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Úvod
V˘znamnou souãástí metod

reprodukãních biotechnologií
jsou techniky zaloÏené na
embryotransferu. Geneticky
cenná embrya jsou získávána
pfiedev‰ím po superovulaci, ale
v˘znamná je také metoda 
produkce embryí v podmínkách
in vitro (IVP). Dle v˘roãních 
statistik Evropské spoleãnosti
pro embryotransfer se v roce
2011 se oproti pfiedchozím
letÛm, v˘raznû zv˘‰ilo mnoÏství
pfienosÛ IVP embryí skotu 
v Evropû a tento trend pokraão-
val i v roce 2012. V Evropû jsou 
z tohoto hlediska nejv˘znamnûj-
‰ími zemûmi Nûmecko, 
Nizozemí, Itálie a Irsko. V tûchto
ãtyfiech zemích dohromady bylo
v roce 2011 zrealizováno více
neÏ 80 % v‰ech pfienosÛ 
IVP embryí v Evropû. V âeské
republice se produkce IVP
embryí poãítá fiádovû na jedno-
tky maximálnû desítky kusÛ
roãnû. S nástupem metod 
genomické selekce v‰ak mohou
metody IVP získat nové 
uplatnûní. Je nutno dodat, 
Ïe okolní zemû vût‰inou nejsou
schopny vlastní in vitro
embrya pro chovatele pfiipravit.
To je pfiípad Polska, Slovenska,
Maìarska a dal‰ích zemí b˘va-
lého v˘chodního bloku.

Metoda fertilizace oocytÛ 
v in vitro systému umoÏÀuje
produkovat embrya od gene-
ticky cenn˘ch rodiãÛ, z oocytÛ
získan˘ch v prÛbûhu Ïivota
matek technikou transvaginální
aspirace (OPU) nebo oocytÛ 
získan˘ch post mortem, po
poraÏení vyfiazen˘ch krav 
z chovu z dÛvodu neplodnosti

nebo jin˘ch poruch zdraví. 
Tato metoda nabízí moÏnost pfii-
pravit embrya nejen od elitních
rodiãÛ hospodáfisky v˘znam-
n˘ch plemen, ale i od jedincÛ
vzácn˘ch plemen skotu. Tento
ãlánek popisuje pfiípad úspû‰né
aplikace metody IVP post 
mortem pro získání embryí 
od neplodné plemenice ple-
mene Belgické modrobílé.

Vynikající neplodná donorka
Plemenice CZ 113351-953 byla

narozená 11. 1. 2005 v ZD Ch˘‰È
po embryotransferu jako dcera
po známém belgickém plemení-
kovi Coliath de Ste Helene 
(ZBM-205). Tato plemenice 
v chovu dosahovala velice
dobr˘ch pfiírÛstkÛ a v dospûlosti
dosáhla hmotnosti úctyhod-
n˘ch 1045 kg, v kfiíÏi jí byla
namûfiena v˘‰ka 142 cm a za
zevnûj‰ek pfii lineárním hodno-
cení získala celkem 87 bodÛ.
V‰echny tyto hodnoty fiadí tuto
plemenici mezi absolutní ‰piãku
plemene, a to i v porovnání 
se zvífiaty ze zemû pÛvodu. 
Její matka CZ 2593-953 byla
odchována z dovezeného
embrya. Za jejího pÛsobení 

v chovu byla úspû‰nû superovu-
lována a vyplachována (celkem
5x) a poskytla 14 embryí. 
V chovu pak zÛstaly 2 její dcery,
plemenice CZ 113351-953 a její
pfiímá sestra z embryotransferu,
která bûhem Ïivota poskytla 
6 pfienosuschopn˘ch embryí. 
JiÏ jako jalovice obû tato 
zvífiata, dosahovala velmi
dobr˘ch rÛstov˘ch parametrÛ. 

Plemenice CZ 113351-953 byla
bûhem Ïivota 4x superovu-
lována. PfiestoÏe byly pozoro-
vány dobré pfiíznaky fiíje 
a inseminace probûhla bez kom-
plikací, nikdy se nepodafiilo
úspû‰nû vypláchnout embrya.
Ve skupinû jalovic a krav ple-
mene belgické modrobílé vystu-
povala jako bezproblémov˘ jedi-
nec. Nemûla problém s ovariál-
ními cystami a její pohlavní
cyklus probíhal v˘raznû 
a pravidelnû. BohuÏel tato 
plemenice nezabfiezla ani 
pfii klasické fiíji a inseminaci.
Anomálie na dûloÏním krãku,
která byla zfiejmá jiÏ pfii první
inseminaci, byla pravdûpodobnû
jednou z pfiíãin neúspû‰ného
v˘plachu. JelikoÏ plemenice
nezabfiezávala, bylo u ní pode-

Metoda Metoda in vitroin vitro fertilizace fertilizace post mortempost mortem: efektivní: efektivní
zpÛsob produkce embryí od neplodn˘ch zvífiatzpÛsob produkce embryí od neplodn˘ch zvífiat

❒  Plemenice CZ 113351-953 měla výborný exteriér (87 bodů) a v dospělosti
dosáhla hmotnosti 1045 kg (foto: Kamil Malát)
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zfiení na neprÛchodnost vejco-
vodÛ. To se stalo rozhodujícím
dÛvodem poráÏky v roce 2013.
Pfii poráÏce byly odebrány 
vajeãníky a transportovány 
do Laboratofie reprodukãních
biotechnologií V˘zkumného
ústavu veterinárního lékafiství 
v Brnû. 

Metoda iinn  vviittrroo produkce embryí
ppoosstt  mmoorrtteemm

V˘‰e popsané problémy pfii
standardní inseminaci i supero-
vulaci zabránili úspû‰né repro-
dukci tohoto vynikajícího zví-
fiete. Z tûchto dÛvodÛ byla zvo-
lena metoda IVP post mortem
vyuÏívající izolace oocytÛ z ová-
rií poraÏeného zvífiete. Pfii této
technice je v˘znamné otestovat
vhodnost vybran˘ch b˘kÛ pro
systém IVP. 

1) Test vhodnosti vybran˘ch
b˘kÛ pro systém IVP
V minulosti byly základním 

kritériem pro zafiazení b˘ka 
do IVP programu jeho v˘sledky 
v inseminaci. Jako spolehlivûj‰í
metoda se v‰ak ukázala testace
b˘kÛ pomocí oocytÛ jateãn˘ch
krav, kdy fertilizaãní schopnost
spermií je ovûfiována rychlostí
penetrace a efektivitou monos-

permického oplození. Z hlediska
predikce fertility bylo zji‰tûno,
Ïe u b˘kÛ úspû‰n˘ch v in vitro
systému byla kapacitace spermií
a penetrace do oocytÛ v˘raznû
rychlej‰í neÏ u b˘kÛ prÛmûr-
n˘ch. 

Pro tento test byly oocyty 
získávány z ovárií jateãn˘ch krav.
Pro testaci spermií byly selekto-
vány pouze morfologicky kva-
litní oocyty, které se nechaly
dozrát v podmínkách in vitro.
Následnû byly dozrálé oocyty
fertilizovány vybran˘mi b˘ky.
Vzhledem k citlivosti b˘kÛ k rÛz-
n˘m koncentracím heparinu byl
v tomto pfiípadû také testován
vliv dvou rÛzn˘ch koncentrací
heparinu na fertilizaãní schop-
nost b˘kÛ. V tomto testu tedy
byli testováni dva b˘ci a dvû
rÛzné koncentrace heparinu. 
Na základû tûchto v˘sledkÛ 
byl vybrán b˘k a zároveÀ pro 
nûj vhodná koncentrace hepa-
rinu. Je nutno dodat, spolu byli
srovnáváni dva b˘ci a Ïe motilita
byla u vybraného b˘ka v˘raznû
niÏ‰í (35 %) neÏ u b˘ka, kter˘
nebyl vybrán a byl v systému 
IVF neefektivní (60 %). Po sepa-
raci spermií pfied fertilizací se
v‰ak rozdíly smazaly a pfii vlast-
ním IVF byl vybran˘ b˘k v˘raznû
efektivnûj‰í (celková úãinnost

fertilizace byla 80,5 % oproti 
25 % u nevybraného b˘ka). 
Je obecnû známo, Ïe vynikající
v˘sledky b˘kÛ v inseminaci
nejsou zárukou dobr˘ch
v˘sledkÛ pfii in vitro fertilizaci. 
Z tûchto dÛvodÛ je nezbytné
vÏdy pouÏívané b˘ky tímto 
zpÛsobem otestovat. Tento 
test ov‰em není nutné u kon-
krétního b˘ka znovu pfied dal‰í
fertilizací opakovat.

Pro in vitro fertilizaci byl 
v tomto pfiípadû vybrán b˘k
státního registru ZBM-223
Lorenc. Tento plemeník pochá-
zel také z chovu ZD Ch˘‰È na
stáji zootechnika pana Oldfiicha
Rozsévaãe. Lorenc je bezpo-
chyby doposud nejlep‰ím 
belgick˘m plemeníkem z do-
mácí produkce. Své kvality
potvrdil nejenom excelentním
zevnûj‰kem, za kter˘ byl ohod-
nocen celkem 82 body, ale
zejména sv˘mi rÛstov˘mi para-
metry, kter˘ch se dosud 
Ïádnému jinému b˘kovi 
z domácí produkce nepodafiilo
dosáhnout. V jednom roce
Lorenc váÏil 604 kg a mûfiil 
131 cm, coÏ je o více neÏ 130 kg
a 10 cm lep‰í v˘sledek neÏli 
prÛmûr v‰ech doposud vybra-
n˘ch b˘kÛ! Vynikající jsou rov-
nûÏ jeho plemenné hodnoty
zejména pro zevnûj‰ek a rÛst 
v pfiímém efektu. Pierre Mallieu,
fieditel belgické plemenné
knihy, jej pfii své náv‰tûvû v âR
oznaãil za b˘ka, kter˘ se sv˘mi
kvalitami smûle vyrovná nejlep-
‰ím inseminaãním plemeníkÛm
v Belgii.

❒  Pro in vitro fertilizaci byl vybrán býk Lorenc (ZBM-223) pocházející z chovu
ZD Chýšť (foto: Kamil Malát)

❒  Oocyty skotu těsně po izolaci 
z vaječníků poražených krav. Tyto
oocyty zrají v in vitro podmínkách 
24 hodin a poté jsou fertilizovány
spermiemi vybraného býka 
(foto: Michal Ješeta)
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2) Produkce embryí in vitro
Plemenice CZ 113351-953 byla

poraÏena na jatkách 4. den
pohlavního cyklu a její ovária
byla transportována do labora-
tofie pfii 34,5 °C. OkamÏitû po 
pfiíjezdu byla ovária zpracována
a byly vyizolovány jednotlivé
oocyty vhodné pro in vitro zrání.
Podafiilo se z obou ovárií 
vyizolovat celkem 20 oocytÛ,
které byly pfieneseny do zracího
média M199. Oocyty získané
touto metodou byly rozdûleny
do dvou skupin dle morfologic-
k˘ch znakÛ. Pro tyto potfieby byl
hodnocen stav cytoplazmy
oocytu a morfologie kumulární
vrstvy obklopující oocyt. 
Izolované oocyty zrály po dobu
24 hodin pfii teplotû 38,5°C 
v regulované atmosféfie obsahu-
jící 5 % CO2. 

Po in vitro zrání byly oocyty
fertilizovány v IVF médiu. 
Inseminaãní dávky byly rozmra-
Ïeny ve vodní lázni a následnû
byly izolovány motilní. Pro inse-
minaci oocytÛ bylo pouÏito IVF
médium obsahující 1x106 sper-
mií/ml a 1,8 USP/ml heparinu. 
Za 12 hodin po inseminaci 
byly oocyty pfieneseny do kulti-

vaãního média s monolayerem
BRL bunûk. V tomto prostfiedí
byla embrya dále kultivována po
dobu 7 dní.

Po 7 dnech byla sebrána
embrya vhodná pro kryokonzer-
vaci. Po kultivaci bylo celkem
získáno 10 blastocyst. Úspû‰nost
embryonálního v˘voje byla 
paradoxnû vy‰‰í u oocytÛ s dob-
rou morfologickou kvalito neÏ 
u oocytÛ klasifikovan˘ch jako
vynikající. Tento stav se u nûkte-
r˘ch zvífiat vyskytuje a jen potvr-
zuje subjektivitu morfologické
klasifikace. Odebraná embrya
byla zamraÏena standardním
zpÛsobem (pomocí zmraÏovaãe
Planner Kryo) a následnû pfiene-
sena do tekutého dusíku, kde
jsou uchována aÏ do transferu
do pfiíjemkyÀ.  

Závûr
Metoda IVP post mortem

nabízí efektivní moÏnost jak
vyuÏít genetick˘ potenciál samic
s reprodukãními problémy,
které jiÏ pravidelnû necyklují.
Alternativou k metodû IVP post
mortem je metoda získání
oocytÛ metodou OPU (ovum
pick up). Metoda OPU je 
transvaginální aspirace oocytÛ z
antrálních folikulÛ, kdy není
nutné hormonálnû stimulovat
donorku. U zvífiat cyklujících lze
na jedno OPU získat 8–10 oocytÛ,
po jejichÏ fertilizaci v prostfiedí
in vitro mohou b˘t pfiipravena
aÏ 4 embrya (prÛmûr v EU 
1,6 embrya/OPU). Pokud je
neplodnost zpÛsobena neprÛ-
chodností vejcovodÛ a funkce
vajeãníkÛ zÛstává zachována,
tak lze tímto zpÛsobem získat
kvalitní embrya. Bûhem metody
OPU/IVF nejsou vejcovody
vÛbec v kontaktu s oocytem.
Nejprve je oocyt aspirován

pfiímo z folikulu na ováriích a po
IVF je embryo pfieneseno 
zpût rovnou do dûlohy. Navíc 
v nûkter˘ch pfiípadech aspirace
antrálních folikulÛ z vajeãníkÛ
neplodn˘ch zvífiat nastartuje
folikulogenezi a stimuluje ovari-
ální cyklus. 

Metoda pfiípravy IVP embryí 
je nároãná pfiedev‰ím z hlediska
nezbytné testace v‰ech pouÏi-
t˘ch médií a aditiv. V˘znamné 
je také otestování kaÏdého b˘ka
a jeho vhodnosti pro IVP
systém. I pfies tyto skuteãnosti
má tato biotechnologická
metoda své nesporné v˘hody.
Je v‰ak tfieba poznamenat, Ïe

telata narozená po IVP mají ãas-
tûji vy‰‰í porodní hmotnost, coÏ
mÛÏe pfiiná‰et komplikace 
v podobû vy‰‰ího v˘skytu pro-
blematick˘ch porodÛ. Pfii
správné spolupráci chovatele 
s veterinárním lékafiem v období
porodu lze v‰ak tûmto problé-
mÛm velice úãinnû pfiedcházet.
V tomto pfiípadû získal chovatel
10 blastocyst od plemenice, 
u které se v minulosti marnû
snaÏil o získání telete. Z praktic-
kého hlediska je nutno pozna-
menat, Ïe vlastní náklady na
tuto metodu jsou srovnatelné 
s náklady na superovulaci.
Metoda IVP je sice metodicky 
a organizaãnû nároãnûj‰í, ale
ãasto mÛÏe b˘t jedinou cestou
jak získat tele od neplodné 
plemenice. Laboratofi repro-
dukãních biotechnologií pfii V˘z-
kumném ústavu veterinárního
lékafiství v Brnû poskytuje cho-
vatelÛm metody in vitro pro-
dukce embryí skotu jiÏ od deva-
desát˘ch let minulého století. 
V minul˘ch letech sice zájem 
o tyto metody poklesl, ale 
i v souãasnosti mÛÏe metoda
IVP pfiedstavovat uÏiteãn˘
nástroj ve ‰lechtûní skotu.
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❒  Expandované blastocysty skotu 8 dní
po fertilizaci vhodné pro yokonzervaci
nebo přenos do příjemkyň 
(foto: Michal Ješeta)

Morfologická Počet izolovaných Počet dělících Počet zmrazitelných

kvalita oocytů oocytů se embryí  blastocyst  
po 7 dnech po 7 dnech

vynikající 8 6 (75 %) 3 (37,5 %)
dobrá 12 11 (91,7 %) 7 (58,3 %)

Celkem 20 17 (85 %) 10 (50 %)

Efektivita in vitro fertilizace a vývoj embryí 7 dní po inseminaci


