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Transvaginalni aspirace oocyti u klisen
Souhrn

V dnesni dobé se v reprodukci klisen neustale zdokonaluji techniky pro ziskani co nejvice
potomku z vybornych zvitat. Specializované metody reprodukce jsou zavislé na zisku oocytt
od klisen. Tato prace je literarni reSerSe a shrnuje nejnovéj$i poznatky o metodé
transvaginalni aspirace oocytll, neboli ovum pick up, coz je jedna z moznosti sbéru oocyta.
zpusoby zivé klisny. Zatim nejucinnéjsi zptsob je ziskani oocytl z jateCnych vajecniki, ten se
nyni vyuzivd zejména k vyzkumnym uceliim, jelikoZ poskytuje nejvice oocytl. Oocyty se
z vajeCniku odebiraji pitvou a roziezdnim tkané vajecniku, seSkrabovanim granul6znich
bun¢k folikulu a aspiraci. Aspirace mtize probihat s, anebo bez proplachovani folikulu. Snaha
chovateli je samozifejmé vyuzivat zivé klisny jako darkyn€ oocyti, coz umoziuje jejich
opakované odebirani. Nejvice invazivni metoda ziskavani oocyti je punkci v boku klisny
trokarem a poté aspirace folikulii jehlou, nebo laparoskopicky. Pomoci transvagindlniho
ultrazvuku se mohou ziskat od klisen oocyty bez vétSich poranéni, vpich je proveden pouze
sténou pochvy a opakovat je lze uz po 10 ti dnech, idealni je vSak interval 2 — 4 tydny, a to i
nckolikrat za sebou aniz by dochézelo k poruchdm zdravi, nebo funkce pohlavnich orgénd.
Oocyty se odebiraji v priibéhu celého roku, nezavisle reprodukénim obdobi, nebo na fazi
estralniho cyklu. Vice ¢1 méné se vyskytuji folikularni viny u bfezich klisen a 1 ty se vyuzivaji
jako darkyné oocytt. Klisny se pted aspiraci nijak hormonalné nepfipravuji, bezprostiedni
ptiprava klisny pied aspiraci spociva v prevedeni do fixa¢ni klece, nebo znehybnéni v boxe a
aplikace sedativ a epidurdlni anestezie. Dale se klisné zavaZe ocas, vyprazdni konecnik a
dikladné se omyje perinealni oblast. Poté se pochvou vede ultrazvukova sonda s vodi¢em
jehly, vodi¢em prochazi jehla napojend na vyvévu, kterd zajist'uje podtlak a tim sani folikulu.
Aspiraci je mozné ziskat oocyty ze dvou typlu folikuldi, z preovulacnich a nezralych.
Preovulac¢ni folikul se aspiruje 20 — 36 hodin po podani hCG, GspéSnost zisku oocytill z téchto
folikulti je az 80 %. V nepfitomnosti preovula¢niho folikulu se aspiruji vSechny viditelné
folikuly na vajeénicich. VytéZznost malych oocyti je mnohem niz8i, ve srovnani
s preovulacnimi folikuly a pfesto vétSina oocytl, které je mozné ziskat od klisny pochazi
z malych folikulti. Oocyty z malych folikulti se nasledné musi nechat 24 — 36 hodin maturovat
Vv kultivaénim mediu, nez je mozné je pouzit k ICSI, nebo transferu oocytt.

Klicova slova: klisna, reprodukce, ultrasonografie, aspirace, oocyt



Transvaginal aspiration of oocytes in mares

Summary

In this day and age, methods used in mare reproduction are steadily being perfected to enable
receiving as many descendants of optimal animals as possible. The specialized methods of
reproduction depend on recovering oocytes from the mares. This work is a literature search
and it resumes the newest pieces of knowledge about the method of transvaginal oocyte
recover, also called “ovum pick up”, which is one of the possible ways of obtaining oocytes.

To receive the oocytes we may use slaughterhouse ovaries, therefore ones of a dead mare, or
we may get them from a living one. So far the most efficient one is the slaughterhouse
method; it is nowadays used mostly for research purposes, as it provides most oocytes. The
oocytes are dissected from the ovary by cutting its tissue, scraping granulosa follicular cells
and aspiration. Aspiration can proceed with, or without rinsing the follicle.

The breeders naturally strive to use living mares as oocytes donors, which enables repeated
withdrawing. The most invasive way of receiving the oocytes is a trocar puncture through the
mare’s flank followed by aspiration of follicles either with a syringe or laparoscopically.
Thanks to the transvaginal ultrasound the oocytes can be withdrawn without hurting the mare
significantly; the puncture pierces only the vulva wall and the procedure can be repeated after
only ten days, although the interval of two to four weeks is recommended, so that the mare’s
health or functioning of its genitals are not endangered.

Oocytes can be withdrawn during the whole year, independently of the reproduction period or
phase of the estrous cycle. Follicular waves more or less often appear in pregnant mares, and
those are used as oocyte donors.

Mares are in no way being hormonally prepared for the aspiration; none of the attempts to
provoke superovulation or to increase the number of follicles on ovaries proved to be
successful in providing more oocytes. The proximate preparation of the mare consists of
bringing the mare into a fixation cage or its immobilization in a horsebox, applying sedatives
and epidural anesthesia. Then its tail is bandaged, the rectum is cleaned out and the perineal
area is washed. After this an ultrasound exploring coil with an awl is lead through its vulva;
another awl is connected with a vacuum pump, which provides under pressure and sucking of
the follicle.

Aspiration provides oocytes from two types of follicles: pre-ovulation and immature. Pre-
ovulation follicle is aspired 20 - 36 hours after applying hCG, and obtaining oocytes from
these follicles is successful in 80 % of the cases. In the absence of pre-ovulation follicles all
the visible follicles on the ovaries are aspired. Recovery rate of the oocytes is much smaller in
comparison with pre-ovulation follicles, and yet most of the oocytes that can be received from
a mare come from the little follicles. Oocytes from the little follicles need to mature in a
cultural medium for 24-26 hours before they can be used to ICSI or oocyte transfer.

Keywords: mare, reproduction, ultrasonography, aspiration, oocyte
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1 Uvod

Asistovana reprodukce prosla jako kazda védecka oblast uritym vyvojem. Z historického
hlediska se vyvoj asistované reprodukce u koni datuje do konce devatenactého stoleti, kdy sir
Walter Heape vytvofil prvni biezost ziskanou umélym oplodnénim (Heape, 1898), dalsi
technologie zalozené na in vivo a in vitro produkci embryi se objevily zvlasté az v poslednim
desetileti. Pokrocilé technologie asistované reprodukce zahrnuji fadu postupti, naptiklad in
vitro produkce embryi (IVP), transfer oocyti a klonovani, z nichz vSechny maji kone¢ny cil
napomahat zabtfeznuti neplodnych klisen, vyuzit sportujici klisny béhem sezony a ziskat od
takovych zvifat potomky (Galli et al., 2007).

V riznych fazich vyvoje oblasti asistované reprodukce koni byly pouzivany odlisné
metody, s ohledem na odborné znalosti, poznatky z praxe a v nemalé mite také na dostupném
vybaveni v dané dobé&. Pokrok v této oblasti byl zpocatku velmi pomaly. Jednim z divodu
byla omezend moznost ziskdvani oocytl z jatecného materidlu pro vyvinuti naptiklad
kultiva¢nich systémi oocytii. Dal§im a pomérné dilezitym faktem zodpovédnym za rozsifeni
sofistikovanych metod asistované reprodukce u koni bylo to, Zze vt¢ dobé standardné
pouzivané metody in vitro fertilizace (IVF) a in vitro kultivace (IVC) pouZzivanych u jinych
druhii zvifat u koni selhaly. V posledni dob& se vSak vyuziti specializovanych metod
asistované reprodukce u koni zvySuje a to primarné z divodu zvysujiciho se zajmu

chovatelské a odborné vetejnosti.



2 Cil prace

Cilem prace je vypracovat literarni reSersi, shrnujici nejnovéjsi poznatky o metod¢ ovum pick
up v reprodukci Klisen.



3 Literarni reSerse

3.1 Anatomie pohlavnich organi klisny

Samic¢i pohlavni organy jsou specializovanym ustrojim, které slouzi k uskute¢iiovani
druhu. Pohlavni organy samice zajist'uji produkci gamet (oocytll), pohlavnich hormond, pfijimaji
sam¢i pohlavni bunky, umoziiuji jejich splynuti, zabezpecuji vyvoj nového jednice a nasledny
porod. Organy reprodukéni soustavy se rozdéluji na wvnitini (vajecniky, vejcovody, déloha,

pochva) a vnéjsi (poSevni piedsin, vulva a klitoris) (Kudla¢, Elecko, 1977).

3.1.1 Vajeéniky (ovarium)

Vajecnik je parovy pohlavni organ, produkujici pohlavni buniky a hormony. U klisen se nachézi
v kaudalni ¢asti btisni dutiny, ventralné pod Ctvrtym a patym bedernim obratlem. Pravy vajecnik
byva umistén kranidlnéji. Vajecniky klisny jsou fazolovitého tvaru, s napadnou proléklinou na
konkavnim okraji, kterd se nazyva ovulacni jamka, zde ovuluji folikuly a vznikaji zluta téliska.
Na konvexnim okraji je vstup pro krevni a nervové zasobeni, tzv. hilus. Vajecniky jsou volné
upevnéné vajecnikovym zavésem (mesovarium), k déloze se upeviiyji Sirokymi déloznimi vazy a
vajecnikovym vazem ke kranidlnimu konci délozniho rohu. Ovula¢ni jamka je bez spojeni a
nepokryva ji ani pobfiSnice (Pilliner et Davies, 2013). Velikost vaje¢nikli zna¢né kolisa
Vv zavislosti na folikularni ¢innosti a fazi reproduk¢niho cyklu, pfiblizna velikost béhem anestrie
je 2-4 cm na délku a 2-3 cm na $itku, avSak béhem reprodukéniho obdobi mohou byt 6-8 cm
dlouhé a 3-4 cm Siroké. V tomto obdobi jsou také mékci. Diefiova a cévni vrstva se na vajecniku
nachazi na povrchu a korova vrstva, ktera obsahuje folikularni parenchym je uvnitt Zlazy, coz je
abnormalita pouze u klisen, u ostatnich hospodarskych zvitat se vrstvy nachazeji opa¢né. Tyto
dvé vrstvy se prolinaji v pfechodné vrstvé dieno-korové (Reef, 1998). Cely vajec¢nik, kromé

ovulacéni jamky je obaleny v ochranném pouzdru, tunica albuginea (Davies Morel, 2015).

10



3.1.2 Vejcovody (oviductus)

Vejcovody jsou parové, tenké, trubicovité utvary, zajistujici transport oocytu k déloze a
spermii opacnym smérem. Pohyb uskutecniuji kontrakce svalovych vldken a tasinky, kterymi
je vystlana sliznice vejcovodu. Vejcovod rozdélujeme na 3 Casti: nalevka, ampule a isthmus.
Nalevka je rozsiteny konec, nejblize vajecniku a otevira se v blizkosti ovulac¢ni jamky. Na
okraji nalevky se tvofi nepravidelné fasy, fimbrie, n€které z nich mohou byt pfipojeny
k ovula¢ni jamce (Ley, 2004). Pomoci fimbrii se zachycuje ovulovany oocyt a pomoci fasinek
se dale vede smérem do délohy (Ginther, 1992). Ampule vejcovodu ma zna¢né klikaty
pribéh, je mistem oplozeni a mé schopnost zadrzet neoplozeny oocyt (Ley, 2004). Koncovy
usek isthmus, pfechazi do déloznich rohii ve formé papily (Brinsko et al., 2010). Celkova
délka vejcovodu se pohybuje v rozmezi 25-30 cm. Siika se v riznych &astech lisi, nejtendi je
Vv zGzeni (isthmus) 2-5 mm a postupné se rozSifuje na 5-10 mm ve stiedni ¢asti (ampulla).
Stény vajeéniku jsou slozené ze tfech vrstev. Vnéjsi vrstva vazivova ser6zni, sttedni vrstva
myometrium se sklada z podéIné a kruhovité svaloviny a vnitini vrstva sliznice s fasinkami

(Sisson, 1975).

3.1.3 Déloha (uterus)

Déloha je duty, ptevazné svalovy orgéan, ve tvaru Y, nebo T, ulozeny v bfiSni a panevni
dutiné. Slouzi k ulozeni, vyzivé a zajisténi vyvoje mladéte. Déloha se sklada z téla, dvou
déloznich rohii a kr&ku. V porovnani s rohy ma déloha klisny velké t&lo. Siroké vazy
(mesometrium) piipojuji t€lo a rohy délozni k bfiSni a padnevni sténé€ a probihaji v nich cévy a
nervy (Kudlac, Elec¢ko, 1977). Sténa d€lohy je tvofena ze 3 Casti. Vné&jsi ser6zni vrstva
perimetrium, na nizZ navazuje mesometrium a pobfiSnice. Stfedni svalova vrstva myometrium
ma vnitini ¢ast z kruhové svaloviny, stfedni z cévni vrstvy a vnéjsi z podélné svaloviny,
béhem biezosti méa schopnost velké roztazitelnosti. Vnitini sekrecni sliznice endometrium je
uspotadana v podélné zahyby a odpovidd za vyvoj plodu a spojeni placenty. V endometriu
jsou siln€ vyvinuté cévy a nervy a mnoho tubul6znich zlaz (Brinsko et al., 2010). T¢lo délohy
je dorsoventralné zplostélé, 18-20 cm dlouhé a v priméru meéti 8-12 cm. Délozni rohy jsou
ulozen¢ Vv biisni dutin€é, dlouhé 20-25 cm a Siroké 4-6 cm, ale primér se smérem
k vejcovodiim ztencuje, na 1-2 cm. Velké zakiiveni déloznich rohti je smérem ventralng, u
nebiezich klisen maji symetricky tvar, uzsi ve Spicce a ztlust'uji se smérem ke spojeni s télem

délohy. Bifurkace dvou d€loznich rohil, je tvofena kratkou pfepazkou. Lumen délohy existuje
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jen jako potencialni prostor, velikost zavisi na veéku, i po¢tu biezosti (Ley, 2004). Podél
Sirokého vazu se nachazeji 3 tepny a zily na kazdé strané. Dé€lozni vétev vaginalni tepny,
kaudalni dé€lozni tepna (vychazi z vnitini kycelni tepny), délozni tepna (z vné&jsi kycelni

tepny), d€lozni vétev vaje¢nikové tepny a odpovidajici Zily (Brinsko et al., 2010).

3.1.4 Délozni kréek (cervix)

Krcek je silnosténny svérac, ktery tvori kaudalni vstup do délohy. Krcek je 6cm dlouhy a 4 cm
tlusty, zasahuje 4 cm dlouhym c¢ipkem do pochvy. Krckem prochazi kanalek, ktery se
fyziologicky otevird pouze v dob¢ fije, pii porodu a kratkou dobu po porodu. Kranialni otvor
kanalku do dé€lozni dutiny se nazyva vnitini branka a do dutiny posevni zevni branka (Kudlac,
Elecko, 1977). Stény krcku maji stavbu jako délozni sténa S tim, Ze podélné zahyby sliznice
ptechazeji v endometrium (Brinsko et al., 2010). Zevniti je kréek kryty epitelem se sekre¢nimi
bunkami vylucujici hlen, ktery uzavira krcéek tak, Ze je méné propustny pro bakterie. Na pohmat

je zna¢né tuhy, ov§em pii estru svalovy tonus povoluje (Davies Morel, 2015).

3.1.5 Pochva (vagina)

Pochva je velmi elasticky a roztazitelny svalovy organ. Nachazi se v panevni duting, z velké
¢asti v retroperitoneu, mezi krckem délohy a poSevni pfedsini (Brinsko et al., 2010). Pochva
slouzi pro pfijem penisu a také jako ochranna bariéra délohy. Obsahuje kyselé sekrety, které
jsou baktericidni, ale také spermicidni (Davies Morel, 2015). Primér pochvy se pohybuje
priblizn¢ 10-15 cm a délka 18-23 cm. Sliznice uvniti pochvy tvoii podélné zahyby a je

vystlana vrstevnatym, dlazdicovym epitelem, bez Z1az.

3.1.6 PoSevni predsin (vestibulum vaginae)

PoSevni ptfedsin tvoii kaudalni pokracovani pochvy asi 10-12 cm dlouhé. Kranialné je od pochvy
oddélend zdhybem tkané, jehoz soucasti je hymen u klisen, které nemély pohlavni styk. Spojuje
mocovou a pohlavni soustavu, mocova trubice usti dorsoventralné od tohoto zahybu a je kryta
slizni¢ni fasou (Kudlag, Elecko, 1977). Ve sliznici se nachdzeji zlazy, které lubrikuji zadni ¢asti

pochvy.
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3.1.7 Vulva (vulva)

Vulva otevira vstup do pohlavniho ustroji a také zabraiiuje vniknuti cizich pfedméti a vzduchu
do pohlavniho traktu. Vulva je umisténa ventralné od rekta, nad sedacim hrbolem panevni kosti.
Sklada se ze dvou stydkych pyskt, dlouhych 12-15 cm, ty se stykaji spolu v horni a dolni spojce,
mezi sebou sviraji §térbinu stydkou. Horni spojka je ostra, dolni vice zaoblena a obklopuje oblast
klitorisu. Stydké pysky jsou pokryté slabou, pigmentovanou kizi s mazovymi zldzami, pod
pokozkou se nachazi svéra¢ z kosterni svaloviny (Ley, 2004). Klitoris lezi v malé prohlubeniné
(fossa clitoridis), ve ventralni spojce stydkych pyski, je velky zhruba 5 cm a je tvofen erektilni

tkani, podobné jako u pyje samcti, s ¢etnymi nervovymi zakon¢enimi (Kudlac, Elecko, 1977).

13



3.2 Neurohumoralni rizeni

Reprodukéni funkce zabezpeCuje neuroendokrinni komplex: hypotalamus, hypofyza a
pohlavni zldzy. Mozek jako organ analyzy a syntézy informaci z vnittnich a vné&jsich vlivi, je
pfedava pomoci impulsit do hypotalamo - hypofyzarniho systému. Tam vznikaji podnéty
ovliviiujici vlastni pohlavni organy. Z pohlavnich organii dostava zpétnou vazbou odpovéedi
opét centralni nervovy systém, takze je v neustdlém vzajemném spojeni. Zpétna vazba je
zakladem vétSiny kontrolnich mechanismti a poskytuje prostfedky k dosazeni rovnovahy.
Vliv na pfislusné bunky je fizen koncentraci hormoni, toho je dosazeno rychlosti jejich
tvorby, transportu a vylu¢ovani (McKinnon et al., 2011). Zpétné vazby jsou piedevsim
uskutec¢iiovany ovarialnimi hormony, které krevni cestou piisobi povzbudivé, nebo tlumivé na
produkci gonadotropnich hormonti v hypofyze (Kudla¢, Elecko, 1977).

Nadrazenym centrem reprodukce je limbicky systém, ktery je tvofen mozkovou kirou a
podkorovymi centry. Limbicky systém sbira informace prosttednictvim smyslovych organii a
souCasn¢ neustale pfijimd informace o vnitinim stavu celého organismu. Dale podnéty

analyzuje a pfedava do hypotalamu (Kudlag, Elec¢ko, 1977).

3.2.1 Epifyza

Epifyza produkuje hormon melatonin, ktery vyznamné ovliviiuje cirkadidnni rytmus a
sezonnost. Diky receptorim v o€ich informuje epifyza CNS o fotoperiodé (Samper, 2009).
Melatonin se tvoii béhem scotofaze v noci a pii vysoké koncentraci funguje jako inhibin
gonadotropnich releasing hormont. Prodluzovani dne mé za nasledek snizovani koncentrace
melatoninu, tudiz dojde k produkci GnRH z hypotalamu, ktery dale vyvola sekreci
luteinizaéniho hormonu a do mensi miry i folikulostimula¢niho hormonu v pfednim laloku

hypofyzy (Davies Morel, 2015).

3.2.2 Hypotalamus

Hypotalamus je ¢ast mezimozku, kterd se nachazi ve tfeti mozkové komote, pii odstupu
stopky hypofyzy. Funguje jako prostiednik mezi nervovym a endokrinnim systémem.

Vyvolava nervové impulsy, které dale predava bud’ pifimo, nebo nepfimo na urcené organy.
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V hypotalamu jsou urcena dvé sexudlni centra, odkud je fizena pohlavni ¢innost. Pfedni
sexualni centrum zachycuje stimuly z vnéjsiho prostfedi a po zpracovani je posild na zadni
sexualni centrum. V zadnim sexualnim centru se poté tvoii neurosekrety (releasing hormony).
Tyto releasing hormony prochézeji krevnim fecistém do hypofyzy a stimuluji, nebo inhibuji
tvorbu a sekreci gonadotropinti. V hypotalamu se tvoii nasledujici hormony: gonadotropni
uvolnujici hormon (GnRH), tyreotropni uvolilujici hormon (TSH-RH), somatotropni
uvoliiujici  hormon (STH-RH), adrenokortiktropni uvolfiujici hormon (ACTH-RH).
Neurosekrecni buiiky déale obsahuji prekursory hormont zadniho laloku hypotyzy, oxytocinu
a vasopresinu (Kudla¢, Elecko, 1977). Releasing hormony jsou aktivovany az na zacatku
pubertalniho procesu. Tvorba GnRH je mozna tehdy, kdyz dojde ke snizeni koncentrace
melatoninu v krvi. Vylu¢ovani GnRH probiha v pulsech, jejich frekvence a intenzita kolisa
béhem faze cyklu a obdobi roku. Zpétnou vazbou ovarialni hormony ovliviiuji produkci a

sekreci GnRH v hypotalamu (McKinnon et al., 2011).

3.2.3 Hypofyza

Hypofyza je ulozena na mozkové bazi, v prohlubeniné spodiny lebe¢ni. Hypofyza vykonéava
prikazy z hypotalamu, kterym je i fizena prostfednictvim releasing hormonti. Ty stimuluji
tvorbu a sekreci hormontt hypofyzy. Vyvojové se rozd€luje na adenohypofyzu a
neurohypofyzu. Adenohypofyza ma dvé casti: pars distalis a pars tuberalis. Pars distalis tvofi
dominantni podil adenohypofyzy, sklada se ze dvou typl bunék. Chromofobni butiky jsou bez
granul a Spatn¢ se barvi. Snadno se barvici buiiky obsahujici granula, se nazyvaji chromofilni.
Ty jsou zodpovédné za tvorbu hormont. Chromofilni bunky se podle afinity k barviviim d¢li
dale na bazofilni a acidofilni (Kudla¢, Elecko, 1977).

Neurohypofyza je sloZena ze siti neuroglii, nachazeji se v ni ¢etna nervova zakonceni, cévy a
shluky Zlaznatych bunék, je nervové spojena s hypotalamem. Touto cestou pfichazeji
hormony oxytocin a vasopresin, které se v neurohypofyze shromazd'uji a ptipadné uvoliuji
(Kudlag, Elecko, 1977).

Chromofilni bunky adenohypofyzy produkuji hormony: somatotropni, adrenokortikotropni,
thyreotropni a gonadotropni. Posledni zminéné gonadotropni hormony fidi ¢innost a vyvoj
pohlavnich zlaz, jsou to folikuly stimulujici hormon (FSH), luteiniza¢ni hormon (LH) a
luteotropni hormon (LTH). Odpovédi na impulsy gonadotropinti 1ze na pohlavnich Zlazach

pozorovat morfologické a funkéni zmény (Kudlac¢, Elecko, 1977).
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Folikuly stimulujici hormon ptisobi u samic na rtst a vyvoj folikuli na vajecnicich, receptory
FSH se nachazi pfimo na granul6znich bunkach folikulu. Luteinizacni hormon navazuje na
ucinek FSH, preovula¢ni narGst LH zpiisobuje dozravani a naslednou ovulaci folikulu, kdy
dojde Kk vyplaveni oocytu. Dale plsobi na rast lutedlni tkané a tvorbu zlutého téliska.

Luteotropni hormon je nutny k vyvolani a udrzeni laktace (Coumbe, 2012).

3.2.4 Ovarialni pohlavni hormony

Estrogeny

[ 4

vvvvvv

interna rostoucich folikuld. Stimuluji rGst pohlavniho Ustroji, vyvolavaji psychické ptiznaky
fije a vnimavost vici hiebci, piisobi zmény na organech béhem pohlavniho cyklu, podnécuje
rust a vyvoj mlééné Zzlazy, zasahuji do latkového metabolismu téla. Produkce estrogenu
blokuje tvorbu FSH, na principu negativni zpétné vazby (Brinsko et al., 2010). Vrchol

koncentrace estradiolu - 17f nastava 24 — 48 hodin pied ovulaci (Davies Morel, 2015).

Progesteron

Progesteron je produkovany lutealni tkéni zlutého téliska, béhem biezosti je po zaniku Zluté¢ho
téliska produkovéan placentou. Tento hormon je nezbytny pifi piipravé délohy pro vstup
embrya, pro zachovani bfezosti zvySenim aktivity sekrec¢nich zldz v endometriu. Déle
zajist'uje vznik matetského pudu, tonus délozniho krcku, vétsi viskozitu vaginalnich sekreti i
vyvoj] mlééné Zlazy (Coumbe, 2012). Progesteron ma inhibicni efekt na produkci LH.

Maximalni koncentrace progesteronu nastava 5. — 6. den po ovulaci (Davies Morel, 2015).

Relaxin
Relaxin je hormon, ktery se vytvaii ve zlutém télisku a placentou. Uginkem relaxinu je

ptiprava porodnich cest na porod (Kudlag¢, Elecko, 1977).

Inhibin
Inhibin produkuje piedevsim dominantni folikul, jeho produkce je zvySena pied ovulaci.
Inhibi¢né ptisobi na sekreci FSH z adehypofyzy, avSak sekreci LH neovliviiuje (Squires,
2010).
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3.2.5 Déloha

D¢éloha produkuje dva reprodukéni hormony, konsky choriovy gonadotropin a prostaglandin
F2a.

Prostaglandin F2a je produkovany endometriem d€lohy a funguje jako luteolytikum.
Produkce prostaglandinu F2a vede k zaniku Zlutého téliska a tim dochdzi k poklesu
koncentrace progesteronu a rusi se inhibi¢ni efekt na LH (Higgins et Snyder, 2013). Snizena
efektivnost transportu PGF 2a z odvodnych d€loznich zil do vajecnikové tepny, je z ditvodu

vajecnikové tepny, kterd neni tak blizce spojena s vaje¢nikovou zilou (Brinsko et al, 2010).

Konsky choriovy gonadotropin (eCG, nebo PMSG) je tvofeny od 35. do 100-140. dne
gravidity v poharcich endometria. Ty se formuji invazi trofoblastu do endometria. eCG
zpusobuje tvorbu a udrZzeni druhého Zzlutého téliska, ucinek je obdobny obé&ma

gonadotropinim FSH a LH, spise vsak s ptevahou FSH (Higgins et Snyder, 2013).
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3.3 Gametogeneze

Zakladni vlastnosti zivého organismu je schopnost rozmnozovat se. Pro pohlavni
rozmnozovani, charakteristické u vyssich zivocichi, je nezbytné tvofeni samcich a samicich
gamet. Oogeneze oznaCuje proces tvorby zralych a oplozeni schopnych samicich gamet,
oocytl (Kudlac, Elecko, 1977). Tento proces zahrnuje sérii morfogenetickych zmeén, které
probihaji v ovaridlnich folikulech. Aby byly gamety schopné oplozeni, musi obsahovat na
rozdil od somatickych bunék pouze polovinu chromozomi, tedy jeden chromozom z kazdého

paru. V piipad¢ klisny ma gameta 32 chromozomu (Hyttel et al., 2010).

3.3.1 Oogeneze

Béhem embryonalniho vyvoje ve fazi gastrulace, ziistava urcita skupina bunck pluripotentni.
Tyto bunky se nazyvaji primordidlni buiky. Nésledné¢ béhem vyvoje migruji do jesté
nediferencovanych gonad a po celou dobu se mitoticky déli. Po diferenciaci pohlavni zlazy
z nich vznikaji v pfipad¢ samice oogonie. Ddle se oogonie mnohonasobn¢ mitoticky déli,
tudiz dochdzi ke zvySeni jejich po¢tu. Oogonie se déli pouze do narozeni jedince a poté jiZ
nevznikaji nové oocyty (Hyttel et al., 2010). Z posledni generace oogonii se vyviji primarni
oocyty. Oogonie které se diferencuji na primarni oocyty, vstupuji do profaze meidzy I az do
faze diplotene, ve které jsou zastaveny (Hyttel et al., 2010). Sekreci glykoproteini a
naslednou kondenzaci dochéazi k tvorbé vajecné blany (zona pellucida), mezi Zloutkovou
membranou oocytu a folikularnimi bunkami (McGeady et al., 2013). Primarni oocyty jiz
podléhaji meidze, ta zaind béhem intrauterinniho vyvoje, ale ustava az do puberty ve fazi
diplotene a je obnovena kratce pfed ovulaci, kdy reaguje na vzestup LH (Ley, 2004). Pti
prvnim zracim déleni se primarni oocyt rozdéli na dvé nestejné velké diploidni buiiky. Do
vetsi buniky prechéazi vétSina cytoplazmy a vytvoii se sekundarni oocyt, mensi bunka témért
bez organel se nazyvad prvni pélové télisko a zlustdva prichycena vldkny ke zloutku
sekundarniho oocytu (Kudla¢, Elecko, 1977). Velikost sekundarniho oocytu bez zony
pellucidy €ini 125 pm Vv priméru a dale v ném probihaji zmény vedouci ke smr§tovani
cytoplasmy a vzniku perivitelinniho prostoru (Ley, 2004). Druhé zraci d€leni probiha az po
ovulaci. Sekundarni oocyt se opét rozd€li na dvé buiky, pficemz jedna je vyrazné vetsi.
Burika s velkym mnoZstvim cytoplazmy je zralé vajicko, které je také nejveEtsi buiikou v téle a
druhd, mensi burika je druhé polové télisko. Béhem telofaze meidzy Il se chromozomy rozdéli

a kazda bunka ziska jednu chromatidu. Jadro vajicka ma jiz haploidni pocet chromozomi.
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Obé polova téliska zanikaji a jejich funkce zatim nebyla zjisténa. Zralé vajicko ma kulovity

tvar o pruméru 130-190um (Hyttel et al., 2010).

3.3.2 Folikulogeneze

Soubézné s oogenezi probihd folikulogeneze. Primordidlni folikul vznikd obklopenim
primordialnich pohlavnich bun€k folikularnimi bunikami. Z primordidlnich bunck se dale
vyvijeji shluky oogonii. N¢které oogonie se diferencuji na primarni oocyty a vstupuji do
profaze meidzy 1 az do faze diplotene, ve které jsou zastaveny (Hyttel et al., 2010).
Primordialni folikuly tvoii zasobu klidovych folikulti, ze kterych se budou vybirat ty, kteti
budou dale rist a ovulovat. Klisna jich ma na pocatku Zivota kolem 40 000. Primordialni
folikuly pokryté vrstvou plochych folikularnich bunék formuji primérni folikul (Ley, 2004).

V zavislosti na hladin€ gonadotropinti, folikuldrni rist pokracuje u téch folikuld, které jsou
vybrany z primordialni zasoby. VétSina folikult, které vstupuji do dalsiho rastu, sviij vyvoj
nedokon¢i, degeneruji prostfednictvim procesu atrézie a pouze mensina dokon¢i svlij rist az
do jejich ovulace (Hyttel et al., 2010). Primarni folikul je tvofen primarnim oocytem a jednou
vrstvou folikularnich bunék. Formuji se jiz béhem intrauterinniho vyvoje, v t¢ dob& slouzi
jako zdroj estrogenti pro vyvoj pohlavniho aparatu, ovSem nedochazi k jejich dozrani, ale
k degradaci (Kudlac, Elecko, 1977). Sekundarni folikul vznika mnozenim folikularnich
bunck, které se paprskovité fadi kolem oocytu a vytvaii nékolikavrstevny obal corona radiata.
Stromalni buiiky obklopujici folikularni buiiky se diferencuji do vnitini theca interna a vnéjsi
theca externa. Theca interna je vrstva bun€k produkujici steroidy a spole¢né s folikularnimi
bunikami syntetizuji estrogeny. Theca externa je koncentrickd vrstva bunék s podplrnou
funkci. Béhem dalSiho rlstu se objevi uvnitt folikulu prostory, az se vytvoii jednotna dutina
vyplnéna folikularni tekutinou a vznikne terciarni, neboli antralni folikul (Hyttel et al., 2010).
Folikularni buniky méni sviij tvar na kvadrové a oznacuji se jako granul6zni (McGeady et al.,
2013). Stim, jak se dutina zvétSuje, se oocyt presouva na vycnélek granuldéznich bunék
cumulus oophorus. Antralni folikul tvofi zevné theca folliculi externa a vnitini theca folliculi
interna. Pod nimi se nachdzi n€kolikavrstevnd membrana granulosa, ze které vychazi cumulus
oophorus. Oocyt obklopuje prisvitny obal zona pellucida a paprskovité usporadané
granulozni bunky corona radiata (Kudla¢, Elecko, 1977). Pokud je vybran, dominantni
antréalni folikul pokracuje v ristu a méti ptes 30 mm. Findlni zrani folikulu a oocytu stimuluje
preovulaéni vina LH. Sténa folikulu se pfipravuje na prasknuti, ustava sekrece estrogenu a
zacina produkce progesteronu. V Graafové folikulu probiha prvni zraci déleni primarniho

oocytu. Nasledné se sekundarni oocyt spolu s poélovym téliskem a vrstvou granul6znich bunék
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oddéli od cumulus oophorus a uvolni se do folikularni tekutiny (Hyttel et al., 2010). Po

ovulaci se vyplavi do vejcovodu jako cumulus-oocyt komplex o primérné velikosti 250 pm

(Ley, 2004).

3.4 Pohlavni cyklus

Klisna je sezénné polyestrické zvife. Pohlavni cyklus je primarné fizen délkou svételného
dne, ale roli hraje také naptiklad vyziva, t€lesnd kondice, okolni teplota, nebo pfitomnost
hiebce. Béhem roku se u klisen stiida zimni anestrus, jarni a podzimni pfechodné obdobi a
obdobi sexudlni aktivity, které je patrné v jarnich a letnich mésicich. Beéhem piipoustéciho
obdobi se opakuji fijjové cykly. Tato sezénnost vede v ptirod¢ k ohfebeni na jare, kdy jsou
ptfirodni podminky ptiznivé pro preziti hiibéte. OvSem malé procento klisen maji pravidelné
cykly béhem celého roku, tyka se to hlavné populace klisen v blizkosti rovniku (Davies
Morel, 2015). U samic zacina estralni cyklus v puberté, u klisen to byva ve 12-24 mésicich

zivota. Puberta je definovana jako prvni ovulace v zivoté samice (Samper, 2009).

3.4.1 Zimni anestrus

Béhen zimniho anestru je klisna v klidové fazi reprodukéniho cyklu, kdy nevykazuje ptiznaky
fije. Kratky svételny den zvySuje tvorbu melatoninu, inhibi¢nitho hormonu GnRH.
Hypotalamo-hypofyzarné-ovarialni osa je takika neaktivni. Nepfitomnost GnRH vede
k zastaveni produkce FSH a tim nastava utlum folikulogeneze na vajecnicich. Nastava pokles
hodnot gonadotropnich a ovaridlnich hormontl. Vaje¢niky jsou malé, folikuly dosahuji

velikosti do 15 mm (Brinsko et al., 2010).

3.4.2 Jarni pfechodné obdobi

Prodluzujici se den mé za nasledek snizovani produkce melatoninu, to vede ke zvySovani
koncentrace GnRH, a tudiz i sekreci FSH a LH. Gonadotropiny obnovuji na vajecnicich rast
folikulfi, v anovulaénich hlavnich a vedlejSich vlnach. Estralni cykly byvaji nepravidelné,
nebo velmi dlouhé. Rijové chovéni neni tolik vyrazné a jde obtizné rozpoznat (Samper, 2009).
Béhem tohoto obdobi nejsou hladiny FSH a estrogenti dostatecné vysoké pro spusténi LH.
Tudiz folikuly neovuluji, pouze atretizuji a dosahuji velikosti do 35 mm. Zluté télisko neni
nikdy pfitomné. S postupem jarniho obdobi se pohlavni cyklus dale stabilizuje, pfiznaky fije
se zvyraziuji a dochazi k ovulacim. Jarni pfechodné obdobi je ukonceno ovulaci a vznikem

zlutého téliska (Ley, 2004).
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3.4.3 Pripoustéci obdobi

Ptipoustéci obdobi je u nebiezich klisen charakteristické pravidelnymi reprodukénimi cykly a
ovulaci dominantniho folikulu. Na severni polokouli, se u klisny objevuje okolo bfezna az
dubna prvni ovulace a nasledné se vétSinou vyskytuji ovulace pravidelné¢ az do casného

podzimu (Munroe et Weese, 2011).

3.4.4 Podzimni pfechodné obdobi

Zkréaceni délky svételného dne zpusobuje snizeni sekrece GnRH, gonadotropintl, steroidnich
ovarialnich hormont a nésledné postupny pokles rtstu folikulii, bez jejich ovulace. Podzimni
piechodné obdobi za¢inad posledni ovulaci a vznikem Zzlutého téliska a na severni polokouli

kon¢i v pulce prosince (Samper, 2009).

3.4.5 Estralni cyklus

Estralni cyklus se déli do dvou fazi estrus a diestrus, coz odpovida folikularni a lutedlni fazi.
Bézna délka estralniho cyklu ¢ini 21 dni, rozmezi se udava 18-24 dni. Zacina v den ovulace
(den 0) a konci den pied nasledujici ovulaci (Ley, 2004). Variace v délce cyklu probihaji ve
vétsing piipadi jen béhem folikuldrni faze. Obecné se da fici, ze na jafe byva perioda delsi a

na podzim kratsi (Davies Morel, 2015).

3.4.5.1 Estrus

Délka estralni faze je velmi proménliva, udava se 5-9 dni. V pohlavnim traktu se béhem cyklu
odehrava fada zmén, nastava piiprava pro transport spermii do vejcovodu, ovulaci a oplozeni.
Od 14. - 16. dne cyklu se za¢ina uvolnovat FSH, tim dochazi ke stimulaci ovarii k rustu a
dozravani terciarnich folikulti. Rostouci folikuly produkuji stale vétsi mnozstvi estrogend, ten
ma zasadni vliv na zvySeny piivod krve k pohlavnim organtim, jejich zdufeni, proliferaci na
sliznici vyvodnych pohlavnich cest a specifické chovani. S pfichazejici ovulaci a tim 1
zvySovani koncentrace estrogenu je fijové chovani intenzivngj$i, nejsilnéjsi Ize pozorovat pii
vrcholu koncentrace estrogenu 1-2 dny pied ovulaci (Brinsko et al., 2010). Klisna je vnimava
vuci hiebcei, ochotna k pareni, neklidna az podrazdéna. Poté koncentrace FSH a estradiolu
klesa a ubyva intenzita fijového projevu samice. B€hem estru je minimalni tonus délohy a
délozniho krcku, délozni kréek se navic otevira a probihd sekrece cervikalniho hlenu. Klisna
Casto moci a pulsné ukazuje klitoris, tzv. blyska (Kudla¢, Elecko, 1977). ZvySena hladina
estrogent z dozravajiciho folikulu pferusi zpétnou vazbou produkci FSH a za¢ne produkce

LH, ktery indukuje ovulaci. Ovulace je proces, ktery vede k prasknuti Graafova folikulu.
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Velikost tohoto folikulu dosahuje 30-70mm, ¢asto 40-45 mm. K ovulaci dochazi 24-36 hodin
pted koncem estru (Ley, 2004).

3.4.5.2 Diestrus

Diestrus trva 14-16 dni, na rozdil od estru je tato faze Casto stild. Po pteruseni sekrece
estrogenu a vzestupu koncentrace progesteronu za¢nou probihat zmény na pohlavnim ustroji,
méni se chovani klisny, do 24 hodin by mély odeznit ptiznaky fije. Klisna vykazuje negativni
odpovéd’ na pritomnost samce, kope (Samper, 2009). Na vaje¢niku je dominantnim utvarem
7luté télisko, které se tvoii ihned po ovulaci z bundk granuldzy prasklého folikulu. Zluté
télisko vylucuje progesteron, jeho hlavni funkci je pifiprava délohy pro piijem oplozeného
vajicka a udrzovani bfezosti. Nejvétsi koncentrace progesteronu je dosazena 6 dni po ovulaci.
Zvysuje se tonus délohy a délozniho krcku, vaginalni sliznice je bledd a suchd. Vysoka
koncentrace progesteronu zpusobuje inhibici produkce LH. Uvoltovani FSH ma za nasledek
novou vlnu vyvoje folikuli. Pokud nedoslo k oplozeni vajicka, Zivotnost zlutého téliska je
zavisld na sekreci prostaglandinu F2a z endometria, ktery vyvolava jeho regresi (luteolyza)
béhem 13-16 dnli po ovulaci. Faze diestru kon¢i regresi zlutého téliska. V piipadé, ze doslo
k oplozeni vajicka, tvoii se biezostni zluté télisko, které pietrvava az 85 dni a pokracuje
produkce progesteronu (Brinsko et al., 2010). Po regresi Zlutého téliska pokles ovarialnich
steroidnich hormonli umoZzni névrat pomalé frekvence GnRH pulst potifebnych pro sekreci

FSH, restartuje pohlavni cyklus a nabor dal$ich folikult (McKinnon et al., 2011).

3.4.6 Folikularni viny

Béhem estralniho cyklu, ptechodného obdobi a bfezosti probiha vyvoj folikuli ve vinéach.
Tyto viny jsou definovany jako synchronni vyvoj kohorty folikulii a mohou se rozdélit na
hlavni ovula¢ni a hlavni a vedlej$i anovulaéni. Tyto typy vin na zacatku vykazuji spole¢nou
rustovou fazi antralnich folikul avSak lisi se ve velikosti folikuld. Hlavni vlna se vyznacuje
spolecnym rustem né¢kolika folikuld (zpravidla 5 aZ 6) a poté disociaci jednoho, pfilezitostné
dvou vybranych folikuld, oznaCované jako dominantni. Princip selekce upifednostnéného
budouciho dominantniho folikulu neni znam. Mechanismus zapojeny do selekce zapticini
zvySeni LH receptorli v theca interna a vybrany folikul brzy za¢ne produkovat estrogeny,
ostatni folikuly pfesahne az 50 - ti nasobné vice (Bergfelt et Ginther, 1993). Na konci
spole¢né ristové faze pokracuje dominantni folikul v ristu a vyvoji, zatimco podiizené
folikuly podléhaji regresi. K tomu dochézi, kdyz dominantni folikul dosahne priméru 22,5

mm. Pokud dominantni folikul podléhd regresi, probiha anovula¢ni vlna. Pokud ovuluje,
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probiha vlna ovulacni. Ovulace dominantniho folikulu nastava pfi praiméru nad 40 mm,
velikost je relativni a zavisi na plemeni, individualité klisny, poc¢tu preovulac¢nich folikuld,
nebo ro¢nim obdobi. Vyrazné vyssi folikularni aktivita je v prabéhu prvni poloviny
ovula¢niho obdobi (kvéten az Cervenec). Pocet 1 velikost folikull je vétsi nez od srpna do
fijna (Ginther, 1992). Dominantni folikul v hlavnich anovula¢nich vlnach zpravidla
nedosahne priméru srovnatelného s maximalnim primérem folikulu béhem ovulaénich vin.
Pokud nenastava vybér dominantniho folikulu, probiha vina vedlejsi. V zajmu zachovani
kontinuity, trvale rostou na vajecnicich malé antralni folikuly, nezévisle na koncentracich
hormonti a reprodukénim cyklu. Neni jasné, zda tyto folikuly rostou a ustupuji individualné,
nezavisle na sob¢, nebo synchronné ve skupiné folikulti (Bergfelt et Ginther, 1993).

Na rozdil od ostatnich domécich druhti zvitat se u klisen v priabéhu cyklu miiZze objevit jedna,
ale 1 dv€ hlavni folikuldrni vlny. Klisny se dvéma hlavnimi vlnami mivaji zpravidla delsi
interovulacni interval, a to zhruba 22 dni, nez ty, které maji pouze jednu hlavni vinu (18 dni).
Vyvoj hlavni ovulaéni folikuldrni viny béhem lutealni faze je jedinecné pouze pro konovité,
neprobihaji ovSem u vSech klisen ve stejném rozsahu. Vyskyt poc¢tu ovulaénich vin je dan i
geneticky plemennou pfisluSnosti. Klisny plemene quarter horse a pony maji obvykle jednu
hlavni vinu, dvé hlavni vlny jsou typické pro plnokrevniky a souvisejici sportovni plemena
(Ginther, 2000).

Béhem raného diestru se u nekterych klisen objevuje hlavni folikuldrni vlna, ta se nazyva
hlavni sekundarni vlna. Dominantni folikul této rané vlny byva anovulacni, ale pfesto miize
dojit pfi zvySené koncentraci progesteronu Kk ovulaci. Pokud dojde pii sekundarni viné
k ovulaci dominantniho folikulu, hovofime o sekundarni ovulaci. Hlavni primarni vlna se
vyskytuje pfi vSech normalnich estralnich cyklech. Zac¢ind uprostied diestru a dava vzniku
ovulaci spojenou s tiji, tzv. primarni ovulaci (Ginther, 1992).

Zacatkem diestru je viditelnd zvySend folikularni aktivita bez vzniku velkych folikuld,
nejvetsi pocet folikulll o velikosti 2 - 5 mm je dosazeno 5. den po ovulaci. Od 10. dne po
ovulaci zacina progresivni zvySovani poctu folikuld a rist jejich priméru. Béhem 7 dnti pred
ovulaci, primér nejvétsiho folikulu nadéle roste tempem 3,5 mm/den a stavéd se ovulaénim
folikulem. Rist dominantniho folikulu hraje roli v regresi podiizenych folikulii a zabranuje
nastupu nové viny (Aurich, 2011). Tento fakt potvrzuje studie vajecniki odebranych
v riznych dnech cyklu, kdy 14. den po ovulaci za¢ind vyvoj hlavni viny a 17. den nastava
vybér dominantniho folikulu, coZz koresponduje s néaslednym oddélenim dominantniho
folikulu od podfizenych a tudiz zmenSovani atretickych folikulti viditelnych v 21. den

(Ginther, 1992).
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Vznik folikuldrnich vin béhem estralniho cyklu je v Casové souvislosti s nardstem
koncentrace FSH. K vyznamnému zvySeni koncentraci FSH dochazi 6 dnii pied primarni
vinou, nebo 4 dny pied vznikem sekundarni viny. Maximalni koncentrace FSH dosahuje,
kdyz nejvétsi folikul dosahne velikosti asi 13 mm v priméru (Gastal et al., 1997). Nasledné
FSH kles4 na koncentraci, kterd nepodporuje vyrazny dalsi rast podiizenych folikuld, ale je
dostacujici pro pokracovani ristu dominantniho folikulu. Soucasné po selekci dominantniho
folikulu stoupa koncentrace inhibinu, estradiolu a LH. Po deviaci dominantniho folikulu je
LH nutny pro jeho dalsi rtst (Ginther, 2000).

V pribéhu roku se méni charakter vyvoje folikull, a tudiz se méni i skladba vznikajicich
folikularnich vIn. Zatimco v obdobi pohlavni aktivity se pravidelné opakuji hlavni primarni,
pfipadné sekundarni viny, s postupem casu se intenzita hlavnich vin snizuje. Béhem
podzimniho pfechodného obdobi dochazi do 60 dnti po posledni ovulaci v roce ke snizeni
hlavnich anovulacnich vin a naopak k ristu vedlejSich vin. To je zplisobené snizovanim
koncentrace LH, ta jiZz neni dostate¢na na vybér folikulu a dominanci hlavnich vin. Pozd¢ji se
objevuji pouze vedlejsi viny, které prechédzeji v zimni anestrus. Béhem anovula¢niho obdobi
jsou pfitomny pouze malé folikuly ve vedlejSich vinach, nejvétsi folikul miva v priméru asi
10 - 15mm. S prodluzujicim se dnem, se zvySuje produkce GnRH a umérné se zvysuji i
koncentrace cirkulujicich pohlavnich hormont. Zacatek jarniho ptfechodného obdobi se
vyznacuje vyvojem 1 - 3 vedlejSich a hlavnich anovulac¢nich folikuldrnich vin, nez dojde

vvvvvv

narast LH (Donadeau a Ginther, 2002).
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3.5 Odbér oocytii

Klisna je ptirozenou cestou schopna porodit za jeden rok jedno hiibé, novymi postupy
Vv oblasti biotechnologii Ize toto ¢islo zvysit az nékolikanasobné a efektivnéji tak vyuzit
biologického potencidlu dané klisny. Prvnim krokem pfi produkci in vitro embryi je ziskat
oocyty z vajecnikt klisen. Problematika této ¢asti spociva v poctu ziskanych oocytl a v jejich
dalsSim vyvoji. Jedin¢ plné zralé oocyty dale mohou podstoupit oplozeni pomoci ICSI,

ptipadné neoplozené vlozit chirurgicky do vejcovodu klisny — piijemkyné.

3.5.1 Sbér oocytii z jatenych vajeéniki

Jedna z prvnich metod vedouci k ziskani oocytii je metoda, kdy se oocyty shromazd'uji post
mortem z odstranénych vajec¢nikd. Tyto vaje¢niky musi byt z klisny vyjmuty co nejdiive po
porazce a pokud jsou pouzity do dvou hodin, mély by byt béhem ptepravy do laboratoie
drzeny pii teplot¢ 37°C, ptfi delsi dobé transportu se uchovavaji Vv pokojové teploté
(McKinnon et al.,, 2011). Schopnost produkovat embrya a zivotaschopné biezosti ze
ziskanych oocytll se s Casem snizuje a dané vajeniky by mély byt zpracovany ptiblizn¢ do 6
hodin od smrti darkyné (Ribeiro et al., 2008). Pro odebirani oocytl existuje nékolik zpiisobi:
aspirace folikulu s, nebo bez jeho vyplachovani, pitva folikulu se seSkrabovanim granul6znich
bunék a krajeni vaje¢niki (Landim-Alvarenga et al., 2008). Z divodu vétsiho poctu ziskanych
oocytl, avSak nutnosti usmrtit klisnu maji tyto zptisoby uplatnéni hlavné€ pro vyzkumné ucely,
nez pro bézné pouziti. Pro odebirani oocytl se vyuzivaji folikuly vSech velikosti, u ziskanych
oocytl miize byt velika variabilita ve stadiu jejich vyvoje, nebo atrezie (Carnevale et
Sessions, 2012). Pti aspiraci je opakované nasavan folikul za pomoci jehly a injekéni
stiikacky. Ziskany oocyt je pfitom zbaven vétSiny kumularnich bunék. Z divodu tésného
spojeni oocytu se sténou folikulu neni aspirace folikulu pfili§ efektivni. Aspiraci se muze
ziskat az 2,7 oocytu z kazdého vaje¢niku (Hinrichs, 1991), na rozdil od nasledujiciho postupu
pfi kterém je moZné ziskat aZ 4,1 oocytu z jednoho vaje¢niku (Choi et al., 1993).

Oocyt Ize odebrat otevienim folikulu a seSkrabnutim vrstvy granul6znich bunék. Folikuly se
nachazi na povrchu vajecniku, nejprve se pomoci skalpelu roziizne folikul. Folikularni
tekutina se necha odtéct, protoze je nepravdépodobné, ze by obsahovala oocyt, pokud nejsou
oocyty pevné spojené s folikulem, jsou pravdépodobné degenerované (McKinon et al., 2011).

Sténa folikulu se kostni kyretou seSkradbe a proudem média zinjekéni stiikacky se
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nahromadéna tkan vyplachne do Petriho misky (Hinrichs et DiGiorgio, 1991). Kumulo —
oocytarni komplexy se oddéli rozsahlym oplachovanim od granuléznich bun¢k. Po otevieni
vSech viditelnych folikull, se vajecniky fezou na platky silné asi 3 mm, tim se oteviou i
folikuly v parenchymu a opét se seSkrabne vrstva granul6znich bunék ze stén folikuli. Oocyty
se nachdzi v ziskanych buiikéch, kde se vyhleddvaji pomoci mikroskopu pfi 10 — 40x zvétSeni
a klasifikuji se bud’ jako kompaktni, nebo expandované podle charakteru granul6zy. Tento
zpusob je Casove 1 pracovné narocny, avSak pocet ziskanych oocyti muze byt az o polovinu

veétsi nez pii aspiraci (Hinrichs, 2010a).

3.5.2 Metody odbéru oocyti z Zivych Klisen

S vyvojem veterinarni techniky koncem minulého stoleti, se naskytla moZznost pouzivat
jako darkyné oocyti zivé klisny. Aspiraci mohou byt oocyty ziskany z preovulac¢niho
dominantniho folikulu po stimulaci gonadotropinem, nebo ze vSech nezralych folikuli
pfitomnych na vajec¢niku v kterékoli fazi pohlavniho cyklu. Nejdiive se rizné postupy sbéru
oocytd aplikovaly na preovula¢nim folikulu, jako naptiklad laparoskopii v celkové anestezii,
¢i aspiraci dlouhou jehlou vedenou skrz bok klisny, v misté¢ hladové jamy. Pozd¢ji se zacaly

pro sbér oocytl vyuzivat i malé nezralé folikuly.

3.5.2.1 Sbér oocytil vedeny pies bok klisny

Metoda, kdy jsou ziskdvany oocyty punkci v boku je spiSe uZzitetna u klisen s infekénim
vaginalnim vytokem, nebo abnormaélni perinedlni konformaci. Provedeni nevyZaduje
vybavenost specidlnim vybavenim, v mist¢ vpichu je klisna znecitlivénd lokalnim
anestetikem. V pfiblizné poloze vaje¢niku je umistén trokar s vnéjsi kanylou, kone¢nikem je
jednou rukou polohovan vajecnik na optimalni misto tak, aby vrchol folikulu smétoval proti
kanyle, zatimco dal$i manipuluje jehlou, aby propichl folikul (McKinnon et al., 2011).
Podobny postup uvadi (Hinrichs, 1991) s uspéSnosti 73%, ta navic provedla fez v pochve,
ktery operatorovi umoziuje zavést ruku do peritonedlni dutiny a drZet vajecnik pfimo proti
kanyle. I pfes to Ze je tato metoda spojena se snizenou pracnosti a tedy dobou prace, tyto
efektivni, a opakovatelna dnes pouzivand technika, je ultrazvukové navadéna transvaginalni

aspirace folikult, taktéz znama jako Ovum Pick — Up (Galli et al., 2013).
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3.5.2.2 Sbér oocytit metodou Ovum Pick Up

Ovum Pick Up (OPU) je metoda, pii které se oocyty odebiraji pfimo z vajecnikii klisny -
darkyné s pouzitim transvaginalniho ultrazvuku. Ultrazvukem fizend aspirace byla pavodné
vyvinutd v huméanni mediciné v souvislosti s in vitro fertilizaci (Dellenbach a kol., 1984,
Feichtinger a Kemeter, 1986), nasledné¢ byla tato technika zdokonalovana tak, aby ji bylo
mozné na konci 80. let minulého stoleti aplikovat u skotu (Pieterse et al., 1988) a pocatkem
90. let k reprodukci u koni. (Briick et al., 1992). OPU je oproti pfedchozim postupim méné
ucinnd, mimo to je slozité porovnavat vysledky mezi riznymi pracovniky (14 — 79%), protoze
zavisi na mnoha faktorech. Na uspéSnosti samotnych aspiraci ma vliv technologie, kvalita
pouzit¢tho materialu, vyplachovéani folikulu, seSkrab folikuldrni stény a vyznamné na
zkuSenosti technikti (Landim-Alvarenga et al., 2008).

Oocyty jsou ziskany jako kumulo oocytarni komplexy a méfi Casto pfes 1 mm v
praméru. Bunky kumulu jsou pevné spjaté se sténou folikulu a jsou velmi blizko u sebe.
S tim, jak folikul roste, kumulus expanduje a pfichyceni ke sténé folikulu je slabsi a slabsi.
turbulence uvnitt folikulu k vytlateni oocytu. Pii zvétSujicim se priméru nezralych folikuld,
je prokazano, ze se snizuje zisk oocytl, a to nezavisle na fazi estralniho cyklu. Z téchto
divodl, ma tendenci mit nevétsi vytéznost aspirace nezralych folikulil v jejich tésné spojeném

kumulo oocytarnim komplexu (Kanitz et al., 2003).

3.5.3 Vybaveni a postup OPU

Vzhledem k tomu, Ze jsou oocyty citlivé na teplotni zmény vice nez embrya, je tfeba
zamezit jakékoli nahlé zméné teploty. Je dilezité, aby vSechny nastroje a zafizeni mély
télesnou teplotu a pii nizSich venkovnich teplotach je nutné zajistit vhodné prostiedi pro
manipulaci s oocyty, idealné 37°C.

Pochopitelné veskeré nastroje, které pfijdou do kontaktu s pohlavnim ustrojim klisny, nebo
S oocyty musi byt sterilni, aby se zabranilo ptfipadnym nezaddoucim komplikacim (McKinnon
etal., 2011).

Pro vykonavani OPU je zapotiebi ultrazvukovy pfistroj, ultrazvukova sonda, kryt
sondy s pouzdrem, kterym je vedena jehla, vakuova pumpa, nebo stiikacka. Volba sondy
spolu s pouzdrem zavisi na darcovské klisné, sondy uloZené v pouzdie by mohly byt pfilis

velké pro pochvy mladych zvitat (Galli et al., 2001).
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Béhem aspirace folikulli je pribéh zobrazen ultrazvukem, literatura uvadi mnozstvi riznych
pfistroju, avSak je doporucené pouzit ultrazvuk pfenosny. Transvagindlni sonda mtize byt
linearni, zakiivena, nebo sektorova o frekvenci 5 — 7 MHz. V podstaté¢ jsou pouzivané
endovaginalni sondy pivodné uréené pro zeny, které jsou modifikovany pro pouziti u klisen.
Sonda je vybavena vodi¢em jehly, coz je ocelova, nebo plastova trubka dlouha zhruba 50 cm
(Galli et al., 2001). Touto trubici prochéazi jehla velikosti 12 — 18 G, vybér velikosti jehly
zavisi na typu aspirovanych folikuld, pfi estru se na dominantni folikul voli jehla s vétSim
pramérem a béhem diestru, pii aspiraci vice nez jednoho folikulu se pouziva jehla s mensim
primérem. Neni to jen proto, ze tyto folikuly maji mensi pramér, ale také na provedeni
vétsSiho poctu vpichtl a pii pouziti silngjsi jehly je frekventovanéjsi krvaceni z vaginalni stény
(Mari et al., 2005). Pouzita jehla mize byt jednoducha, nebo dvouplastova, z pokusu Goudet
et al. (1997) vyplyva nejvyssi vytéznost z preovula¢nich folikuli pii vyplachovani s
dvouplastovou jehlou (84 %), oproti pouziti jednoduché jehly (52 %). Systém s jednoduchou
jehlou poskytne pouze omezeny proplach kompletnim plnénim a vyprazdnénim (Goudet et
al., 1997), zatim co dvouplastova jehla mé tu vyhodu, Ze umoznuje souc¢asné vyplachovani a
nasavani uvniti folikulu, turbulence vytvofené kontinualnim tokem do folikulu pomaha s
odchlipenim oocytu z folikulu, jelikoz je pevné piisedly k jeho sténé (Cook et al., 1992). Jehla
I Sjejim vodi¢em je po kazdé darkyni vymeénéna z hygienického hlediska a kontroly kvality,
vyménou se zabrani kontaminace mezi darkynémi a proto poskytuje vyssi bezpecnost. K jehle
je napojena vyvéva vyvolavajici prutok 20 — 25 ml/min a podtlak pfiblizné¢ 115 mm Hg,
S témito hodnotami je docileno maximalni vytéznosti pii co nejmensim poskozenim COC.
Vyssi tlak zvySuje celkovy pocet ziskanych oocytil, ale zvySuje také procento poskozenych
oocytldl. Hodnoty pritokl jsou pouze orientacni, protoze velky rozdil mize udélat rozchod
jehly a délka napojeného zatizeni (Galli et al., 2014). Velikost podtlaku pti aspiraci folikulil
nehraje zésadni roli, pfi pouzitém tlaku 150 a 300 mm Hg se neobjevil rozdil v zisku oocyti,
28,8 % vs. 26,6 % (Kanitz et al., 2003). Nasavani je mozné také manualnim tlakem s 50 ml
plastovou stfikackou (Hinrichs, 2010a), ve srovnani s pouZitim vyvévy je zaznamenana
vyrazn€ vyssi vytéznost oocyti (Vogelsang et al., 1988). Ziskana folikularni tekutina prochazi
ptes standardni filtr na embrya (Briick et al., 1997). V zavislosti na po¢tu aspirovanych oocytt
trva OPU pftiblizn€ 15 -60 minut. Hlavnim omezenim této techniky jsou ndklady a udrzba

vSech zafizeni, jakoz i Skoleni kvalifikovaného technika.

Ptiprava klisny pfed aspiraci v zasadé¢ nevyzaduje Zadnou hormondlni stimulaci. Pred

zahajenim aspirace se klisna zavede do fixaéni klece, nebo se znehybni v boxu a je nutné
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minimalizovat jeji pohyb a rektdlni kontrakce, proto se aplikuji sedativa a epiduralni
anestezie. Ddle je klisn¢ zavdzan ocas, vyprazdnén konecnik a dikladné ocisténa a
vydesinfikovana perinedlni oblast. Na vnéjsi povrch plasté pokryvajici sondu je nanesen
sterilni gel, kvili zlepSeni kontaktu s poSevni sténou. Bez toho, aniz by se do pochvy dostal
vzduch, se sonda zavede do pochvy lateraln¢ od dé€lozniho Cipku a ipsilateralné k folikulu,
zatim co je vajecnik manipulovany per rectum, tak aby byl vrchol folikulu umistén vedle jehly
(McKinnon et al, 2011). Folikuly jsou zobrazeny jako ¢erné (hypoechogenni) kruhové utvary
na obrazovce ultrazvuku a zaznamena se jejich velikost. V pochvé se vodicem jehly protahne
jehla, sani se zajisti jejim napojenim na vyvévu, nebo pouze na stiikacku (McKinnon et al.,
2011). Kdyz se ultrasonograficky obraz folikulu zarovna s punk¢ni linii na monitoru,
aspiracni jehla postupuje pres vagindlni sténu do folikularni dutiny. Obsah folikulu se odsaje a
nasledné se folikularni dutina 6 — 10 krat proplachne médiem. Oocyty se vétSinou nachazi ve
vyplachovacim mediu, nez ve folikularni tekutiné¢ (Cook et al., 1992). Je dokézané, ze pfi
vyplachovani folikulu mediem je vyznamné vyssi zisk oocyti (az 4 krat), nez pii pouhém
odsati folikularni tekutiny (Mari et al., 2005). Technik folikul masiruje proti jehle, za ticelem
odstranéni vétSiny bunck folikularni stény. Proplachovani se sleduje ultrazvukem a folikularni
dutina se znovu naplitiuje médiem na pfiblizné stejny prumeér, jako pred odsatim folikulérni
tekutiny. Zhruba 30 ml zluté folikuldrni tekutiny se shromézdi z jednoho preovula¢niho
folikulu a nasledné& se kazdy folikul promyva 50 — 150 ml media. Casto se stava, ze béhem
folikularniho vyplachu obsahuje medium krev, jelikoz je punkci, nebo masirovanim naruSena
vaskularni sit’ folikulu. Ke sbéru oocytii existuje mnoho dostupnych vyplachovacich medii, od
riznych firem a je moZné si medium pfipravit vlastni. Jednotlivé hlavni slozky jsou:
Dulbecctiv fyziologicky roztok, fosfatovy pufr, doplnény heparinem, bovinnim sérovym
albuminem, nebo obycejné vyplachovaci medium pro embryo transfer, roztoky jsou sterilni a
obsahuji zdroj bilkovin a antibiotika (McKinnon et al., 2011). Pfed pouzitim se medium
nahieje na teplotu 38 °C. Po dokonceni aspirace se zachycené medium s folikularni tekutinou
z filtru prevede do Petriho misky, filtr se jest¢ mediem oplachne, protoZe oocyty na ném

mohou ulpivat. Tekutina se prozkouma pod mikroskopem a vyhledaji se oocyty (Bruck et al.,
1997).

Je nesmirné dualezité spravné umisténi folikulu, aby se zabranilo propichnuti vazu vaje¢niki,
vejcovodu, nebo néjakych vnitinosti z travicitho traktu a ptredchdzet tak budoucim

komplikacim zvifat (Rodriguez, 2014). Po aspiraci se jako preventivni opatfeni doporucuje

-----
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kdyz existuje riziko komplikaci, jako je vnitini krvéaceni, zdnét pobfiSnice nebo abscesy
vajecniku. Vyskyt téchto ptipadl je zanedbatelny, ale ani zdvazné komplikace nemohou byt
zcela vylouceny (Vanderwall et Woods, 2002). Nejspise jedina zprava o vazné komplikaci
vznikla z OPU je od Vanderwall et Woods (2002), jejichz klisna krvacela do dutiny bii$ni a

byla utracena. Podle pitvy se jako zdroj krvéaceni uvedla zfejmé poranéna leva délozni tepna.

3.5.4 Vliv OPU na pohlavni cyklus

Po aspiraci preovulac¢niho folikulu se v rozpéti 5 - 8 dnd vytvoii normdlni zluté télisko, v
zavislosti na velikosti aspirované¢ho folikulu (Hinrichs et al., 1991), které obvykle dobie
reaguje na podani prostaglandini. Koncentrace prostaglandinu jsou od 5. dne po aspiraci az
do 8. dne zvySeny. Klisny, u kterych byly aspirované folikuly 5 — 25 mm velké, nemély
zvysenou koncentraci progesteronu v krvi, ale na ultrazvuku byly vidét dikazy lutedlni tkané.
To znamena, ze pfitomnost lutedlni tkané neni nutné ve vztahu ke koncentraci progesteronu
(Hayna et al., 2005). Klisna po aspiraci znovu zacne jeji fijjovy cyklus a mize vyvinout novy
dominantni folikul pfipraveny k aspiraci opét za 5 - 8 dni po podéani prostaglandinu.
(Rodriguez, 2014). Po aspiraci dochdzi ktiji obvykle za 15 — 22 dni, vyjimecné se u
nékterych klisen interovulaéni interval protahne az na 28 — 32 dni (Mari et al., 2005). Po
aspiraci preovulacéniho folikulu se u nekterych klisen vyskytuji 1 sekundarni ovulace do 10.
dne po aspiraci. Casté&jsi vyskyt sekundarnich ovulaci je podle Hinrichs et al., (1991)
zpusoben tim, ze folikularni tekutina obsahuje inhibin, lutein, testosteron a faktory ptimo
potlacujici rist sekundarnich folikuli. Navic dochazi po aspiraci ke zvysené koncentraci FSH,
coz by mohlo zvysit tvorbu LH receptort uvnitt folikulu, v nepfitomnosti folikularnich slozek
tekutiny, které tvorbu téchto receptorll inhibuji. Existuje i nazor, ze luteinizaci inhibuje
samotny oocyt. Punkce preovulacnich folikuli je nasledovand rychlym nartstem
progesteronu, vylu¢ovanym CL (Goudet et al., 1997). Tvorba a funkce CL, neni ovlivnéna
aspiraci v zadné fazi vyvoje folikulii. Mezi aspirovanymi a kontrolnimi klisnami zadny rozdil
v délce trvani, nebo vrcholu sekrece progesteronu nalezen nebyl (Hinrichs et al., 1991).
Rozdily v koncentraci progesteronu naznacuji, Ze je zapotiebi primér folikulu nejméné 35
mm pro dosazeni koncentrace progesteronu v séru, které je kompatibilni S tim ze zlutého
téliska vytvoreného pfirozenou ovulaci (Mozzaquatro et al., 2010). U klisen v pifechodném
obdobi po aspiraci folikuli > 10 mm nastala luteinizace pouze u 38 % klisen, tyto klisny po
podani PG F,, Vv pokracovaly dale v ovaridlnim cyklu. Interovula¢ni interval u vSech

aspirovanych klisen byl v rozsahu 15 — 30 dni (Alvarenga et al., 1999).
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3.5.5 Aspirace preovulacnich folikulu

V soucasné dob¢ existuji v ramci metody OPU dva nechirurgické zpiisoby ke sbéru
oocyti zzivych klisen. Jednim znich mohou byt oocyty ziskany z preovulacnich
dominantnich folikulli po stimulaci gonadotropinem bezprostfedné pied ovulaci, nebo lze
oocyty ziskat ze vSech nezralych folikuli viditelnych na vajecniku, v jakékoli fazi cyklu

(Hinrichs et Choi, 2005a).

Aspiraci preovulacnich folikul je zisk oocytli veelku uspésny, rizni autoii publikuji relativné
vysoké hodnoty 65 % az 80 % (Hinrichs et al., 1990; Hinrichs et al., 1998; Carnevale et al.,
2005). Typicky se aspiruje pouze jeden, maximalné dva dominantni folikuly béhem cyklu,
které se nachazi na vajecnicich. Sbér oocytll je nacasovany po podani prostfedku vyvolavajici
ovulaci, mezi tyto latky patii lidsky choriovy gonadotropin (hCG), LH, nebo GnRH analog
deslorelin. V ptipad¢ ze by klisné nebyl podan zadny z téchto piipravkd, aspésnost by se
sniZila zhruba na 43 % (Meintjes et al., 1995). Pozadavek na provedeni aspirace je pfitomnost
velkého dominantniho folikulu tésné pfed ovulaci, jehoz velikost je minimdlné 35 mm.
Dalsimi kritérii je d€lozni edém, uvolnény délozni a cervikélni tonus a estralni chovani
predchozi den, pokud klisna spliuje vSechny tyto znaky je vhodna pro podani ptipravku
indukujici ovulaci. Aspirace se provadi nejcastéji za 20 — 36 hodin po podani hCG, nebo 16 —
0 hodin pted ocekavanou dobou ovulace. Pti aspiraci folikulu diive nez po 20 hodinach od
aplikace hCG, je oocyt stile jesté pevné pfilnut k folikularni sténé. Jak se folikul blizi
k ovulaci, bunky se uvolnuji a oocyt se snadné&ji vyjme. Nicméné blizici se ovulace pied
odbérem oocytl znamena spiSe riziko, je tu moZnost protrZeni stény folikulu v pribéhu

rektalni manipulace vaje¢niku.

Oocyty jsou ziskany z folikull jesté pred jejich kompletnim dozranim, proto potiebu;i
kratkou kultivaci, neZ budou pfipraveni k oplozeni. In vivo dochazi k dozravani oocytu uvnitf
dominantniho folikulu 24 — 36 hodin pfed ovulaci, po stimulu LH. Po ovulaci, nebo
dokonceni zrani mé oocyt ovSem omezenou Zivotnost a oplozeni musi nastat, zatimco je oocyt
zivotaschopny (McKinnon et al., 2011). Rozsah zrdni oocytli se odrazi v morfologii
kumularnich a granul6znich bun&k. U nezralého folikulu jsou granul6ézni a kumularni bunky
kompaktni, zrnit¢ho vzhledu. Oocyty jsou 24 hodin po hCG v metafazi I, bunky kumulu
typicky blednou a zvyraziuje se corona radiata. Pokud jsou v mediu kultivovany dal$ich 12 —
16 hodin, piechazeji do metafaze I1 a vytlaci polarni télisko (Carnevale et Sessions, 2012). Jak

se oocyt blizi ovulaci, buitky kumulu a corony radiaty se stavaji mukoidni a oddé€luji se.
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Oocyty ziskané po 30 hodindch od podani hCG, nebo jiz ovulované se kultivuji po dobu 1 — 3
hodin. Kultivaéni medium pro oocyty odebrané vice nez 20 hodin po indukci ovulace, nemusi
obsahovat hormony, jelikoz ke stimulu zrani doslo in vivo. Vyvojova kompetence oocytl je
podobna pfi aspiraci 20 — 24 hodin po hCG a kultivaci 12 — 16 hodin, ve srovnani S aspiraci
30 — 35 hodin po hCG a kultivaci 1 — 3 hodiny (Coutinho da Silva et al., 2002). Obvykle
pouzivané kultivaéni medium je M199 s ptidavkem 10 % fetalniho teleciho séra, 0,2 mM

pyruvatu, a 50 g / ml gentamicinu o teplot¢ 38,5 °C (Carnevale, 2004).

3.5.6 Aspirace malych folikuli

Druhy zpiisob je aspirace nezralych oocytli. V tomto procesu je mozné odsat vSechny
folikuly ptfitomné na vaje¢niku, nehled¢€ na jejich velikost. Aspirace se provadi béhem celého
roku, jak v pfipoustécim obdobi, tak i mimo reprodukéni obdobi v zimnim anestru. Folikuly,
které se nachazeji na vajecnicich, jsou v rizném stupni vyvoje a atresie, z téchto folikull jsou
oocyty ziskané ve stadiu profaze I meidzy. Postup a material pro OPU je totozny s aspiraci
preovulaénich folikulii, pouze u typu aspiracni jehly se nazory rozchazeji. Cook et al. (1993)
uvadi, ze pouziti dvouplastové jehly nepiindsi zvySeni efektivnosti ve sbéru oocytl a staci
aspirovat pouze pomoci jednoduché jehly. Oproti tomu jsou zpravy o vyssi vyté€znosti oocyt
proplachovanim folikulu pfes dvouplastovou jehlu od Begh et al. (2002), Colleoni et al.
(2007), Jacobson et al. (2010). Ziskani oocytl z nezralych folikulli vyZaduje vice intenzivni
vyplachovani a seSkrabovéani stény folikulu masirovanim, nez u folikuli preovulacnich.
Pokud se srovnaji reporty od riznych védci, shoduji se, Ze aspirace nezralych folikuli vede
k celkové vétSimu poctu oocytl, i pres to, ze Bruck et al. (1992), Cook et al. (1993),
Duchamp et al. (1995), Kanitz et al. (1995), Mari et al. (2005) uvadé&ji uspésnost <30 %.
Piiblizné 2/3 biezosti pochdzeji z oocytl aspirovanych z nezralych folikull. Je to z diivodu
vétStho mnozZstvi oocytl, které lze ziskat z cetnéjSich folikuli nékolikrat béhem jednoho
cyklu, ve srovnani pouze s jednim moznym preovula¢nim folikulem béhem cyklu, avsak Ize
fici, ze oocyty z dominantnich folikuld byvaji vyssi kvality. V kone¢ném méfitku ale zavisi na
vyvojové kompetenci oocytu K vytvofeni embrya, které nejsou spolehlivé popsany a stale
existuje velmi malo udaji. Horsi vysledky jednotlivych aspiraci jsou z diivodu silnéjsiho
uchyceni oocytu ke sténé folikulu. Tim paddem je z malych folikul jednodussi ziskat oocyt,
nez z veétSich. Rozdil je pficitan mensi ploSe povrchu folikulu, ke které je oocyt ptisedly a
tudiz je zvySend pravdépodobnost vytlaceni oocytu pfi aspiraci (Begh et al., 2002), maly
folikul je ale t&€zsi aspirovat pravé kvuli jeho velikosti a zavisi na zru¢nosti technika, zda

oocyt uspeésné ziska. S rostoucim pramérem folikulii, se snizuje mnozstvi ziskanych oocyt
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(viz. Tabulka 1), nezavisle na estralnim cyklu. Nezralé oocyty poté musi byt v laboratofi
maturovany, a to zdaleka neposkytuje efektivni vynos, in vitro kultivace oocytl zpravidla
dava 60% zralych oocytll (Hinrichs, 2010a) a vétSiou oocyty z folikuld menSich nez 10 mm

maji niz8i schopnost zrat in vitro (Landim — Alvarenga et al., 2008).

Follicular diameter (mm)

< 10 10-20  21-30 =30

No. punctured follicles (n) 72 219 29 12
No. recovered oocytes (n} 28 62 2 1
Recovery rote (%) 38.9° 28.3 6. 8.3°

Tabulka 1: vazba velikosti folikul( na vytéZznosti oocytu (Kanitz et al., 2003).

3.5.7 Opakované aspirace

Pozornost musi byt vénovana délce doby mezi aspiracemi u klisny. Aspirace je mozné
provadét az nékolikrat béhem jednoho pohlavniho cyklu, interval mezi nimi zkouma mnozstvi
klinik zabyvajicich se OPU a snaZi se nalézt nejvhodné;jsi dobu pro opakovani aspiraci s cilem
zjistit nejlepsi poméer mezi poctem folikull a poctem ziskanych oocytl. Primérny interval je
obvykle 2 - 4 tydny, mtize byt ale i po 10 dnech, v souladu s individualitou klisny (Galli et al.,
2013). V tomto rozpéti je pocet folikuli a ziskanych oocytd staly a nedochazi k jejich
poklesu. V ptipad¢€, Zze se postupy provadéji spravng, je opakované provadéni procesi OPU
bezpecné a Ize ho délat po dobu 5 - 6 po sob¢ nasledujicich cykll a kazdych 10 - 15 dnd, aniz
by soucasné dochazelo k vedlejsim dopadiim na zdravi, nebo reprodukci klisny (Purcell et al.,
2007). Jacobson et al. (2010) uvedl, Ze Kklisny podstoupily aspirace b&hem celého
rozmnozovaciho obdobi kazdych 14 dni, v pribéhu casu nedoslo ke zménadm na poctu
folikuld (7,3 — 10,3), ani na poctu ziskanych oocytl (48 — 54 %) Z dlouhodobého pohledu je
aspirace opakovatelna 1 fadu let. Klisny, u kterych dochdzelo k aspiracim po dobu azZ § let,
nevykazovaly znamky naruSené¢ho ovaridlniho cyklu (Begh et al., 2003). Aspirace folikull
kazdy tyden je pfili§ kratky interval a vysledky zaznamenavaji men$i pocet pfitomnych
folikulti na vaje¢nicich. Cast&j§i aspirace vedou k linedrnimu poklesu v poétu dostupnych
folikult a také k reaspiraci jiz dfive aspirovanych a znovu naplnénych folikuli (McKinnon et
al., 2011). Duchamp et al. (1995) uvadi, Ze aspirace folikul kazdych 7 dni, po dobu 11 tydna

byly spojeny se snizovanim poctu folikulii, primémy pocet folikuli na vajec¢niku se snizil z
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8,7 po prvni aspiraci na 4,7 folikuld pii kone¢né aspiraci. Kanitz et al. (2003) zkoumal rizné
aspekty ucinnosti zisku oocytii a mimo jiné i dopad opakované aspirace na populaci folikult.
Linearni regresni analyza ukazala, Zze pocet folikulii o velikosti v priméru <10 mm nebyl
vyznamné ovlivnén opakovanymi aspiracemi. Na rozdil od toho, pocet folikul v priméru od
10 do 20 mm se s dal§imi aspiracemi snizil zhruba o 1,5 folikulu. Folikuly o priméru >30 mm
byly také ovlivnény opakovanym odsatim, v praméru se snizil pocet o 0,8 az 0,1 folikulu.
Kromé toho je zraci schopnost oocytli ziskanych aspiraci 8 dnti po piedchozim OPU nizka,
pravdépodobné tim, ze v této dobé jsou folikuly pfili§ juvenilni (Bagh et al., 2002). Doslo se
k zavéru, Ze opakované aspirace jsou uzitetné pro vyvolani standardizovanéjsi skupiny
folikuld a jednotnéjsi kvality COC, ktera ma vyrovnanéjsi vysledky v nasledné maturaci in
vitro. Ani z hlediska morfologie a funkce nenaruSuje opakovana aspirace vajecniky, je
zachovana folikulogeneze, ovulace a tvorba zlutého téliska. Nicméné propichnuti vajecniku
zpusobuje fibrozu stromatu a zahrnuje riziko vyvolani abscesu v rdmci tkané vajecniku, ktery
by mohl reprodukéni schopnost poskodit (Bagh, 2002). Nasledujici provedeni inseminace u
Klisen po OPU vedla k 70 % zabteznuti, coz naznacuje, Ze aspirace folikulti nemaji negativni

vliv na plodnost klisen (Mari et al., 2005).

3.5.8 Vlivy na ziskani oocyti

Doba aspirace Vv zavislosti na fazi estralniho cyklu, primérny pocet ziskanych oocytl
ovlivituje (Tabulka 2). Ve srovnani, vysel u klisnen ve 12. dnu estralniho cyklu nizs§i vynos
(12,4 %), nez u klisen v anestru a u klisen v 5. dnu estralniho cyklu (40,4 % a 26,3 %)
(Kanitz et al., 2003). Purcell (2007) ve svém vyzkumu pouZzil mimo jiné i klisny béhem
prechodného obdobi. Cilem jeho studie bylo porovnat uc¢innost ziskani oocyti u cyklujicich
klisen, klisen v pfechodném obdobi a biezich klisen. U vSech skupin se provedlo 8 kol
aspiraci velkych (> 20 mm) i malych (10 az 20 mm) folikuld, kazdych 10 - 11 dni. U poloviny
Klisen v ptechodném obdobi byl navic podan 12,5 mg eFSH 4 dny pfed aspiraci a poloviné
cyklujicich klisen byl podan 12,5 mg eFSH 3 dny pted aspiraci. Ve vysledku bylo u klisen
v piechodném obdobi na vajecniku nejméné folikulti a to jak velkych, tak malych (1,64 a
5,61), na rozdil od cyklujicich klisen, kde byl jejich pocet vyssi (2,25 a 5,86). Z hlediska zisku
oocytli miizeme obecné fici, ze u kontrolnich klisen v pfechodném obdobi se aspirovalo
nejméné oocytl z velkych folikul (0,11 primérné na jednu klisnu). Zatimco nejmensi pocet
ziskanych oocyti z malych folikulii byl uveden od cyklickych klisen (1,07). Pouziti eFSH
zarucil malou vyhodu u skupiny cyklujicich klisen v poctu ziskanych oocytt jak z malych, tak

I Z velkych folikult (1,39 a 0,46).

34



Technikou transvagindlni aspirace l1ze sbirat oocyty 1 od bfezich klisen. Aspirace u biezich
klisen nemé na Zzivotaschopnost jejich hiibat zadné dopady (Franz et al., 2001). Ginther
(1992), a Ginther et Bergfelt (1992) popsali u klisen vyskyt folikularnich vin v jejich Casné
biezosti. Folikularni aktivita u biezich klisen je variabilni a kolisa stejn¢ tak jako velikost
folikuld. U brezich klisen lze zaznamenat hlavni i vedlejsi folikularni viny, které sahaji od
pravidelné se vyskytujicich, az po sporadické. Oocyty se ziskavaji mezi 20. az 150. dnem
biezosti. Uspé&nost je mnohdy vyssi nez u cyklujicich klisen. Existuje nékolik studii, ktera
toto potvrzuji. Meintjes et al., 1997 folikularni aspirace provadél az do 150. dne biezosti.
Primérny pocet byl 7,6 aspiraci na klisnu a primérny pocet ziskanych oocytii byl 18,9 na
jednu klisnu. Dosli k zavéru, ze v praiméru 2,5 oocytii by mohlo byt od biezich klisen
shromazdéno kazdych 7 - 10 dni. Odhaduje se, ze mezi 21. az 150. dnem bfezosti by mohlo
byt ziskdno 19 oocytl,, v porovndni s 12 oocyty odebranych béhem 130 dni u cyklujicich
klisen bez hormonalni 1é¢by. Cochran et al. (1998) uvadi v priméru 13 folikuli za jednu
aspiraci, 66 % vynos oocyti po dobu 20 aspiraci, vykonavané v pribéhu 14 az 70 dni

bfezosti.

V neposledni tadé¢ lze uvést vliv plemene na poctu aspirovatelnych folikuld, jelikoz
teplokrevné klisny mohou vyvolat na vajecnicich vice folikuld (Hinrichs, 2010b). Rozdil je
viditelny 1 v pritbéhu roku, béhem kvétna az ervna byva vytéZznost oocytl vEtsi, nez v fijnu a

listopadu (57,3 % a 44,0 % ) (Bruck et al., 1996).

Pro sbér vétsiho poctu oocytll by bylo vyhodné mit na vajecnicich vice folikulti. Na kazdém
vajeCniku klisny se fyziologicky nachazi primérné 6 viditelnych folikul{i, to znamena znacné
omezeni pro jejich ziskavani. Superstimulace je zpiisob jak dosdhnout zvySeného poctu
folikuld, bohuZel pouziti obvyklych superovulacnich prostfedkli neptinasi pfili§ pozitivni
vysledky. Pokusy s pouZzitim extraktu konské hypofyzy (EPE), FSH pfipravky, praseci FSH,
pasivni imunizace inhibinem nebyly U¢inné, komeréné dostupné, nebo nefungovaly. Pouze
vysledky pouziti EPE jsou slibné, i kdyz ani ty nejsou uplné jednoznaéné, Lapin et Ginther
(1977), Woods et Ginther (1985), Squires et al. (1986), Hofferer et al. (1991), Dippert et al.
(1992) pti pouziti EPE prokazali zvyseni poctu folikuld >25 mm. Souhrn studii provedenych
na Colorado State University ukazaly, Ze pouziti EPE indukuje vicenasobné ovulace, az 3,2
ovulaci béhem cyklu u jedné klisny. Avsak Briick et al. (2000) nepozorovali zvyseni poctu
ziskanych oocytt (40 a 48 %), ani velikost folikulti u klisen stimulovanych jednou denné¢ 25

mg EPE. Také MacLellan et al. (2002) ziskal méné oocytl ze stimulovanych klisen dvakrat
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denné EPE oproti kontrolni skupin¢ (20 % a 69 %). Na prase¢i FSH se zdaji byt konské
vajecniky necitlivé i ve vysokych davkach. Ptfi podavani FSH dvakrat denné se Cetnost
ovulaci nezvysila (Irvine, 1981; Squires et al., 1986). Bohuzel ani velmi vysoké davky eCG
nem¢ly zadny vliv na folikularni vyvoj nebo ovulaci (Squires et McCue, 2007). Purcell et al.
(2007) zkousel vyvolat superovulaci podavanim konské FSH, ale vice oocytl oproti kontrolni
skupin¢ nezaznamenal (21 % a 23 %). Cilem studie Bruck et al. (2000) bylo zjistit, zda
podéavani surovych koniskych gonadotropint ovlivituje vyvoj folikull a zisk oocyt. Po dobu
8 dnh se klisnam podavalo 25 mg koniskych gonadotropinti. Po zhodnoceni vysledkt byl
folikularni rast, stejné jako pocet a velikost folikult a ziskanych oocytd u obou skupin klisen
podobny. Slibn¢ se jevi produkt Cistého eFSH na vysledky superovulace. Osetieni eFSH
zpiisobuje zvySeny pocet vétSich folikuld. Podavani eFSH klisndm v jarnim pfechodném

obdobi uspisi nastup prvni ovulace v roce a zvysuje pocet jejich ovulaci (Peres, 2004).

Stage of cestrous cycle day 5 day 12 acyclic
No. of mares (n) 8 8 11
No. punctured follicles (n) 99 97 136
No. recovered cocytes (n) 26 12 55
Recovery rate (%) 26.3° 12.4° 40.4°

ab, axc, b:e P (.05

Tabulka 2: vliv estralniho cyklu na zisk oocytt (Kanitz et al., 2003)
3.5.9 Vyhledavani oocytu

Roztok vyplachovaciho media a folikularni tekutiny, ktery se ziska aspiraci, se v laboratofi
prohlizi pod mikroskopem. Oocyty jsou ziskany jako kumulo oocytdrni komplexy a méfi
Casto pfes 1 mm v priméru. Hledany oocyt méfi v priméru 180 um a na rozdil od embrya
neni pii vyhleddvani oocytu pomiickou jeho kulatost, jelikoZ se mohou objevit nepravidelné
tvary. Ve vyplachované tekutiné se nachéazi granulozni buiiky a pii vyhledavani se mohou
splést s COC, se kterymi si jsou podobné. Pii rozliSovani se kumularni i granuldzni buiky
jevi jako prusvitna hmota, pfesto maji odliSné znaky textury a barvy. Oocyt je Sedy, nebo
Sriznymi odstiny, je vidét corona radiata jako prstenec bun€k obklopujici oocyt. Po
identifikaci je COC promyvan v mediu aby se odstranily pfipojené necistoty a krev a odd¢€luji

se kumularni buniky (McKinnon et al., 2011).
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3.6 Zrani a fertilizace oocyti

3.6.1 Zrani oocyti

Jak jiz bylo feCeno, pro dalsi pouziti se musi tyto oocyty umistit ke kultivaci in vitro, aby
dokoncili sviij vyvoj. Maturace znamena jak jaderné zrani (pokracovani meidzy a postup do
metafaze II), tak cytoplazmatické zrani (série zmén, které pfipravuji oocyt na vyvoj embrya z
cytoplazmy). In vivo je dozravani oocytu spojeno S vyvojem folikulu a zménami hladin
hormonii. Koncentrace estradiolu zustava ve folikularni tekutiné na vysoké irovni, ovula¢ni
LH vzestup trva n€kolik dni a maxima dosahuje jeden den po ovulaci. Nartist koncentrace
progesteronu se zvySuje pii blizici se ovulaci. VSechny tyto zmé&ny mohou byt dileZité pro
kompletni zrani oocyti (Landim — Alvarenga et al., 2008). Typicky je slozeni kultiva¢niho
media s pfimési séra, folikularni tekutiny, gonadotropinti, nebo rtstovych hormonti (Willis et
al., 1991, Dell(1’Aquila et al., 1997, Hinrichs et Schmidt, 2000). Maturace oocytl pro ucely
in vitro oplozeni nastavd v defonovaném maturanim médiu. Nejcastéji vyuzivanym je
medium M199 s Earles solemi, fetdlnim bovinnim sérem, bovinni FSH, v 5 % atmosféie CO»,
nebo medium DMEM / F12. Maturace probihé pfi teploté 38,2 °C, optimalni délka zrani u
expandovanych oocytu je 24 — 30 hodin a u kompaktnich 30 — 36 hodin (Hinrichs et al.,
2005b, Choi et al., 2007).

3.6.2 Fertilizace oocyti

V soucasné dobé neexistuje fungujici protokol pro in vitro produkci embryi u koni tak, jak je

tomu napfiiklad u krav. Proto se u in vitro produkce koniskych embryi vyuziva metoda ICSI (intra

cytoplazmaticka spermaticka injekce) (Galli et al., 2014)). ICSI je technika, ktera umoziuje

oplozeni oocytu in vitro jedinou spermii. Oplozeni timto zptisobem pifekonava konvencni IVF,

jelikoZ ta neni u koni pfili§ efektivni z dlivodu silné zony pellucidy. Kromé toho je tu i vyhoda

vyuziti hiebcl se Spatnou pohyblivosti spermii, nebo reprodukénimi schopnostmi (Galli et al.,

2013). U koniskych oocytli se vniknuti imobilizované spermie do cytoplazmy oocytu provadi

pomoci Piezo vrtdku. PouZity oocyt musi byt zraly, s viditelnym poldrnim téliskem. Po

spermatické injekci se oocyty kultivuji a 3. den se hodnoti st€peni bun¢k. Formovéani blastocysty

se hodnoti 7. — 10. den a poté jsou pfipraveny K ptenosu do délohy, nebo ke zmraZeni

(McKinnon et al., 2011).
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4 Zavér

Postupy in vitro produkce embryi jesté nejsou spolehlivé objasnény a neustale se hledaji
zpusoby, jak by bylo mozné je zatadit mezi bézné techniky reprodukce u klisen. Zakladnim
krokem k uspé$né in vitro produkci embryi je zisk kvalitniho oocytu. V zisku oocytl se
nejvice uplatiiuje metoda Transvaginalni aspirace oocytd, tento zpusob je opakovatelny,
nejvice Setrny ke zvifeti, pouzitelny u Sirokého spektra klisen, v priabéhu estralniho cyklu,
béhem bfezosti i anestru a oocyty Ize aspirovat z preovulacnich i malych folikult. Pti amrti
klisny je kazdopadné€ na misté odebrat oocyty z vyjmutych vajecniki jak aspiraci, rozifezanim,
nebo pitvou a seskrabnutim granuldéznich bunék z folikulii. Z bakalarské prace vyplyva, ze
nejvyssi uspesnost ziskadvani oocyti je z malych folikull i pfes to, Ze procentudlni uspésnost
aspiraci preovulacnich folikuld je vyssi. Jelikoz je celkovy pocet aspiraci preovulacénich
obdobi. Navic oocyty z malych folikuld musi déle podstoupit maturaci in vitro. Proto je
vyhodnéjsi nacasovat aspiraci tak, aby se na vajeCnicich nachazela vyrovnana skupina
folikulti a absence dominantniho folikulu. Pocet ziskanych oocytli se da experimentalné
podpofit podavanim extraktu koniské hypofyzy, nebo equinniho folikulostimulaéniho
hormonu. Vyhodné je ziskavat oocyty od biezich klisen, u nich se daji provadét aspirace v
pribéhu 20. — 150. dne biezosti a je mozné ziskat vice oocytl, nez u klisen cyklujicich i
v piechodném obdobi. Zralé oocyty lze prenést do vejcovodu piijemkyné, coz poskytuje
zhruba 50 % uspéSnost zabteznuti, nebo in vitro oplodnit metodou ICSI a vpravit do délohy
ptijemkyn¢ 7 dni staré embryo. Embrya i oocyty ziskand mimo pfipoustéci obdobi je mozné

zamrazit, nebo vitrifikovat.
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