LABORATORNI PRODUKCE EMBRYI
Z POHLEDU CHOVATELE

Doc. Ing. Jifi Sichtaf, Ph.D.
EmbryolLab s.r.o.




Zpusoby produkce embryi skotu

m In Vvivo m In vitro
- Embryotransfer - Laboratorni produkce embryi (IVPE)




IVP embryos

Celosvetova produkce embryi skotu

A B

18x10° - Africa 12x10% =
16x10% 4 Asia
10x10% = — Europe
14x10°+ w— N America
= Oceania
12x10°4 8x10° = s & America
w— Total
10x10°+
6x107 <

8x10°<

IVD embryos

6x10°4

4x10°

“1“""/—\’_/_\‘
2x10°
R A R R R R I R R R

Year Year

Embrya z laboratore Embrya z embryotransferu

2x10°




ProC zacit premyslet nad IVPE?

PREKONANI PROBLEMU ZACHOVANI ZKRACENI
PRI REPRODUKCI HODNOTNEHO GENERACNIHO
(PORODU) GENOTYPU INTERVALU

SIROKA PESTROST SNIZENT NAKLADU NA

DARKYN NEBO DARCU G MENSI HORMONALNI

ZATEZ (?)

11l RYCHLEJSI A EFEKTIVNEJSI DOSAZENI SLECHTITELSKEHO CILE!!




Jak ziskame embrya ,z laboratore“?

m Casove, financné a technicky naroéna procedura

m zahrnuje nékolik na sebe navazujicich kroku
- Kazdy je stejné dulezity!!!!

m vybér darkyné

m sbér oocytu (OPU)

m in vitro zrani (IVM)

m in vitro fertilizace (IVF)

m in vitro kultivace embryi (IVC)

B prenos nebo kryokonzervace




Od jakych plemenic muzu ziskavat vajicka?

m Jalovice
- Prepubertalni (spise laparoskopicky)
— Lepsi v puberté - prirozena hormonalni stimulace oocytu (rijové cykly)
- Brezi
m Kravy
- Jiz od cca 20. dne p.p.
- Anestrické
- Acyklické
- CykKlujici
- Brezi (1. trimestr - nebo dokud dosahneme na vajecniky)

m Oproti tomu klasicky ET
— Cyklujici plemenice od cca 12-13. mésicu




Na co myslet pri vybéru darkyne?

m velmi dalezity vychozi bod
- ne kazda samice je vhodna darkyné

m nutno vénovat dostatecnou pozornost vybéru
- musi byt zohlednéno nékolik aspektu, které se posuzuji jako celek

]

zdravotni stav
vek
velikost

temperament
reprodukcni stav (jalovice, krava po porodu, brezi, acyklicka, anestricka,...)

reprodukeni vykonnost (zabrezavani, porody)




Zazemi pro provadéni OPU

m Fixace
- Trefujeme se jehlou do nékolikamilimetrovych folikulu
- Prakticky neznatelny pohyb darkyné pohne i vajenikem
- Bez fixacni klece to opravdu nejde

m Oocyty jsou velmi vnimavé na teplotni Sok

- Zasadni je zachovani cca 37 °C po celou dobu
manipulace

— Okolni teplotni podminky alespon >15°C

m Cistota ,laboratore“ v terénnich podminkach
- Nekuracké, neprasné, ¢isté a vyhraté prostredi







Ovum Pick Up

m Ultrazvukovy pristroj + aspiracni aparatura

m Vakuova pumpa

m Termoblok

Transvaginal
Probe
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Kolik se ziska vajicek? Zalezi na darkyni...

Vajicka se aspiruji z folikull o velikosti 2 - 8 mm

Zalezi na predchozi pripravée
- RUzna schémata hormonalni stimulace folikularniho rustu

Siroky rozsah - vajicka ziskame ze 30-80 % folikull pfitomnych na vajeéniku

Prumérné 50-60 %
- 10 folikult = 5 vajiéek




Jak casto se daji ziskavat oocyty z jedné darkyné?
m VétSinou 1 x tydné (nékdy i 2 x - v rozmezi 3-4 dni)

m 1x14dni(,lehkd“ stimulace s FSH)

- Presto se da ziskat vice embryi z 1 x tydné protokolu (!vice
navsteéyv, vice fertilizacnich a inkubacnich cyklu...cena?)

m Cca 1 za mésic
- Klasicka hormonalni stimulace jako pri ET
- Vétsi vytéznost vajicek vs. ménée casté vyuZiti plemenice

m Jateény material - jednorazové 20 - 30 oocytu
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Co se déje s oocyty v laboratori

m aspirované oocyty neschopné oplozeni

m nutno nechat dozrat do Mll faze

m prevoz do laboratore
- snaha simulovat in vivo podminky

m n vitro zrani oocytu I = >
- Ne vsechny oocyty jsou vhodné | \ |
- Kontroluje se kvalita |

- Cca 24 hodin pri 38°C v 5% CO,,




Oplozeni a nasledna kultivace embryi

m K dostani semeno byku vhodnych k IVP

m Spermie + oocyty na 24 h pri 38°C do CO,

m Kultivace embryi
- 7dni, 38°C, 90 % N,, 5 % CO,

Invitro In vitro
maturation fertilization .
(24 h) (15-18 h) In virro culture
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Grade 1

Total IvC and 2 Embrvos Embryos/
o I Donor Group/Quantity of OPU:; Oocytes Oocytes Oocvtes/ Cleavage e? Embryos/IVC Grade 1
Vyteznost Oocyte Cperper O nae P oootes  ana
OPU OPU Oocytes Oocytes
> 20 oocytes per OPU 517 34.1 29.2 35% 78% 7.7 26% 64%
<10mo Heifers 65| 343 | 28.0 33% 69% 4.8 17% 42%
m OPU

>10mo Heifers 771 294 | 26.2 41% 76% 7.0 27% 57%

o) .
- 20-90 % Lactating Cows 117] 321 27.5 30% 77% 6.7 24% 70%
o Dry Cows 258] 36.4 | 31.3 37% 81% 9.1 29% 68%

- Cca 50 % Y
> 10-20 oocytes per OPU 1193 17.0 | 145 35% 78% 4.1 28% 69%
<10mo Heifers 157 165 | 143 34% 74% 3.2 22% 56%
. Zrém’do M II >10m§ Heifers 3851 16.2 | 14.2 39% 81% 4.6 32% 71%
Lactating Cows 2570 173 | 147 27% 77% 3.5 24% 77%
- 60-80 % Dry Cows 393 179 | 149 37% 79% 4.5 30% 68%
<10 oocytes per OPU 1524 8.2 6.2 31% 78% 1.7 27% 67%
<10mo Heifers 177] 8.2 6.5 30% 76% 1.5 23% 59%
. >10mo Heifers 7101 7.9 6.2 34% 80% 1.9 30% 71%

m Vyvoj embrya ,
Lactating Cows 3711 8.0 6.3 23% 74% 1.5 23% 77%
- 60-80 % Dry Cows 266] 9.0 6.5 35% 79% 1.7 26% 55%
TOTAL 3233 156 | 13.0 34% 78% 3.6 27% 67%
<10mo Heifers 399] 15.7 | 13.1 33% 73% 2.7 21% 52%
m Do blastocysty >10mo Heifers 1174 12.0 | 10.2 37% 80% 3.1 30% 69%
o Lactating Cows 7450 15.0 | 125 27% 76% 3.0 24% 74%
- 40-50 % Dry Cows 917 _20.5 | 17.1 36% 80% 5.0 29% 66%




Vybér prijemkyné embryi

Prenasi se do prijemkyn 7. den po riji!

- Nutno odsledovat riji (pedometry + vizualni detekce)
LepsSi pripravit vice prijemkyn
Krava nebo jalovice?

— Jalovice lepsi zabrezavani X pouzity byk a snadnost teleni
- Kravy jistéjsi volba, druha treti laktace...?
Zdravotni stav
- ldealné: zdrava v prubéhu predchoziho pul roku
BCS
- 2,5 - 3,5 (pokud mimo, pak se zabrezavani snizuje)

Pravidelné rijové cykly, vysetreni ultrazvukem (vajecniky ale i déloha!)



Prenos embryi

m Nechirurgicky, atraumaticky prenos embrya do délozniho rohu s
detekovanym CL

m U in vitro embryi dulezita zejména: presnost, Setrnost, rychlost
m U konzervovanych embryi to plati dvojnasob
m Kvalita embryi NE vzdy primo koresponduje s uspésnosti zabrezavani

m Prenos Cerstvych a konzervovanych embryi stejné kvality cca - 10%
zabrezlych

Hand grasping cervix




Kryokonzervace = vitrifikace

m Existuje nékolik moznych postupu a metod vitrifikace

m Oproti pomalému mrazeni nékolikanasobné vystaveni vysokym koncentracim
kryoprotektantu (netvori se led. krystaly, ale sklu podobna struktura)

- Nutnost promyti po rozmrazeni (limitujici prvek?)

Exposureto VS Open pulled straw Warming/VS removal
100 embryos/well (OPS) 100 embryos/well
(800 ul medium) (800 pl medium)

' VS1-1min

C v..

7

0.4M sugar 0.4 M sugar

0.2M suga/ Only BM
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Vyhody in vitro produkce embryi

m Kratky interval mezi jednotlivymi odbéry (oocytu)
- Qocyty Ize ziskavat az do konce prvniho trimestru brezosti

m Hormonalni (ne)stimulace
- moznost volby pro chovatele s mensim ¢i vétsim poctem darkyn

m Mladé jalovice
- Alespon 10 mésicu
— Nicméné horsi vysledky
m Brezi darkyné
m Siroké vyuZiti spermatu TOP byk{
- Teoreticky zle oplodnit kazdy oocyt jednou ID (nebo jeji casti)
- Nebo Ize vyuZit rizné ID na nékolik skupin oocytu




Nezapominejme na obchodovani embryi!

Kde se v CR berou geneticky Spickova embrya obohacujici chovy dojeného nebo
masného skotu?

- NAKUPUJI SEN
Mezi chovateli v CR je obchodovani s embryi pomérné podcefiované

Ale proc??? ,Genetiku“ na to mame!

Chybi centralni databanka embryi?
Chybi sluzba, ktera by zajistila vSe od ,A do Z“?

At uz se jedna o embrya ziskana pomoci vyplachu délohy nebo vyrobena v
laboratori, vzdy ma smysl premyslet o ekonomickém profitu z prodeje!



Jsou in vitro a in vivo embrya jina?

m ANO

- Exprese genu, abnormality chromozomu, prezitelnost mrazeni,
ultrastrukturalni zmeény, metabolismus embryi, morfologie

m V zasadeé je na viné rozdil mezi inkubaénimi podminkami
- Dynamicky vyvoj ve vejcovodu vs. Statické podminky v inkubatoru

m Ztoho duvodu se neustale vénuje velké usili optimalizaci inkubacnich podminek

m | pres vySe uvedené je to vyuzivana a nezastupitelna biotechnologie ve Slechténi
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,Puleni” embryi

m USA 1982-2006: 2664 telat z pulenych embryi
m Pramérné 100 za rok

m 15000-20000 roc¢né klasickym ET

m 1988 pulenych embryi = 50,2% brezost
- 100,4 % pro ,embryo*“

Figure 8.14. (A) Steel microsurgical blade attached to micromanipulator for bisection of embryos held in microdrops of embryo
holding medium on the bottom of a Petri dish. (B) Demi embryos after bisection viewed from below with an inverted microscope

through the bottom of a Petri dish. Note scratch from blade on the bottom of the Petri dish.
| ]



Urcovani pohlavi embryi

m V pocatcich slibna a vitana technologie

m Problém ale v presunu embryi z laboratore
na farmu

m V dnesni dobé spise pouziti sexovaného
ejakulatu

Polymerase chain
reaction (PCR)

DNA analysis
2 3 45

Calf with known genotype



Genotypizace IVP embryi...budoucnost?

Ovum-pick-up In vitro In vitro In vitro Biopsies and
(OPU) maturation fertilization culture of cryopreservation
of oocytes  of oocytes oocytes of embryos
(IVM) (IVF) (IVC)

0O-C ©-0 /’ /

Genomic selection
of embryos




Dekuji za pozornost!

Embry@{.ab

The ART of embryo production
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