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Klonovani koni a jeho vyuziti v dneSni dobé

Souhrn

Klonovani jako reprodukéni metoda se ¢im dal tim vice dostdva do poptedi a vchazi tak
do podvédomi chovatelil a majiteli koni.

Bakalatska prace ve formé literarni reSerSe pojednava o problematice klonovani koni jako
takové. Uvodni ¢ast je vénovana struénému seznameni s pribdhem oplozeni, embryonalnim
vyvojem a v neposledni fadé s obecnou historii klonovani. Oproti ostatnim hospodaiskym
zvitatim se sv€t docCkal prvniho komiského klonu az vroce 2003. Prvnim klonovanym
konovitym bylo hiibé muly odvozené zbunc¢k embryoblasti 45 dnl starého plodu. Ve
stejném roce vyzkumny tym Cesara Galliho pfisel se zpravou o prvnim klonovaném hiibéti
vytvofen¢ho z fibroblasti dosp€lého jedince. Nésledujici ¢ast prace se zabyva metodami
klonovani. Nejpouzivangjsi metodou je prenos jader somatickych bunck (SCNT). Tu miizeme
shrnout do tii krokt. Prvni fazi je enukleace oocytii (vyjmuti jadra). V nasledujicim kroku se
jedna a nukleéarni transfer neboli vlozeni darcovskych bunék do prazdného vajicka a nasledna
aktivace rekonstruovaného embrya. Posledni Cast se zabyva kultivaci klonovaného embrya in
vitro a naslednym embryotransferem do klisny piijemkyné¢.

Druha cast literarni reSerSe pojednava o vyuziti klonovani v dne$ni dobé. Ziajem o
technologii SCNT vyrazn¢ vzrostl, o cemz svédéi n€kolik komercnich spolecnosti
zabyvajicich se klonovanim koni. Do roku 2018 bylo v nejméné Sesti zemich vyprodukovano
vice nez 370 klont. Davodii pro klonovani je hned né€kolik. Prvnim a nejCastéjSim je
zachovani genetického fondu zvitat, ktera by se dale nemohla rozmnoZovat (nemoc, thyn,
kastrace). Dal$im divodem muzZe byt uchovani genetického materidlu ohrozenych plemen
(kinn Prevalského). Nejcastéji se setkavame s klonovanim Spi¢kovych koni, ktefi dosahli
vyjimecnych sportovnich vykont.

Posledni ¢ast bakaldfské prace shrnuje zdravotni a etické aspekty klonovani. Zdravotni
stav kloni po narozeni vyzaduje intenzivni péci. Ve vétSiné piipadii se jednd o bézné
problémy a onemocnéni, kterd doprovazeji 1 neklonovana hiibata. Doposud existuje malo
studii o souvislostech poporodnich komplikaci a metody klonovani. Finalni kapitola
pojednava o etickych aspektech a nazoru veifejnosti na danou problematiku.

Klic¢ova slova: klonovani, oocyt, equinni reprodukce, embryo, etika



Equine cloning and its current usage

Summary

Cloning, as an equine reproductive method, has become ever more relevant and as such, is
on the mind of many a horse breeders and owners.

This literary research paper focuses on the problematic of the horse cloning itself. The
foremost part is dedicated to a brief introduction of the impregnation process, embryo
development and general history of cloning. Unlike in the case of other farm animals, the
horse was first cloned as late as in 2003 and it was a mule foal derived from the embryoblast
cells of a 45 days old foetus. In the same year, the research team of Cesare Galli announced
the first cloned foal created from an adult individual fibroblasts. The following part of this
thesis focuses on the cloning methods. The most frequent method is the transportation of the
somatic cells” (SCNT) nuclei. That can be summarised into three phases. The first phase is an
enucleation of oocytes (nucleus extraction). The second phase is a nuclear transfer, i.e.
insertion of donor cells into an empty egg after which an activation of a reconstructed embryo
follows. The third phase deals with the cultivation of the cloned embryo in vitro and the
following embryotransfer into the mare-recipient.

The second part of the literary research discusses the utilisation of cloning nowadays. The
SCNT technology has become a subject of significantly increased interest, the proof of which
being several commercial entities that focus on horse cloning. By 2018, at least 370 clones
were produced. There are several reasons for an increased exploitation of this cloning method.
The first and foremost is a gene pool preservation for animals that could not further reproduce
(sickness, death, castration). Another reason may be a preservation of genetic material of
endangered breeds (Przewalski's horse). The most frequent reason for cloning is, however,
cloning of high-end race horses that achieved exceptional results.

The final part of this paper summarises medical and ethical aspects of cloning. The health
condition of clones requires an intensive care after birth. In majority of cases, the problems
and illnesses are common and would affect non-cloned foals as well. Very few studies have
been made so far, that would elaborate on the correlation of post-birth complications with the
cloning methods. The final chapter then assesses ethical factors and opinions of wide public
on the topic of cloning.

Keywords: cloning, oocyte, equine reproduction, embryo, ethics
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1. Uvod

Klonovani je definovano jako vytvareni nového jedince geneticky shodného (identického)
s ptfedlohou. Ackoli se dnes bézné provadi v laboratotfich po celém svété, v piirode pripady
klonovani zvitrat existovaly jiz diive, a to ve formé jednovajecnych dvojcat. V dneSni dobé
pouzivand laboratorni technika byla plivodné pievzata od niZSich Zivocichli (Maserati &
Mutto 2016). Klonovani ve srovnani s ostatnimi metodami asistované reprodukce (ART) je
zasadné odlisné, jelikoz cilem je zreprodukovat dané zvite, zatimco pomoci ostatnich metod
je vyprodukovéan novy jedinec (Campbell 2016). Klonovani zvifat jako reprodukéni technika
se dockalo rychlého vzestupu koncem 20. stoleti, kdy se tymu profesora lana Wilmuta povedl
revoluéni uspéch. Naklonovat savce pomoci somatickych bunék z dospélého jedince.
Narozeni ovce Dolly odstartovalo pouziti metody pienosu jader somatickych bun¢k (SCNT),
ktera se stala nejvyuzivan¢j$im zptisobem klonovani.

Zajem o technologii SCNT u koni vyrazné vzrostl od doby, kdy se v Italii v roce 2003
narodilo prvni klonované hiibé (Hinrichs 2006). Svéd¢i o tom narlst komer¢nich spolecnosti,
které se touto asistovanou reprodukcéni metodou zabyvaji. Dle Maserati & Mutto (2016) jsou
zakladnimi vyhodami jaderného ptfenosu u koni:

1) Genetickd kryokonzervace bunék nebo tkan¢ starSich zvitat, kterd jiz nejsou
reprodukéné aktivni.

2) Kryokonzervace genetického materidlu ohrozenych plemen.

3) V reprodukénich centrech koni, kde se nachazi vice darcovskych klisen s vysokou
genetickou hodnotou.

4) Obnoveni genetického fondu starych ¢i uhynulych zvifat.

Navzdory vSem novym uspéchiim v poslednich letech, jsme stdle jeSt¢ daleko, abychom
dosahli kompletniho pochopeni vSech mechanismt, které stoji za transformaci jediné
diferencované buiiky v plnohodnotny a zivotaschopny organismus. Zejména u koni se ukazal
potencidl zachovani tkan¢ zvifete s cennou genetikou jako reprodukéni vyhodou. Zvlasteé pak
u valachli nebo jedinct, ktefi uhynuli. Tento fakt svéd¢i o moznosti vyuziti klonu koni
v chovu, kdy jinak by tito jedinci neméli moznost se dale reprodukovat (Gambini & Maserati
2018).



2. Cil prace

Cilem této prace je popsat soucasné poznatky a metody z oblasti klonovani koni.
Shromazdit informace o jeho vyuziti v dneSni dob¢ a zpracovat literarni reSerSi s vyuzitim
dostupnych zdrojt.



3. Literarni reSerse

3.1 Fertilizace a embryonalni vvvoj

3.1.1 Strucny popis fertilizace

Fertilizace neboli oplozeni je specificky biologicky proces, jimZz je odstartovan vyvoj
jedince a je charakterizovadna jako spojeni samici a samci pohlavni buiiky a tvorbou zygoty.
Dalsim vyvojem zygoty v prubéhu blastogeneze, organogeneze a histogeneze vznika novy
jedinec. Samotné oplozeni je slozity proces, doprovazeny cytologickymi, fyziologickymi a
imunologickymi zménami (Marvan et al. 1992).

Priibéh oplozeni popsan dle Dolezela (2003):

- Prinik spermie k mukoproteinovému obalu vajicka (zona pellucida) pies zbytky
corona radiata (denudace, akrozomalni reakce, aktivni pohyb spermie)

- Uchyceni hlavi¢ky spermie na zona pellucida (kompatibilita vazebnych mist)

- Zonarni reakce (zmény v zona pellucida zabranujici navazani dalsi spermie)

- Penetrace spermie pies zona pellucida (akrozomalni enzymy, vlastni pohyb spermie)

- Uchyceni hlavicky na membrana vitellina (mensi specifita ve srovndni se zona
pellucida)

- Vitellini blok (zmény v membrana vitellina zabranujici prunik dal§i spermie, flze
plasmatickych membran)

- Dokonceni meiotického zrani a pfeména ve vajicko — ovum (vylouceni II. polového
téliska, rozpad jaderné membrany)

- Syngamie (dekondenzace chromatimu spermie i vaji¢ka, tvorba pronuklet a splynuti
jader)

Fertilizace je zavrSena zmizenim prvojadra, kdy je nahrazeno skupinami chromozomu
spojenych v profazi prvniho dé€leni (Reece 2011). Jestlize nedoslo k oplodnéni, vajicko zacina
klesat vejcovodem do délohy a s nim rapidné¢ klesa i Sance na oplozeni. Neoplozené vajicko
posléze sestoupi do délozniho rohu, kde zanika a klisn¢ nastupuje novy estralni cyklus. Pokud
dojde k fertilizaci, oocyt se zaCina d¢lit (ryhovat) a nastava dalSi cast procesu a tou je
embryondlni vyvoj.



3.1.2 Faze embryonalniho vyvoje

Vyvojové stadium délime na obdobi prenatalni, toto obdobi za¢ind oplozenim a konci
porodem. Nasleduje obdobi postnatélni, které zacind narozenim a konci smrti. Embryonalni
vyvoj jako takovy je klicovy pro spravné fungovani organismu po cely zivot jedince. Po
uspésné fertilizaci nastdva dlouha cesta k porodu zdravého hiibéte — u koni je délka biezosti
v pruméru 333 dni. V praxi se za akceptovatelnou délku gravidity povazuje rozmezi mezi
320-360 dny. Oplodnéné vajicko, které se nachdzi v prvni fazi vyvoje, nazyvame zygota.
Vzniklé embryo je diploidni a za€ina se mitoticky délit (Marvan et al. 1992).

Po dvaceti¢tyfech hodinach od oplozeni se zygota rozdéli na dvé blastomery. Toto déleni
nazyvame ryhovani, blastomery se postupné zmenSuji, zatimco plivodni velikost oocytu
zustava zachovana (Marvan et al. 1992). V této fazi dochézi ke ztrat€¢ vnéjsi vrstvy corona
radiata, zatimco oplodnéné vajicko se stale nachézi v zona pellucida, kde se dale d€li na Ctyfi
blastomery (48 hodin), osm blastomer (72 hodin), $estnact blastomer (96 hodin). Ctvrty den
déleni je zarodek tvofen 16-32 blastomerami a je oznacovan jako morula. Morula se v této
fazi stale nachazi uvniti zona pellucida (Davies Morel 2020).

Piiblizn€ Sesty den od oplodnéni se zarodek zacne presouvat z vejcovodu smérem
k déloznimu rohu. Mezi 6. -16. dnem gravidity zarodek kontinualné migruje v rozsahu celé
délohy. Pohybujici se embryo vysila biochemické signaly, které informuji organismus matky
o piitomnosti zarodku a brani nastupu dalsiho fijového cyklu. Dal§im divodem migrace je
vyziva embrya zajiStovana sekreci déloznich Zlazek produkujicich ,,délozni mléko*. Bylo
zjisténo, ze transuterinni migrace neni jednoduchy jednosmérny pohyb, ale embryondlni
vacek obchazi své kone¢né misto uchyceni nékolikrat za den, pficemz prochazi celou délkou
kazdého délozniho rohu a téla délohy (Ginther 1983; Ginther 2010). Pohyblivost se zvySuje
v prubé¢hu 9. a 10. dne od fertilizace. Maximalni pohyblivosti dosahuje 12. dne, kterd se pak
udrzuje az do 15. dne (Ginther 2021). Béhem této faze se embryo pohybuje v oblasti
dé€loznich rohti vice nez pied tim (Ginther 2010).

V osmi dnech se bunky moruly za¢nou diferencovat na zarodecny tercik, blastocel a
trofoblast (Kovaiikova 2012). Uvnitf moruly se formuje dutina a toto zdrode¢né stadium
vytvaii blastocystu (Reece 2011). Dalsi diferenciace je patrnd ve stddiu Casné a pozdni
blastocysty. Casna blastocysta je charakteristicka tvorbou blastocelu, ktery se zvétiuje, ale
stale se nachéazi uvnitt zona pellucida. Pozdni neboli expandovana blastocysta v diisledku
zvétsovani blastocelu ztraci perivitelinni prostor za soucasného ztencovani zona pellucida,
ktera pozdéji praska a blastocysta se uvoliuje k dalsimu vyvoji (Marvan et al. 1992). Devaty
den se zacinaji tvotit zarodecné listy ektoderm a endoderm. Tieti zdrodec¢ni list, mezoderm, se
vytvari ¢trnacty den. Tyto tii zarodecné listy slouzi pro nasledovny vyvoj placentarnich a
embryonalnich tkani (Kovatikova 2012).
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V pfipadé¢ placenty tvoii ektoderm wvné€jsi bunéénou vrstvu, kterda je v kontaktu
s endometriem. Mezoderm tvoii cévy a systém prenosu zivin v placenté. Endoderm tvori
vnitini bunécnou vystelku, ktera se stane alantoickym vakem (Davies Morel 2020). Co se tyce
embryondlnich tkdni, tak z ektodermu se diferencuji tkané a organy, které jsou ve styku
s vnéjSim prostfedim. Z entodermu vznikaji orgény travici a dychaci soustavy, §titné a
pfistitné zlazy, brzlik, ostrivky slinivky bfisni a prvopohlavni bunky. Z mezodermu se
diferencuji tkané a organy s podpurnou funkci, které slouzi k pohybu, vylucovani,
rozmnozovani a také se zde vytvaii kiira nadledvin (Marvan et al. 1992).

K fixaci embrya dochazi Sestnacty den gravidity a to v misté ohybu d€lozniho rohu, ktery
ma prumeér prifezu endometria podobny jako primér embrya (Ginther 2021). Osmnacty den
se zahyby ektodermu spoji a vznikne ochranny prostor vyplnény tekutinou — amniovy vak
obsahujici plodovou vodu. Po celou dobu Zivota embrya v déloze, poskytuje amniovy vak
Cisté a ochranné prostredi, ve kterém se plod miize vyvijet (Davies Morel 2020).

U klisen se zacinaji kolem 35. dne biezosti vytvaret z bun¢k migrujicich z placenty tzv.
endometridlni poharky. Tyto poharky secernuji hormon, znamy jako gonadotropin séra
biezich klisen, oznaCovany zkratkou PMSG (pregnant mare serum gonadotropin) (Reece
2011). Placenta se zac¢ina formovat po 40. dni gravidity a v prub¢hu dalSich 40 dni expanduje
po celé deloze. Do findlni podoby, kdy vypliluje jiz celou délohu, se placentarni spojeni
rozsifi kolem 120. -150. dne. Embryonalni obdobi je charakterizovano rychlym rlstem,
vyvijeji se dualezité tkané, organy a systémy. Hlavni rysy vnéjsi podoby téla se stavaji
rozpoznatelnymi (Tab. 1) (Reece 2011).

Tab. 1 Pokracovani brezosti (Davies Morel 2020)

Den biezosti Vyznamné faze vyvoje
45 Vnéjsi genitalie, objem alantoického vaku 110ml
47 Srst patra
49 MIécné struky
55 Formovani usi, vicka se zaCinaji zavirat
60 Rozmér chorionového vacku 13,3%x8,9 cm
63 Sruist ocnich vicek, vyvoj o€, patrna kopytka, vyvoj ¢asti kopyt
75 Patrny klitoris u samic
80 Jasn¢ patrny Sourek u samcti
90 Degenerace endometrialnich poharki, rozmér chorionového vacku 14x23 cm
95 Kopyto ma zluty odstin
112 Rist hmatovych chlupt kolem huby
120 Rist jemné srsti kolem nosu, rist fas, oci jsou dobfe patrné a zietelné
150 Prichyceni placentarnich mikroklku, viditelné fasy, zvétSeni mlécna zlazy
180 Viditelna hiiva a ocas
240 Ochlupeni na usich, bradé, cenichu a krku
270 Srst patrnd po celém té¢le, delsi zin€ ocasu a hiivy
310 Objem alantoického vaku 8,51
320 Varlata mohou zacit sestupovat
320-340 Narozeni pln¢ vyvinutého plodu
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Porod je fyziologicky proces, pti némz btezi déloha vypudi plod a plodové obaly z téla
matky (Reece 2011). Mechanismy, které u klisny vyvolavaji porod, nejsou tak dobie
objasnény jako u jinych druhli zvifat. Predpokladd se, ze za spusténi kaskady procest
vedoucich k porodu je zodpovédny plod. Porodem konci embryonalni vyvoj a nastupuje
postnatalni obdobi.

3.2 Klonovani

Podle bézné definice je klonovani charakterizovdno, jako vytvafeni nového jedince
geneticky identického s predlohou. Tyto jedince poté oznacujeme jako klony.

3.2.1 Historie klonovani

Pokud nepocitime pfirozené déje v prirodé, znamé predev§im jako vegetativni
rozmnozovani, prvni pokusy klonovani Zivoc¢ichli provadéné lidmi se tykaly d€leni embryi.
Prvnim malym krokem v oblasti klonovani byla v roce 1891 prace némeckého biologa Hanse
Driescha, ktery experimentoval se zarodkem moiské jezovky (Bowring 2004). Driesche
odd¢lil blastomery od bunék dvoubunétného embrya jezovky mechanickym tfepanim
v nadob¢ s motskou vodou (Vajta & Gjerris 2006). O jedenact let pozdéji, stejny experiment
s podobnymi vysledky provedl Hans Spemann na mlocich, kdy k oddéleni bunék pouzival
vlasy svého syna (Spemann 1902; Vajta & Gjerris 2006).

Pocatkem padesatych let dvacatého stoleti se objevila vice sofistikovana metoda
nepohlavniho rozmnozovani zivocicht, kdy diferencované bunky dospé€lého jedince by mohly
byt pouzity k vytvoieni zivého organismu — klonu (Bowring 2004). Prvni uspésny jaderny
ptenos popsali Briggs a King (1952) a prvni klonované obratlovce v roce 1962 John Bertrand
Gurdon (Tsunoda & Kato 2002). Embryologové Robert Briggs a Thomas King nazvali tuto
novou techniku jako ,,transplantaci jader” (Bowring 2004).

Rok 1996 byl pro oblast klonovani zlomovy. Vyzkumny tym Roslinova Institutu (The
Roslin Institute) ve Skotsku, provedl experiment, jehoz vysledek bylo narozeni jehiiat Megan
a Morag, klonovanych z embryondlnich bun¢k (Wadman 2007).

Dne 5. 7. 1996 se pod vedenim profesora lana Wilmuta a jeho tymu Roslinova Instutu
podatilo pfivést na svét ovci Dolly. Dolly je jednim z nejvyznamnéjSich zvifat moderni
biomediciny. Embryo, bylo ziskano vnesenim jadra bunky mlécné zlazy jedné ovce do
vajicka druhé ovce. Tim se stala prvnim savcem, ktery byl naklonovan z genetického
materidlu dospélého jedince (Garcia-Sancho 2015).V dneSni dobé je klonovéni pfitomné
v béZném Zivote, a to predevsim v oblasti zeméedélstvi a biotechnologickych oborech.
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3.2.2 Klonovani koni

Prvni pokrok v oblasti klonovani koni zaznamenali Allen & Pashen (1984), kdy ve své
praci popisuji narozeni dvou geneticky identickych (monozygotnich) dvojcat za pouziti
splitting techniky a naslednym pfenesenim embryi do délohy nahradnich matek. Od narozeni
ovce Dolly, prvniho klonovaného savce ze somatické bunky dospélého jedince, klonovani
dockalo rychlého vzestupu. Pomérné pozde v porovnani s ostatnimi druhy domacich zvitat a
36 let po prvni zpravé o in vitro dozrani koniskych oocytti (Fulka & Okolski 1981; Gambini &
Maserati 2018) se v roce 2003 narodily prvni klony kotovitych vytvofené pomoci metody
prenosu jader somatickych bunék (SCNT) (Galli et al. 2003a; Woods et al. 2003; Gambini &
Maserati 2018). Prvni narozeni konoviti vroce 2003 byli tfi muly vytvofené z fetalnich
embryoblastli (Woods et al. 2003; Maserati & Mutto 2016). Prvni klonovand mula (Obr. 1a)
byla odvozend z bun¢k 45 dnil starého plodu vytvoteného in vivo zralych oocytl a za vyuziti
okamzité¢ho ovidudlniho pfenosu embryi (Woods et al. 2003; Gambini & Maserati 2018).

Obr. 1 Prehled klonii konovitych, které se narodily v riiznych zemich po celéem sveté
(Gambini & Maserati 2018)

(a) Idaho Gem, klon muly narozeny v USA 2003, (b) Prométhea, klon koné narozeny v Italii 2003, (c) klon koné
narozeny v USA 2005, (d) Nandubay Bicentenario, klon koné narozeny v Argentiné 2010, (e) klon koné narozeny
v Koreji 2010, (f) Turbante, klon koné narozeny v Brazilii (In Vitro Clonagem) 2012, (g) klon koné narozeny
v Kolumbii (GenesCol) 2016
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Téhoz roku pftisel vyzkumny tym vedeny Cesarem Gallim z Laboratote reprodukénich
technologii v Cremon¢ (Laboratorio di Tecnologie della Riproduzione) se zpravou o narozeni
hiibéte (Obr. 1b), klonu u kterého byl pouzit fibroblast dospélého koné€. Fibroblasty byly
ziskany biopsii koznich bun¢k klisny plemene hafling a hiebce arabského plnokrevnika (Galli
et al. 2003a). Klonované hiibé pojmenované Prométhea, bylo geneticky shodné s klisnou,
kterd ho odnosila (zarovenn byla i darkyni somatickych bunék), ¢imz bylo zpochybnéno
tvrzeni, ze pro vyvoj plodu v téle matky je nezbytné, aby matka rozeznala plod jako
imunologicky odlisSny (Szekeres-Bartho 2002; Gambini & Maserati 2018). V roce 2008 se
klisné¢ Prométhee narodilo prvni hiibé, které¢ bylo pojmenovéano Pegasus. K oplodnéni klisny
byla pouzita metoda umélé inseminace. V roce 2017 byla Prométhea nejstarSim Zijicim
klonem koné¢ (Gambini & Maserati 2018).

V roce 2005 oznamila laboratot v Italii narozeni druhého Zivotaschopného klonu koné.
Bohuzel, hiibé do 48 hodin po narozeni uhynulo v disledku sepse, ktera nesouvisela
s metodou klonovani (Lagutina et al. 2005; Hinrichs 2006). Ve stejném roce laboratoi Texas
A&M University (TAMU) pod vedenim profesorky Katrin Hinrichové naklonovala
zivotaschopné hiibé (Obr. 1c) a pozdéji téhoz roku 1 druhé, ¢imz se pocet UspéSne narozenych
klonii za vyuziti darcovskych bun¢k z dosp€lého jedince zvedl celkové na ¢tyfi (Hinrichs
2006). Ve své praci Katrin Hinrichova (2006) uvadi, ze v roce 2006 se laboratoii Texas A&M
University podafilo odchovat 7 z9 narozenych klonovanych hiibat a komer¢ni laboratofi
ViaGen zdravd hiibata dv€. Do cervna roku 2017 vyprodukovala skupina profesorky
Hinrichové 21 klonovanych koni, z toho 18 hfibat bylo zdravych a zivotaschopnych (Gambini
& Maserati 2018).

Prvni Gspéch na poli klonovani koni za¢inad zaznamenavat i Jizni Amerika, a to konkrétné
Argentina. V roce 2008 bylo v Argentin¢ odchovéano prvni klonované hiibé, které zemielo par
hodin po porodu (Miragaya et al. 2010; Gambini & Maserati 2018). O dva roky pozdéji se
skupiné Daniela Salamoneho narodil prvni zdravy klonovany kin (Obr. 1d) v Jizni Americe
(Gambini et al. 2012; Gambini & Maserati 2018). V letech 2012-2016 se diky dvéma
soukromym spole¢nostem Kheiron a Crestview Genetics narodilo pfiblizn¢ 120 hiibat
(Gambini et al. 2012, 2014; Olivera et al. 2016; Gambini & Maserati 2018).

Vroce 2010 se v Koreji narodilo klonované hiibé (Obr. le) za pomoci techniky ovum
pick-up (OPU). Uspéchu se dockala i Brazilie a Kolumbie. V roce 2012, oznamila brazilska
spole¢nost In Vitro Brasil Clonagem Animal narozeni prvniho klonovaného koné (Obr. 1f). O
Ctyfi roky pozdéji slavila uspéch kolumbijska spole¢nost GenesCol s prvnim odchovanym
hiibétem (Obr. 1g) (Gambini & Maserati 2018).

Nejaktualnéjsim tspéchem v oblasti klonovani koni je narozeni prvniho klonovaného
plnokrevného koné v Cing, ktery zaroven ziskal ufedni registraci pro jezdecky sport. Tento
kin pojmenovany Zhuang Zhuang, narozeny v Cervnu roku 2022 je uspéchem laboratoie
Sinogene v Pekingu. Zhuang Zhuang je klonem zavodniho kon¢ importovaného z Némecka
(“Cloned horse raises hopes for equestrian sports in China” 2023).
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3.3 Klonovani jako reproduk¢ni technika

Klonovani koni je ndkladny a neefektivni proces, ktery si vSak ziskal zajem ve spolecnosti
(Damasceno Teixeira et al. 2019). Klonovani je v soucasné dobé jedinou osvédcenou
technikou, jak efektivné rozmnozit cenné jedince, kteti se ve velkém poctu vyskytuji po celém
svéte. Poptavka po jejich mnozeni roste, nicméné ucinnost jaderného prenosu je stale nizka
(Olivera et al. 2016).

3.3.1. Klonovani v prirodé

Klonovani jako nepohlavni rozmnozovani je v pfirodé béZznou formou mnozeni rostlin. U
vysSich rostlin se jedna o vegetativni rozmnozovani ve formé fizkovani ¢i odnozovani. U
zivocichl je proces rozmnozovani natolik rozmanity, ze téméi jakykoliv princip, ktery si
muzeme predstavit, byl pouzit. Nepohlavni rozmnozovani mizeme pozorovat naptiklad u
puceni korali nebo mediz, fragmentace Cervii ¢i partenogeze u nékterych ryb, hmyzu, zab a
plazii. VétSina Zivocichl, ktefi maji moznost se rozmnozovat pomoci partenogeneze, tuto
metodu vyuziva jen omezen¢ (Vajta & Gjerris 2006).

U savctl se s ,.klonovanim v piirodé”“ mizeme setkat v pfipadé vzniku jednovajecnych
dvojcat. Aby se narodila monozygoticka dvojcata, embryo se musi rozd¢lit, kdy z jednoho
zarodku vzniknou dvé (vzacné i vice) identické kopie. K tomuto procesu nejcastéji dochazi
v rané fazi déleni (stadium 2 bunék) nebo v pozdéjsich fazich (stadium 4-16 bunék) (Scott
2002). Obecné plati, ze v ptipadé, kdy se vajicko rozde€li 0-3 den od oplodnéni, jsou zarodky
bichorialni, biamnialni a kazdy ma svou vlastni placentu. Pokud dojde k rozdéleni mezi 3-7
dnem od fertilizace, jsou zarodky monochoridlni, biamnidlni a maji spole¢nou placentu.

NejvzéacnéjSim piipadem je rozdéleni vajicka mezi 8-12 dnem od poceti. Tyto zarodky
jsou monochorialni, monoamnialni a maji spole¢nou placentu. Dojde-li k rozdé€leni vajicka po
13. dni od fertilizace, nedojde k uplnému rozdéleni a vznikaji dvé srostld embrya, tzv.
siamska dvojcata.

Dle Daviese Morela (2008) je viceCetna biezost u koni stale vétSim problémem. Obvykle
jsou narozend hiibata dizygotni (pochazeji z vice oplodnénych vajicek a jsou neidenticka).
Zatimco jednovaje¢na dvojcata jsou velmi vzacnd. Studie naznacuji, Ze naprostd vétSina
vicecetnych biezosti u koni jsou dizygotni dvojcata (94,8 %) a pouze v 5,2 % ptipadl se jedna
0 monozygotni dvojcata.

Mezi chovateli je pfitomnost dvoj€at nezadouci. Klisny se fadi mezi uniparni zvifata a
vznik dvojCat provazeji casto komplikace. Velkym problémem u viceCetné biezosti je
anatomie a fyziologie d€lohy a placenty. Déloha klisny mize adekvatné uzivit pouze jeden
plod. Vzhledem k povaze koiiské placenty (placenta diffusa), kdy klky jsou vyvinuté po
celém povrchu choria, dochdzi k pevnému spojeni s délozni sliznici. V idedlnim ptipadé
placenta vyplituje zhruba % prostoru délohy a miize tak dochazet k vymeén¢ latek mezi plodem
a matkou. Pokud jsou pfitomny zarodky dva, prostor pro spojeni placenty s d€lohou se
zmenSuje a nedochazi k dostate¢né vyméné latek, coz mé negativni nasledky pro budouci
vyvoj obou plodi (Davies Morel 2008).
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3.3.2. Metoda klonovani embryi

Prikopnikem v oblasti déleni embryii byl némecky biolog Hans Driesch, ktery
experimentoval se zarodky moiské jezovky. S podobnymi vysledky piiSel Hans Spemann,
ktery provadél vyzkum na mlocich. Nicméné nedostupnost vybaveni a nedostatecné znalosti o
uchovévani savéich oocytii a embryi vedly k tomu, Zze tato metoda se u savci nedockala
uspéchu téméi dalSich 80 let (Vajta & Gjerris 2006). V roce 1979 se danskému biologovi S.
M. Willadsenovi podafilo vyvinout zarodky hospodaiskych zvifat, odd¢lenych
z osmibunéénych embryi.

Dé¢leni embryi je stejny proces jako pfirozeny proces vzniku jednovajenych dvojcat.
V principu se jedna o in vitro rozdéleni zarodku ve dvou, ¢ty nebo osmibunééném stadiu
blastocysty (Rahbaran et al. 2021). Dle Vajta & Gjerris (2006) se tato metoda po pocatecnim
nadSeni nestala tak Gc¢innou, jak se ocekavalo. I kdyby byly technické potiZze a nizkd mira
biezosti vyteSeny, setrvaval by problém, Ze embryo lze rozdé€lit pouze jednou ¢i dvakrat.
V tomto piipadé¢ mohou vzniknout nanejvys 4 identicka dvojcata.

Karl Illmensee & Mike Levanduski (2010) ve své praci popisuji piipad u mysi, kdy prvni
a druhé déleni embryi pfineslo vysokou miru ucinnosti pro blastocysty. Zatimco v porovnani
s tfetim délenim, které neposkytlo Zadné zlepSeni a vedlo k vyznamnému sniZeni poctu
embryi. Tyto udaje jasné ukazuji, ze prvni a druhé déleni embryi zvySuje mnozeni blastocyst
a tim i pocet embryi dostupnych pro potenciondlni ptenos. I pfes jistd negativa byly zjistény
¢etné vyhody této metody ve vyzkumnych a reprodukénich programech:

1) Pokud vajecnik obsahuje nizky pocet oocytli a Sance na vznik embrya je znacné nizka,
1ze splitting technikou zajistit dostate¢ny pocet pro pienos do délohy.

v

Ostatni embrya Ize zmrazit pro pozd¢jsi implantaci (Casser et al. 2019).

2) Geneticka onemocnéni lze diagnostikovat jesté pied implantaci zarodku do délohy. Za
timto ucelem se embryo rozde€li, vytvoii se dvojCata, znichZz jedno je pouzito
k diagnostice a druhé je kultivovano k vytvofeni plnohodnotného organismu
(Rahbaran et al. 2021).

3) Lécba genetickych onemocnéni pomoci genové terapie v nejranéjsi fazi tvorby embrya
(Omidi et al. 2020).

4) In vitro produkce tkani nebo organii. Pokud potomek pottebuje transplantaci tkdné
nebo orgéanu, lze k vyrobé pouzit druhé embryo chranéné v reprodukcni biologické
laboratoti (Noli et al. 2016).

Nejnovéjsi  zdokonaleni mikroskopie a mikromanipulaéni technologie umozZnilo

mechanickou indukci monozygotickych dvoj¢at pomoci biopsie blastomer nebo bisekce
blastocysty (Noli et al. 2016).
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3.3.2.1. Biopsie (separace) blastomer

Separace blastomer zahrnuje odebrani jedné nebo vice blastomer a jejich vlozeni do
pripravené a evakuované zona pellucida (ZP) pro nasledovny rist a vyvoj (Noli et al. 2016).

Donor embryo (future twin A) Empty ZP (future twin B)

Donor embryo

Obr. 2 Faze biopsie (separace) blastomer (Rahbaran et al. 2021)

(a) Darcovské embryo s pritomnymi blastomerami a prazdna zona pellucida
(b) Ddarcovske embryo je fixovano a pomoci aspiracni pipety nasavana blastomera
(¢) Pomoci aspiracni pipety nasdavany dalsi blastomery
(d) Prazdna zona pellucida pripravena pro prenos blastocyst
(e) Prenos blastocyst do prazdné zona pellucida
(f) Dokonceny proces a dvé embrya pripravena k prenosu

V prvni fadé je darcovské embryo oSetfeno Tyrodovym roztokem, ktery vytvoti v zona
pellucida otvor. Poté se blastomery vyjmou pomoci aspiracni pipety skrz vznikly otvor. Tyto
volné blastomery se ptenesou do prazdné zona pellucida, které byla predtim vyprazdnéna
odstranénim jejiho bunééného obsahu (Obr. 2e). Tato technika byla uspésné testovana u
velkych druhti zvitat, zejména hospodarskych zvifat, v¢etné ovci, skotu, koni a prasat
(Rahbaran et al. 2021).
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3.3.2.2. Bisekce embrya

Bisekce se pouziva k mechanickému rozdéleni kompaktniho embrya na dvé stejné Casti,
které obsahuji rovnomérné rozlozeni vnitini bunééné hmoty (ICM) a trofektodermu (TE). Pti
pouziti této techniky se klonovand embrya nasledné kultivuji in vitro s pouzitim kultiva¢niho
média, které podporuje dalsi vyvoj (Noli et al. 2016). Podobné jako technika separace
blastomer je tato metoda uspéSné testovana u velkych druhti zvifat, zejména hospodatskych
zvitat, v€etné ovci, skotu, koni a prasat (Rahbaran et al. 2021).

(a)

Holding pipette| &

Obr. 3 Bisekce embrya (Rahbaran et al. 2021)

(a) Embryo je fixovino
(b) Chirurgicka mikrocepel pronika skrz zona pellucida
(c) Mikrocepel pronika skrz celé embryo a rozdéluje ICM a TE na polovinu
(d) Embryo bylo rozdélené na dvé casti

S prvnim uspéchem v oblasti déleni equinnich embryi pfisli v roce 1984 W. R. Allen & R.
L. Pashen. Podatilo se jim odchovat jednovaje¢na dvojcata s pouzitim techniky vyvinuté na
Vyzkumné stanici zivoc¢isné vyroby v Cambridge (Animal Research Station in Cambridge)
doktorem S. M. Willadsenem. Byly pouzity blastomery ze Ctyf aZ osmibunécnych embryi
(Allen 2005). Kazdé embryo bylo odebrano vyplachem vejcovodu na ovulované strané, kdy
k vyplachu byl pouzit Dulbecciiv roztok (PBS). Ve sténé ipsilateralniho dé€lozniho rohu byl
proveden 1 cm dlouhy fez. V misté¢ fezu byla zavedena sklenéna trubicka, SirSi konec o
priméru 8 mm byl aplikovan do délozniho lumen. UZsi konec a priméru 2 mm byl pfipojen
k silikonové hadicce, ktera ustila do konkavni sklenéné nadoby. Vejcovod byl poté
proplachnut 30-40 ml PBS. Poté, co bylo embryo nalezeno ve vyplachnuté tekutiné, bylo
pieneseno do Cisté nadoby s PBS a uchovavano pii teploté 20-25 °C (Allen & Pashen 1984).

18



Po odstranéni zona pellucida byly blastomery kazdého embrya rozdéleny na dvé stejné
casti (Allen & Pashen 1984). Pary pluripotentnich blastomer byly nésledné vstiiknuty do
prazdné zona pellucida ziskané z oocytu jatecné prasnice. Embrya byla vlozena do mensi
agarov¢ zatky, ktera byla vlozena do vétsi agarové zatky a poté jako celek byla prenesena do
podvazanych vajecnikl ovci, kde po dobu 3-4 dnl dozravala do podoby blastocysty. Agarova
zatka byla po uplynuti doby laparotomicky vyjmuta zvejcovodl. Blastocysty byly
vypreparovany a nasledné¢ preneseny do klisny pfijemkyné (Allen 2005). Biezost byla
diagnostikovéana rektadlnim vysSetfenim délohy nebo potvrzena porazkou klisny ¢i porodem
zivého htibéte (Allen & Pashen 1984).

Déleni embryi ma potencionalni piinos v programech asistované reprodukce a ve
vyzkumu. U pacientd s nizkou odezvou na hormonalni 1é€bu muize tato technologie, pokud se
prokdze jeji bezpe€nost, poskytnout dal§i embrya pro intrauterinni pfenos a tim zvysit
pravdépodobnost zabieznuti (Illmensee et al. 2010; Noli et al. 2016). Mnoho studii uvadi
vysokou ucinnost déleni embryi u hospodaiskych zvifat. Naptiklad u ovci se 36 %
rozdélenych embryi ve 2-4 bunéném stadiu po pienosu do délohy vyvinulo v plnohodnotné
organismy. Z konskych embryi rozdélenych biopsii blastomer ve stadiu 2-8 bunék mohou
vzniknout zdravé a plnohodnotné zijici monozygotickd dvojcata (Moore & Hasler 2017;
Rahbaran et al. 2021). Nebyly zaznamenany zadné vyvojové ani fyziologické vady u mlad’at
narozenych z rozdélenych embryi. AvSak studie (Allen & Pashen 1984) ukézala, Ze u koni
velikost dvoj€at narozenych z embryi s nerovhomémné rozdélenymi buiikami je rozdilna a
pretrvava po cely zivot jedince (Noli et al. 2016).

3.3.3. Metoda klonovani pomoci prenosu jader somatickych bunék (SCNT)

Relativné pozdni pouziti metody klonovani pomoci pienosu jader somatickych bunék
(SCNT) v reprodukci koni, bylo disledkem omezeného poctu informaci dostupného
v publikovanych studiich. Zejména informace o technikach asistované reprodukce
konovitych, dozravani ovocytl a aktivaci in vitro kultivovanych preimplantacnich embryi
(Galli et al. 2008). Prace, ktera vedla k prvnimu klonovani koniovitych (Woods et al. 2003) se
zakladala na in vivo vyzralych oocytech, které byly pfeneseny do vejcovodl recipientnich
klisen bezprostfedné po prenosu jader a nasledné aktivaci. Pouze prace Galliho et al. (2003)
byla provedena kompletné in vitro az do stadia blastocysty (Lagutina et al. 2005).

Prvnim krokem je adekvéatni zrani oocytli, po kterém nasleduje enukleace a rekonstrukce
oocytli, pfi niz se pouzivaji oocyty se zona pellucida nebo oocyty bez zona pellucida.
Nésledujicim krokem je Uc€inna aktivace vaji¢ek, ktera umozni vysokou miru Stépeni a
nakonec vhodné technika kultivace embryi in vitro (Galli et al. 2008). Tuto metodu bylo
mozné pouzit az po vyvoji protokolu pro in vitro zrdni oocytl, oplozeni pomoci
intracytoplazmatické injekce spermie (ICSI) a in vitro kultivaci embryi schopnych reprodukce
(Galli et al. 2007, 2014b; Hinrichs 2010). Kromé téchto zdokonaleni bylo tieba pfizptsobit
protokoly SCNT a optimalizovat je pro koné, ktefi vzhledem ke svym télesnym zvlaStnostem
nejsou vhodnym zdrojem vajicek. Protokoly pro pienos jader pouzivané v soucasné dobé€ jsou
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zaloZzeny na metod¢ oocytu bez zona pellucida (Lagutina et al. 2007), kviali zvySeni fize
bunék na piezoelektrickém systému (Westhusin et al. 2003) pro enukleaci a mikroinjekci
jadra piimo do oocytu (Galli et al. 2014b). Pozdé&jsi studie o klonovani koni uvadéji vysokou
ucinnost v porovnani s jinymi druhy. Klonovani konoviti se zdaji byt normalni a ti, ktefi se
narodili, dosahli pohlavni dospé&losti a byla potvrzena jejich plodnost (Galli et al. 2008).

3.3.3.1. Zdroj a pfiprava oocytu

Oocyty v metafazi II (MII) jsou standardni fazi oocytlii vyzadovanych pro metodu
klonovani pomoci pienosu jader somatickych bun€k. Mohou byt ziskany pomoci zrani
metody in vivo ¢i in vitro (Galli et al. 2014b). Pfi pfenosu jader je dostupnost koniskych
oocytl limitujicim faktorem vzhledem k anatomii a fyziologii vajecnika klisny. Tyto faktory
délaji z konovitych Spatny zdroj oocytll ve srovnani s jinymi velkymi hospodéaiskymi zviraty
(Lagutina et al. 2005). Oocyty lze odebrat z vajecnikti zivych darkyn nebo z vajecniki
porazenych klisen na jatkdch (Zhang et al. 1989; Galli et al. 2008). Tyto dvé metody jsou
jedinou ekonomicky udrzitelnou moznosti pro SCNT (Galli et al. 2008). Z vajecniku
porazenych klisen je mozné ziskat v priméru 3-4 nezralé oocyty na jeden vajecnik, zatimco
z vajecnika zivych darkyn lze odebrat pomoci transvaginalni aspirace folikult (ovum pick-up,
OPU) 3-6 vajicek zjednoho vajecniku (Galli et al. 2007, 2008). Rychlost zrani kotiskych
oocytl je rovnéz zna¢n¢ variabilni a v priméru se pohybuje mezi 25-70 % v publikovanych
studiich (Hinrichs & Williams 1997; Dell’Aquila et al. 2001, 2003; Carneiro et al. 2001;
Lorenzo et al. 2002; Chot et al. 2002; Bogh et al. 2002; Lagutina et al. 2005).

3.3.3.1.1. Odbér oocytt z zivych klisen

Kvalita in vivo zralych oocytl je vysS$i nez u oocyti zralych in vitro. Nicméné pocet
dominantnich folikuli na vaje¢niku v daném okamziku je nizky, proto je zapotiebi velké
mnozstvi klisen k dosaZeni dostate¢ného mnozstvi ziskanych vaji¢ek. Postup ziskadni zralych
oocytli in vivo se obvykle pouzivad pro ucely klinické asistované reprodukce pro lécbu
neplodnosti (Altermatt et al. 2009; Galli et al. 2014b), ale neni piili§ vyuzivan pii pouziti
metody SCNT. Pro tuto metodu klonovani jsou upfednostiiovany oocyty zralé¢ in vitro
pfipadné nezralé oocyty odebirané z vaje¢niku zivych klisen (Galli et al. 2014b).

Prvni metodou odbéru zralych folikuld Zivych darkyn je punkce dominantniho
preovulaéniho folikulu skrz sténu dutiny biiSni za pomoci fixace vaje¢niku per rectum. Pfti
aspiraci neovula¢niho folikulu je Sance na ziskani jednoho (vyjimeéné vice oocytl) za cyklus.
Na druhou stranu tato metoda poskytuje oocyt s optimalni vyvojovou kompetenci. Mira
regenerace folikulil je vysokd, protoze oocyt-kumulus komplex se uvolnil ze stény vaje¢niku
v ramci pfipravy na nastdvajici ovulaci. Tato technika vyzaduje minimdlni instrumentdrni
vybaveni (konisky abdominélni trokar o délce 20 cm, jehla o velikosti 13 G, spojovaci hadicka
a injekeni stiikacka) (Westhusin et al. 2003). Metoda vyzaduje ¢asté sledovani rustu folikulti a
piesné nacasovani piipadné aplikace hCG (human chorionic gonadotropin) nebo GnRH
(gonadotropin-releasing hormon) ke stimulaci dominantniho folikulu. Aspirace musi byt
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provedena v okamziku, kdy folikul reaguje na gonadotropin, avSak jest¢ pred ovulaci.
Obvykle se zakrok provadi 24-35 hodin po podani hormondlni terapie (Hinrichs 2013).
Samotny postup je umoznén diky velikosti preovula¢niho folikulu (40 mm) a tim i jeho
dobrou palpaci per rectum a snadnou lokalizaci jehlou pii aspiraci. Westhusin et al. (2003)
uvadi pouziti ucinné latky detomidin hydrochlorid v kombinaci s Gi€¢innou latkou butorfanol
pro navozeni analgezie a trankvilizace. Dale doporucuje podani ucinné latky propantelin
bromid pro navozeni relaxace kone¢niku. Klisna v pribéhu anestezie stoji. V oblasti boku,
ipsilateralné od aspirovaného folikulu, je pfipraveno operacni pole a proveden fez. Trokar je
zaveden skrz sténu do dutiny bfiSni. Operatér manipuluje jednou rukou s vajecnikem per
rectum, zatimco druhou rukou smeétfuje jehlu k dominantnimu preovulaénimu folikulu.
Samotnou aspiraci provadi druha osoba.

Druhé metoda zisku zralych folikulli in vivo je zaloZena na transvaginalni aspiraci folikult
pod ultrasonografickou kontrolou. Zakrok je provadén ve stojici sedaci a Westhusin et al.
(2003) doporucuje podani uc¢inné latky propantelin bromid pro navozeni relaxace kone¢niku.
K zakroku miiZze byt vyuzita kaudalni epiduralni anestezie (aplikaci 8 ml 2% lidokainu). Pti
této metodé¢ je ultrazvukova sonda umisténa do dlouhého drzaku, ktery ma v sob¢ kanalek pro
spravné smefovani jehly. Vajecnik je uchopen per rectum a piiblizen k peritonedlni stran¢
posevni stény (Hinrichs 2018). Aspirace se provadi dvoulumennou jehlou (velikost 12 G) ptes
vnitini stylet, ktery je ptes sbérnou nadobu pfipojen k vakuové pumpé. Ta je nastavena na
aspiraci 20-25 ml za 1 minutu, protoZe vyssi tlak zvySuje riziko denudace kumularnich bunék.
Jehla je vedena pies posevni sténu do folikulu, kde je odsavan obsah. Jakmile dojde
k evakuaci, folikul je proplachnut komer¢nim médiem doplnénym o heparin, aby doslo
k zabran¢ srazeni krve (Bols & Stout 2018). Pfi samotném zdkroku je dilezit¢ dbat na
dikladnou hygienu vSech néstroji, ale i samotné klisny.

Metoda transvaginalni aspirace se vyuziva i v piipad¢ zisku nezralych folikuld. Pokud
maji byt oocyty ziskdny znezralych folikull, je potfeba provadét zakrok dle urcitého
harmonogramu (napf. jednou za 14 dni), kdy neni potieba dlouhodobé sledovat aktivitu
vaje¢nikll mezi jednotlivymi aspiracemi (Jacobson et al. 2010; Hinrichs 2018). Alternativné
1ze sledovat darcovské klisny pomoci ultrasonografie, aby bylo moZzné vybrat spravny ¢as pro
aspiraci, kdy je dostateCny pocet malych folikulG (napt. 8-10) a zadné velké ptedovulacni
folikuly (Galli et al. 2014a; Hinrichs 2018). Zatimco ziskani oocytli z dominantniho,
gonadotropinem stimulovaného folikulu je podobné jako pifi punkci pfes bok klisny a
vytéznost je velka, zisk oocytl z nezralych folikulli je nizky. Tento fakt se pficita t€snéjSimu a
SirSimu  spojeni kumulu vajicka se sténou folikulu (Westhusin et al. 2003). Princip
transvaginalni aspirace je témét stejny jako u zisku zralych folikulii s tim rozdilem, Ze béhem
aspirace je s jehlou manipulovano. Diky pevnému spojeni kumulu oocytu se sténou folikulu je
nutné folikul jehlou ,,seskrabat®. Spole¢né s manipulaci jehly se provadi nékolikanasobny
vyplach, aby se dosdhlo co nejvyssi vytéznosti pii jednom zdkroku (Hinrichs 2018).
Vzhledem k opakovanému proplachu je zakrok pomérné zdlouhavy (15-45 minut), proto se
doporucuje epiduralni anestezie (2% lidokain) v kombinaci se sedaci a léky pro zajiSténi
relaxace kone¢niku, aby byl zajistén co nejveétsi komfort klisny pii zékroku.
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Bols & Scout (2018) doporucuji podani nesteroidnich antiflogistik (NSAID) proti bolesti a
zanétu béhem a po ukonceni 1é¢by. Téz doporucuji perioperacni podani antibiotik k pokryti
moznosti kontaminace dutiny bfisni béhem zakroku. Profesorka Katrin Hinrichs (2018) ve
svém clanku uvadi, ze po aspiraci klisnam, které jsou soucasti vyzkumu, antibiotika
nepodavaji, aby nedochdzelo k antibiotické rezistenci. S vyzkumnym tymem hodnotili
morfologii a ovaridlni funkci vaje¢nikll vyzkumnych klisen, kdy zjistili, Ze vyskyt komplikaci
je vzacny. Vyskytly se vsak komplikace jako ovaridlni absces, peritonitida a ve vyjimecném
pfipad¢ i thyn klisny (Vanderwall & Woods 2002; Begh et al. 2010; Velez et al. 2012;
Hinrichs 2018). Z téchto divodt Hinrichs (2018) podava klientskym klisnam (které mayji
omezeny pocet odbéru folikuli za rok a neziji ve stejném prostiedi) Sirokospektra antibiotika.
Pokusy o ,sterilaci“ pochvy (napt. ziedénym dezinfekénim betadine roztokem) nebyly
uspésné, jelikoz antimikrobidlni latky jsou pro oocyty toxické.

3.3.3.1.2. Odbér oocytl z porazenych klisen

Pokud klisna uhyne nebo musi byt utracena ¢i porazena, mohou ji byt odebrany vajecniky
a z nich nasledovné ziskany oocyty. Pokud maji byt vajecniky pfevezeny na jiné misto ke
zpracovani, mély by se pomalu nechat vychladnout na pokojovou teplotu (minimalni teplota
je 12 °C, ale ne nizsi (Preis et al. 2004)). Vaje¢niky by mély byt do laboratofe pfepraveny co
nejrychleji, idedlni ¢as je uvadén 6 hodin od smrti klisny (Hinrichs 2018). Olivera et al.
(2016) pri svém vyzkumu vyuzival vajecniky ziskané na jatkach, jejichz teplota byla
udrzovéna kolem 25-29 °C béhem 2-4 hodin po porazce. Alternativné mohou byt vajecniky
zpracovany v misté¢ thynu klisny nebo v laboratofi béhem piepravy a nésledné odeslany jiz
vypreparované nezralé folikuly do finalni laboratoie (Hinrichs 2018).

Preferovanou metodou zisku oocytl post mortem je roziiznuti konskych vajecnikii a
vyjmuti oocyti z folikulli. Piebytecnd tkan se odstrani a poté se lokalizované povrchové
folikuly roziiznou. Vyjmuti oocytl se provadi ,,vySkrabanim® za pomoci kyrety (Westhusin et
al. 2003). K promyti odebranych bun¢k do Petriho misky lze pouzit médium pro uchovani
embryi. Sténa folikulu se seSkrabe a tyto bunky se vyplachnou do Petriho misky. Pouziva se
jedna Petriho miska na jeden folikul. Takto se postup opakuje stidle dokola, dokud neni
seSkraban cely povrch folikulu (Hinrichs 2018). Jakmile jsou vSechny folikuly na povrchu
zpracovany, vajecnik se rozieze na 0,5 cm tenké platy, aby se zpracovaly vSechny folikuly
uvniti vajecniku (Westhusin et al. 2003). Dle Galli et al. (2008) kazdy vajecnik obsahuje
v praméru 5,3 folikultl s primérem nad 5 mm, které jsou vhodné pro zisk oocytii. Pokud jsou
tyto folikuly seskrabnuty a promyty jejich vytéznost se pohybuje kolem 3,8 oocytu se 70 %
ucinnosti. Faktory, které¢ pravdépodobné ovliviiuji pozdé€j$i moznost vzniku hiibéte z téchto
oocytl, jsou veék klisny, délka a zdvaznost onemocnéni, pouzitd terapie, zplisob eutanazie,
doba po kterou vaje¢niky zistaly v téle klisny po smrti, teplota a interval mezi smrti a
zpracovanim. Oocyty z jatecnich vaje¢nikl jsou nédkladové nejefektivné;si a nejudrzitelnéj$im
zdrojem, ackoli jatek pro koné je mélo a nejsou pritomny ve vSech zemich (Galli et al.
2014b).

22



3.3.3.2. Darcovské bunka

Pivod jader, kterd se pouzivaji, miize mit zasadni vliv na schopnost vyvoje do stadia
blastocysty, ale také na postimplantac¢ni vyvoj (Galli et al. 2003b). Vyznam faze bunééného
cyklu darcovského jadra a cytoplastu pifijemce byl ziejmy jiz pti klonovani embryi. Bylo
zjiSténo, ze Dblastomery, které neustile duplikuji svou DNA, se 1épe vyvijeji
v predaktivovanych oocytech (Campbell et al. 1996; Galli et al. 2003b). U koni se vyuzivaji
bunky, které se nachazeji ve fazi GO nebo G1. Téchto fazi 1ze dosahnout snizenim obsahu
séra, kontaktni inhibici (buniky pfestavaji riist po vzajemném kontaktu) ¢i pouzitim inhibitord
kin4zy (napf. roskovitin) (Chavatte-Palmer et al. 2002; Hinrichs et al. 2007; Wakchaure &
Ganguly 2016). Nejcastéji jsou vyuzivany fetdlni fibroblasty, fibroblasty z dospélych jedinct
a bunky granulézy. Bunécné linie fibroblasti se vytvareji z bunck, které jsou odebrany
pomoci biopsie (Galli et al. 2014b).

Ptestoze ptinos buiiky je mnohem vétsi nez sekvence DNA, je vyznam darcovské buiky
v SCNT podcenovan. Nejbéznéjsi typ, pouzivany pro koné, je fibroblast ziskany z pojivové
tkané kaze. Predevsim kvili nekomplikovanosti odbéru, snadnym podminkdm pro kultivaci
v laboratofi a jednoduché kryokonzervaci. Existuje vSak mnoho typt dalSich buné¢k, které
byly pouzity ke klonovani koni. Rlizné pouzité zdroje bunék a jejich vysledky klonovani jsou
popsany v tabulce (Tab. 2) (Gambini & Salamone 2019).

Tab. 2 Vysledky klonovani koni podle piivodu darcovské buiky(Gambini & Salamone 2019)

Darcovska buiika Blastocysta | Biezost | Hiibé Reference

Galli et al. 2003

Fibroblast z dosp&lého . Hinrichs et al. 2006
odi Ano Ano Ano Choi et al. 2009; 2013; 2014; 2015
Jecince Gambini et al. 2012; 2014

Olivera et al. 2016; 2018

Vanderwall et al. 2004

Buiky kumulu Ano Ano Ne Lagutina et al. 2005
Buriky granulézy Ne - - Lagutina et al. 2005
Klonované fetalni Lagutina et al. 2005

fibroblasty Ano Ano Ano Olivera et al. 2016

Fetalni fibroblasty Ano Ano Ano Woods et al. 2003
Indukované

pluripotentni kmenové Ne - - Olivera et al. 2016
buiiky (iPSC)

Mezenchymalni buiky
tkané pupecnikové Ano Ano Ne Olivera et al. 2016
sniry

Mezenchymalni buiiky

. Ano Ano Ano Olivera et al. 2018
z kostni tkaneé
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Bunécné linie fibroblastli se nejcastéji odebiraji v oblasti krku pod hiivou nebo z piedni
¢asti hrudniku. Existuje mnoho zplsobl odbéru, nejcastéji pouzivanym je biopticky vpich
(obvykle o priméru 3-4 mm), kterym se odebere maly vzorek tkdn€. Misto odbéru by mélo
byt vyholené a fadn¢ dezinfikované, aby nedochazelo ke kontaminaci. Tento postup je konimi
obvykle dobfe sndSen. V ptfipadé nutnosti je pouzita kratkodoba sedace a lokalni anestezie
(Gambini & Salamone 2019). Katrin Hinrichs (2006) pti své praci vyuziva lehce rozdilnou
metodu, kdy je pfipraveno operacni pole 4x4 cm a proveden piiblizné¢ 2 cm dlouhy fez
skalpelem. Nasledn¢ jsou odfiznuty okrajové Casti tkan¢, kdy vzorky (o velikosti malého
hrasku) se vlozi do zkumavek naplnéné kultivacnim médiem a zchlazené zhruba na 4 °C
putuji do laboratofe. Pfi odbéru bioptického vzorku je nutné pouzivat sterilni nastroje, aby
doglo k zabrang bakterialni kontaminace. Zivotaschopné buiiky lze ziskat i nékolik dni po
smrti zvifete, pokud byla tkan zchlazenid. Zmrazené vzorky bez kryoprotektiv maji malou
Sanci poskytnout zivotaschopné burky.

Zpracovava se jeden vzorek, kdy ostatni jsou uchovavany pro ptipad, ze kultivace prvniho
nebude uspesna. Vzorky lze skladovat pii teploté 4 °C po dobu 4-5 dni bez vyrazné ztraty
zivotaschopnosti. Po odbéru je tkan jemné rozmélnéna cepeli skalpelu za sterilnich podminek
v Petriho misce. Rozmélnéna tkan je presunuta do Cisté Petriho misky se specializovanym
kultivaénim médiem, kde se bude kultivovat po dobu 1-2 tydnli, dokud z kouskl tkané
nevzniknou fibroblasty. Naslednou trypsinizaci a opétovnym naockovanim se vytvori
dostate¢né mnozstvi bun¢k pro uchovani (Galli et al. 2014b). Somatické buiiky 1ze kultivovat
in vitro, ackoli kultivacni podminky se 1i8i dle typu, druhu a zdroje bunék. Konské bunky se
obvykle kultivuji pfi teploté 37-39 °C v bankach ¢i Petriho miskach za pouziti specidlnich
kultivacnich médii. Vyuziva se i kryokonzervace za pomoci tekutého dusiku. V tomto ptipadé
lze uchovavat geneticky material po neurcitou dobu, coz umoziuje dlouhodobé udrzeni
genetického materidlu a vznik genetickych bank (Gambini & Salamone 2019).

3.3.3.3. Enukleace oocytu

Pro uspésné klonovani je zapotiebi, aby z oocytu bylo odstranéno (mikromanipula¢nimi
technikami) vlastni jadro. Vajicko se tak stane,,prazdnou schrankou‘ pfipravené pro pienos a
naslednou aktivaci. Zona pellucida in vitro zralych oocytl je velmi silnd a heterogenni.

V disledku ztvrdnuti je obtizné do ni proniknout pomoci standardni zkosené pipety, jaka se
pouziva k enukleaci. V tomto piipad¢€ je konvencni metoda enukleace s uzavienou zona
prostoru vede ke Spatnému kontaktu mezi membranami oocytu a somatické bunky, ¢imz se
snizuje Sance na uspésnou elektrofuizi i pii vysokém napéti (Li et al. 2002; Lagutina et al.
2005; Galli et al. 2014b). Pti enukleaci oocytt se zrald vajicka vyjmou z inkubatoru a
kumuléarni buiiky se odstrani opakovanym pipetovanim v roztoku TCM 199 doplnén o 5%
FBS (fetal bovine serum) a 0,05% hyaluronidazy (Westhusin et al. 2003). U metody bez zona
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pellucida je oocytu pomoci 0,5% pronazou v PBS (phosphate-buffered saline) odstranéna ZP.
Oocyty bez zony se enukleuji tupou mikropipetou pod UV svétlem (Galli et al. 2014b).

Westhusin et al. (2003) popisuje tfi rizné metody enukleace kotiskych oocyti:

1) Prvni metoda se provadi s pouzitim zkosené sklenéné pipety (vnéjsi pramer 20 mm).
Oocyt je fixovan a pomoci enukleacni pipety (Spicku lze nabrousit pro snadnéjsi
pranik do zona pellucida) se odstrani poléarni télisko spolu s cytoplazmou obsahujici
metafazni desticku.

2) Jako druhd metoda byla zavedena enukleace pomoci fezu sklenénou jehlou. Vzhledem
k pevnosti zona pellucida je nejprve proveden jehlou ez nad polarnim téliskem, poté
se pomoci tupé pipety aspiruje poldrni télisko spolecné s metafazni destickou.
V piipadé, Ze je metatazni desticka odd€lena od polarniho téliska, je proveden druhy
fez nebo je manipulovano s cytoplazmou oocytu, tak aby byla desticka ptistupna.

3) Treti metoda je zaloZena na pouziti tupé pipety (vnéjsi primer 10-13 mm) a vyvrtani
otvoru do zona pellucida pomoci piezoelektrick¢ho vrtaku. Oocyt je fixovany vedle
polarniho téliska a vrtdkem je vyvrtdn otvor do ZP. Polarni télisko a metafazni
desticka jsou poté aspirovany pipetou.

Zda byla enukleace uspésna, se da zjistit zkouskou, kdy se metafazni desticka obarvi a
poté se jeji pritomnost v pipeté kontroluje pod UV svétlem (Olivera et al. 2016). Enukleovany
oocyt se oznacuje jako ooplast ¢i cytoplast (Hinrichs 2006).

3.3.3.4. Nuklearni transfer (NT) a aktivace

Jak uz bylo popsano vyse (3.3.3.3. Enukleace oocytu) ptitomnost zona pellucida ztézuje
postup enukleace, ale také néaslednou rekonstrukci.Zona piisobi jako elektrické stinéni, které
vyzaduje zvySeni napéti beéhem fuze (2-2,5 kV/cm), avSak toto napéti snizuje Stépeni embryi.
Oocyty bez zona pellucida se zpracovavaji mnohem snadnéji (Galli et al. 2014b). Westhusin
et al. (2003) ve své praci popisuje, ze enukleované vajicko a darcovska buiika jsou umistény
do Petriho misky obsahujici médium pro manipulaci s oocyty. Jadro darcovské bunky bylo
spojovano s ooplastem pomoci stejné pipety, kterd byla pouzita pro enukleaci. Spojeny
ooplast s fibroblastem byl vracen do prosttedi tvofené TCM 199 doplnéné o 0,3% BSA
(bovine serum albumine) pfti teploté 38 °C v atmosfétfe tvorené 5 % CO2 a vzduchem, dokud
nedojde k elektrofuzi. Fiize bunék byla vyvolana dvéma davkami stejnosmérnych pulzi o sile
3 kV/cm za 25 mikrosekund. Li et al. (2002)z;jistil, Ze 1 vysokonapét'ové stejnosmerné pulsy o
hodnoté 2,2-2,5 kV/cm dokézaly sloucit méné nez 60 % kupletl a piiblizné 2,5 % NT-embryi
dosahlo do stadia blastocysty.

Z fyziologického hlediska je aktivace spuSténa po pruniku spermie do oocytu a

nasledovnymi oscilacemi véapniku. Nedostatecnd nebo nefyziologicka aktivace muze byt
pti¢inou selhani vyvoje embrya.
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3.3.3.5. Kultivace embryi

Cilem kultivace embryi in vitro je co nejvice napodobit podminky pro vyvoj in vivo (Galli
et al. 2007). Protokold pro kultivaci je mnoho a zavisi na postupech dané laboratofe. Dle
Westhusin et al. (2003) jsou nejprve oocyty s pfenesenym jadrem umistény do
modifikovaného Tyrodova roztoku po dobu 1-3 dnti. Po uplynuti pocatecni faze jsou embrya
premisténa do média IVC 2 a kultivovana po dobu az 8 dnti ve zvlhéeném prostiedi 5 % CO2,
5 % 02, 90 % N2 pii teploté 38 °C. Vyvoj embryi byl hodnocen 3. den kultivace in vitro.
Procento embryi, které se vyvinulo do stddia blastocysty, bylo zaznamendno po 7 dnech
kultivace. Galli et al. (2007) uvadi pfi porovnani poctu bunék mezi embryi kultivovanymi in
vitro a in vivo v modifikovaném médiu. V piipad¢ kultivace in vitro méla 7. den embrya
vyrazné mensi pocet bunck a piipominala spise vyvojové stadium staré 5 dni.

3.3.3.6. Embryotransfer (ET)

Jedinym skute¢nym métitkem vyvojové kompetence vzniklého embrya je jeho schopnost
vyvinout se v zivotaschopného jedince po pienosu do recipientni klisny. I kdyz na procentech
neuspéchii se mize podilet i1 klisna ptijemkyné (Galli et al. 2007). Klisny jsou pted transferem
kontrolovany pomoci ultrasonografického vysetieni, aby byla stanovena presna doba ovulace.
Ta muze byt urychlena podanim hormonu hCG (zaroven dojde ke snizeni poctu nutnych
vySetieni) (Lazzari et al. 2020). Klonovand embrya jsou vyjmuta z kultivaéniho média a
pfenesena do délohy ¢i vejcovodu v zévislosti na stupni vyvoje a fazi fijového cyklu klisny
prijemkyné (Westhusin et al. 2003). Tti az sedm dnt (primérné 5 dnti) po ovulaci jsou klisné
prenesena 1-4 embrya (v 7. ¢i 8. dni vyvoje stadia blastocysty). Pomoci ultrasonografického
vySetieni je klisna 17. den po ovulaci vySetiena pro potvrzeni bfezosti. V prvnim trimestru
klisna podstupuje vySetteni kazdy tyden a ve zbytku biezosti 1x do mésice (Galli et al. 2008).

Podle Vajta & Gjerris (2006) a jejich soucasnych poznatkli mohou byt anomaélie
souvisejici s jadernym pfenosem zplisobeny:

1) Nevhodnou darcovskou buiikou ¢i oocytem.

2) Spatna synchronizace fazi bunééného cyklu jadra darkyné a cytoplazmy piijemkyné.
3) Neadekvatni ptfeprogramovani genomu darkyné.

4) Nevhodna manipulace s oocyty, somatickymi buiikami a embryem béhem zrani.

5) Rbzné manipulace, kultivaéni techniky zplisobujici mechanické, osmotické, elektricke,
toxické, tepelné a jiné poruchy.

Nékteré¢ ztéchto faktori jsou ziejmé, jiné (vCetné téch, které souviseji
s pfeprogramovanim genomu) potiebuji dalsi vyzkum.
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3.3.4. Metoda klonovani handmade cloning (HMC)

Metoda handmade cloning — ruéni klonovani (HMC) je jednodus$i a
bezmikromanipulatorova verze pienosu jader somatickych bunék (SCNT). Tradi¢ni klonovani
(TC tj. SCNT) vyzaduje krom¢ vysoce kvalifikovanych odborniki také pouziti drahych
mikromanipulator. Béhem poslednich let byla tato technika modifikovana, aby zvysila svou
ucinnost (Verma et al. 2015). Pii této metod¢ se po dozrani oocytu odstrani zona pellucida.
Tento postup piinasi vysoce ucinné vysledky enukleace, fuze a aktivace (Vajta & Gjerris
2006). HMC a TC maji stejny cil, ale 1i8i se pfevazné v pozadavcich na pfistrojové vybaveni.
Tab. 3 shrnuje podrobnosti a rozdily mezi témito metodami.

Tab. 3 Shrnuti podrobnosti a rozdilit mezi TC a HMC (Verma et al. 2015)

Funkce Tradi¢ni Handmade
klonovani (TC) | cloning (HMC)
Pi‘enos jader somatickych bunék v v
Synchronizace darcovské buiky v v
Vysoky pocet pokusi v v
Problémy spojené s jadernym pieprogramovanim a v v
reprodukovatelnosti pokust
Pravy klon X X
Bez pouziti mikromanipulatori X v
Bez zona pellucida x v
Problémy spojené s odstranénim zona pellucida X v
Pocet potiebnych cytoplasti Nizsi Vyssi
Naklady Vyssi Niz§i nez TC

HMC vychazi z SCNT a piedstavuje pokrocily zplisob enukleace oocytli bez zona
pellucida pomoci rucni bisekce s pouzitim specializovaného velmi ostrého skalpelu. Rucni
klonovani se v mnoha ohledech nelisi od TC. Zisk oocytl a ptiprava darcovska bunky je
témer totozna a rozdil pfinasi az enukleace oocytu. Oocyty bez zona pellucida 1ze enukleovat
pomoci chemikalii, centrifugace v hustotnim gradientu nebo ru¢ni bisekci (Verma et al.
2015). Jako prvni popisuji postup chemické enukleace Fulka & Moor (1993), ktefi vyuzili
chemického oSetfeni pro blokaci DNA topoimerazy Il béhem metafdze I. To ma za nasledek
inhibici déleni chromozomi oocytu a vypuzeni celého chromatinu do polarniho téliska, ¢imz
vznikd cytoplast bez chromatinu znamy také jako chemicky enukleovany oocyt (CEO) (Adil
2007). Tatham et al. (1995) popsal metodu enukleace pomoci centrifugace v hustotnim
gradientu. Vajta et al. (2001) vyvinuli vynikajici techniku HMC vyuzivajici ostré ¢epele pro
ruéni bisekci oocytl bez ZP.

Po odstranéni zona pellucida z oocytu vy€niva tzv. protruzni kuzel. Bisekce se provadi
pod stereomikroskopem pomoci ostré cepele. Oocyt by mél byt roziiznut v blizkosti
protruzniho kuZzele, protoZze se zde nachdzi polarni télisko (Adil 2007). Po rozd¢leni se
vSechny putlené oocyty bez chromatinu kontroluji pomoci barveni pod UV svétlem.
Rekonstrukce embryi se dosahuje rychlym vystavenim jednoho nebo dvou enukleovanych
ooplast fytohemoaglutinu, ktery napomahd spojeni ooplastu s darcovskou buitkkou. Po
rekonstrukci aktivace provadi za pomoci elektrofize (Verma et al. 2015).
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3.4 Vvuziti klonovani v dnesSni dobé

Klonovéni je v dneSni dobé pfitomné v kazdodennim Zzivoté. Klonovani koni je dnes
komerén¢ dostupné v Severni Americe (USA), Jizni Americe (Argentina, Brazilie a
Kolumbie), Evropa (Itélie), Asie (Cina, Jizni Korea), Novy Zéland a Australie. Odhadovany
pocet klonovanych koni v roce 2018 je 375 klond. Skutecny celkovy pocet koni by mohl byt
vys$$i, vzhledem k narozeni komovitych, ktefi soukromimi spolecnostmi nebyli hlaSeni
(Gambini & Maserati 2018). Hlavni plemena, kterd byla do roku 2016 klonovana, jsou
uvedena v tabulce nize (Tab. 4):

Tab. 4 Néktera hlavni plemena koni klonovana do roku 2016 (Gambini & Maserati 2018)

Plemeno koné

Reference

Criollo Gambini et al. 2012
Poélo pony Gambini et al. 2014; Olivera et al. 2016; Kheiron; Crestview Genetics
Hafling Galli et al. 2003a; Lagutina et al. 2005
Teplokrevnik Lee et al. 2015
Arabsky plnokrevnik Lagutina et al. 2005; Crestview Genetics
Anglicky pInokrevnik Kheiron
Parkurovy kuan Gambini et al. 2014; ViaGen; Kheiron
Pasocolombiano GenesCol
Pasofino ViaGen
Cuttingovy ki ViaGen
Mangalarga Marchador In Vitro Brasil Clonagem
Campolina In Vitro Brasil Clonagem
Rodeo kiin ViaGen
Barelovy ki ViaGen
Quarterhorse ViaGen

Jako nejcastéjsi divody majiteld pro rozhodnuti nechat naklonovat svého koné,Vanderwall et

al. (2005) uvadi:

1) Zachovani genetického fondu zvirat, ktera by se jinak dale nemohla rozmnozovat

(napft. valasi).

2) Uchovani genetického materidlu ohroZenych druhi ¢i plemen (napt. kiin Pfevalského).

3) Citové plnéni, kdy role zvifeciho spole¢nika je pro n€které jedince nenahraditelna.

Hiebci a plemenné klisny jsou obvykle klonovani pro ucely reprodukce. Dokonce vice nez

skot, mohou mit jednotlivi

kon¢ extrémné vysokou trzni hodnotu, kterou jsou

ospravedliiovany vysoké naklady spojené s jejich klonovanim (Galli & Lazzari 2021).
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Publikace o chovu koni za poslednich 15 let naznacuji, Ze klonovani v koniském primyslu
se ukazuje jako piinosné zvysSe uvedenych davodi. Ackoli pfijeti této technologie je
chovatelskymi svazy rtzné. Dlvodem muze byt casteCné nedostateCnd informovanost
vefejnosti ze strany odbornikii, coz ma za nasledek snadnéjsi kolovani dezinformaci.
Ptikladem je asociace plemene Quarterhorse (American Quarter Horse Association, AQHA),
ktera nepovoluje registraci plemennych klonovanych zvitat (Maserati & Mutto 2016). Dal§im
ptikladem je uzaviend plemennd kniha anglického plnokrevnika. Nejenze neregistruje zadné
klonované koné, ale nepovoluje ani jiné asistované reprodukéni technologie (ART).
Registraci klonti neumoziuje ani plemenné kniha arabského plnokrevnika. Na druhou stranu
mezinarodni jezdecké organizace ukazuji, Ze technologie klonovani mize byt pro chovatelské
programy piinosem a méni konvencni registraéni predpisy, tak aby umoznily registraci
klonovanych koni (Maserati & Mutto 2016). Mezinarodni jezdeckd federace (Fédération
Equestre Internationale, FEI) oznamila v roce 2012 na zasedani v Lausanne, ze rusi zdkaz
ucasti klonovanych koni v soutéZich. Tehdejsi zdkaz byl zdivodnén nedostatkem védeckych
poznatki.

Naproti tomu jsou plemenné knihy, které¢ registraci klonovanych jedincit umoziuji: Anglo
European Studbook (Anglo-evropska plemenna kniha, AES), Zangersheide, KWPN
(holandsky teplokrevnik), a Asociacion Argentina de Criadores de Caballos de Polo
(Nevecetalova 2020). Pravésvaz chovatelll pélo koni v Argentiné (Argentina Polo Horse
Breeders Association, AACCP) napiimo podporuje vyzkum a uzivani asistovanych
reprodukénich metod (ART) (Gambini & Maserati 2018). Za nejvétSiho a nejlepsiho
producenta polo koni mnozi povazuji pravé Argentinu. Béhem poslednich let bylo dosazeno
velkého pokroku v oblasti reprodukénich biotechnologii. Laboratof Crestview Genetics
vyuziva techniku koni zaloZzenou na pienosu jader somatickych bunék. Ke svym pokusim
vyuziva oocyty ziskané na jatkach.

Potencidlni problém pro spolecnost neni pocet nebo kvalita ziskanych oocyti, ale
intenzivni zdjem lidi o porazku koni na jatkach. I pfes to, Ze v Argentin¢ pievlada velké
povédomi o porazce koni, tak se stoupajici popularitou klonovani stoupd i zajem aktivistl za
prava zvifat. Crestview Genetics v soucasné dobé zkoumd zisk oocytl pomoci aspirace
folikuld, ¢imz zachova produkci klonovanych koni, ale vyhne se stfetu s aktivisty (Maserati &
Mutto 2016). V prosinci roku 2016 tym zndmého hrace Adolfa Cambiasa vyhral Sampionat se
Sesti klonovanymi kofimi (Obr. 4), kdy vSech Sest koni bylo klony slavné klisny Cuartetery.

Protokol, ktery komeréné pouziva ke klonovani vétSina spolecnosti véetné Crestview
Genetics, byl pievzat z postupu pouzitého pii klonovani ovce Dolly. V roce 2005 spole¢nost
In Vitro Clonagem adaptovala novy postup pro klonovani skotu, ktery pozdé¢ji upravila pro
potieby koni. Tato metoda spocivala v pouziti darcovské buniky ve fazi bunétného cyklu
G2sparované s enukleovanym oocytem v telofazi II (Maserati & Mutto 2016). Diky této
metod¢ spolecnost In Vitro Clonagem vyprodukovala slavného hiebce plemene Mangalarga
jménem Turbante. Za svij zivot tento hiebec diky metodam ART zplodil vice nez 1600
hiibat.
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Co se tyce kontinentalnich uspéchii, nejzndméjsim naklonovanym hiibétem je beze sporu
klisna Prométhea. Vyzkumny tym Cesara Galliho v roce 2005 vyprodukoval hiibé (Obr.5B)
arabského plnokrevnika pojmenované Pieraz (Pieraz-Cryozootech-Stallion) (Galli et al.
2014b). Jednalo se o klon mezinarodniho Sampiona ve vytrvalosti, ktery byl svymi majiteli
v mladi vykastrovan a jiz se nemohl dale mnozit. JiZ ve dvou letech zacal hiebec ptipoustét a
v roce 2008 se narodil prvni jeho potomek, klisna Pierazade du Vialaret.

Obr. 4 Prvni dva klonovani koné na sveté (Prométhea a Pieraz)(Galli et al. 2014b)

(4) Prométhea se svou matkou ve véku 2 mésicii (B) Pieraz ve veku 3 mesicit (C) Brezi Promeéthea (D) Pieraz

Svét jezdeckého sportu pod vedenim Erica Palmera (vedouciho spole¢nosti Cryozootech)
se dal rychle do pohybu. Spoustu slavnych a Gspésnych koni ma nyni své klony. Vyteény
parkurovy kin Gem Twist, ktery je povazovany za jednoho z nejlepsich skokanti v historii,
ma spoustu klonovanych potomkd, ktefi téZ nachazi uplatnéni ve sportu. Mezi dalsi slavné
kong, ktefi maji své klony, mizeme fadit: valach ET FRH, hiebec Chellano Alpha Z, Quidam
de Revel, Calvaro V, klisna Ratina Z, klisna Poetin a mnoho dalSich koni (Hector 2018).
Spojené staty se s klonovanim domacich zvitat, zejména koni, setkavaji ve velké mife. V roce
2005 zacala spole¢nost ViaGen komeréné produkovat skot a koné. Ackoli diive existovalo
n¢kolik spolecnosti, které se zamétovaly na komercni klonovani skotu (Cyagra, Advanced
Cell Technology, Infigen), prasat (PPL,MOFA) a zvifat pro produkci terapeuticky
hodnotnych proteinti v jejich krvi nebo mléce. Spolecnost ViaGen byla prvni, ktera nabizela
klonovani koni. V dnesni dobé mé laboratof v Kanadé¢, kde ziskava vajecniky z koniskych
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jatek (Maserati & Mutto 2016). I ptes rozsiteni laboratoii zaméfenych na klonovani koni, si
laboratof ViaGen uétuje zhruba 85 000 USD (https://www.viagenpets.com/product/equine-
cloning), coz stale déla klonovani nedostupné pro vétSinu majiteld a chovatelu. Da se
ocekavat, ze pokud by cena v budoucnosti zacala klesat, stane se klonovani béznou soucasti
chovu koni.

Klonovani nemusi byt pouze cestou, jak zachovat slavné a sportovni koné. Tuto
asistovanou reprodukéni metodu lze vyuZzit pro zachranu ohrozenych druhii. Naptiklad se
v posledni dobé uplatituje v zdchranném programu koné Ptevalského. Prvni klonovany kin
Ptevalského na svété se narodil 6. srpna 2020 a byl pojmenovan Kurt. Kurt je klonem hiebce,
jehoz DNA byla 42 let kryokonzervovéana. Narodil se diky spolupraci spole¢nosti Revive &
Restore, ViaGen a San Diego Zoo Wildlife Alliance, kde momentalné Zije. Kurt se narodil
nahradni matce plemene Quarterhorse a nyni se uc¢i divokému chovani od klisny koné
Ptevalského Holly (Tuff 2022).

I pies to, ze v roce 2012 FEI zménila sva pravidla a povolila klonim a potomkiim klonti
soutézit. Evropskd komise v prosinci 2013 ptedlozila ndvrh na zdkaz pouzivani techniky
klonovani v EU pro hospodatska zvitata a dovoz kloni téchto zvitat (IP/13/1269 18/12/2013).
V fijnu 2015 vSak Evropsky Parlament zménil evropskou legislativu a podal ndvrh na zruSeni
vyjimky ze zdkazu pro jezdecké sportovni a kulturni akce (Campbell 2016; Gambini &
Maserati 2018). Dals§i zajimavé nafizeni vydala argentinska asociace Sociedad Rural
Argentina (SRA), které neumoznuje registraci 100 % identickych klonti a vyzaduje studii
mtDNA k rozliSeni mezi klonovanym a darcovskym zvifetem. Pokud toto neni mozné rozlisit,
nemuiZze byt klon u SRA registrovan. Toto nafizeni se liSi od brazilského, kde oocyty musi
pochazet od jedinct stejného plemene. Testovani mtDNA se v Brazilii zatim nevyzaduje
(Gambini & Maserati 2018).

V nékterych ¢astech Evropy je koniské maso stale konzumovano. Piivodni debata v ramci
Evropské Unie o klonovani hospodarskych zvitat zahrnovala obavu o moznych zdravotnich
dopadech na cloveéka pii konzumaci masa a jinych produkti pochazejiciho z klonovanych
zvitat. Otdzkou nastava, zda byly tyto obavy opravnéné a zda se vztahuji i na koné¢ (Campbell
2016)? Utad pro kontrolu 1é&iv a potravin (FDA) spoleéné s Evropskym ufadem pro
bezpecnost potravin (EFSA) a dal§imi ufady po celém svéte, provadély dlouhé hodnoceni a
zkoumani rizik na zaklad¢ tehdy zvefejnéné védecké literatury. Oba hlavni tGfady dosly
k zavéru, ze produkty vyrobené zklonovanych zvifat se neli§i od zvifat narozenych
»klasickym® zptisobem. Nejenze se nelisi, ale je také nemozné je od sebe bez popisu rozlisit
(Galli & Lazzari 2021).

V USA, Brazilii a Argentiné se klonovani Zivoc¢ichové nijak neoznacuji a jejich maso a
ostatni produkty jsou povoleny ke konzumaci a mohou byt vyvazeny. Maso, které se dostava
do potravnich fetézcli, neni oznaCeno a vyvolava eticky problém ohledné transparentnosti
tykajici se prava spotiebitell, ktefi tak netusSi, co vlastné¢ konzumuji (Campbell 2016).
V disledku toho se SCNT pro zemédélské vyuziti v EU nachazi ve velké nejistoté.
Momentalné neexistuje zddnd dohoda mezi Evropskou komisi, kterd je pro schvéleni a
Evropskym parlamentem, ktery je velkou vétSinou hlast proti. V soucasné dob¢ potraviny
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v EU ziskané z klonovanych zvifat spadaji pod nafizeni o ,novych potravinach® (nafizeni
(EU) 2015/2283) jako potraviny ziskané z tzv. zvitat ziskanych netradi¢nimi chovatelskymi
postupy (Campbell 2016).

3.5 Etické aspekty klonovani koni

3.3.1. Zdravotni zpiisobilost klonii

Vzhledem ke kiehké rovnovaze béhem piirozené¢ho procesu oplodnéni a vyvoje gamet je
zazrak, ze tak ,drasticky* zdsah, jako je SCNT, viibec vede ke vzniku Zivotaschopného
jedince (Vajta & Gjerris 2006). Problémy spojené s klonovanim zivocichli jsou nejcastéji
abnormality placenty, abnormality a poruchy plodu, dystokie, syndrom velkého potomka
(LOS), slabost ¢i nemoc novorozenct, systémové onemocnéni, predcasné starnuti ¢i smrt
(Campbell 2016). Tyto problémy vSak ptevladaji spise u hospodarskych zvitat, jako je skot a
prasata. U koni jsou udaje o zdravi a zivotaschopnosti klonu pomérné nedostatecné. Pouze
skupiny vedené Katrin Hinrichsovou (USA) (Hinrichs 2006) a Cesarem Gallim (Italie) (Galli
et al. 2003a) publikovali udaje o stavu zvifat a o své tispéSnosti a problematice klonovani.

Nejcastejsi problematikou u klisen jsou aborty v riiznych fazich btezosti. Dle Hinrichs
(2006) 26 % jimi ptenesenych klonovanych embryi vedlo k narozeni hiibéte, zatimco Galli et
al. (2003a) uvedl narozeni 3 zdravych hiibat po pfenosu vice nez 100 klonovanych embryi.
Ve své studii Johnson et al. (2010) uvadi, Ze u dvou hiibat byly zjiSt€ny znamky hypoxické
ischemické encefalopatie pii narozeni, ale po terapii dosSlo k jejich uzdraveni. Dvé hiibata
zemiela kratce po narozeni (jedno na nasledky pneumonie a druhé na nasledky anestezie
béhem pokusu o chirurgickou korekci abnormalit mocového méchyie). Celkem 7 ze 14 hiibat
vyzadovalo kyslikovou terapii do 12 hodin po narozeni a u jednoho hiibéte bylo nutné kyslik
podavat po dobu 15 dnii. VSechna hiibata byla povazovéana za ,,vysoce rizikova“ a byla jim
podavana preventivné antibiotika. Polovina hiibat méla pupecnikovou infekci a 8 hiibat ze 14
mélo urcitou formu flexory koncetin (vSechny se podafilo srovnat do 6 mésict véku).
V praméru hiibata vyzadovala 8,5 dne intenzivni péce.

Neni pochyb o tom, Ze hiibata narozend za pomoci techniky SCNT primérné vykazuji
vétsi zdravotni komplikace a jsou nachyIngjsi, ne hiibata pocata ,klasickou* cestou. Siroka
Skala z mala dostupnych udajii dokazuji, ze klonovani koni je spojeno s vysokou mirou
vyskytu embryonélnich abnormalit plodu (ackoliv je stile niz§i nez vyskyt u ostatnich druhii
hospodarskych zvifat) a pozadavkem na intenzivni neonatdlni péci. Je obtizné zjistit, zda
poporodni abnormality souvisi s metodou klonovani, jelikoz se vyskytuji 1 u béZnych hiibat.
Je zjevné zapotiebi dalSich vyzkumi a studii zkoumajicich zdravotni stav hiibat a nasledné
welfare zivota klonovanych koni (Campbell 2016).
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3.3.2. Eticka stranka klonovani koni

Vzhledem k ptedchozi kapitole (3.3.1. Zdravotni zpiisobilost klontl) je velice diskutabilni, zda
se klonovani nachazi v mezich etické roviny. V soucasné dobé& nejsou k dispozici zadné udaje
o ptipadnych korelacich mezi technikou SCNT a konkrétnimi problémy u koni (Campbell
2016). Da se predpokladat, ze vyskyt problémi se bude pravdépodobné zmensSovat
v souvislosti s pokrokem a zdokonalenim techniky. AvSak kombinace nedostatku komercnich
z4yjmu a vysokych nédkladi se odrazi na nizkych poctech védeckych skupin zkoumajicich
klonovani koni.

Na druhou stranu se setkdvame se silnymi argumenty, Ze nckteré typy asistovanych
reprodukénich metod (ART) jsou uzitecnym néstrojem pro zlepSeni welfare plemennych koni.
Naptiklad uwzitim umélé inseminace (AI) vcetné zaslani spermatu odstrafiuje nutnost
transportu klisny ¢i hiebcii na narodni nebo mezindrodni Grovni a tim se snizuje jejich
vystaveni stresu a infek¢nim chorobam. Campbell & Sandee (2015) uvadi, ze spolecnost
Sport Horse Breeding of Great Britain v ramci plemenné knihy souhlasila s povolenim
uchovnéni valacha, ktefi maji z predchozi doby kryokonzervované sperma. Valasi jsou
v systému klasifikovéni jako plemenni hiebci. Jedna se o dalsi dikaz, ze vyuziti ART vede ke
zlepSeni miry welfare koni.

Dle Campbella (2016) je velkou piekazkou odpor vetejnosti ke klonovani. Jeden z pruzkumu
vetejného minéni a postoji lidi ke klonovani zvifat ukazal, Ze vefejnost tuto metodu povazuje
za ,urdzku duastojnosti zvifete” a Ze se obavaji ,,naruSeni integrity zvifat”. Z prizkumu
Eurobarometru z roku 2008 61 % respondenti oznacilo klonovani jako ,,moralné zavazné* a
38 % uvedlo klonovani zvifat za ,,neetické* bez ohledu na potencionélni pfinosy v medicing
nebo z hlediska produkce potravin. VétSina asistovanych reprodukénich metod porusuje
pfirozené piirodni postupy, ale z4dnd zmetod (embryotransfer, umélé oplodnéni atd.)
nevzbuzuje takovy odpor jako klonovani. I pfes to vSechno se k zakazu klonovani zvifat
neschyluje. Paradoxné pravé intenzivnéj$i mira vyuzivani této reprodukcéni metody zvySuje
moznosti jejiho zlepSeni a umozni délat ¢im dal tim vétsi pokroky ke zlepSeni welfare a etické
stranky celé problematiky.
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4. Zavér

Bakalafska prace ve formé literarni reSerSe uvedla ¢tenatre do problematiky tykajici se
Z vystupu prace lze fici, Ze klonovani koni neni zdaleka na vrcholu a jesté né¢jaky cas bude
pfedmétem zkoumani mnoha vyzkumnych tymi. Lze ptedpokladat, ze s hlubSim
poznanim asistovanych reprodukcénich metod, se technika klonovani bude zlepSovat a s ni
1 aspekty welfare zivota klont. V z4jmu odbornikll je Sifit osvétu a stale zlepSovat své
metody z ditvodu lepsiho pfijeti mezi chovateli koni.

Sirokéd vetejnost je stale ke klonovani dosti zdrZenliv4, a spiSe nez s podporou se
vyzkumnici setkavaji s nepochopenim a odsouzenim dané metody. Pokud tomu tak
zustane, 1ze ocekavat tipadek klonovani a jeho omezeni pouze pro védecké ucely.
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