Hospodarska zvirata

12

Od oocytu k elitnim telatim:
moderni zpusob plemenitby
pomoci laboratorni produkce
embryi
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SOUHRN

Sichtaf J. Od oocyti k elitnim telatim: moderni zpiisob plemenitby pomocilaboratorni produkce
embryi. Veterinarstvi 2026;76(1):

Clanek predstavuje in vitro produkci embryf (IVPE) jako moderni nastroj $lechténi skotu, ktery doplfiu-
je a casto prekonava tradi¢ni inseminaci (Al) a embryotransfer (MOET). Technologie OPU-IVP umoznu-
je zrychlit geneticky pokrok, vyrazné zkratit generac¢ni interval a efektivné vyuzit geneticky potencial
elitnich jalovic, krav i biezich plemenic. Text popisuje klicové faktory ovliviujici kvalitu oocytl — zejmé-
na faze folikuldrni viny, synchroniza¢ni protokoly (Ovsynch, DFA, progesteronové implantaty, FSH)
a rozdily mezi kategoriemi zvirat. Vysvétluje vliv pouziti sexované inseminacni davky na fertilizaci
a pocet vzniklych blastocyst (blastocyst rate). Shrnuty jsou metody nakladani s IVP embryi: cerstvy
pfenos, pomalé zmrazovani a vitrifikace, jejich rozdilna kryotolerance i dopad na zabrezavani.
Ekonomicka ¢ast ukazuje embryo jako obchodovatelnou komoditu a popisuje, jak IVP mtze byt zisko-
vé pfi kombinaci prodeje embryi a vlastni reprodukce. Budouci trendy zahrnuji genotypizaci embryi,
sexovani, pokrocilé kultiva¢ni systémy a genové editace. Soucasti je i stru¢ny prehled post-transfero-
vych vysledk(, které ukazuji mirné vyssi rizika ranych ztrat ¢i vyssi porodni hmotnost, avsak moderni
metodiky tyto efekty vyrazné omezuiji.

Klicova slova: in vitro produkce embryi; OPU; folikularni vina; FSH; kvalita oocyt(; sexovana inseminac-
ni davka; kryokonzervace; vitrifikace; geneticky pokrok; genotypizace embryi

SUMMARY

Sichtaf J. From oocytes to elite calves: a modern breeding method using laboratory embryo pro-
duction. Veterinaistvi 2026;76(1):

The article presents in vitro embryo production (IVP) as a modern breeding tool that increasingly sur-
passes traditional Al and MOET. OPU-IVP technology accelerates genetic gain, shortens the generation
interval and maximizes the reproductive value of elite females, including young heifers and pregnant
donors. The text highlights key determinants of oocyte quality, such as follicular wave stage, synchro-
nization protocols (Ovsynch, DFA, progesterone devices, FSH stimulation) and differences among ani-
mal categories. It also describes how sexed semen affects fertilization and blastocyst development.
Methods of managing IVP embryos—fresh transfer, slow freezing and vitrification—are compared with
regard to cryotolerance and pregnancy outcomes. The economic section emphasizes embryos as a tra-
dable genetic asset and explains how IVP can become profitable through a combination of embryo
sales and internal herd use. Future developments include embryo genotyping, sexing, advanced cultu-
re systems and genome editing. Post-transfer outcomes of IVP embryos are briefly summarized,
showing slightly higher early losses or birth weights, though modern serum-free protocols greatly
reduce these risks.

Keywords: in vitro embryo production; OPU; follicular wave; FSH; oocyte quality; sexed semen;
embryo cryopreservation; vitrification; genetic improvement; embryo genotyping
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Uvod

Moderni plemenitba skotu prochazi v poslednich
letech zasadni transformaci. Klasické metody, jako je
uméld inseminace (Al) nebo pfenos embryi po supero-
vulaci (MOET), jsou postupné doplnovany a v fadé chovl
i prekonavany technologii in vitro produkce embryi
(IVPE). Diky pokroku v ultrazvukem asistovaném odbéru
oocytl, zdokonalenym kultivacnim systémam a Sirokym
moznostem vyuziti genomiky maji chovatelé bezprece-
dentni pfilezitost urychlit geneticky pokrok, zvysit efek-
tivitu stdda a zlepsit udrzitelnost chovu. Tento ¢lanek
shrnuje vyvoj, principy a pfinosy IVPE jako moderniho
nastroje Slechténi skotu a opird se o nejnovéjsi védecké
poznatky publikované v odborné literature.'>

1. Soucasné reprodukéni metody: inseminace,
MOET a IVPE

Reprodukéni biotechnologie u skotu Ize rozdélit do tfi
hlavnich kategorii: uméla inseminace (Al), multiple
ovulation embryo transfer (MOET) a in vitro produk-
ce embryi (IVPE).

Uméla inseminace je dlouhodobé zékladnim ndstrojem
Slechténi. Je bezpecnd, cenové dostupna a umozniuje
rychlé rozsifeni geneticky hodnotnych plemenikd. Kazda
krava vsak mlze dat maximalné jedno tele ro¢né a gene-
ticky prispévek matky nelze navysit, coz omezuje moz-
nost intenzivniho selekéniho tlaku na chovanou populaci.

Metoda MOET vznikla jako zptsob, jak reprodukéni kapa-
citu elitnich krav znasobit. Pfi kontrolované superovulaci je
mozné ziskat pramérné 5-7 prenosuschopnych embryi
z jednoho vyplachu,' coz predstavuje vyznamny posun
oproti Al. Nevyhodou MOET je variabilni odpovéd' na FSH,
hormondlni zatizeni darkyné, logistickd naro¢nost a ome-
zené moznosti pouziti u bfezich nebo velmi mladych zvitat.

Technologie IVPE pfiindsi zasadni kvalitativni skok.
Umoznuje ziskavat oocyty pomoci transvaginalni aspirace
(OPU) od jalovic, dospélych krav i bfezich plemenic az do
tfetiho mésice gravidity.? Zasadni vyhodou IVPE je také
nizka spotfeba inseminacnich davek, moznost rutinni
prace se sexovanou inseminacni davkou, flexibilni frek-
vence odbérl (tydné az jednou za 14 dni) a vyrazné vyssi
pocet embryi produkovanych za rok na jednu darkyni.

Statistika IETS ukazuje, Ze od roku 2016 je celosvétové
poprvé produkovano vice embryi in vitro nez embryi
ziskanych metodou MOET.2V roce 2023 tvofila IVPE
embrya pfiblizné 76 % vsech produkovanych embryi
v globdlnim méfitku, pficemz nejvyssi podily hlasi
Severni a Jizni Amerika.*

2. Proc¢ volit IVPE: efektivita, selek¢ni tlak a udrzi-
telnost

Hlavni vyhodou IVPE je schopnost dramaticky zrychlit
geneticky pokrok. OPU lze v zdsadé provadét jiz u osmi-
mési¢nich jalovic, coz znamend, ze genomicky vybrané
samice mohou produkovat embrya jesté pred dosazenim
pohlavni dospélosti.® Generacni interval se tak zkracuje az
o dva roky, coz ma zasadni dopad na rychlost slechténi
celého stada. Nicméné u takto mladych zvirat je ziskdvano
mnohem mensi mnozstvi embryi nez naptiklad u jalovic
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v puberté. Dals$im pfinosem je moznost kombinovat IVPE
s genomickou selekci. Embrya mohou byt bioptovana
a geneticky analyzovana bez vyznamného vlivu na jejich
zivotaschopnost.%” Tato strategie umozriuje prevadét do
pristich generaci pouze embrya s nejvyssi genetickou
hodnotou a souc¢asné eliminovat nositele recesivnich vad.
Vyznamnou roli hraje také udrzitelnost. OPU-IVPE zvy-
Suje produkci telat na darkyni, ¢imz snizuje potiebu
chovu velkého mnozstvi zvifat a nepiimo také emise
sklenikovych plynl na jednotku produkce.? V kombinaci
s vhodnym managementem stada lze takto dosahnout
jak vyssi uzitkovosti, tak nizsi environmentalni zatéze.

3. Darkyné oocytt a hormonalni fizeni folikularni
viny pfred OPU

3.1 Vék, fyziologie a reproduk¢ni stav darkyné

Oocyty lze ziskavat od jalovic, krav po oteleni i od bre-
zich krav. Na rozdil od MOET nejsou u IVPE limitujici
synchronizace estru ani pfitomnost Zlutého téliska.
Zasadni je vsak faze folikularni viny. Vysoce kvalitni oocy-
ty pochazeji z folikull o priméru 3-8 mm, které se
nachdzeji na pocatku nové folikularni viny.°Proto je
bézné vyuzivat mechanickou ablaci dominantniho foli-
kulu nebo hormondlni synchronizaci, kterd vede k homo-
genizaci folikuldrni populace.” Vhodnymi darkynémi
jsou jak cyklujici, tak acyklické ¢i anestrické kravy, proto-
ze vyvojova kompetence oocytd je vice zavisla na kvalité
ovaridlniho prostfedi nez na pfitomnosti pravidelného
cyklu. Nékteré studie vSak uvadéji, ze kravy v ¢asné lak-
taci produkuji oocyty s nizsi vyvojovou kompetenci,
zejména vlivem negativni energetické bilance a meta-
bolického stresu."

3.2 Vyznam folikularni viny a synchronizacni protokoly

Nejvyssi kvalitu vykazuji oocyty ziskané z folikuld
o prameéru 3-8 mm na pocatku nové folikularni viny.>"
Pokud je na ovariu pfitomen aktivni dominantni folikul,
ten prostfednictvim suprese FSH inhibuje rlst ostatnich
folikuld coz vede k jejich atresii. Vysledkem je mensi
pocet kvalitnich oocytl a nizsi nasledna Uspésnost IVF.
Proto se pfed OPU bézné pouzivaji rdzné hormonalni
protokoly, jejichz cilem je vytvofit homogenni kohortu
folikuld, odstranit vliv dominantniho folikulu a zvysit
pocet i kvalitu ziskanych oocytd.

3.2.1 Ovsynch a jeho modifikace (GnRH - PGF,a - GnRH)

Protokol Ovsynch byl plvodné vyvinut pro synchroni-
zaci ovulace v rdmci na¢asované inseminace, aviak stal se
ucinnym nastrojem také v oblasti OPU-IVPE. Sekvence
GnRH - PGF,a — GnRH umozriuje luteinizaci ¢i ovulaci
aktualniho dominantniho folikulu, naslednou luteolyzu
a presné nacasovani ovulace nové folikularni viny. Vyuziti
intravagindlniho progesteronového implantatu zvysuje
synchronizaci zejména u acyklickych nebo peripartalnich
krav.'*® Vysledkem je homogennéjsi ovarialni prostredi,
vyssi pocet folikulG vhodné velikosti a vétsi mnozstvi COC
(kumulo oocytarni komplex) kvalitnich kategorii A a B.

3.2.2 Mechanicka synchronizace: Odstranéni domi-
nantniho folikulu (DFA)

Velmi G¢innym postupem je mechanickd ablace domi-
nantniho folikulu, pfi niz je folikul pomoci ultrazvukem
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fizené aspirace odstranén. Jeho eliminace vede béhem
24-48 hodin k pfirozenému vzestupu FSH a vzniku nové,
velmi homogenni folikuldrni viny. De Roover a kol. uva-
déji, ze DFA zvysuje pocet folikuld vhodnych pro OPU
a zlepsuje kvalitu ziskanych oocytll, coz se u masného
skotu projevuje vyssi produkci embryi.’? Ciftci a Ding
doplnuji, ze kombinace DFA s naslednou FSH stimulaci
poskytuje jedny z nejlepsich vysledkd z hlediska poctu
a kvality oocytl vhodnych pro IVPE.'®

3.2.3 Progesteronové protokoly a estradiol

V mnoha zemich, zejména v Jizni Americe, je bézné
vyuziti progesteronového implantdtu v kombinaci
s estradiol benzoatem nebo cypionatem. Progesteron
vytvori lutedlni prostfedi a supresi LH omezuje vyvoj
dominantniho folikulu, estradiol soucasné potlacuje
FSH. Po metabolizaci a snizeni estradiolu FSH restartuje”
folikularni dynamiku a dochazi ke vzniku nové folikularni
viny. Tato metoda je mimoradné efektivni u acyklickych,
podvyzivou omezenych nebo stresovanych plemenic
a v kombinaci s FSH aplikovanym pfed OPU vede k navy-
Seni poctu oocytl o 20-40 %.'3'*

3.2.4 FSH stimulace

Aplikace FSH pred OPU je jednim z nejucinnéjsich zpU-
sobl, jak zvysit pocet folikuld citlivych na stimulaci
a zlepsit kvalitu oocytt. Klasicky 4denni protokol s FSH
podavanym dvakrat denné vyznamné zvysuje pocet FSH
dependentnich folikuld a tim i pocet kvalitnich oocyt.'®
Novéjsi jednodenni protokoly vyuzivaji jednu davku FSH
v adjuvantu, kterd se uvolnuje postupné. Studie ukazuji,
ze tyto jednodenni protokoly vedou k obdobnému nebo
lepSimu narlstu homogennich folikull nez klasicky
rezim, pficemz snizuji stres i manipulaci se zvifetem.®

FSH stimulace v rdamci 14denniho OPU programu déle
zvysuje produkci embryi, a to i v pfipadech, kdy celkovy
pocet oocytd neni vyznamné vyssi; klicovy je zejména
kvalitativni efekt na oocyty.'

5. Pocty ziskanych oocytli, embryonalni vyvoj
a faktory ovliviujici kvalitu oocytl

Uspé&snost IVPE zavisi na celé fadé faktorq, z nichz nej-
dulezitéjsi je kvalita oocytu. Kvalitni oocyt se vyznacuje
vyzradlou cytoplazmou, sprdvnou morfologii kumular-
nich bunék, adekvatni mitochondrialni aktivitou a vhod-
nym epigenetickym nastavenim. Vyvojovad kompetence
oocytd je urcujicim faktorem pro Uspésnost maturace
(IVM), fertilizace (IVF) i ndsledného embryonalniho vyvo-
je az do stadia blastocysty (IVC). Moderni IVPE systémy
vykazuji vyrazny pokrok, nicméné biologické rozdily
mezi kategoriemi zvifat stale pretrvavaji, a proto je
nutné s nimi pocitat.>>81>

5.1 Priimérné pocty ziskanych oocyti podle kate-
gorie zvirat

Pocet oocytll ziskanych pfi jedné OPU se vyznamné lisi
mezi jalovicemi, dojnicemi, masnymi kravami i plemeny
Bos indicus. Tyto rozdily souviseji s ovaridlni rezervou,
hormonalnim profilem i chovatelskymi podminkami.
Jalovice

Jalovice maji obecné nizsi pocet folikuld vhodnych
k aspiraci nez dospélé kravy, ale jejich oocyty ¢asto vyka-
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zuji dobrou vyvojovou kompetenci. U holstynskych jalo-
vic se uvadi primérné 12-18 oocytl na OPU, z toho
6-10 kvalitnich COC vhodnych pro IVM.>*

Dojnice

U laktujicich krav je pocet oocytl ovlivnén negativni
energetickou bilanci, metabolickym stresem a hormo-
ndalnimi zménami spojenymi s laktaci. Typicky se ziskava
10-15 oocytl na OPU, kvalita viak byva kolisava a docha-
zi k niz8imu podilu COC kategorii A a B. Laktace negativ-
né ovliviuje rdst folikulG a steroidogenezi, coz pravdé-
podobné vede k horsi vyvojové kompetenci."

Masné kravy

Masna plemena maji vyrazné vyssi ovaridlni rezervu
nez holstynské dojnice, a to i v laktaci. Typicky se uvadi
18-25 oocytd na OPU s vysokym podilem kvalitnich
COC. Masna plemena navic lépe reaguji na FSH stimulaci
i na vysokou frekvenci OPU (kazdych 7-14 dni) a produ-
kuji vice Zzivotaschopnych oocytl nez mlé¢nd plemena.'?
Bos indicus

Plemena Bos indicus maji nejvyssi ovaridlni rezervu.
Bézné se ziskava 25-40 oocytd na OPU bez stimulace, po
FSH stimulaci i vice. Vy3si pocet folikuld je vSsak nékdy
kompenzovan lehce vyssi variabilitou kvality oocyt(,
a proto je u Bos indicus klicova spradvna synchronizace
folikularni viny.814

5.2 Uspésnost maturace (IVM)

Pro optimalné odebrané oocyty plati, ze 80-90 % COC
doséhne jaderné maturace in vitro, a to napfi¢ kategori-
emi zvirat (5). Rozdily vsak panuji v kvalité cytoplazma-
tické maturace, ktera je urcujici pro Uspésnost pozdéjsi
embryogeneze. Jalovice maji casto mirné nizsi miru
cytoplazmatického dozrani, coz mlze vést k nizSimu
blastocyst rate (11), zatimco masnd plemena a Bos indi-
cus vykazuji obvykle lepsi kompetenci.

5.3 Uspésnost fertilizace (IVF)

Mira fertilizace zavisi zejména na kvalité oocytu, typu
pouzité inseminacni davky, koncentraci a kapacitaci sper-
mii a genetické kombinaci mezi rodici. Primérné je ferti-
lizovéano 70-85 % vsech zralych oocytd a az 90 % u mas-
nych plemen a Bos indicus za optimalnich laboratornich
podminek.>'> Pouziti sexované inseminacni davky fertili-
zaci i nasledny vyvoj vyrazné zhorsuje (viz nize).

5.4 Vyvoj embryi a procento vzniklych embryi
(blastocyst rate)

Z poctu fertilizovanych oocytl se primérné do stadia
blastocysty (D7) vyviji:

« jalovice: 30-40 %,

- dojnice: 25-35 %,

» masné kravy: 35-50 %,

+ Bos indicus: 45-60 % (2,5,8).

Vy3si blastocyst rate u Bos indicus souvisi s vysokym
poctem folikuld a specifickou folikularni dynamikou.®

5.5 Kvalita oocytt jako hlavni limit IVPE

Vysledky jednoznacné potvrzuji, ze vyvojova kompe-
tence oocytld je klicovym faktorem uUspésnosti IVPE.™
Dulezita je nejen morfologie COC, ale také mitochondridl-
ni aktivita, hladiny mRNA klicovych gen(, epigeneticka
stabilita, stav cytoskeletu a schopnost regulace lipidové-
ho metabolismu. Bylo prokazano, Zze IVPE embrya obsahu-
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ji vice lipidGi nez embrya in vivo, coz ma naptiklad negativ-
ni vliv na kryotoleranci i na schopnost implantace.’

5.6 Vnéjsi a vnitini faktory ovliviujici kvalitu oocyti

Mezi vnéjsi (environmentalni) faktory patfi:

- vyziva — negativni energeticka bilance snizuje kompe-
tenci oocyt(,""

- tepelny stres poskozujici granulézni burnky,

- stres, prostiedi a welfare,

- transport a dojeni u dojnic.

Mezi vnitini (faktory darkyné) fadime:

« stafi — jalovice mohou mit omezenou cytoplazmatickou
zralost, starsi kravy naopak vyssi epigenetickou variabilitu,

- laktaci a s ni spojeny naruseny metabolismus steroid,"

- aktivaci stresové osy (kortizol),

- fazi folikularni viny — nejvyznamnéjsi faktor ovlivnitel-
ny managementem.

Studie ukazuji, ze synchronizace folikularni viny a FSH
stimulace maji na kvalitu oocytl casto vétsi vliv nez
samotna genetika darkyné.'*'

5.7 Vliv sexované a konvencni inseminacni davky

Pouzivani sexovanych inseminac¢nich davek (ID) je dnes
standardem v mlé¢ném i masném slechténi, avsak je spo-
jeno s nékolika biologickymi omezenimi. Sexované davky
maji niz$i motilitu, nizsi pocet progresivné pohyblivych
spermii, vyssi citlivost na kapacitaci a nizsi fertilizacni
schopnost. V disledku toho vede pouziti sexované insemi-
nac¢ni davky k nizsi fertilizaci (o 5-15 %), nizSimu poctu
blastocyst a snizeni blastocyst rate o 5-20 %."” Studie
potvrzuji, ze pfi pouziti sexované inseminacni davky
dochdzi ke snizeni kvality ranych embryi a nizSimu vytézku
blastocyst ve srovnani s konvencni inseminacni davkou.”

Sexované ID je tedy vhodné tam, kde je prioritou
pohlavi telete, ale pro maximalizaci poc¢tu embryi je
vhodnéjsi konven¢ni ID. Konven¢ni ID vykazuje vyssi
fertiliza¢ni kapacitu, lepsi embryonalni vyvoj, vyssi blas-
tocyst rate i lepsi Uspésnost kryokonzervace. Nejlepsich
vysledki se dosahuje pfi pouziti velmi nizkych koncent-
raci spermii, typicky 1-2 x 10° spermii/ml.>'>"”

6. Moznosti nakladani s embryi: ¢erstvy prenos,
pomalé zmrazovani a vitrifikace

Embrya vyprodukovana metodou in vitro mohou byt pre-
nesena cerstvd nebo kryokonzervovana. Prenos cerstvych
embryi je povazovan za ,zlaty standard’, protoze eliminuje
rizika spojend s pasobenim nizkych teplot. Cerstva IVPE
embrya vykazuji zabfezdvani bézné v rozmezi 45-55 %,
nékdy i vice, pokud jsou pouzita embrya vysoké kvality
a dobie pripravené piijemkyné.® Z tohoto dlivodu predstavu-
ji Cerstvé transfery vyznamnou ¢ést viech IVPE prenost celo-
vysvétlovana zejména vyssim obsahem lipidd, odliSnou blas-
tomerni dynamikou a citlivosti na podminky kultivace.’®®

6.1 Pienos cerstvych embryi

Cerstva embrya maiji nejvy3si implantacni schopnost,
protoze nejsou vystavena stresu zmrazovani. U IVPE
embryi zabifezne po prenosu bézné 45-55 %, u dobie
vybranych embryi a zkusenych technikd az kolem 60 %.
Embrya ziskand in vivo dosahuji obvykle o 5-10 % vyssi
miry zabfezdvani nez embrya IVPE.'>1618
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6.2 Pomalé zmrazovani

Pomalé zmrazovani je tradi¢ni metoda pouzivand od 80.
let. U embryi IVPE byla dlouho preferovana, protoze umoz-
fiuje tzv. okamzity prenos (DT), tedy pfenos pfimo po roz-
mrazeni bez nutnosti odstrarovat kryoprotektant. Metoda
spociva v postupném snizovani teploty (obvykle o 0,3-
0,6 °C/min), pouziti permeabilnich kryoprotektant( (glyce-
rol, ethylenglykol) a kontrole tvorby ledovych krystal(.>'

Vyhody pomalého zmrazovani slow freezing:

« relativni jednoduchost a dobra reprodukovatelnost,
» moznost okamzitého prenosu,
+ vysoka opakovatelnost u embryi in vivo.

Nevyhody u IVPE embryi souviseji s vy$sim obsahem
lipidQ, ktery podporuje vznik intracelularniho ledu a zvy-
Suje riziko poskozeni bunék béhem pomalého mrazeni.
Proto tato metoda snizuje prezitelnost embryi po roz-
mrazeni a vede k nizSimu zabrezavani nez vitrifikace ci
prenos cerstvych embryi.>'®

Prdmérnd zabrezavani po pomalém zmrazovani:

» IVPE embrya: 25-35 %,
» embrya in vivo: 50-60 %.'9%°

U Bos indicus lze dosdhnout mirné vyssich hodnot
(30-40 %), protoze jejich embrya maji nizsi metabolic-
kou aktivitu a lépe se vyporadavaji s nizkymi teplotami.

6.3 Vitrifikace

Vitrifikace je moderni ultrarychld metoda kryokonzerva-
ce, zaloZena na vytvoreni amorfniho,sklovitého” stavu bez
tvorby ledovych krystalQ. Provadi se za pouziti velmi vyso-
kych koncentraci kryoprotektantl (napf. ethylenglykol,
DMSO), mikrolitrovych objem0 média a okamzitého zmra-
zeni (rychlosti zmrazovani v fadu desitek tisic °C/min).
Tento postup prakticky eliminuje tvorbu ledu a vyrazné
zvysuje prezitelnost bunék po jejich opétovném ohfrati.>'®

Vyhody vitrifikace:

« minimalni riziko tvorby ledu,

+ vyssi prezitelnost IVPE embryi,

« rychly postup vhodny pro rutinni provoz,

+ lepsi vysledky nez u pomalého mrazeni u embryi

s vysokym obsahem lipida.

Nevyhodou je naroc¢néjsi laboratorni praxe, potieba
precizniho vybaveni a skutecnost, ze vitrifikace zatim
obvykle neumoznuje tak jednoduchy okamzity prenos
jako pomalé mrazeni.?

6.4 Porovnani pomalého mrazeni a vitrifikace

Obecné Ize shrnout:

- vitrifikace poskytuje vyssi prezitelnost po rozmrazeni

(60-90 % vs. 30-60 %),

+ zabrtezavani po prenosu vitrifikovanych IVPE embryi se
pohybuje kolem 35-45 %,
+ zabtezavani po pfenosu embryi po pomalém mrazeni

u IVPE je obvykle 25-35 9%,

» zabfezavani po prfenosu cerstvych embryi dosahuje

45_55 %_3,5,16,19,20

7. Budoucnost in vitro produkce embryi: genoty-
pizace, sexovani, nové kultivaéni systémy a geno-
vé editace

Budouci rozvoj IVPE sméfuje k technologiim, které
zdsadné méni zplsob, jakym se pracuje s genetickou infor-
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maci embryi jesté pred jejich pfenosem. Vyznamné se
prosazuje genotypizace embryi, uréovani pohlavi
(sexovani), zdokonalené kultiva¢ni systémy reflektujici
fyziologii reprodukéniho traktu a také ndastup precizni
genové editace, zejména pomoci systému CRISPR/Cas9.
Tyto nastroje umozni chovatelim jesté presnéji planovat
geneticky pokrok a zvySovat uzitkovost a zdravi zvifat.?72%3°

7.1 Genotypizace embryi

Genotypizace embryi pfedstavuje jeden z nejvyznam-
néjsich technologickych prllom0 poslednich let.
Z embrya ve stadiu blastocysty se odebira maly pocet
bunék a provadi se genetickd analyza, nejcastéji formou
SNP genotypizac¢niho panelu. Tim je mozné:
- stanovit genetickou hodnotu embrya,
+ vybrat embrya s nejvy3sim ekonomickym dopadem,
+ vyloucit embrya s genetickymi vadami,
« urychlit selek¢ni proces o celé generace”*°

Kombinace IVPE a genomiky predstavuje nejrychlejsi
cestu genetického zlepSovani u mlé¢nych i masnych
plemen3® Genotypizace embryi se jiz bézné provadi
i v komercni sfére.

Biopsie embrya pro genotypizaci se provadi obvykle
u blastocysty (D7-D8), kdy se odebird 5-10 bunék tro-
fektodermu. Postup vyzaduje invertovany mikroskop
s mikromanipuldtorem, laser nebo mechanické mikrona-
stroje, bioptické pipety a systém pro amplifikaci celého
genomu (WGA). Embryo se po biopsii vraci do kultivac-
niho média a mUze byt nasledné preneseno nebo zamra-
zeno. Moderni systémy umoznuji genotypizovat embryo
s presnosti srovnatelnou s dospélym zvifetem a riziko
poskozeni embrya je minimalni.

7.2 Sexovani embryi

Sexovani embryi je vyznamné pro fizeni struktury
populace — u mlé¢nych plemen jsou preferovany jalovic-
ky, u masnych bycci. Oproti pouziti sexovaného sperma-
tu, které ma nizsi fertiliza¢ni schopnost i blastocyst rate,"”
je sexovani embryi presnéjsi a nenarusuje IVF proces.

Biopticka metoda vyuziva PCR detekce Y-chromozomu.
Postup je analogicky genotypizaci: odebere se 5-10 bunék,
provede se PCR ampilifikace specifickych sekvenci (napf.
SRY gen) a detekce amplifikdtu potvrzuje samci pohlavi.
Pfesnost metody dosahuje 95-99 %. Pozadavky na vyba-
veni jsou stejné jako u biopsie pro genotypizaci, doplnéné
o0 PCR nebo gPCR aparaturu. Sexovani embryi se v budouc-
nu stane standardni soucasti IVPE a umozni vyrazné zvysit
ekonomickou efektivitu produkce telat.

7.3 Nové kultivac¢ni technologie

Budoucnost IVPE nespociva jen v praci s genetickou
informaci embrya, ale také ve vytvareni optimalnich
podminek pro jeho vyvoj. Moderni pfistupy zahrnuiji:
 nizky obsah kysliku (5 % O,) — dnes standard, napo-

dobujici podminky vejcovodu a délohy,®
« pfidavani embryokint - fyziologickych signalnich

molekul, jako jsou CSF2, IGF-1 nebo LIF, které stimuluji

bunécné déleni, podporuji elongaci a zvysuji odolnost

vldi stresu; bylo prokazano, ze mohou vyrazné zlepsit

implantaci IVPE embryi po prenosu,’
o mikrofluidni kultivacni systémy, které napodobuiji

mikroprltoky v oviduktu a umoznuji dynamicky
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pohyb média, odplavovani toxickych produktt a simu-

laci ciliarity vejcovodu; tyto systémy vykazuji vyssi

blastocyst rate a lepsi morfologii embryi,
« redukci lipidii v embryich - pouziti L-karnitinu, fize-
nych hladin mastnych kyselin ¢i ,indukci lypolyzy”

s cilem snizit obsah lipid{ v blastocystach a tim zlepsit

jejich kryotoleranci.®

7.4 Genové editace - CRISPR a dalsi technologie

Nejradikalnéjsim technologickym smérem je vyuziti
genovych editaci, zejména systému CRISPR/Cas9. Ten
umoznuje:

- cilené vyradit patogenni mutace,

+ upravit geny spojené s odolnosti vici chorobam,

 zvy3ovat efektivitu metabolismu ¢i mlécné produkce,

+ vytvaret zvitata odolnéjsi vici infekénim a parazitér-
nim onemocnénim.

CRISPR Ize aplikovat do embrya ve stadiu zygoty nebo
rané blastomery mikroinjekci RNA a Cas9 proteinu, elek-
troporaci nebo editaci bunék trofektodermu. Soucasny
vyzkum se zamérfuje zejména na snizeni necilenych efek-
td a minimalizaci mozaicity. Regula¢ni prostiedi se mezi
staty lisi, ale u hospodarskych zvitat se ocekava rychlejsi
pfijeti nez u lidi, protoze technologie pfindsi potencial
pro zvysovani welfare, snizovani antibiotické zatéze
a zlepsovani udrzitelnosti.>”*°

8. Telata narozena po pfenosu embryi z in vitro
a in vivo produkce

Diskuse o in vitro produkci embryi se dnes soustredi
nejen na pocet a kvalitu ziskanych embryi, ale také na to,
jaka telata se po pfenosu IVPE embryi skutecné rodi.
Zda se lisi od telat zembryi ziskanych in vivo (MOET), zda
maji vyssi vyskyt patologii, vys$si embryonalni mortalitu
nebo komplikovanéjsi porody. Odpovédi poskytuje fada
experimentalnich a terénnich studii.

8.1. Rana embryonalni mortalita a ztraty bifezosti

Souhrnny prehled Ealyho a kol. ukazuje, Ze po pfenosu
IVPE embryi je celkova pravdépodobnost narozeni zivé-
ho telete kolem 27 %, pficemz nejvétsi podil ztrat
nastava do 30.-40. dne biezosti.'® Pfiblizné 40 % pfi-
jemkyn, které obdrzi IVPE embryo 7. den, neni brezich
mezi 18.-21. dnem a okolo 60 % neni bfezich do 30.-40.
dne.'’® Ve studiich, které porovnavaly IVPE a in vivo
embrya, byla pravdépodobnost udrzeni bfezosti po IVPE
embryich o 10-25 % nizsi nez po embryich ziskanych
pomoci MOET."® Analyzy dale ukazuji, Ze asi dvé tietiny
ztrat bFfezosti jsou zplUsobeny vilastnostmi samotného
embrya a pouze tretina podminkami v déloze.'®

8.2. Délka brezosti, porodni hmotnost a syndrom
velkého telete (LOS)

Numabe a kol. porovnavali telata po IVPE embryich
a embryich ziskanych in vivo. Studie ukazala:*®
» vyssi porodni hmotnost po IVPE (31,0-31,8 kg) vs. in

vivo (27,2 kg),
- delsi délku brezosti (292 dni vs. 284 dni),
 vyssi vyskyt dystokii a vy3si perinatalni mortalitu.

Tyto nalezy byly jednim z prvnich dtkazl LOS, popsa-
ného dfive Youngem a kol.>? Jde o stav charakterizovany
zvysenou porodni hmotnosti, delsi biezosti, poruchami
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placenty a zvySenymi perinatdlnimi ztratami. van
Wagtendonk-de Leeuw a kol. potvrdili vyssi vyskyt
abnormalit a perinatélnich ztrat u telat po IVPE pti pou-
ziti séra v médiich, zatimco u médii bez séra byl vyskyt
komplikaci vyrazné nizsi.3'

Novéjsi prace ukazuji, Zze moderni IVPE protokoly
(nizky O,, absence séra, definovand média) riziko LOS
vyrazné snizuji, pfesto mize byt porodni hmotnost
mirné vyssi nez u embryi in vivo.'®

8.3. Perinatalni mortalita a zdravotni stav telat

Starsi studie uvadély vyssi perinatalni mortalitu u telat
po IVPE.2'32Moderni studie, napf. Agerholm a kol. ukazu-
ji, ze v systémech bez séra jsou rozdily méné vyrazné,
a neonatalni zdravi telat se vyznamné nelisi od telat po
embryich in vivo.®

Bonilla a kol. porovnavali zdravi telat po pfenosu IVPE
embryi a po inseminaci a zjistili, ze telata po IVPE
mohou mit mirné vyssi porodni hmotnost, ale zdra-
votni stav matek i telat se zasadné nelisil.>*

8.4. Obtiznost poroditi a dystokie

Vyskyt dystokii je zvyseny predevsim v ptipadech, kdy
telata po IVPE vykazuji vyssi porodni hmotnost.2%3? Pfi
pouziti modernich IVPE systém, peclivém vybéru byka
a vhodném managementu pfijemkyn se vsak rozdily
v obtiznosti porodu mezi IVPE a in vivo embryi vyznam-
né snizuji.>*

Celkové lze fici, ze IVPE embrya jsou spojena s vyssi
ranou embryonalni mortalitou a v nékterych pfipadech
s mirné vyssi porodni hmotnosti telat, nicméné pfi pou-
ziti modernich, médii bez séra a sprdvném managemen-
tu lze dosdhnout neonatalnich vysledkl srovnatelnych
s embryi produkovanymi in vivo.'8203134

Zaver

IVPE je dnes jednim z nejucinnéjsich zplsobd, jak
rychle a cilené produkovat geneticky hodnotna telata.
Uspéch této biotechnologické metody stoji pfedevsim
na spravném nacasovani aspiraci oocytl, na kvalité
oocytl, vhodné volbé inseminacni davky (sexovana vs.
konven¢ni) a promyslené strategii prenosu (Cerstvé vs.
kryo). Pfi modernich protokolech a disledném manage-
mentu muze IVPE pfinaset nejen geneticky, ale i ekono-
micky pfinos a soucasné se postupné pfriblizovat ,in
vivo” vysledklim v oblasti zabrezavani. Navic se ukazuje,
z7e zdravotni stav telat narozenych po prenosu IVP
embrya se zdsadné nelisi od téch vzniklych pfirozenou
cestou.

Tento prispévek vznikl za prispéni grantu NAZV
QL26010328.
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