximalizovat genotypovou
rozmanitost a vyuzit geneticky hodnot-
né rodiCe, coz vyznamné zlepSuje na-
pfiklad produktivitu mléka a zdravotni
stav zvitat. Dale, diky vétSimu mnoz-
stvi embryi, které mohou byt ziskany
z jedné darkyné, dochazi ke snizeni
ekonomickych nakladd na reprodukéni
postupy. V kone¢ném dusledku in vitro
produkce embryi predstavuje inovativni
a efektivni pfistup k modernimu cho-
vu skotu, ktery pomaha optimalizovat
celkovou produktivitu a udrZitelnost

odvetvi.
doc. Ing. Jifi Sichtaf, Ph.D.
EmbryoLab s.r.o.

Provizorni laborator v prostorach staji.

ovsem velmi dileZité je udrZovat média
a posléze i vajicka ve stanovené teploté.



