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ASISTOVANA REPRODUKCE

Rizena reprodukce
Biotechnika reprodukce
Asistovana reprodukce

Reprodukéni biotechnologie




ASISTOVANA REPRODUKCE

Definice:

Manipulace s reprodukci u zdravych zvirat s cilem zlepsSit
ekonomicky profit chovatele.




ASISTOVANA REPRODUKCE

Uméla inseminace, kryokonzervace semene
Sexace spermii
Indukce porodu
Aktivni vedeni puerperia
Medikamentozni kontrola prubéhu fije, ovulace a gravidity
Stimulace a indukce fije
Indukce ovulace
Synchronizace fije
Potlacovani pohlavni aktivity
Podpora funkce Zlutého téliska a rané gravidity
Transfer embryi
MOET (multiple ovulation and embryo transfer)
IVP (in vitro embryo production)
Souvisejici techniky




Klonovani

Produkce transgennich zvirat
Intracytoplasmic sperm injection (ICSI)
Gamete intrafallopian tube transfer (GIFT)
Intrafolikularni transfer oocytu




ASISTOVANA REPRODUKCE

Metody pouzivané pro zlepsSeni reprodukéni
vykonnosti oSetrenych zvirat

Metody pouzivané pro zvyseni genetické drovné
populace




ASISTOVANA REPRODUKCE

Metody pouzivané pro zvySeni genetické drovné
populace




PRAKTICKE VYUZITi REPRODUKCNI BIOTECHNOLOGIE

Optimalizace genetického zakladu zvirat (reprodukce,
produkce)

Vyroba zivocisnych produktu specifickych vlastnosti
(technologie vyroby potravin)

Vyroba specifickych proteinu (transgenni zvirata)
Biomedicinalni ucely (xenotransplantace)
Zachovani genetické diverzity (embryonalni a somatické bunky)




UMELA INSEMINACE

1. Zdravi
zabranéni prenosu infekénich onemocnéni
2. Ekonomika
pocet chovanych samcu
3. Chovatelské duvody

vyuziti Spickovych jedincu




Odbeér ejakulatu




Byk
Hrebec

Kanec

Celkovy pocet Spermii v jedné Pocet davek
spermii davce
4 MId. 40 mil. 100
9 Mid. 300 mil. 30
37 Mld. 2 Mld. 20




Automaticky oznaCovac pejet

Automatické plnici a uzaviraci
zarizeni pro 0,25 and 0,5ml

pejety

Pejety




TECHNOLOGIE MRAZENI

Zmrazovaci protokol
klasické zmrazovani v parach kapalného dusiku

fizené mrazeni v mrazicich pristrojich s kontrolovanym
poklesem teploty

zmrazovaci krivka- 2-fazova, 3- fazova
aplikaci davek na blok suchého ledu - pelety (-79°C)
pomalé x rychlé zmrazovani

(soucCasné protokoly pouzivaji poklesy teploty 10 -100 °C/min)




ZMRAZOVACI KRIVKA
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o kritické momenty +15 °C az +5°C zmény membrany, -5°C az
-15°C tvorba krystalu

5°C az -10°C rychlost 5°C/min;
-10°C az -110°C rychlost 40°C/min;
-110°C az -140°C rychlost 20°C/min,
pak vliozeni do tekutého dusiku
zdroj USDA - United States Department of Agriculture
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TRANSPORT ZMRAZENYCH
INSEMINACNICH DAVEK

jednorazovy transportni obal Cryodrum




PRIPRAVA INSEMINACNI DAVKY PRED
UMELOU INSEMINACI

Rozmrazeni
* stejné dulezité pro preziti spermii jako mrazeni
* nejCasteji vodni lazen 38-40 °C
® opatrné na prehrati inseminacni davky pfi rozmrazovani

rozmrazovaci nadoba vodni lazen




priprava inseminacni davky tésné pred inseminaci k

inseminacni nastroje musi byt zahfaty na 38°C N

zabranéni opétovnému zchladnuti semene nebo
metabolickému vyCerpani spermii
po rozmrazeni — udrzeni davky pri 38 °C az do
Inseminace (max. do 30 min ??)

uicklock 2000

& £

QdickLock Classic

_ e

Inseminacni nastroje pro inseminaci skotu

Ohfiva¢ inseminacénich nastroju




SEXACE SPERMII

na zakladé rozdilného mnozstvi DNA pohlavnich
chromozomu pomoci
vySSi vaha chromozomu X u skotu o0 4% oproti Y

fluorescence ( prutokovy cytometr)




SEXACE SPERMII

U skotu maiji spermie nesouci X chromozom o0 3-5 %
DNA vice nez spermie nesouci Y chromozom.

Diky fluorescencénimu barvivu, které se vaze na DNA,
jsou spermie X po ozareni laserem jasnéjsi.
Spermiim se pridéli kladny naboj pro samici pohlavi a
zaporny pro samci.

Podle naboje jsou spermie na konci kapilary H

rOZdéIeny pOdle pOhIaV[. ::::::::::é --------- > g

Chybovost metody do10 % Prmssmeler TN g
Electrical filed + i - i

7N

+
/ ) \
Y-bearing sper m E X-bearing sperm

Dead/ soned

Figure72.1 Schematic of flow cytometry for sorting X- and Y-bearing
bovine sperm.




Vliv procesu sexace na vlastnosti inseminacni davky

Mechanicky stress - pruchod spermii pres sorter

Rychla prutokova cytometrie
90 km/h pri pruchodu spermii tryskou
Odpad az 60%
(bunky neprijaly dostatek barviva, spermie nejsou spravné precteny)
Casova naroénost procedury

NizSi poéet spermii v ID
NizSi oplozovaci schopnost spermii
NizSi zabrezavani




POSTUP INSEMINACE

Prednostné pro jalovice

60% dospélé vahy, stredni BCS, inseminace za 8 - 12 h po zacatku
rije

Manipulace s |D:

Velmi opatrna, teplé prostredi bez pruvanu

Vodni lazen 32 - 35°C, 45 sekund

VSechny instrumenty (pinzeta, inseminacni pipeta) nejdrive ohrat
Inseminovat do 15 minut po rozmrazeni




POSTUP INSEMINACE

Inseminace do delohy

ipsilateralni délozni roh - intrakornualni inseminace

hluboka intrakornualni inseminace (Minitube)
inseminace do uterotubarniho segmentu (Ghent device)

Hloubka depozice ID nema vliv na koncepci




TRANSFER EMBRYIi

Odbér embrya (embryi) z délohy darce
Prenos embrya do delohy prijemce




TRANSFER EMBRYI

1891 Cu
1934 Ov, Cap
1949 Bo
1951 Su
1974 Eq
1978 Ho




TRANSFER EMBRYI

70 léta:

80 léta:
90 |éta:

00 |éta:
10 léta:

rozvoj ET u skotu (synchronizace)
nechirurgicky ET

kryokonzervace embryi, mikromanipulace

pocatek in vitro produkce embryi (IVP)
vitrifikace

propracovani IVP, kryokonzervace

genomicka testace zvirat




TRANSFER EMBRYI - SKOT

prekonani prirozeného reprodukcniho
limitu

genomicka selekce

usnadnéni pohybu genetického materialu
zachovani genofondu

vyzkum
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MOET

Multiple ovulation and embryo transfer




TRANSFER EMBRYI - SKOT

vybér darcu a prijemcu
synchronizace darcu a prijemcu
superovulace

Inseminace

odbér embryi

vyhledani a posouzeni embryi, mikromanipulace

prenos embryi




SUPEROVULACE

Faktory:
faze cyklu (8.-12.den cyklu)
dominantni folikul

plemeno, stari, doba od porodu, uzitkovost,
konstituce

zevni prostredi (rocni obdobi, stress)
gonadotropin




Priprava darcu

Snaha zahajit superovulaci v dobé startu nové folikularni viny, kdy stary
dominantni folikul jiz neni funkéni (pozdni staticka faze nebo regrese).

Rozdily mezi 2 - 3 vinnymi kravami, individualni variabilita.
Jen 20% délky cyklu je optimalni pro zahajeni superovulace.

a) Aspirace folikulu - aspirace dominantniho folikulu nebo 2
nejvétSich folikuli znamena lepsi vysledky superovulace nez
aplikace steroidu.

b) Aplikace GnRH nebo LHp - méné vhodné, asynchronni viny
(3-5 d po aplikaci). Méné vhodnych embryi nez u aspirace Ci
steroidu.

c) Aplikace steroidu - rizné kombinace E2 a P4 dopInéné
spiralou. Srovnatelné vysledky jako klasicky zpusob.




GONADOTROPINY

FSH

kratky polocas rozpadu
opakovana aplikace

davka 24-66 mg

eCQG

dlouhodoby ucinek (antisérum) davka 2500-3500 m.j.

hMG

experimentalné




AKTUALNE DOSTUPNE PREPARATY OBSAHUJICI FSH A LH

Pluset
Folltropin
Stimufol




SCHEMA SUPEROVULACE A PRENOSU

Darel

=00 190 Prijemci
DO FSH FSH
D1 FSH FSH PG
D2 FSH + PG FSH + PG
D3 FSH FSH
D4 Inseminace Inseminace |Rije
D5
D6
D7
D8
D9
D10

D11 Odbkér embryi Prenos




Noveé trendy v superovulaci skotu

Snizeni poctu aplikaci FSH

specialni solvens

hyaluronan 0,5 - 5% roztok
hydrogely
FSH s pomalejSim polo¢asem rozpadu

Produkce rekombinantniho FSH

cisty FSH bez obvyklych primési pritomnych v biologickém extraktu




ODBER EMBRYI

lzolovana déloha po porazce
Chirurgicky odbér po laparotomii
Konzervativni odbér transcervikalni cestou

gravitacni metoda

frakcionovana metoda







Foto Vinkler




Foto Vinkler
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Embryo evaluation

foto Lopatarova




MIKROMANIPULACE S EMBRYI

Priprava pro transfer

Kryokonzervace

Embryo biopsy - sexace, genomicka testace
Embryo splitting

Zona drilling

Odnéti vyloucenych blastomer (mikrochirurgie)




TRANSFER EMBRYIi

Chirurgicky transfer (historie)
Transcervikalni transfer




EMBRYOTRANSFER

Catheters for direct transfer




Foto Vinkler







VYSLEDKY ET

Zisk 5 - 8 embryi vhodnych k prenosu
z jedné SO

Zabrezavani prijemcu 50 - 80 %




IVP - IN VITRO EMBRYO PRODUCTION

Odbér oocytu
IVP

Prenos IVP embryi




DARCI OOCYTU

Nejhodnotnéjsi zvirata

Zvirata neschopna produkce embryi ve
vlastnim téle

superovulacni responze (stari, infertilita)
onemocnéni vejcovodu, delohy, krcku

Brezi zvirata
Telata - jalovicky starsi 2 mésicu




ODBER OOCYTU

Preparace a kultivace folikulu
izolované vajecniky

Aspirace folikulu
izolované vajecniky
laparotomie
laparoskopie
transvaginalni sonograficka aspirace
(ovum pick-up, OPU)
transvaginalni endoskopie




OPU

UTZ sonda s drzakem

Punkeni jehly

Podtlakova pumpa

Sbérny systém (hadicky, nadobky)




) ——Aspiration needle

Ultrasound transducer

~—Ultrasound
transducer

Velazquez 2014







OVUM PICK-UP
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OPU

Opakovana aspirace bez vyraznych zmen
na vajecnicich

Aspirace folikulu vétsich nez 2 mm

Schémata aspirace

1x tydné

2x tydné

2X MEesicné po superstimulaci
gravidni zvirata az do 3. - 4. mésice




IVP - IN VITRO PRODUKCE

IVM - In vitro maturace
IVF - in vitro fertilizace

IVC - in vitro kultivace




IVM - MATURACE

vyhledani oocytu (cumulus oocyte complex,COC)
promyvani ve wash médiu

nasledné promyti v maturacnim médiu

COCs preneseny do misky 4-well s maturacnim
médiem

maturace 22 - 24 hodin v inkubatoru s rfizenou
atmosférou

100% vihkosti
5% CO,
39 °C




MATUROVANE COCs




IVF - FERTILIZACE

priprava ID podle metodiky swimm-up

po promyti se prenesou maturované COCs do misky
4-well s fertilizacnim médiem s pridavkem heparinu

k COCs pridame vypocteny objem ID

Fertilizace probiha 20 - 22 hodin v inkubatoru s
fizenou atmosférou

100% vihkosti
5% CO,
39°C




FERTILIZOVANE QOCYTY




IVC - KULTIVACE

odstranéni kumularnich bunek z povrchu embryi
promyti embryi v kultivacnim médiu

preneseni embryi do 4-well misek s kultivacnim
médiem

kultivace 7 - 9 dni v inkubatoru s rfizenou
atmosférou

100% vihkosti
5% CO,

8% 0,

39°C







IVP - IN VITRO PRODUKCE

Nové trendy v IVP

IVM - in vitro maturace

- VyVOj slozeni maturacnich médii

IVFE - in vitro fertilizace

- vyuziti sexovanych inseminacnich davek

IVC - in vitro kultivace

- 3D kultivace, hydrogely




VYSLEDKY IVP

Nedosahuji urovné MOET, velmi variabilni

Produkce 20 - 40% prenosuschopnych embryi
Z oocytu zarazenych do IVP

Zabrezavani prijemcu 50 - 60%
Vlastnhosti potomstva

delSi gestace

vySSi porodni hmotnost (LOS, cisarské rezy)
vice bycku

kongenitalni malformace

perinatalni mortalita




EMBRYOTRANSFER

Skot
2000: 580 tis. transferu
480 tis. IVD (in vivo derived)
100 tis. IVP (in vitro produced)

2021: 1350 tis. transferu
350 tis. IVD
1000 tis. IVP




Dalsi vyuziti

transvaginalni punkce vajecniku

——

Aspirace folikularni tekutiny (biochemie,
endokrinologie, ABR)

n.d

nj

e
e

KCE C

o folikulu

KCE C

o Zlutého téliska

ntrafolikularni transfer oocytu
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needleholder disposable needle

Reprod Dom Anim 48, 790-794 (2013);
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis detected in the reproductive tract of cows from an infected herd
R Pribylova, | Slana, S Cech, A Kralova , | Pavlik




Veterinarni Medicina, 58, 2013 (10): 527-534
A new device for the aspiration of follicular fluid for acid-base balance
analysis in cattle
S. Cech, R. Dolezel, K. Holickova, E. Indrova, T. Kochova, M. Lopatarova, J.
Mala, A. Pechova, M. Zavadilova, L. Zilka

Theriogenology 89 (2017) 41-46
Impact of acute metabolic acidosis on the acid-base balance
in follicular fluid and blood in dairy cattle
E. Indrova, R. Dolezel, J. Novakova-Mala, A. Pechova, M. Zavadilova, S. Ce

C hment of aspiration syringg
‘syringe piston to the connecting




guide tube

needle holder with two
(aEELS

el




Intrafolikularni transfer oocytu

Oocyty injikovany do rijoveho folikulu
Inseminace

Ovulace, prostup embryi vejcovodem, vyvoj
embryi v déloze

Odbéer embryi




Intrafolikularni transfer oocytu




Intrafolikularni transfer oocytu




Intrafolikularni transfer oocytu

. _ needle
micromanipulator shortened straw
stainless stick

syringe




Intrafolikularni transfer oocytu

stainless steel needle
piece with
straw




Intrafolikularni transfer oocytu




Intrafolikularni transfer oocytu

SMZ800




locking of the handletzarpus of the injector covering the hanfikeltiah of the syringe plungigation of the syringe corpus

control pin of the handlebar

fixation of the syringe plunger transfer device
at the end of the handlebar
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Intrafolikularni transfer oocytu




Intrafolikularni transfer oocytu

Inseminace provedena v ¢ase IFOT nebo drive
(IFOT zralych nebo nezralych oocytu)
Odbér embryi 7 - 8 dnl po IFOT

Bypass pro VP

Maturation a fertilizace oocytu, vyvoj preimplantacnich embryi ve vejcovodu a v
déloze probiha v prirozeném prostredi

Vysledky IFOT

Neuspokojivé 10 - 15% z oocytu




Vyuziti transvaginalni endoskopie

Aspirace folikulu
Tubarni transfer embryi

Snaha zkratit externi periodu (in vitro) vyvoje

embryi (bez nevyhod chirurgickych metod nebo
laparoskopie z fossa paralumbaris).

Po tubarnim transferu 2-4 bunéénych embryi
v D2 nasleduje klasicky odbér a prenos v D7.




TUBARNI TRANSFER EMBRYI

medium 1-ml syringe
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medium glass capillary flushing medium




Odbér embryi v tubarni fazi vyvoje

- Klasicky odbérovy katetr zaveden do délohy.

- Kovova oliva pomoci endoskopu zaveden do vejcovodu
(fixace per rectum prsty).

- Vejcovod proplachnut 40 - 60 ml média, které vytéka
katetrem zavedenym v déloze.

-Klasicky vyplach délohy (300-500 ml média).




Odbér embryi v tubarni fazi vyvoje

Metal tube

Infundibulum
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