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Biotechnologie v reprodukci koni

Souhrn

V asistované reprodukci koni jsou vyuzivany biotechnologické metody aspirace oocytu
(OPU), in vitro oplozeni (IVF) a nasledny pfenos embryi (ET) nebo intracytoplazmatickd injekce
spermii (ICSI).

Odbér oocytu Ize provadét od Zivych klisen nebo post mortem. Odbér ze Zivych klisen
se provadi bud' invazivné pres slabinu nebo neinvazivné metodou ovum pick up. OPU se
provadi pomoci transvaginalni ultrazvukové sondy opakovanym vyplachem folikul(
aspiracnimi jehlami. U klisen se nedafi vyvolat UspéSnou superovulaci a napfiklad ve srovnani
se skotem jsou odbéry oocytld méné vynosné. Po odbéru je nutné provést tridéni oocytl a
nasledné zrani in vitro. U koni neni mozné provadét samovolné oplozeni na Petriho misce,
kvlli neschopnosti penetrace spermii pres zonu pellucidu a nedokonalé kapacitaci spermii in
vitro. Fertilizace se provadi pomoci ICSI, kdy je spermie penetrovana do oocytu pomoci Piezo
mikromanipulatoru. Nasledna kultivace embryi probiha do stadia blastocysty v atmosfére 5 %
CO2, 5 % 02 a 90 % N, pfi 38, 2 °C.

PFi ET se pouzivaji embrya ziskana in vitro i in vivo. Embrya vznikla in vivo sestupuji
do délohy Sesty den po ovulaci, jejich odbér se provadi proplachem délohy. Pfenos se provadi
pfimo do déloznich rohd. Zakladem Uspésného procesu je spravné nacasovani prenosu a
synchronizace klisny darkyné s pfijemkyni. Uspésnost prenost se aktualné pohybuje okolo 70
az 90 %. Podstatou ET je moznost odchovu ndasobného poctu hribat klisny darkyné, ktera
vynika sportovnimi schopnostmi, aniz bychom prerusili jeji sportovni kariéru. Stejnou metodu
Ize pouZit u klisen, které z riznych ddvod( nejsou schopné donosit a porodit Zivotaschopné
hribé.

Frekventované je wvyuZiti Ccerstvych, chlazenych nebo hluboce mrazenych
inseminacnich davek (ID). Asi 20 % hifebcl nema dostate¢nou kvalitu ejakuldtu pro vyrobu ID.
K hodnoceni dochazi bezprostiedné po odbéru, kdy se mimo zakladniho makroskopického
hodnoceni pouZivaji i pfistrojové metody jako je CASA nebo pritokova cytometrie. Ejakuldt
splnujici zakladni parametry se fedi fedidly na bazi mléka nebo vaje¢ného Zloutku s pridanim
antibiotik, sacharid(i, pufri a kryoprotektantd, které maji zasadni vliv na prezitelnost bunék
v procesu kryokonzervace. Optimalizace mrazicich médii je stale predmétem vyzkumu.

Klicova slova: oocyt, spermie, in vitro oplozeni, inseminacni davka, aspirace



Biotechnology of horse reproduction

Summary

Biotechnological methods like aspiration of oocyte (OPU), in vitro fertilisation (IVF) and
subsequent transfer of embryos (ET) or intracytoplasmic injection of sperm (ICSI) are used in
artificial reproduction of horses.

Collection of oocytes can be done from live mares or post mortem. Collection from live
mares is performed invasively through the groin or noninvasively by the method ovum pick
up. OPU is made by transvaginal ultrasound probe by repeated washing of follicles with
aspiration needle. Effective superovulation can’t be reached in mares and for example
compared to cow collections are less profitable. After collection it is necessary to make
oocytes sorting and in vitro maturation. Spontaneous fertilisation doesn’t work in Petri dish in
case of horses because of sperm inability to penetrate through the zona pellucida and
imperfect sperm capacitation in vitro. Fertilisation is made by ICSI, when sperm is penetrated
to oocyte by Piezo micromanipulator. The following maturation of embryos takes place to the
stage of blastocyst in atmosphere of 5% CO2, 5% 02 a 90 % N; at temperature of 38. 2 °C.

Embryos for ET are collected in vitro and in vivo. In vivo embryos descend to the uterus
the sixth day after ovulation, their collection is made by uterus washing. Transfer is performed
directly to the uterine horns. The main assumption condition of a successful transfer is the
right timing and synchronisation of mare donor and mare recipient. Transfer rate is currently
about 70 to 90 %. The key purpose of ET is the possibility to get more than one foal from mare
donor with high sports skills without interruption of its sport career. Same method can be
used for mare, which can’t carry a foal to term and give a birth to foal from various reasons.

Fresh, chilled or deeply frozen insemination doses (ID) are frequently used. About 20 %
of stallions don’t have sufficient quality of ejaculate for production of ID. Evaluation is made
right after collection. Besides basic macroscopic evaluation are also used instrument methods
like CASA and flow cytometry. Ejaculate meeting the basic parameters is diluted by milk-based
or egg yolk-based extenders with addition of antibiotics, carbohydrates, buffers and
cryoprotectants, which are important for cell survivability during cryopreservation.
Optimization of freezing medias is still a subject of research.

Keywords: oocyte, sperm, in vitro fertilisation, insemination dose, aspiration



N U117 OO 8
P o I <1 Yol TP 9
3 Literarni r@SerSe ...cccuveeeeiiiiiiiiiiiieesiiiiisiieernneissse s eressnnnssssesesseesennnssssssssssaaesane 10
2 N | 4 T8 V1 o N 10
700 001 A o 1= o Yo TV I TSP 10
3.1.1.1 Laparotomie pres slabinu ......ccccecceeeiieiiiie e 10
3.1.1.2 Transkutanni punkce pres slabinu........c.cccoeeiieiiiiiiiicciiecee e, 11
3.1.1.3  OVUM PICK UP ciiiiiiiiieciiecsies ettt st e s sae e e 11
3.1.1.4  Zisk POST MOIEM ...uiiiiiiiiie ettt e s eaabae e e anee s 12

30 0 e 1=T Yo o oy U SRS 13
3.1.3  ZrANT O0CYEU c.cuvvriee ittt ettt e earaaeeeeans 13
3.1.4  InVitro fertilizace ...ccceeeeieciiee i 14
3.1.5  KUItIVACE @MDIYT wevveeeeiiiiieiictiiiieeiec et e e 15
3.2 Embryo transfer.....cccccciiiiieiiiiiiiiiiiniiniinninnssessnnsssssnnee 16
3.2.1 Klisna darkyné a prijemkyn€..........ccovvivvrrveeeieeeieiirreeeeeee e eeeevveneen, 16
3.2.1.1  SYNCAIONIZACE ...uiiiiiiiiiiieniee sttt sre e st e e sate e sbaeenabeenas 17
3.2.2  Zisk @mMBrya ..o 18
3.2.3  PreNn0S @MDY ... 19
3.3  Inseminacni dAvKa .........cevrueuuriiiiiiiniiiinnnniiiiiininnnneannnnesessassaes 20
3.3.1  OdbEr SPermMatU...ccccceeeeeriiieee et ee e esire e srae e s sre e e e 20
3.3.1.1 Odbér epididymalnich Spermii ..........cccoeeeeeeieeieeiieeecceee e e 21
3.3.2 Hodnoceni €jakulatu.......ccccovuveeeieiiiiiiiiiiiiee e 22
3.3.2.1 Makroskopické VIastNOSti........eeeecuveeeeiiiiee e 22
3.3.2.2 Mikroskopické vIastnosti.......cccceccuuieeiiiiieieiiiiec e 23
3.3.2.3  DalSi metody VYSEtIeNT ...ccuee e 24
3.3.3 Priprava inseminacni dAVKY .........ccceeveiivivireeeieeieiiiciiieeeeeeeeeenveeeens 25
3.3.3.1  REIAIA et 26
3.3.4  KapaCitacCe....ooooioiiiiiiiiee e 29
3.4 KryOKONZEIVACE ...ccuuereeenireeneerennerrennertenierenneeenseerensceressessassesennssssnnens 30
3.4.1  KryoproteKtanty....ooocceei it 30
342 VItHFIKACE et 31
2 T © T Y1V A PP UUPPPPPR 31
344 EMDIYa et e e 32

345 SPOIMIE e 33



3.5  PrUtoKOVa CYtOMELIIC..ccuuuiiieeeneierieeneeerereneeieeeennseeeeeensseseeeenseeseennnsnnns 34

3.5.1  SEXOVANT SPIMIT ceviiiiiiieeiiiiieee ettt e siree s e e e s ee e e s saaaeeeens 35

2T (e T o Y T T 1N 36
3.6.1 ROzZAEleNni @MDBIYi ..cccccuuiiiiiiiiie i 37

L S - Y1 PPN 38

LI ) =] -} 40 - 39



1 Uvod

Uméla inseminace koni (Al — z angl. Artificial insemination) je v poslednich nékolika
desetiletich velice se rozvijejici odvétvi. Diky chlazenym a mrazenym davkam ma maijitel klisny
moznost sivybrat z Siroké nabidky plemenik( témér z celého svéta, tim se geneticka informace
plemenika mizZe daleko vice rozsifit. To samé plati i u klisen, kdy diky odbéru a nasledné
mozZnosti uchovat oocyty ¢i embrya se rozrlistd moZnost jejiho genetického uplatnéni.
Oplodnéni pomoci inseminacénich davek ma ale mnohem vice vyhod. Vzhledem k tomu, Ze po
odbéru ejakulatu je moznost ho zkontrolovat, se snizuje riziko pfenosu infekce na minimum.
Pri prirozené plemenitbé dochazi ke zranénim klisny nebo hrebce a zvirata jsou ve stresu kvdli
dopravé, to vse se diky Al eliminuje. V dnesni dobé, kdy Uspésni sportovni koné maji pristup
k nadstandartni veterindrni péci, se prodluZuje doba, kdy kiin mlZe vrcholové sportovat.
BohuZel to ma za nasledek, Ze predevsim klisny po sportovni kariéfe uz byvaji moc staré na
zarazeni do chovu. Diky moZnosti odebrani oocytl a embryo transferu se tak prodluzuje doba,
kdy od sportovni klisny mGzeme ziskat potomky. Velkou vyhodu to ma i v samotném poctu
hfibat — za normalnich podminek mlze mit klisna jedno, vyjimecné dvé hfibata za rok. Diky Al
je mozné od jedné klisny ziskat nejméné jedno hribé na jednu ovulaci.

Pti ndhlém Uhynu zvifete je mozZnost odebrani oocytl i spermii post mortem, jejich
nasledna kultivace in vivo a pfenos na donoseni u klisny darkyné. Dnes jiz existuji i techniky,
jak gamety a embrya uchovat po nékolik let zmrazené na teplotu — 196 °C v tekutém dusiku.
Tento zpUsob uchovani byl umoZnén diky objeveni vlastnosti kryoprotektantu. Latek, které
chrani bunécné membrany od teplotniho Soku.

Mame-li koné svysokym genetickym potencidlem, ktery se z néjakého divodu,
napfiklad z divodu kastrace, nemlzZe rozmnoZovat, existuji dnes moznosti, jak i od tohoto
jedince ziskat potomky. Jedna se o proces klonovani, kdy se vezme jadro somatické bunky,
které se vlozi do oocytu jiného jedince. Takto vznikne geneticky témér identicky jedinec,
kterého posléze mizZeme zaradit i do chovu. Klonovani je po etické strance velmi diskutované
téma, na které neni jasna odpovéd. Nékteré plemenné knihy to povazuji za krok zpét, zatimco
jiné knihy jako mozZnost vétsiho uplatnéni uspésnych koni.



2 Cil prace

Cilem prace bylo napsat literarni reSersi na biotechnologie v reprodukci koni podle
aktualnich ¢lankd prevaziné ze zahranicni literatury.



3 Literarni resSerse

3.1 Invitro

In vitro je latinsky termin prekladany jako ,ve skle”. V medicinskych a biologickych
oborech se pak v preneseném slova smyslu hovofi o praci vumélych podminkach laboratore
(Petriho miskach, zkumavce apod.)

In vitro produkce embryi Ize v dnesni dobé provadét s oocyty ziskanych z Zivych
klisen, ale i z klisen, které nahle uhynuly, tedy post mortem. Po sbéru se oocyty déli podle
kumulo-oocytarniho komplexu na tfi skupiny — expandované, kompaktni a degeneruijici. Poté
nasleduje zrani oocytl a nakonec dochazi k oplodnéni pomoci intracytoplazmatické injekce
spermii (ICSI). Cena za brezi klisnu se ve svété znacné lisi — okolo 5 az 9 tisict dolarU. Zalezi na
laboratofi ale i na zemi. Dnes se UspésSnost pohybuje okolo 1,2 embrya na jeden odbér
(Maserati & Mutto 2016).

3.1.1 Sbér oocyti

Pro odbér oocytu z Zivych klisen se pouzivaji dvé metody — invazivni a neinvazivni.
Invazivni metoda spociva v laparotomii pres slabinu nebo transkutanni punkci pres slabinu.
Mezi neinvazivni metody se radi ovum pick up (opakované vyplachovani vajecnikd). Sbér
oocytl post mortem se provadi z roziezanych vajecnikd, kyretazi nebo aspiraci.

Dnesni vyzkumy ukazuji, Ze UspéSnou darkyni oocytd muaze byt i klisna, ktera vlivem
véku, nemoci nebo nefunkcnosti vejcovodl ¢i jinou deformaci pohlavnich orgdnd neni sama
schopna donosit ani poskytnout embryo pro embryo transfer (Rader et al. 2016). Navic diky
moznosti odebrat vice oocytl z jedné klisny, se navySuje pocet htibat, které mizZeme ziskat z
jedné klisny za jeden rok. V dnesni dobé je mozné oocyty prepravovat v mediu pii pokojové
teploté az 24 hodin. To ddva mozZnost provést odbér vjiném misté, nez bude probihat
nasledna kultivace a fertilizace (Stout 2020).

BohuZel u klisen se zatim nenasel Uspésny konsky folikulostimulaéni hormon (FSH),
ktery by wvyvolal superovulaci. Zlepseni pfineslo pouzZiti extraktu z koniské hypofyzy se
zvySenym obsahem FSH nebo rekombinantni FSH. Ackoliv se touto hormonalni stimulaci stale
nedosahuje vysledk( jako u superovulovanych krav — prdmérny zisk na jednu kravu je 6
embryi, zvysi se tim pocet ziskanych embryi z jedné klisny na 3-4. Jesté lepSich vysledkl se
dosahovalo po pfidani rekombinantniho koriského luteinizacniho hormonu. BohuzZel tato
metoda byla zatim uplatnéna pouze v nékolika malo studiich (Squires 2020).

3.1.1.1 Laparotomie pres slabinu

Pfi odbéru oocytu laparotomii jsou klisny pod mirnou sedaci a zaroven dostanou i
epidurdlni anestetikum. 24 hodin pred zakrokem jsou klisny ponechany bez potravy, k vodé
maji pristup neomezené. Celkové jsou v paralumbalni jamé provedeny cCtyfi otvory, které
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prochdzi pres podkozi, vnéjsi a vnitini Sikmy brisni sval pomoci trokaru o priiméru 12 mm.
Prvnim otvorem je pomoci CO; naplnéna btisni dutina, pro vizualizaci vaje¢nikd, vejcovod(l a
délohy. Druhym otvorem se pomoci trokaru vlozi laparoskop (kamerka sklonem 30°). Dalsimi
dvéma otvory jsou vloZeny nastroje pro odbér oocytu. Pro lepsi identifikaci nalevky vejcovodu
jsou vajecniky pres rektum otoceny o 180° kraniomedialnim smérem. Sbér oocytl se provadi
katetrem, kdy se vejcovody proplachnou roztokem methylenové modFi. Ctvrt hodiny po
zakroku jsou klisny kontrolovany pomoci endoskopu pres délohu. Operace je provadéna na
stojicich klisnach a trva pfiblizné dvacet minut (Kéllmann et al. 2011).

3.1.1.2 Transkutanni punkce pres slabinu

Transkutanni punkce oocytl je oproti laparotomii pomérné jednoduchy chirurgicky
zakrok, ktery nepotrebuje Zadné velké pripravy. Metoda je sice casové méné narocna, ale kvali
neschopnosti u klisen vyvolat superovulaci nema takovou efektivitu. Klisnu je nutné predem
hormonadlné stimulovat, k tomu se pouzivaji rizné hormony. Takto odebrané oocyty se ¢asto
pouZzivaji pro transfer a je dosahovano vysoké uspésnosti. Je mozné odebirat oocyty i klisnam,
které maji napfriklad infekci vaginy nebo jiné problémy v misté vyvodnich cest pohlavnich.
Vyhodou odbéru oocytu z preovulacnich folikulll je nejen to, Ze kumulo-oocytarni komplex se
jiz za€ina oddélovat od stény folikulu a odbér je tedy moZzné provést pouze pomaoci jehly, ale i
fakt, Ze skoro vSechny oocyty jsou jiz zralé a neni tedy nutna dalsi maturace in vitro. Odbér
oocytu Ize provadét zhruba jednou za dva tydny.

Vybrané klisny jsou pravidelné sledovany transrektalni sondou pro zjisténi velikosti
folikulG. Po naméreni folikulu vétSich nez 25 mm je klisnam aplikovana davka syntetického
analogu gonadoliberinu (GnRH). Po 25-28 hodinach jsou takto velké folikuly aspirovany pres
bok. Pokud se planuje opakované odebirani, nasledujici dva dny klisny dostanou injekci
progesteron(l a estrogend. Sesty a sedmy den je klisndm podén prostaglandin F2a (PGF 2a).
13. den po prvni aspiraci se cely postup opakuje. Pti odbéru jsou klisny pod sedaci a vaje¢niky
jsou pridrzovany per rectum (Jacobson et al. 2010).

3.1.1.3 Ovum pick up

Mezi neinvazivni a pro klisnu méné riskantni postup s moznosti ¢astéjsiho opakovani
patfi ovum pick up (OPU). Jedna se aspirace oocytli pomoci transvaginalni ultrazvukové sondy
(TUGA z angl. transvaginal ultrasonic-guided aspiration). Nevyhodou této metody je vysoka
cena zplUsobena vysokou cenou zafizeni a nutnosti mit vysoce vyskoleny personal. TUGA se
sklada z vaginalni sondy, ultrazvuku, vakuové pumpy a vodiciho zafizeni pro dvojitou aspiracni
jehlu s oddélenymi vstupnimi a vystupnimi kanaly (Galli et al. 2014). Ve snaze snizZit cenu
celého setu byly uplatnény i jednoplastové jehly. S nimi je ale dosahovano horsich vysledkd,
protoze zde nedochazi k turbulencim jako u dvojité jehly, které napomahaji k oddéleni
kumulo-oocytarniho komplexu od stény folikulu. Jehly se pohybuji od velikosti 12 az 18 G.
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Velikost vybrané jehly zavisi na velikosti folikulu. Vyssi tlak v pumpé napomaha zisku vice
oocytl, ale také zvySuje procento téch degradovanych. Oocyty se odebiraji bud' kdykoliv jako
nezralé z vedlejSich folikull nebo zralé zpredovulacnich folikull po predchozi
gonadotropinové stimulaci (Rader et al. 2016).

Oproti skotu se u klisen setkdvame s problémem, Zze kumulus je pevné prichycen ke
granuldzni membrané, viz obr. ¢. 1. Je tedy nutné folikul nékolikrat (nékdy az 8krat)
proplachnout médiem, a pfitom jehlou seskrabavat sténu folikulu. K aspiraci se pouZivaji
vsechny folikuly, které maji velikost alespont 1 cm (Galli et al. 2014). Bohuzel s tim souvisi i
mensi vytéZznost — oproti skotu, kde je to az 60 %, je u klisen okolo 30 %.

Velkou vyhodou této metody je, Ze nevyzaduje Zadnou velkou pripravu klisny pomoci
hormonalni stimulace. Béhem zdkroku se doporucuje fixace klisny a epiduralni anestezie
z dlvodu omezeni rektalni aktivity. Vajeénik je opét pfidriovan ptes rektum. Ukon lIze
provadét i béhem prvniho trimestru bfezosti. Pfi opakovaném OPU se doporucuje interval 14
dni. Pi aspiraci kazdych 7 dni dochazelo u klisen ke sniZzeni po¢tu folikult (SichtaF 2018).

Obrdzek 1: Konsky oocyt prichyceny ke sténé folikulu (Hinrichs 2010).

3.1.1.4 Zisk post mortem

U nahle uhynulych klisen je mozny sbér oocytl post mortem. Rozfezani vajecnikd se
provadi pomoci skalpelu. Vaje¢niky jsou do laboratofe prevezeny za pokojové teploty,
maximalné chlazeny pfi teploté 12 °C, a nasledné naloZeny do 5% roztoku fetalniho bovinniho
séra ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem. Oocyty ziskané touto metodou je nutné
prepravit do laboratofi ICSI co nejdfive po umrti klisny (maximalné 6 h) (Hinrichs 2010).

Mezi Casové méné narocné metody, ale bohuzel s nizsi Gcinnosti, patfi aspirace
oocytu. Pfi rozfezani je primérny zisk 9,5 oocytu na folikul, zato u aspirace je to pouze 6,8
oocytu. Vyhodou této metody je, Ze uz béhem samotného odebirani je ¢ast kumularnich
bunék odstranéna (Alm et al. 1997). Pfeprava probiha v roztoku s NaCl. Samotnd aspirace se
provadi pomoci vakuové pumpy nebo injekéni strikacky (Hinrichs 2010). V nékterych
pripadech se dokonce pfistupuje ke kombinaci vice metod (SichtaF 2018).
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PFi kyretazi jsou vajecniky také prevazeny pri pokojové teploté. V laboratofi jsou
oCiStény. Folikuly jsou rozfiznuty a pomoci kyrety jsou vysSkrabnuty oocyty, a to vcetné
granuldzni vrstvy. Tato metoda je Casové ndaroCnéjsi a ziskané oocyty vykazuji pomalejsi
schopnost maturace (Merlo et al. 2018). Na druhou stranu se dosahuje vysoké vytéznosti a to
az 18 oocytl na klisnu (Hinrichs et al. 2012).

3.1.2 T¥idéni oocytu

Po ziskani oocytl je nutné je rozdélit pod mikroskopem podle komplexu kumulus-
oocyt na tfi skupiny — kompaktni (Cp), expandované (Ex) a degeneruijici. Ze studii vyplyva, Ze
v rychlosti maturace neni rozdil a Uspésnost je asi 60,2 %. Expandované oocyty maji
zdeformované okraje a jejich cytoplazma je heterogenni. Heterogennost cytoplazmy je
vysvétlovana vysokou mirou meiotické aktivity. Kompaktni oocyty ¢asto pochazeji z teprve
vyvijecich se folikulG a nejsou tedy pIné vyzralé. Maji pevné tkané i corona radiata (Merlo et
al. 2018). Na druhou stranu Matsukawa et al. (2007) dosahl lepsich vysledkl u expandovanych
oocytl (Matsukawa et al. 2007). Obecné se uvadi, Zze kompaktni oocyty potrebuji delsi dobu
zrani (Merlo et al. 2018).

3.1.3 Zrani oocyti

Zrani do stadia oplozeni schopného oocytu v metafazi 1l (M IlI) neboli maturace
probiha v inkubatorech pri 38,2 °C s vIhéenou atmosférou a 5 % CO; v chemicky definovaném
médiu (médium M119 doplnéné o Earlovou stl, 10 % roztok bovinniho séra a 5 mU/ml bovinni
FSH). Doba zrani se udava 22-28 h (Choi et al. 2004). Mira Uspésnosti se v rlznych zdrojich lisi
— napr. K. Rader et al. (2016) uvadi Uspésnost 66 % u nezralych oocytl a u zralych uvadi
dokonce 91% Uspésnost (Rader et al. 2016). Na zakladé odlisnosti zrani Cp a Ex oocytl
(napriklad ve spotiebé glukdzy) by se pfi inkubaci méla odliSovat jednotliva chemicky
definovana média. BEhem zradni dochazi ke zméndm nejen v jadre (prfechod z meidzy do
metafaze ll, jiz je vylouceno prvni pélové télisko), ale i v cytoplazmé. Po dozrani neni patrny
rozdil ve schopnosti tvorby blastocysty mezi kompaktnimi a expandovanymi oocyty (Hinrichs
et al. 2005).

Po dozrani je nutné oocyty oddélit od kumularnich bunék, coZ je u koni narocné
vhledem k tésné vazbé mezi kumulem a oocytem. O¢isténi probihd pomoci pipetovani, kdy se
postupné pouzivaji mensi priiméry Spicek. Pipetovani si mGZeme ulehcit roztokem 0, 05%
hyaluroniddzy v CZB mediu (modifikované BMOC-2 obsahuijici vice laktézy) (Chatot et al. 1989)
nebo médiem M119 s Hanksovou soli s 10 % bovinnim fetalnim sérem (FBS) (Choi et al. 2003).

Ocisténé oocyty s jiz vyloucenym poldrnim téliskem jsou pripravené pro fertilizaci.
Oocyty s porusenou oolemmou jsou klasifikovany jako zni¢ené. Pokud je oolemma
neporusena, ale jesté neni vyloucené polové télisko, jsou oznaceny jako nezralé (Merlo et al.
2018).
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3.1.4 In vitro fertilizace

Pfi bézné in vitro fertilizaci (IVF) probiha oplodnéni samovolné na Petriho misce,
bohuzZel u koni se toto takrka nedéje kvuli zméndm na zéné pellucidy. Dalsi teorii je
nedostatecnd kapacitace spermii, protoze in vitro dozralé oocyty po vloZeni do klisny lze
oplodnit in vivo, zatimco in vivo dozralé oocyty se nedafi oplodnit klasickou metodou na
Petriho misce (Leemans et al. 2019). Je tedy nutné volit jinou metodu a tou je
intracytoplazmaticka injekce spermii (ICSI). Poprvé byla metoda ICSI pouZita v Belgii na
pocatku 90. let, prvni hiibé po ICSI pfisSlo na svét v roce 1996.

Hned po prvnich pokusech ICSI se objevily nazory, Ze pokud nejsou spermie vybrany
fyziologicky, bude vétsi procento abnormalnich spermii, které se promitnou do pribéhu
brezosti nebo vyvoje potomka. Z dosud zkoumanych téhotenstvi u lidi se neobjevily zadné
naznaky, Ze by tomu tak bylo. U zkoumanych htibat nebyl zaznamenan rozdil v ristu,
v placenté ani v 17 genech souvisejicich s placentou (Sichtar 2018).

ICSI je pomérné draha metoda, kterd je v dnesni dobé ve vétsi mire provadéna pouze
v nékolika laboratofich v Evropé. ICSI je provadéno pomoci Piezo mikromanipulatoru
s invertovanym mikroskopem, ktery je ovladan dzZojstikem (viz obrazek €. 2a). Pipeta pridrzujici
oocyt ma vnéjsi primér 120-140 um a vnitfni 20-30 um. Spermie se vstfikuje pomoci pipety
s vnéjsSim okrajem 7-10 um a vnitinim 5-7 um (viz obrazek €. 2b) (Choi et al. 2006). Mezi velké
vyhody ICSI je moZnost vyuZiti vétsi skaly hrebcl, protoZe je mozné pouZit nepohyblivé nebo
lyofilizované spermie. ICSI je také velmi vyhodné u hiebcu, ktefi jsou stafi nebo jiz mrtvi a je
tedy k dispozici omezené mnozstvi inseminaénich davek. K oplodnéni je totiz potfeba malé
mnozstvi spermii.

Obrdzek 2: (A) Piezo mikromanipulator pouZivany pro metodu ICSI. (B) Detail oocytu,
do kterého je vstfikovana spermie. Sipka sméFuje na spermii vpravovanou do oocytu (Galli et
al. 2014).

Na A&A Univerzité v Texasu se pro pripravu spermii z davek, kde jich je dostateé¢né
mnozstvi, pouziva metoda swim-up. Spermie se daji pod 1 ml spermatického media (Sp-CZB).
Po 20 min inkubace pti 38,2 °C na vzduchu, je vrchni vrstva odebrana a nasledné
centrifugovana. Vznikla peleta je znovu rozpusténa v Sp-CZB a opét centrifugovana (Rader et
al. 2016). Aby byla spermie oplozeni schopna, je nutna jeji kapacitace. Pfi béZzném oplozeni
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k tomu dochazi az v pohlavnich cestach samice. BEhem in vitro oplodnéni se kapacitace
provadi uméle v laboratofi. U koni se tomu déje pomoci kalcia ionofora (Hinrichs et al. 2002).

PFi samotné ICSI je nutné spermii zpomalit, aby bylo mozné jeji nasati do pipety a
zkontrolovani jeji morfologie. Ktomuto Ucelu se ¢asto pouziva kapka polyvinylpyrrolidonu
(PVP) nebo nékolik impulzd do biciku pomoci Piezo drillu. (Choi et al. 2004). Dnes existuji
studie, které poukazuji na fakt, Ze PVP zpUsobuje zmény na struktufe spermie, a to mlze mit
za nasledek zastaveni vyvoje embrya (Strehler et al. 1998). Jiné studie naopak poukazuji na
zlepseni fertilizacnich schopnosti spermie (Kato & Nagao 2009). Spermie je do oocytu
injikovana v uhlu 90° od pdlového téliska. Vzhledem k tomu, Ze kultivace oocytl probiha pfi
38,2 °C, je piihodné je pii této teploté drzet i béhem ICSI (SichtaF 2018). Jsou laboratore, které
voli jinou teplotu, napt. B. Merlo et al. (2018) pouziva 37 °C (Merlo et al. 2018).

3.1.5 Kultivace embryi

Po Uspésné fertilizaci se nové vzniklad embrya vraci zpét do inkubatoru s teplotou
38,2 °C, ale tentokrat s atmosférou 5 % CO2, 5 % 0, a 90 % N; (Jacobson et al. 2010).
V nékterych laboratofich se vyuziva namisto N spole¢nd inkubace s jinymi burikami
(kumularni, granuldzni). Vysledky téchto studii ale nedosahuji takovych Uspéch(. Pozitivni
vyvoj byl zaznamenan s dvéma moznymi médii — DMEM/F-12 s 10 % FBS po celou dobu
kultivace nebo kultivaéni médium pro lidska embrya béhem prvnich péti dni a naslednym
pridanim glukdzy. Kvalita vyvoje by se méla kontrolovat kazdych 24 h a vymeéna kultivacniho
média by méla byt po 48 a 96 hodinach. Tfeti den se kontroluje mira Stépeni. Preimplantacni
embrya se zde kultivuji asi 7 dni. Mira Uspésnosti vyvoje embryi do stadia blastocysty se mezi
laboratofemi znaéné méni od 13 % do 42 % (Sichtar 2018). Vyznamnym ukazatelem Uspésnosti
in vitro oplozeni je zabreznuti klisny po pfenosu embrya, ktery dnes dosahuje az 80 %. Bohuzel
do 60. dne bfezosti je zde stale vétsi procento ztrat nez po prenosu pfirozené pocatych embryi
(okolo 20 %) (Rader et al. 2016). V USA dosahuiji vysledku 50 % ohiebenych klisen (Maserati &
Mutto 2016).

Po proniknuti spermie pomoci ICSI se po 10-20 hodinach zacne tvofit samici a samci
prvojadro. Po splynuti dvou prvojader vznika zygota, ktera se dale déli. Pti dalsSim déleni zacne
byt zéna pellucida prostupnéjsi pro tekutiny, tim zac¢nou vznikat prostory, které nakonec
vytvofi jeden blastocoel. Timto okamzikem vznika blastocysta. Déje se tak mezi 7 az 10 dnem.
Od tohoto okamZiku muZou byt nové rostouci equinni embrya prenesena do klisny
prijemkyné. Dulezitym faktorem ovliviiujici Zivotaschopnost embryi je stalost kultivacnich
podminek (Morris, 2018). Klisna prijemkyné by méla byt idealné ¢tyfi az Sest dni po ovulaci.
Majitelé klisny darkyné rozhodnou, kolik embryi bude preneseno a zbytek embryi podstupuje
kryokonzervaci. Po kazdém in vitro oplozeni je majiteldm doporucovdno udélat test
rodicovstvi. Dokonce i u hfibat, ktera nebudou zaregistrovana (Rader et al. 2016).
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3.2 Embryo transfer

Embryo transfer (ET) je mozné provadét u embryi vzniklych in vitro, ale i u embryi
vzniklych in vivo v téle klisny darkyné. V obou pfipadech plati, Ze embryo je ve stadiu
cyklu klisny darkyné, synchronizace s klisnou pfijemkyni a v pfipadé in vitro oplozeni idealnim
starim embrya. V dnesni dobé se Uspésnost zisku embryi in vivo pohybuje okolo 75 % (Hinrichs
2018). Prvni pokusy o prenos embryi u koni byly provadény zaroven v Anglii a v Japonsku. Dnes
se Uspésnost brezosti po nechirurgickém prenosu uvadi 75 az 90 %. Existuji dokonce Uspésné
pokusy o rozdéleni nékolikadenniho embrya, aby vznikla identicka dvojcata (Allen & Wilsher
2020).

V zacatcich této metody bylo u vétsiny plemennych knih zakdzano zapsat vice nez
jedno hiibé od jedné klisny nebo byl cely transfer povolen pouze u klisen, které ze zdravotnich
dlvodd nemohly hiibé odnosit samy. Po nékolika soudnich sporech prevainé v Americe byl
vroce 2002 povolen neomezeny pocet hfibat na jednu klisnu nejprve u Quarte Horse a
postupné se povoleni rozsifilo i na dalSi plemena. Vyjimka je u Anglického plnokrevnika, kde
je zakdazana jakakoliv uméla inseminace. V dnesni dobé se mezi nejaktivnéjsi zemé v ET
povaZuje Brazilie a Argentina (Squires 2020).

3.2.1 Klisna darkyné a prijemkyné

Klisna, od které chceme mit hfibé, ale z néjakého dlivodu neni schopnd poceti,
donoseni nebo nechceme pfijit o jeji sportovni vyuziti, je nazyvana klisnou darkyni. Transfer
se také pouziva u klisnicek okolo dvou let, které jsou na plnohodnotnou bfezost jesté prilis
mladé. | kdyz klisna nemusi byt schopna donosit zdravé hiibé, je nutné, aby byla jinak zdrava,
bez zdnétl(i délohy a v dobré fyzické kondici. Klisna je pfed ocekdvanou ovulaci pravidelné
hliddna pomoci ultrazvuku pres rektum, aby se spravné urcila nejvhodnéjsi doba pro
inseminaci. V pfipadé hormonalni stimulace je klisné ovulace navozena uméle po podani
GnRH nebo luteinizacniho hormonu (LH). Den ovulace se bere jako den 0 (Hinrichs 2018).

Dalezitym faktorem ET je mit klisnu, ktera uspésné odnosi, porodi a vychova hribé od
klisny darkyné. Takovéto klisné fikame klisna prijemkyné. Na mnoha embryo stanicich je
chovano stddo takovych klisen. U klisen je kladen velky d{iraz na fyzickou kondici bez problém{
s pohybovym aparatem, dllezita je téZ spravnd anatomicka stavba pohlavnich organu (délohy,
krcku). Vzhledem k Cetnosti vySetieni pred samotnym transferem i po ném, je kladen ddraz i
na psychické vlastnosti klisen. Oproti klisné darkyné se lisi nizkou genetickou hodnotou pro
chov. Casto se klisna pFijemkyné uvadi jako nejnakladnéjsi ¢ast celého ET. Po pfenosu embrya
je klisna vysSetfena 5-7 den pro potvrzeni bfezosti. Nasledné az do 120 dne brezosti je klisné
uméle doddvan progesteron (Neto et al. 2018). Pro vyvoj velkého a silného htibéte je dobré
zvolit klisnu ptijemkyni, kterd je vétsi nebo alespon velikostné stejna jako biologicti rodice
hiibéte. Bylo publikovano, Ze kornské embryo se prizplsobuje velikosti délohy. V pokusech
bylo dokazano, Ze kdyz se dvé geneticky identicka embrya vlozZi do velikostné odlisnych klisen,
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hfibé od mensi klisny je po narozeni mensi, délka brezosti je kratsi a ani ve dvou letech véku
pfi stejném managementu chovu nedohnalo vzrlistem své dvojce z vétsi klisny (Allen 2005).

3.2.1.1 Synchronizace

U koni je pomérné naro¢na synchronizace estralnich cyklG klisny darkyné a klisny
prijemkyné, kvlli jejich délce mezi jednotlivymi cykly. U stada pfijemkyn se uz koncem roku
uméle stimuluje délka denniho svétla, aby se zajistil podobny vstup do reprodukéniho cyklu.
Tim se zajisti alespon castecna synchronizace (Deichsel et al. 2016). Pred kazdym ET se
vyberou dvé az tfi klisny, které jsou stimulovany hormonadlné, aby se zvysila Sance na presnou
synchronizaci s klisnou darkyni. Vice klisen pfijemkyn je stimulovano z dlivodu, Ze kazda klisna
mUZe na hormony reagovat jinak a je také nutné, aby pohlavni organy byly pfipraveny pro
prijem embrya. Idedlni stav je, kdyz prijemkyné ovuluje den pfedem nebo maximalné tfi dny
po klisné darkyni.

Kazdodenni palpace a ultrazvukové vySetfeni potencidlnich klisen pfijemkyn je
pomérné drahd a ¢asové namdhava innost. Spravna stimulace pomoci hormond umoziuje
maximalizaci ¢asovych moznosti persondlu i mnohem vétsi pohodu pro klisny pfijemkyné.
Kvali nedostateénému sjednoceni protokoll a moznosti upraveni cyklu vice zpUsoby, existuje
vice hormond, které se pouZzivaji. PGF 2a se pouZiva pro navozeni estru u jinak cyklujici klisny.
Kombinace estrogenu a progestinu se aplikuje acyklickym klisnam nebo pfi nutnosti rychlé
synchronizace. Dale se pouZzivaji steroidni hormony, lidsky choriovy gonadotropin a jejich
antagonisté (Neto et al. 2018). Pro navozeni fije u ndhodné cyklujicich klisen se pouzivaji dvé
injekce po ¢trnacti dnech cloprostenolu. U 90 % klisen se fije dostavila do Sesti dnd od posledni
injekce. Jiné laboratore, které podavaly progestagen po dobu deseti dn(, desaty den doplnén
o analog prostaglandinu a naslednych deset dni hCG, mély synchronizaci u 75 % zkoumanych
zvirat (Allen & Wilsher 2020).

Pfi pokusu podle O. Neto (2018) byly klisny pfijemkyné rozdéleny do sedmi skupin
podle faze cyklu (G2-G8, pricemz klisny v G2 skupiné byly v anestru, klisny v G7 a G8 byly
v ¢asném diestru) a jednu skupinu kontrolni (G1). Skupiny G2-7 dostaly na zacatku IéCby jednu
injekci prostaglandinu, skupina G8 dostala davky dvé ve dvou dnech. Pocatek experimentu se
bral jako den -4. Skupiny G2-7 dostaly dinoprost tromethamin (synteticky analog PGF2a) a
estradiol 17. Estradiol 17B se podaval po tfi dny. V den 0 byl klisnam injikovan dlouhodobé
pUsobici altrenogest. V den +3 - +8 bylo klisnam nechirurgicky transferovano embryo, pricemz
rozdil ovulace s klisnou darkyni byl nula az pét dni. Po ET dostala kazda klisna dalsi davku
dlouhodobé pUsobiciho altrenogestu. U klisen v G8 skupiné |écba obdobnd, jen v -3 den
dostaly druhou davku dinoprostu tromethaminu. Bfezost byla detekovana +10 - +12 den a
klisny dostavaly kazdy tyden davku dlouhodobé pUsobiciho progesteronu az do 120 dne
brezosti. BEéhem celého experimentu byly klisny porovnavany s klisnami z kontrolni skupiny,
které nedostaly Zadné hormonalni davky. Z vysledkl testu vyplyva, Ze po této hormonalni
[écbé byla mira brezosti nejhorsi u skupiny G7, coZz byly klisny v asném diestru, které
podstoupili pouze jednu injekci dinoprostu tromethaminu. Dle vysledkd jinych skupin to
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vypada, Ze Uspésnost zabfeznuti byla nizsi v dlisledku malého otoku délozni sliznice pred ET
kvlli nedostatecné luteolyze. Mira birezosti nezavisela na dni ET (+3 - +8).

Diky pouziti synchronizacnich protokold obsahujicich vice hormon(l se daji srazit
naklady na chov velkého stada klisen pfijemkyn, protoze timto postupem mulzeme
sesynchronizovat klisny v rlznych stadiich cyklu. Nevyhodou je, Ze ne vSechny hormony musi
byt dostupné v kazdé zemi nebo Ze pouziti nékterych latek mize byt v dané zemi zakazané. U
asi 14 % klisen doslo k selhdni ovulace po stimulaci analogli hCG a GnRH (Neto et al. 2018).

3.2.2 Zisk embrya

Oplozeny oocyt sestupuje do délohy az 6. den po ovulaci. Pro zisk embryi mladsich
Sesti dnl je nutny chirurgicky zakrok. Zakrok se provadi v celkové narkdze, kdy je médiem
proplachnut vejcovod. U klisny tento proces komplikuji dva problémy. Pokud je proplachovan
pravy vejcovod, dochazi v disledku kratsiho ligamentum ovarii proprium k horsimu proplachu
a pnuti vazu. V krajnich pripadech mlzZe dojit k poranéni aZz vykrvaceni. Zadruhé papily ve
vejcovodech velmi Ucinné zabranuji pritoku tekutiny z délohy do vejcovodu. Kvili tomu u
klisen neni moZné provadét proplach vejcovodl pres délohu, jako je tomu u krav. A€ je tato
metoda znacné neprakticka, ma pomérné vysokou miru Uspésnosti (Allen & Wilsher 2020).

U klisen je mnohem jednodussi zisk embryi pomoci proplachu délohy. Diky kratSimu
krav. Pfed samotnym vyplachem se klisna ¢asto seduje a je umisténa do fixaéniho boxu. Oblast
okolo vulvy, hraze a konecniku je oCiSténa a vydezinfikovana. Jedna se o nechirurgicky zakrok,
ktery se provadi pomoci katetru. Ten je manipulovadn pres rektum do jednoho z délozniho
roh(, ktery je vyplachovan. Tento postup se pouzival hlavné dfive a nebylo s nim dosahovano
takovych vysledkd. Dnes se Castéji pristupuje k vyplachu celé délohy. Déloha je proplachovana
médiem (fyziologicky roztok pufrovany fosfatem s 5 % BSA (hovézi sérovy albumin)), béhem
praplachu je pres rektum déloha masirovana. Cely proces se opakuje dvakrat az trikrat.
Celkové je pouzito az dva litry média, zaleZi na velikosti délohy a stafi klisny. V zacatcich této
metody jesté nebyly tak Ucinné embryonalni filtry. Embrya se v médiu nechala klesnout na
dno, vrchni ¢ast média byla odstranéna a embrya se dale hledala na miskach pomoci
mikroskop(. Dnes se médium nechd protéct pres filtry a embrya jsou hledana na ném (Allen
& Wilsher 2020). Proplach celé délohy zvysil zisk embryi az na dvojnasobek oproti proplachu
jednoho délozniho rohu — z dtivéjsich 44 % na dneSnich 87 % (Oguri & Tsutsumi 1974).
K proplachu se nejcastéji pristupuje sedmy nebo osmy den po ovulaci, protoze vétsi embrya
jsou nachylnéjsi k poniceni (Allen & Wilsher 2020).

V ramci celého ET je nutné dodrZovat maximalni sterilitu vSech nastrojl. Nastroje se
pro kazdou klisnu berou vidy nové a Cisté. V ramci predchazeni jakémukoliv zavedeni infekce
do délohy klisny, se ¢asto do vyplachovaciho média pfidavaji antibiotika. Pro prlplachu je
ultrasonograficky zkontrolovano, Ze veskeré médium vyteklo z klisny ven. Poté je klisné podan
PGF2a pro zahdjeni luteolyzy.
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3.2.3 Pienos embrya

Embryo se po vyjmuti kontroluje a omyva. Poté je pfipraveno na transfer nebo se
kryokonzervuje. Samotny prenos embrya se da provadét laparotomicky pres brisni sténu do
délozniho rohu, podobné jako u krav. Embryo je pfeneseno pomoci Pasteurovy pipety
s minimem média. Pokud je transfer proveden vice jak tfi dny po ovulaci, Uspésnost zabfeznuti
je az 75 %. Uspéiny chirurgicky pfenos embryi se dokonce poved! v sedmdesatych letech i
mezidruhové. Pokus predstavoval pfenosy mezi osly, zebrami, domestikovanym koném a
koném Prevalskym. Zajimavé na tom je, Ze kazdy druh ma jiny pocet chromozom.

U nechirurgického ET se embryo pfenasi inseminacni pipetou pres délozni hrdlo
pfimo do téla délohy. Pokud siinseminator nebo veterinar pres rektum pridrzuje délozni rohy,
pfendsi se embryo pfimo do rohd (Allen & Wilsher 2020). Velky pokrok pfineslo pouziti
Wilsherovych klesti, pomoci kterych mlze veterinar Iépe roztahnout a uchopit délozni cipek,
diky cemuz je moZzné mnohem lépe nasmérovat pipetu s embryem na spravné misto v déloze.
Studie uvadéji, Ze za pouziti této metody Uspésnost zabreznuti dosahuje az 92 % (Card 2018).
V nékterych zemich Evropské Unie je dokonce povolen pouze nechirurgicky pfenos embryi.

V pocatcich bylo nutné chovat klisnu darkyni a pfijemkyni v jedné stdji. S objevenim
podminek, ve kterych je moziné embrya prevazet, se velice usnadnil cely proces ET. V roce
1975 byl proveden pokus, kdy 5 equinnich embryi bylo pfevezeno z Anglie do Polska v kralicich
vejcovodech. Z celkového poctu se narodila dvé zdrava hribata. Dnes se embrya prevazi
chlazena pfi 5 °C v médiu, kdy vydrzi 12 az 24 hodin(Allen & Wilsher 2020). Pfed pfenosem
embryi vzniklych in vivo se provadi zjistovani pohlavi pomoci specifického H-Y antigenu
s presnosti 82 % (Aurich & Schneider 2014). Dalsi moznosti je biopsie nékolika malo bunék a
jejich analyza na PCR, kde se pomoci specifické sondy hledaji urcité oblasti na X chromozomu
(Moore & Hasler 2017).
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3.3 Inseminacéni davka

Poslednich nékolik desitek let se u koni stale ¢astéji voli uméla inseminace a to jak
cerstvym, chlazenym nebo hluboce mrazenym spermatem. Pro chovatele to ma nékolik
vyhod. SniZuje se stres z prepravy jak u hifebce tak u klisny. Eliminuji se rizika zranéni, ktera
hrozi pfi pfirozené plemenitbé. Velka vyhoda spociva v moznosti ziskani inseminacni davky od
hiebce, ktery se napfiklad nachazi na jiném kontinenté, a tim rozsifit uplatnéni jeho cenné
genetické informace. Uméla inseminace umoziuje i vySetieni ejakulatu a zabranéni prenosu
chorob mezi korimi. V roce 1985 bylo umélou inseminaci oplodnéno jen asi 2 % némeckych
sportovnich klisen, v poslednich letech studie uvadéji, Zze toto procento stouplo az na 90 %
(Aurich 2012). U koni, na rozdil od skotu, neni kladen diiraz na odolnost spermii vici chlazeni
pfi vybéru plemenika. TakZze zatim co u skotu se protokoly chlazeni a mrazeni stale
zjednodusuji, u koni se musi prizplsobovat jednotlivym hiebclim. V roce 1986 byli provedeny
studie na spermiich hiebcd v Ceskoslovensku, kde 35 % bylo hodnoceno jako dobte
mrazitelné, 25 % primérné a 40 % nebylo doporuceno k zamrazovani (Loomis & Graham
2008). Dnes se procento hrebcl se Spatnou kvalitou ejakuldtu pohybuje spise okolo 20 %
(Aurich et al. 2020).

Na pocatku dvacatého stoleti, kdy se s umélou inseminaci postupné zacinalo, se
sperma do klisen zkouselo vkladat v Zelatinovych tobolkach (Aurich 2012).

Dnes je uméla inseminace povolena ve vsech plemennych knihach, vyjma Anglického
plnokrevnika, kde je povolena pouze pfirozena plemenitba.

3.3.1 Odbér spermatu

Odbér spermatu se provadi na odbérovych stanicich a je nutné dodrzet vSechny
pfisné hygienické podminky. Dulezité je, aby vSechny latky, které pfijdou do styku
s ejakulatem, byly nespermicidni. Hrebci, od kterych se sperma odebira, museji predem projit
vybérovymi podminkami a byt zapsani do dané plemenné knihy. Sperma se odebira do
umélych vagin. V dnesni dobé existuje nékolik model( lisicich se vahou, velikosti i pouzitymi
materidly. Snahou je, aby uméla vagina co nejvice pfipominala pohlavni cesty klisny. Toho je
dosahovdno pomoci vody ohtaté na 44-48 °C, nékteré modely pouzivaji i vzduch. Teplotu je
dllezité driet v téchto hodnotdch, protozZe nizsi teplota by mohla hiebci zpUsobit Sok z chladu
a vyssi teplota by uz mohla pusobit spermicidné. Vagina se sklada z pevného obalu a dvou
vloZzek. Obal a vrchni vlozka tvofi prostor, ktery se naplni vodou. Vnitini vlozka je casto
doplnéna jesté o jednu jednorazovou vlozku pro zvyseni sterility (Dascanio & McCue 2014).
Pro ochranu hiebce je vnitfek vaginy potifen vazelinou nebo lubrikantem, nékteré stanice
pouZivaji i komeréné dostupné lubrikacni gely. Na konci je vagina zakoncena sbéraci
nadobkou. Hfebci naskakuji na fantoma nebo na Zivou klisnu a pfed odbérem je pyj vidy
dikladné ocistén teplou vodou, aby nedoslo k znecisténi vzorku (Serafini et al. 2019).

Kvalitu inseminacni davky predevsim ovliviiuje hfebec, od kterého je. DuleZity je vék,
ale ukazuje se, Ze kvalita zavisi i na ro¢nim obdobi. Podle studie profesora J. Auricha et al.
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(2020) maji hiebci nejlepsi ejakuldt v letnich mésicich (Aurich et al. 2020). Ne kazdy ejakulat
je vhodny pro tvorbu chlazenych nebo hluboce zmrazenych davek. Tento faktor zalezi na
presném sloZzeni semenné plazmy a membran spermii. Semenna plazma je hlavné
produkovana pridatnymi pohlavnimi Zldzami a pfi pfirozeném pafeni zajistuje spermiim
vyZivu, priznivé podminky a usnadnuje jim pohyb v samicich pohlavnich organech. Vyron
semene u hiebce je rozdélen na nékolik ¢asti. Nejdrive se uvolni vymések bulbouretralni zlazy
fungujici jako lubrikant, nasleduje frakce bohata na spermie a jako posledni se vylouci gelova
frakce ze semennych vackl obsahujici hlavné glukdzu a proteiny. Pro co nejlepsi kvalitu
inseminacni davky je nutné hned po odbéru ejakulat precedit a odstranit gelovou ¢ast
ejakulatu. Dulezity je co nejrychlejsi prevoz do laboratore. Pri jakékoliv manipulaci se musi
vSechno vybaveni predehrat na teplotu 38 °C. Idedlné by mél byt odbér proveden po co
nejmensim sexudlnim stimulu a béhem jednoho skoku. Tak se dosahne ejakulatu o nejvétsi
koncentraci spermii a s mensi kontaminaci (Aurich 2008).

V pripadé, Ze hiebec neni schopny prirozené ejakulace, napriklad kvili zranéni nebo
vrozené vadeé, je mozné od néj sperma odebrat po chemické stimulaci. Toho je dosahovano
pomoci dvou |ékl — imipramin hydrochloridu a xylazinu. Ejakuldt ma vétSinou velmi maly
objem a vysokou koncentraci spermii. Sperma se mize hned pouzit (Dascanio & McCue 2014).
Dal$i moZnosti je elektroejakulace. Ta ale neni u hfebcl pfili§ vhodna, protoze pfi ni dochazi
ke kontaminaci ejakulatu moci (Melo et al. 2010).

3.3.1.1 Odbér epididymalnich spermii

Jako u klisen, i u hrebcl je moiny odbér spermii post mortem. Spermatogeneze
probihd v semenotvornych kanalcich ve varleti. Nové vzniklé nezralé spermie putuji do
nadvarlete, kde dochazi k jejich dozréni a je zde i jejich rezervoar. Odbér se provadi z ocasu
nadvarlete, jeho kone¢ného Useku. K odbéru spermii z nadvarlete se nepfistupuje pouze po
smrti hifebce, ale provadi se i po kastraci nebo po vazném zranéni znemoznujici dalsi vyuzivani
hiebce jako plemenika. Chovatel mUZe vtomto pfipadé pozadat o tzv. terminalni odbér
spermatu, jedna se o posledni moznost rozsifeni genetické informace hirebce. Spermie po
uhynu hrebce vykazuji nizsi pohybové vlastnosti nez sperma od hiebct po planované kastraci.
Zajimavé je, Ze po spravném promyti a naredéni napriklad fedidlem INRA96 se tyto vlastnosti
zlepsily a dosahovaly témér stejnych hodnot jako spermie po kastraci (Gloria et al. 2016).

Po odstranéni varlat a nadvarlat je nutné podvazat chamovod, protozZe jinak by mohlo
dojit ke ztraté obsahu nadvarlat. Poté je nutné vse oplachnout bud fyziologickym roztokem
nebo laktadtovym Ringerovym roztokem, aby se odstranila pfipadna krev a necistoty. Prevoz
by mél probihat bez pfistupu vzduchu ve specializovanych chladicich zafizenich nebo by méla
byt nadvarlata rovnou zpracovana. Samotny odbér spermii je moiné provadét nékolika
zpUsoby — aspiraci, rozkrajenim nebo retrograddnim proplachem, kdy se pomoci proudu
tekutiny z injekcni stiikacky pripevnéné na chdmovod vyplachuje ocas nadvarlete. Z téchto tii
metod je nejvyhodnéjsi proplach, protoze vzorek neobsahuje jiné bunécné typy a ziska se tak
nejvice spermii. Nékteré vyzkumy dokonce uvadéji, Zze pfi odbéru epididymalnich spermii je
mozno ziskat vice spermii nez pfi odbéru ejakuldtu do umélé vaginy (Melo et al. 2010).
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Nepfitomnost semenné plazmy je u epididymalnich spermii pomérné rozporuplna zalezitost.
Na jednu stranu diky jeji absenci nemusi ejakulat podstupovat centrifugaci, kde dochazi
k ¢asteCnému poskozeni nékterych spermii. Na druhou stranu muazZe zpUsobovat zhorSené
pohybové vlastnosti epididymalniho spermatu. Pfi pokusech, kdy se semenna plazma uméle
pridavala, doslo ke zlepseni u 62 % vzorku, zbylych 38 % bylo beze zmény (Miré et al. 2020).
PFfi kryokonzervaci nebyl zaznamendn rozdil v motilité u nejprve zchlazenych a
nasledné zmrazenych nebo u rovnou zmrazenych spermii, ale je doporuceno provést
kryokonzervaci nejdéle 96 hodin po odbéru pfi skladovani pfi 4 °C. Vyzkumy ukazuji, ze
epididymalni spermie jsou méné nachylné k poskozeni zplsobené chladem, jak ukazuje
obrézek &. 3. Po inseminaci ¢erstvymi epididymalnimi spermiemi o koncentraci 200*10° ml*
v ddvce se mira bfezosti pohybuje okolo 45 %. Pfi inseminaci rozmrazenymi epididymalnimi
davkami o stejné koncentraci se mira brezosti pohybuje od 8 do 18 % pfi. U dvojnasobné
koncentrace spermii v rozmrazené davce se Uspésnost zvedla na 66, 6 % (Melo et al. 2010).

™ PM PMI
Gl 60.2+16.99° 30.8+14.22° 41.2+20.32°
G2 85.1+5.85° 46.1+8.46° 74.9+10.49°
G3 83.1+7.52° 38.3x7.14% 71:7%9.85°

Obrazek 3: Primérné hodnoty pro celkovou pohyblivost (TM, z angl. total motility), progresivni motilitu (PM,
z angl. progressive motility) a membranovou integritu (PMI, z angl. plasma membrane integrity) spermatu odebraného
pomoci umélé vaginy (G1), epididymalniho spermatu odebraného okamzité po kastraci (G2) a epididymalniho spermatu
skladovaného 24 hodin pfi 5 °C (Melo et al. 2010).

3.3.2 Hodnoceni ejakulatu

Hodnoceni ejakuldtu se provadi idedlné po kazdém odbéru a déli se na
makroskopické a mikroskopické metody. Mezi makroskopické metody patfi hodnoceni téch
vlastnosti, které jsme schopni popsat bez pouziti mikroskopu, tedy pouhym okem. Provadi se
hned po odebrani. Mikroskopické testy se provadi v laboratofi. Sice nemame zadné presné
testy, které by nam urdili fertilitu hrebce, ale je duleZité, aby odebrané sperma splriovalo
zakladni parametry. Pfi jakékoliv manipulaci je nutné vSechno vybaveni predehtat na teplotu
38 °C (Love 2016).

3.3.2.1 Makroskopické vlastnosti

Makroskopicky se vysSetfuje objem, pach, barva a Cistota. Korisky ejakulat by méla byt
mirné zrnita, hustd, neprihledna tekutina o objemu 30 az 250 ml. Objem se muzZe i u jednoho
plemenika lisit na zakladé Cetnosti a dobé odbéru, sexualniho vzruseni a celkového fyzické
stavu zvifete. Podle objemu ejakuldtu jsme schopni odhadnout, kolik inseminacnich davek
vyrobime. Méfeni se provadi pomoci odmérného valce nebo kalibrované vahy (Morel 2008).

Hustota zavisi na sloZzeni semenné plazmy a koncentraci spermii. PFilis fidky ejakulat
naznacuje maly pocet spermii a husté sperma naopak zabranuje pohybu spermii. Barva a pach
zavisi na primésich. Ve spermatu by neméla byt krev, moc ani Zadné sraZeniny, ukazujici
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napfiklad na zdnét. Fyziologicky ejakuldt je bilé barvy bez zdpachu. Barvu muize ovlivnit i
krmivo. Tyto vlastnosti se hodnoti pfimo ve sbéraci. Barva se hodnoti proti bilému svétlu.
Jakykoliv ejakuldt odliSujici se od fyziologickych hodnot by se nemél dale pouzivat k umélé
inseminaci (Sieme et al. 2003).

3.3.2.2 Mikroskopické vlastnosti

Po prevezeni do laboratore se ejakulat vysetfuje pomoci mikroskopu, cytometru a
dalsich laboratornich pfistrojt. Dllezitym Udajem je koncentrace spermii a z toho pocet Zivych
spermii, dale se méfi napriklad schopnost odoldvat chladu, pH a morfologické zmény. Mezi
mikroskopickd vysetreni se pocita i kultivace a identifikace bakterii a plisni. | u plodnych hiebct
nevykazujicich znamky infekce ¢i zanétu se muze zjistit jejich pritomnost (Dascanio & McCue
2014).

Koncentrace se pocita pristrojové pomoci fotospektrometru, kdy se vzorek naredi
opticky jasnym redidlem v poméru 1:30. K fedéni se pouzivda 10% formalin a 0,9% salin.
Koncentrace se stanovuje na zakladé zakaleni vzorku. Vyhodou je rychlost, jednoduchost a
potfeba malého mnoZstvi vzorku (Morel 2008). Nevyhoda spocivd v tom, Ze i semenna plazma
¢i jiné nedistoty mizZou vzorek zakalit i tim uméle navysit pocet spermii. Kvali tomu byl
vynalezen NucleoCounter, ktery vyuziva propidium jodidu k obarveni nukleovych kyselin a
fluorescenc¢ni sondu, kterd se vaze pfimo na DNA (Love 2016). Vypocet Ize provadét i rucné
pomoci Biirkerovy pocitaci kom(rky. Ta obsahuje podloZni sklicko s pocitaci mtizkou, na které
se nanese urcity objem nafedéného spermatu a kryci sklicko. Vysledna koncentrace se
provadeét pfimo ve staji. Minimalni koncentrace spermii pro pouziti umeélé inseminace je 100-
200*10° ml* (Morel 2008).

Pohyblivost neboli motilita je jeden znejdllezitéjsich faktorG kvality spermii.
Pozorovani se provadi pomoci mikroskopu sfazovym kontrastem na zfedéném vzorku.
Celkova pohyblivost se méfi u vSech spermii vykazujicich néjaky pohyb. Podilu spermii
pohybujicich se spravnym smérem se tika progresivni motilita. VSeobecné se udava hodnota
40 % progresivné pohybujicich se spermii jako krajni hodnota pro zajisténi schopnosti
oplozeni. Kazda plemennad kniha minimalni procento pohyblivosti uréuje sama. U holandského
teplokrevnika je to minimdlné 50 % progresivné pohybujicich se spermii (Colenbrander et al.
2003), v jinych knihdch nebo studiich je minimalni hranice dokonce 70 % (Aurich et al. 2020).
Jako progresivni pohyb se bere pohyb vpred nebo ve velkych kruzich za hlavi¢kou. Motilita je
velice zavisla na stari ejakulatu, na teploté i pH. Je potieba ji méfit co nejdfive po odebrani.
Méreni motility pod mikroskopem vyZaduje vysoce proskoleny perzonadl a i tak je vysledek
subjektivni. Pro eliminaci lidského faktoru se v dnesni dobé ¢astéji méri pohyblivost pocitacem
pomoci metody CASA (z angl. computer-assisted semen analysis) (Love 2016). Motilitu
mlzZeme méfit i po urcitych casovych intervalech a vraznych teplotach, tim zjistime
Zivotaschopnost spermii. Klasicky se méreni provadi po 3 a po 8 hodinach. Motilita po 3
hodinach by neméla klesnout pod 45 % a po 8 hodinach pfi 22 °C by se hodnota stale méla
drzet nad 10 %. Takovéto sperma je vhodné k pouZiti jako chlazené ¢i v podobé mrazené
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davky. Zjistilo se, Ze pfi odstranéni semenné plazmy se Zivotaschopnost chlazenych spermii
zvysi.

Dalsi dalezity ukazatel kvality inseminacni davky je morfologie spermii. Spermie se
nejcastéji zkoumaji pomoci barveni, kdy se metodou eosin-nigrosin obarvi hlavicky mrtvych
spermii do fialova (Love 2016). Vyskytuje-li se v ejakulatu velké mnoZstvi spermii s primarnim
poskozenim, které vzniklo jiz béhem spermatogeneze (zdvojeni hlavicky, bicikl ¢i absence
nebo zmény tvaru nékteré ¢asti) muze se jednat o dlouhodoby ¢i trvaly problém s plodnosti u
hiebce. Pfi zvySeném vyskytu nezralych spermii s protoplazmatickou kapi¢kou na kréku se
mUzZe jednat pouze o docasny problém a je nutné snizit frekvenci odbéru ejakulatu. Druhotné
poskozeni je zplUsobeno nesSetrnym zachazenim s ejakulatem ci problémem pfi samotné
ejakulaci. MUzZe se jednat o prasklé hlavicky, zlomené biciky ¢i Uplné oddéleni biciku od
hlavicky. Pro uspésné oplodnéni vajicka a nasledny vyvoj embrya je nutna zdrava spermie bez
jakychkoliv vad. Je tedy nutné vSechny abnormality zaznamendvat. Pro kvalitni ejakulat
vhodny k inseminaci se bere ten, ktery ma alespon 65 % morfologicky zdravych spermii (Morel
2008).

Mezi dalsi provadéné testy patfi méreni koncentrace vodikovych iontt (pH). Hodnota
pH je dulezita, protoze jeho vysoka hodnota pulsobi spermicidné a muze znacit infekci ¢i jiné
pfimési. Stanovuje se pomoci pH metru hned po odbéru. Cim déle po odbéru se jeho hodnota
urcuje, tim je vysledek nepresnéjsi. V disledku hromadéni vedlejSich metabolitd (kyseliny
mlécné) se pH sniZuje. Z tohoto divodu se ejakulat fedi co nejdfive po odbéru nejcastéji
v poméru 1:1. Na hodnoté pH se podileji i jiné faktory, napfiklad cetnost a doba odbérl a
koncentrace spermii. Vysledek muzZe zkreslit i odebrani pouze ¢asti ejakuldtu, protoze kazda
frakce mad jinou hodnotu pH. Jako idedlni pH se udava hodnota 7,3-7,8 (Morel 2008).

Dale se provadéji testy napriklad na genetické vady, termorezistenci, Gcinek rtznych
fedidel a antibiotik nebo motilitu pripravené inseminacni davky po rozmrazeni. Jedna-li se o
jiz pouzivaného plemenika, testy se prlibézné porovnavaji. U nové zarazeného hrebce se testy
provadeéji za poutziti vice fedidel a v odliSnych podminkach (Dascanio & McCue 2014).

3.3.2.3 Dalsi metody vySetieni

Pro eliminaci lidského faktoru a tim presnéjsiho vyhodnoceni vzorku se dnes pouzivaji
pocitaCova méreni jako napfiklad CASA. Zdokonaleni snimaci techniky a velkda vykonnost
pocitac umoznuje prevod pohybu spermii na digitalni informaci, ktera se dale vyhodnocuje.
Zaznamenava se pohyb, smér i rychlost pohybu. Tim je pocita¢ schopny odlisit progresivni
pohyb od toho nezadouciho. Zaroven je schopny i pozorovat morfologii spermii — velikost a
tvar hlavicky a biciku. Systém CASA se nejcastéji pouziva v humanni mediciné. Pro vétsi vyuZziti
ve veterindrni mediciné je nutnd pfesnd standardizace postupl a pfesné naprogramovani a
zaneseni pohybovych modell jednotlivych Zivocisnych druh(l. Zajimavé je, Ze za poslednich
40 let, kdy se tato metoda pouZiva, se sice enormné zlepsila vykonost vSech poditacd, ale
algoritmy pouzivané pro prevod informaci z fotografii do digitalnich dat se pfiliS nezmeénily.
Nevyhodou této metody je vysoka cena zafizeni a nutnost pravidelnych kontrol (Amann &
Waberski 2014).
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Naopak mezi levné laboratorné hojné vyuzivané testy patfi HOS test (hypoosmotic
swelling test). Pro spravné fungovani spermii je nutnd funkéni membrdna. Membrana musi
mit svou integritu, ale zaroven musi byt semipermeabilni, aby mohla aktivné reagovat na
zmény prostredi, kapacitaci nebo kontakt s membranou oocytu. Jakmile se spermie dostane
do prostredi, které je hypoosmotické, dojde k jejimu zvétseni v disledku umoznéni prichodu
molekuldm vody dovnitf pfes membranu. V pfipadé velkého koncentracniho rozdilu vnitrku
bunky a extraceluldrni tekutiny maze dojit az k lyzi buriky. Test se da provést pomoci roztoku
sachardzy nebo fruktdzy a citratu sodného predehfatého na 37 °C, jehoz koncentrace je
natolik hypotonicka, aby doslo ke zméné velikosti spermie, ale zaroven nedoslo k lyzi bunky.
Zivé spermie, které maji aktivni membrénu, se zvétsi a jejich bi¢ik se mirné zkrouti. Nasledné
se pod mikroskopem uréi procento aktivnich spermii. Test se velmi ¢asto pouZiva u
rozmrazeného spermatu pro zjisténi poctu Zivych spermii (Ramu & Jeyendran 2013).

3.3.3 Priprava inseminac¢ni davky

Za predpokladu, Ze je sperma vhodné k tvorbé inseminacnich davek, je nutné se
rozhodnout, za jak dlouho bude davka pouzita. Cim déle médme v planu sperma skladovat, tim
prefiltrovat od gelové frakce a nedistot a pouZit ho bud nefedéné u jedné klisny nebo ho
naredit a vyrobit tim vice inseminacnich davek k okamzité spotrebé. Dulezité je davku
skladovat pfi télesné teploté (38 °C) (Aurich 2012). VSeobecné se sperma doporucuje hned
naredit fedidly bud’ v poméru 1:1 nebo rovnou na poZzadovanou koncentraci spermii. Vétsinou
se jedna o koncentraci 560-100 milidonG spermii na mililitr (Loomis 2011). Velky posun pfi
skladovani ejakulatu prineslo objeveni antibiotik. Dfive se ejakulat nemohl skladovat pfi
pokojové teploté, protoze dochazelo k mikrobidlnimu bujeni, ale nizsi teploty zase nicili
spermie a davka tim byla znehodnocena (Aurich 2012).

PFi delSim skladovani je nutné sperma zcentrifugovat. Doporucuje se odstranit 80-
95% semenné plazmy. Centrifugace se musi provadét velmi opatrné a i tak se okolo 25 %
spermii ztrati v supernatantu. Tomuto kroku se dé vyhnout jiz pfi odbéru, kdy odebereme
pouze tu cast ejakulatu, kterd je nejbohatsi na spermie. Pfipadné jsou i laboratore, které
k odstranéni plazmy nevyuZivaji centrifugaci, ale ejakulat filtruji pres sita, kterymi spermie
neprojdou a tim se oddéli od semenné plazmy. Po centrifugaci se odstrani supernatant a
peleta se znovu roziredi (Loomis 2011). PakliZe je nutné sperma dopravit na jiné misto, nez se
nachazi hrebec, je moiné davku pouze zchladit. Takto vydrzi 48-72 hodin. K prepravé di
uchovavani se pouzivaji specialni nadoby, které jsou schopné udrzet teplotu okolo 5 °C. Jestlize
bude skladovani delsi, je nutné davku zamrazit tekutym dusikem a pridat latky na ochranu
bunéénych struktur. Takto skladovand vydrzi i nékolik let. VSeobecné plati, Zze chlazeni i
mrazeni musi byt postupné a pomalé (<0,3 °C / min), naopak rozmrazeni musi byt co
nejrychlejsi. Probiha ve vodni 1azni o teploté 37 °C po dobu 20-30 sekund (Aurich 2008).

V USA se Casto inseminacni davky zamrazuji v tzv. slamkach — pejetach o objemu
0,5 ml s koncentraci 200 milionG spermii na mililitr. Pfi pouZiti spermatu pro ucely ICSI Ize
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takovou slamku nafezat na 6 az 10 Casti, pficemz kazdou lze rozmrazit samostatné. Kazdou
z téchto casti Ize znovu naredit na koncentraci 1 milion spermii na mililitr. Timto postupem
muUzeme nékolikanasobné zvysit pocet inseminacnich davek od plemenika, ktery je napriklad
po smrti a jiz od né&j neni mozné ziskat nové davky (Choi et al. 2006).

3.3.3.1 Redidla

Redidla neslouZi pouze k navyseni objemu a tim mozZnosti inseminace vice klisen, ale
vSseobecné maiji prodlouZit Zivotaschopnost spermii. Hraji daleZitou roli ve vyZivé spermii, maji
pufracni funkci, chrani sperma pred jeho vlastnimi metabolity a nasledky chlazeni ¢i mrazeni.
Dulezitymi slozkami fedidel jsou lipidy, lipoproteiny a cukry, dale obsahuji i dalsi latky jako jsou
napriklad antibiotika ¢i kryoprotektanty. Vétsinou se pouzivaji fedidla na bazi kravského mléka
nebo vajecného Zloutku ¢i jejich kombinace. Dfive se dokonce sperma fedilo pfimo cerstvym
kravskym mlékem. Dnes je cilem najit takové redidlo, které zachova dobré vlastnosti i u
spermatu, které neni vhodné k zamrazeni.

Koncentrace antibiotik je velice dllezita, protoze pfilis vysoka hodnota by mohla
negativné pusobit na motilitu a Zivotaschopnost spermii. Na druhou stranu nizka koncentrace
by nemusela dostate¢né zabranit rdstu bakterii a zpQsobit jejich rezistenci. Casto se pouziva
kombinace vice antibiotik, napt. penicilin a gentamicin nebo penicilin a Amikacin ¢i Timetin
(Hernandez-Avilés et al. 2019). Cilem je pokryt co nejvétsi skalu bakterii za pouziti co nejmensi
koncentrace antibiotik. Nékteré Iatky mohou zpUsobit nizsi motilitu, coZ ale u pouZiti davky
pro ucely ICSI tolik nevadi. Konkrétné u gentamicinu by se neméla pouzivat davka vétsi, nez
1000 pg/ml (Jasko et al. 1993). Vzhledem k tomu, Ze kazdy hfebec ma jinou mikrofléru, muze
se lisit i vhodnost antibiotik podle daného jedince. Nékdy jsou redidla doplfovana i o
antimykotika.

Castéji pouZivana jsou Fedidla na bazi kravského mléka, které maji samy o sobé
dobré pufrovaci vlastnosti a udrzuji dobré pohybové vlastnosti ejakulatu. Daji se pouzivat pro
pozorovani, centrifugaci i skladovani. Dnesni fedidla se pfipravuji z odstredéného mléka se
snizenym obsahem tuku nebo ze suseného mléka. Ochranou slozkou mléka jsou kaseinové
micely. V kombinaci s glycerolem a laktézou je dosahovano dobrych vysledk( pfi zamrazovani.
Pfesny mechanizmus funkce micel neni znamy. Zajimavé je, ze kdyz se vyfiltruji pouze
kaseinové micely a laktéza, neni dosahovano takové ucinnosti (Loomis 2011). Dalsi velmi
prospésné latky, které se podafilo z mléka vyselektovat, jsou proteiny fosfokasein a PB-
laktoglobulin (Pagl et al. 2006). Do fedidel se pridava 7,5 % roztok hydrogenuhlicitanu sodného
kvlli jeho pufraénim schopnostem (Jasko et al. 1993). Presna sloZeni se mazou lisit mezi
jednotlivymi fedidly. Mezi ta nejcastéji pouzivand patti Kenneyho redidlo (NFDSMG). Na trhu
je mnoho jeho modifikaci, ale to plivodni obsahuje odstfedéné susené mléko a glukdzu. Pred
pouzitim se redi redestilovanou vodou a mohou se uchovavat i zamrazena. Jeho modifikace
nékdy obsahuji dalsi cukry nebo jsou pouzZita jind antibiotika. Dalsi ¢asté redidlo je INRA 82,
které ma vice cukrQ a vice pufrovacich latek (Loomis 2011). Dobre pfijimano je i redidlo
INRA 96, které ma stalé chemicky presné definované sloZeni, obsahuje hlavné fosfokaseiny a
B-laktoglobuliny (Aurich et al. 2007), ale obsah antibiotik je nizsi, takze je doporucovéno
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k nému pridavat Timetin (Loomis 2011). Mezi komercné ¢asto pouzivana redidla patfi EquiPro.
Redidlo sice neobsahuje su$ené mléko, ale obsahuje pfesné definované kaseinaty,
syrovatkové proteiny a rlizné cukry. V dnesni dobé ho lze koupit s riznou kombinaci antibiotik
i ¢isté bez nich. Redidlo se dodava v suené formé a pred pouzitim se fedi destilovanou vodou.
Redidlo se stejnym slozenim, ale jiz nafedéné, se prodavd pod nazvem EquiPro TM (Aurich et
al. 2007).

Velmi pozitivni vliv na zachovani integrity membrany u skladovani pfi pokojové
teploté, ale i béhem chlazeni a zamrazovani byl zaznamenan u fedidel na bazi vajecného
Zloutku, ktery obsahuje mnoho fosfolipida a lipoproteinl — konkrétné LDL (z angl. low density
lipoprotein — nizkodenzitni lipoprotein). Pfesny mechanizmus ucinku neni znam, ale nejspis se
proteiny LDL vazi na buné¢nou membrdanu rychleji nez skodlivé plazmatické peptidy a tim ji
stabilizuji. Skvélé vysledky jsou s fosfatidylcholinem z vaje¢ného Zloutku a sdji, ktery
membranu chrani, ale nijak se do ni nezabudovava. Jiné vyzkumy naznacuji, Ze by LDL mohl
tvofit ochranny film kolem spermie nebo Ze by dokonce mohl nahrazovat poskozené
fosfolipidy z membran. U bykl se zjistilo, Ze jejich proteiny semenné plazmy — BSP (z angl.
bovine seminal plasma) vyborné reaguji s LDL lipidy a tim vyrazné ovliviuji kvalitu spermii. Na
druhou stranu tyto proteiny interaguji s cholesterolem a tim vyrazné ovliviuji toleranci vici
chladu. Jejich ucinek velice zavisi na koncentraci, délce plsobeni a koncentraci semenné
plazmy. Pfi prirozeném pripousténi jsou tyto proteiny soucasti procesu kapacitace. Pri snizené
koncentraci u inseminacnich davek to mulze byt dlvod sniZzené schopnosti oplodnéni
(Bergeron & Manjunath 2006). BohuZel na rozdil od mlécnych tedidel jsou sloZitéjsi na
pfipravu a tim mulZou zplsobit zhorSeni kvality pfipravené davky. Klasicky obsahuji
redestilovanou vodu, glukézu a laktézu, vinan sodno-draselny, Zloutek, kyselinu
paraaminobenzoovou a smés antibiotik. Dnes se vajecny Zloutek nahrazuje séjovym lecitinem
(Pagl et al. 2006). Toho naptiklad vyuziva fedidlo AndroMed-E, které neobsahuje ani zadné
dalsi slozky Zivoc¢isného plvodu. Pivodné bylo pouZivano pro uchovavani ejakulatu skotu
(Aurich et al. 2007).

Nevyhodou téchto redidel je fakt, Ze jejich slozeni, vzhledem k tomu Ze se jedna o
zivocCisné produkty, se u jednotlivych Sarzi miize ménit a tim ovliviiovat vlastnosti jednotlivych
inseminacnich davek. Dnes je snaha o vytvoreni redidel s jasné definovanym sloZzenim, které
tak bude mit stalé ucinky na spermie a nebude obsahovat zZadné Skodlivé latky, které se mGzou
vyskytovat v fedidlech z mléka ¢i vaje¢ného Zloutku (Pagl et al. 2006).

V roce 2007 vysla studie, kde Aurich at al. (2007) srovnava tti komeréné prodavana
fedidla — EquiPro, EquiPro TM a AndroMed-E. Zajimavé je, Ze i kdyZ redidla EquiPro a
EquiPro TM by méla mit stejnda chemicka slozeni, lepsich vysledk(l se dosahuje s EquiPro.
Jednou z teorii, pro¢ tomu tak je, by mohla byt lepsi kvalita vody, ktera se pouzila k rozpusténi
fedidla. Ve studii se kvalita ejakuldtd méfila po odbéru a poté kazidych 24 h po dobu ctyt dni.
Celkovd motilita byla vden fedéni u vSech fedidel skoro stejnd, v ndsledujicich dnech
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evvs

fedidla je zachovani integrity membrany béhem chlazeni. V této studii byla po celou dobu
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davky po vice jak 24 h, je doporucovano pouzit fedidlo EquiPro. Pfi pouziti méné jak 24 h po
odbéru prichazeji v avahu vsechna tfi fedidla. EquiPro TM je vhodné pfi pouZiti v polnich
podminkach, protozZe se dodava jiz naredéné (Aurich et al. 2007).
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Graf 1: Celkova motilita (%) spermii po naredéni EquiPro (0), EquiPro TM
(o) a AndroMed-E (A) Fedidly béhem skladovani pfi 5 °C po 96 h (Aurich et al. 2007).
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Graf 2: Membranova integrita spermii (%) po nafedéni EquiPro (o), EquiPro TM
(o) a AndroMed-E ( A) fedidly béhem skladovani pfi 5 °C po 96 h (Aurich et al. 2007).
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3.3.4 Kapacitace

Spermie po ejakulaci neni hned oplozeni schopna. Nejprve musi projit nékolika
zménami na povrchu i vné buriky, aby byla schopna rozrusit bunky corona radiata a navazat
se na zoénu pellucidu. Tento proces dozravani spermii se nazyva kapacitace. Pfi oplozeni in vivo
probihd v samicich pohlavnich cestach po kontaktu se sekrety vejcovodl a délohy. Pfi
kapacitaci dochazi k odstranéni cholesterolu z membrany, tim membrana méni svoji fluiditu a
stava se prostupnéjsi pro jiné molekuly, jako napfiklad pro Ca?* (Leemans et al. 2019). Tim, Ze
dovnitt spermie zacne pronikat vapnik a hydrogenuhlic¢itany, dochazi ke zménam pH a aktivaci
adenylylcyklazy. To zpUsobi zvyseni koncentrace cAMP. Vsechny tyto déje posléze vedou
k aktivaci proteinkindzy a fosforylaci tyrosinu (McPartlin et al. 2008). Dochazi i k hyperaktivaci
—zméné pohybu, aby byla spermie schopna projit pres délozni hlen k oocytu. V podminkach
in vitro je nutné se pokusit napodobit podobné podminky, jako jsou v pohlavnich cestach
klisny, aby mohlo dojit ke kapacitaci. U ostatnich savcich spermii staci kultivace v kapacitacnim
médiu obsahujicim HCO3~, Ca?* a albumin. Navic u kazdého druhu se pfiddvaji druhové
specifické latky, které cely proces zahajuji. U skotu se napfiklad pridavaji latky podobné
heparinu. BohuzZel u koni je toto médium bez vysledki (Leemans et al. 2019). Jedno
z kapacitacnich médii pouzivanych u koni je modifikované Whittenovo médium (MW). MW
obsahuje NaCl, KCl, glukézu a mnoho dalSich latek. Pro pouZiti u spermii se navic pridava
NaHCOs a BSA, pH se udrzuje na 7,25. Tim je dosahovano vysoké miry fosforylace tyrosinu
(McPartlin et al. 2008). Presné fyziologické procesy zatim nejsou zcela jasné, ale zda se, ze
dllezitou roli hraje ovarialni tekutina a kontakt spermie se sténou vejcovodu. Cely proces
probiha v prostfedi in vitro béhem nékolika sekund po kontaktu spermii s médiem. Po
dokonceni kapacitace maji spermie velmi omezenou dobu preziti. Diky zménam na membrané
se kapacitované spermie daji detekovat fluorescen¢nim barvenim pomoci merocyaninu 540
na prlitokové cytometrii (Neild et al. 2005).

Po Uspésné kapacitaci, kdy se spermie dostane aZ k vaji¢ku, dochazi k navazani na
zénu pellucidu a nasledné akrozomalni reakci. Akrozom je membranova organela na vrcholu
hlavicky piivodem z Golgiho aparatu (Hirohashi & Yanagimachi 2018). Pri reakci neboli pfi
exocytdze dochazi k splynuti vnéjsi akrozomalni a plazmatické membrany spermie a wyliti
obsahu akrozomu — prevainé stépicich enzymu, které napomahaji rozruseni zény pellucidy a
fuzi spermie s oocytem (Neild et al. 2005). V in vitro podminkach se spermie po kultivaci
v kapacita¢nich médiich ddle kultivuji v médiich obsahujici progesteron a kalcium ionofor,
které maji za ukol vyvolat akrozomalni reakci (McPartlin et al. 2008).
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3.4 Kryokonzervace

Kryokonzervace umoznuje skladovat gamety, ale i jiz oplodnéné oocyty po mnoho
desitek let. Kryokonzervace obecné znamena pomalé ochlazeni a nasledné zmrazeni na —
196 °C pomoci tekutého dusiku. Pro rychlé zmrazeni se pouzZiva pojem vitrifikace. Vzhledem
k nizkym teplotam se méni fyzikdlni vlastnosti fedidla i samotnych gamet a je proto nutna
ochrana pomoci dalSich latek, tzv. kryoprotektantd. Kryoprotektanty se déli na prostupujici a
neprostupujici bunécnou membranou. Pfi zamrazovani hraje daleZitou roli objem vzorku,
koncentrace redidla i kryoprotektant(, ale i rychlost mrazeni a potom nasledného ohfivani.

3.4.1 Kryoprotektanty

PFi snizovani teploty se uvnitf i na povrchu bunky déji zmény, které by bez pridani
specifickych latek vedly k jejimu nendvratnému zniceni a tim zpUsobily jeji smrt. Mezi tyto
zmény patfi napfiklad prechod bunécné membrany z fluidniho do gelového stavu. K témto
pfesmyklim mezi lipidy a proteiny dochazi pti chlazeni, ale i naopak pfi opétovném
rozmrazovani. Jinak se tomuto déji také fika teplotni Sok. Se snizujici se teplotou se také
zpomaluje metabolismus bunék.

Cista voda, kdy? zmrzne, vytvori krystaly a postupné k sobé pritahuje dalsi ¢istou
vodu z okoli. Tim se kolem krystal(l utvofi nezamrzajici kanalky s velkou koncentraci latek. Vse,
co se dostane do krystalu, je znieno, zatimco burnky nachazejici se v téchto kandlcich mizou
prezit. V dlsledku vysokych koncentraci latek v kanalcich, dochazi vlivem osmotického tlaku
k zmensovani bunék. Pfi dalsim snizovani teploty na -196 °C dochazi ke stavu, kdy jsou veskeré
metabolické procesy pozastaveny. Aby se omezilo poskozeni biologickych materidli béhem
zamrazovani, pridavaji se k nim latky, které maiji jiné fyzikalni vlastnosti nez voda a zamrzaji
pfi mnohem nizsich teplotach, tzv. kryoprotektanty. Pfi zmrazeni brani tvorbé krystal(i v okoli
i uvnitf samotné burky (Loomis & Graham 2008).

Kryoprotektanty se déli na prostupujici a neprostupujici bunéénou membranou. Mezi
ty prostupujici patfi glycerol, etylenglykol ¢i propylenglykol (Loomis 2011). Funguji na tom
principu, Ze pomalu prostupuji do bunky a tim nahrazuji vodu. Velké riziko poSkozeni nastava
po rozmrazeni, kdy je nutné kryoprotektanty vymyt pryc. Pfi vymyti fyziologickym roztokem
pronikd voda do bunék mnohem rychleji, nez intraceluldrni kryoprotektant opousti buriku (De
Coster et al. 2020). Tyto prlchody ptes bunécnou membranu méni osmoticky tlak, coz mlze
byt pro mnoho bunék smrtelné. U glycerolu se musi disledné hlidat koncentrace, protoze pfi
vyssSich hodnotach je pro spermie toxicky — maximalni koncentrace se uvadi 5 % (Wu et al.
2015). Jako neprostupuijici se pouzivaji rizné cukry, napriklad sacharéza, trehaldza Ci rafindza.
Sacharidy vSeobecné zvysSuji viskozitu a tim zabranuji vzniku nebezpecnych krystald.
Koncentrace kryoprotektantd celkové zavisi na jeho druhu (Consuegra et al. 2019). Casto se
pouzivaji rizné kombinace prostupujicich i neprostupujicich kryokonzervantt dohromady (De
Coster et al. 2020).
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3.4.2 Vitrifikace

Vitrifikace je proces, kdy bunky projdou tuhnutim podobnému tuhnuti skla do
nekrystalického (amorfniho) stavu. Toho lze dosdhnout bud vysokymi koncentracemi
kryoprotektantl (az 80 %), protoze poté nemaji latky tendenci tvofit krystaly a rovnou
prechazi do nekrystalického stavu. Takto vysoké koncentrace jsou vSak uz pro buriky toxické.
Proto se pouzivd metody rychlého zmrazeni pomoci tekutého dusiku, kde staci mensi
koncentrace kryoprotektant(. Diky rychlému zmrazeni je zabranéno tvorbé krystall a buriky
rovnou prechazeji do amorfniho stavu (De Coster et al. 2020). Obecné je pomoci vitrifikace
dosahovano lepsich vysledkd. U spermii se pouZivaji kryoprotektanty, které neprostupuji
bunéénou membranou, napfiklad cukry. Pfi takovémto uskladnéni je ejakuldt naredény
vitrifikacnim médiem obsahujici kryoprotektanty nejprve ochlazen béhem jedné hodiny na
5 °C a poté rovnou vloZen do kapalného dusiku (Consuegra et al. 2019). U oocytl a embryi se
pouzivaji kryoprotektanty prostupujici membranou, protoze na rozdil od spermii snesou jejich
vysokou koncentraci a tim spojené zmény osmotickych tlakd. Casto pouZivany je glycerol
(Hidalgo et al.,, 2018). U oocytl se pouzivd témeéf vyhradné vitrifikace, protoZe po
kryokonzervaci se zatim nepovedlo ziskat embryo (De Coster et al. 2020).

3.43 Oocyty

Prvni pokusy o uchovani oocytli probéhly jiz v roce 1958. Od té doby metody velice
pokrocily predevsim pomoci objeveni funkce kryoprotektantd. V lidské mediciné je dokonce
dosahovano podobnych vysledk(l nasledného oplozeni a vyvoje embrya, jako pfi pouZiti
Cerstvych oocytl. BohuZel o koni se stale nedafi dosahnout takovych vysledkli, aby se
kryokonzervace dala pouzivat v bézné praxi ( Hinrichs 2018). Kryokonzervuji se oocyty nezralé
i zralé, které dozrdly in vitro i in vivo. U nezralych oocytl je vyhoda v tom, Ze chromatin je stale
jesté dekondenzovan a je chranén jadernou membranou. U zralych oocytl, které se
kryokonzervuji ve stadiu druhého meiotického déleni, je jiz chromatin kondenzovan a jaderna
membrana je rozpusténa. Tim padem je genetickd informace vystavena toxickym Gcinkim
kryoprotektant(, coz mizZe vést k pozastaveni nebo Spatnému pozdéjsimu déleni. Pfesto je ale
dosahovano lepsich vysledkl se zralymi oocyty, nejspiSe kvali vlastnostem bunécné
membrdany. Je i rozdil u oocytu zralych in vivo a in vitro, lepsi vysledky jsou s oocyty dozralymi
in vivo. BohuZel to je mnohem méné praktické, vzhledem k nutnosti neustale hlidat rlst
folikulu, hormonalni 1é¢bé klisny a nizké Uspé$nosti vyvolani superovulace. Uroveri Uspésnosti
znacné ovlivriuje tloustka corony radiaty. Ta sice na jednu stranu chrani oocyt, ale na stranu
druhou pfilis silnd vrstva brani priiniku kryoprotektant( (De Coster et al. 2020).

Kryokonzervace oocytl ma mnoho vyhod. Vzhledem ktomu, Ze proces in vitro
fertilizace je pomérné narocny na ¢asovy managment, poskytuje kryokonzervace ¢as navic a
je mozné pockat a vybrat vhodného hiebce. V pfipadé, Ze geneticky cennd klisna nahle
uhynula a byly ji odebrany oocyty post mortem, mame moznost je uchovat po delsi dobu. Dale
tato technika umoznuje zisk oocytl z mladych klisen pred jejich sportovni kariérou a jejich
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pozdéjsi pouZiti, protoze u starsich klisen jiz klesa uspésnost OPU (Cuervo-Arango et al. 2019).
Vyznamna je i moZnost prevézt oocyty napfriklad na jiny kontinent a rozsifit tim genetickou
informaci klisen na vétsi vzdalenosti. Toho se hojné vyuziva u divokych koni, kde je velmi
omezena rozmanitost genetické informace. V neposledni radé, pokud by se kryokonzervace
zacCala vice pouZivat u oocytl ziskanych zjatecného materidlu, ziskali bychom témér
neomezeny prisun pro studovani mechanizmu prenosu somatickych jader neboli klonovani.

Oocyty a embrya se na vitrifikaci pfipravuji tzv. dvoufazové. Nejdfive jsou ponoreny
na relativné dlouhou dobu 10-15 min do média, které obsahuje jen asi polovinu
kryoprotektant( potfebnych ke spravné vitrifikaci. Tim je zajisténa vétsi stabilita osmotickych
tlak( uvnitf a vné bunék. Teprve poté jsou umistény do roztoku, ktery obsahuje poZzadovanou
koncentraci kryoprotektant(. BohuZel u koni je to dost dlouhd doba, aby se projevila jejich
toxicita a ovlivnila pozdéjsi vyvoj embryi. Dnes se zkousi doba expozice okolo 105 sekund (De
Coster et al. 2020).

Pri pouZiti kombinace kryoprotektantl se jako neucinnéjsi jevi ethylenglykol,
propylenglykol a trehaldza ¢i sachardza. Diky kombinaci dvou prostupujicich kryoprotektant(
je mozné snizit jejich individudlni koncentraci a tim se vyhnout toxickym drovnim. Toxicitu lze
nadale snizit pouZitim dalSich latek, naptiklad makromolekul (BSA) a syntetickych latek
zabranujicim tvorbé ledu (polyvinylpyrrolidon, polyvinylalkohol). Zcukrl je dosaZeno
nejlepsich vysledk( po pouziti trehaldzy, kdy dozralo 42 % oocytl a az 80 % oplozenych oocytl
se zacalo stépit (Canesin et al. 2017). Bohuzel po pouziti vitrifikace se u koni stale dosahuje
velmi nizké miry brezosti, takZe je nutné provadét dalsi studie (Squires 2020).

3.44 Embrya

Drive se kryokonzervace embryi pfrilis nepouzivala z divodu jejich malého, ale
s pfichodem in vitro oplozeni a tim ziskani vétsiho poctu embryi, roste poptavka po moznosti
jejich uchovani. Velky zajem je v dostihovém svété, kde by zamrazeni a prenos az ve chvili, kdy
se to majiteli hodi, umoznilo uréovat dobu narozeni hfibéte (Squires 2020). Jako vSechny
metody umélého oplozeni, je i kryokonzervace embryi asi nejvice vyzkousena u skotu, kde se
napr. v Americe az 70 % embryi nejprve zamrazi a pfenesena jsou az ve vhodné chvili (Moore
& Hasler 2017). U embryi zavisi na velikosti, objemu a stadiu vyvoje. Mnohem lepsich vysledk(
je dosahovano s morulou nebo ¢asnou blastocystou do velikosti 300 um. Pfi vitrifikaci embrya
vzniklého in vivo, je nutné odbér provést 6-7 den po ovulaci (Hinrichs 2018). Cim vétsi embryo
je, tim dochazi kvétSimu poskozeni v dlsledku nedostatecné ochrany vsech bunék
kryoprotektanty. V ptipadé vitrifikace vétSich embryi jsou pokusy o odstranéni az 90 %
tekutiny z blastocoelu. Pti pouziti mikromanipulatoru je dosahovano pomérné dobrych
vysledkl. BohuZel ne kazda laboratof ho ma kdispozici, takZe je nutné posilat embrya
z laboratofi do jinych laboratofich, coz cely proces znaéné komplikuje. Byly i pokusy o
odstranéni tekutiny bez mikromanipulatoru, ale to nevedlo k dobrym vysledkim. Mira
brezosti po prenosu vitrifikovanych embryi se po 25 dnech pohybuje okolo 62 %. Pro srovnani,
po prenosu Cerstvych embryi je dosahovano 75 % brezosti (Squires 2020). Jedno ze
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zdkladnich médii pouzivanych pro vitrifikaci embryi je modifikované DBPS (z angl. Dulbecco's
phosphate buffered saline) obsahujici 137 mM chlorid sodny, 1,5 mM dihydrogenfosfore¢nan
draselny, 8,1 mM hydrogenfosfore¢nan sodny a 2,7 mM chlorid draselny, navic doplnény o
0,3 mM pyruvat sodny, 3,3 mM glukdézu a 20% FBS. Jako kryoprotektanty se pridavaji bud
1,4 M glycerol samotny nebo v kombinaci s ethylen-glykolem v poméru 1,4 M : 3,6 M nebo
3,4 M : 4,6 M. Ptirozehtivani se do zdkladniho média pridava 0,5 M galaktéza (Diaz et al. 2016).

3.4.5 Spermie

Jak jiz bylo uvedeno vyse v predchozi kapitole, kvalita ejakuldtu zavisi i na véku
hiebce. Bylo zjisténo, Ze kvalita se sniZzuje po 9. roku hrebce. Je tedy lepsi hfebce zaradit do
chovu dfive nez po ukonceni jeho sportovni kariéry. Vyhoda u hrebcl je, Ze na rozdil od
prezvykavcl hrebci vykazuji stejnou kvalitu ejakulatu pred i po rozmrazeni i u pohlavné
nedospélych jedincl. Velice dileZita je rychlost mrazeni. U kryokonzervace se doporucuje
tento postup: na 5 °C ochlazovat rychlosti 0,3 °C/min, do -25 °C rychlosti 10 °C/min a na-140 °C
rychlosti 25 °C/min, poté vloZit do tekutého dusiku o teploté -196 °C. V mnoha evropskych i
americkych plemennych knihach se po rozmrazeni jako pfijatelné bere 35 % progresivné se
pohybujicich spermii o koncentraci 250*10° spermii/ml (Aurich et al. 2020).

Pri vitrifikaci spermii se dosahuje dobrych vysledkl pfi objemu 100 pl a koncentraci
100*10° spermii/ml. Ohledné sacharidd pouZivanych jako kryoprotektantd se zjistilo, Ze dobré
hodnoty po rozmrazeni vykazuje ejakulat s pouzitim 100 nM trehaldzy. Nicméné vhodna
koncentrace sacharidi zavisi na presném postupu vitrifikace a objemu i koncentraci spermii
vinseminacni ddvce. VSeobecné plati, Zze ¢im vétSi objem davky, tim je potreba vétsi
koncentrace sacharidl, protoZze zamrazeni a opétovné rozehrati trva déle a je nutné zachovani
vétsi viskozity (Consuegra et al. 2019).

Z kryoprotektantd prostupujici membranou se ¢asto pouziva glycerol. Plvodné byl
pouzivan u bycich spermii, kde bylo dosahovano velmi dobrych vysledk(. U koni bohuzel
takovychto vysledkl dosaZzeno nebylo, protoZe hiebci spermie jsou mnohem citlivéjsi na
zmény osmotickych tlak( a je pro né toxické nestejnomérné promiseni glycerolu se zbytkem
fedidla. Nicméné pri pouziti glycerolu o koncentraci 3,5% je zlepSena pohyblivost a
Zivotaschopnost spermii diky stabilizaci membrany. Glycerol se pouziva i v kombinaci s dalsimi
kryoprotektanty, napriklad s methylformamidem. Vzhledem k tomu, Ze kazdy kryoprotektant
zlepSuje jinou vlastnost spermatu, je dobré pfi kryokonzervaci vzdy volit takovou kombinaci
kryoprotektant(, aby se co nejvice podpofila kvalita ejakulatu i po rozmrazeni (Wu et al. 2015).
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3.5 Pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie je pristrojova metoda, kterd umozinuje méreni a pripadné
rozdéleni bunék podle nami zvolenych parametrd. Drive se cytometrie pouZivala pouze
k méreni bunék, dnesni pfistroje zvladaji i mensi Castice jako jsou viry, chromozomy, jiné
bunécné organely nebo méreni obsahu riznych latek. Jedna se o pomérné naro¢nou metodu,
kterd je hojné vyuzivana ve vyzkumnych laboratofich i praxi. Vyhodou je jeji rychlost (az 5000
Castic za sekundu) a moznost zpracovani vzorku o vysoké koncentraci materidlu najednou.
Pfed samotnym méreni je nutné buriky obarvit fluorescen¢nimi barvivy, poté jsou osvétlovany
a snimany fotodetektorem a nasledné rozdélovany na zakladé odlisSnych signali béhem
individudlniho proudéni. Vzhledem k pratoku v Uzkém proudu, musi byt mérené ¢astice mensi
nez 30 um (Givan 2011). Moderni pfistroje jsou schopné méfit az 14 riznych parametr(i (Adan
et al. 2017). U umélého oplozeni koni se pritokova cytometrie nejvice pouziva pro hodnoceni
kvality ejakulatu a pro sexovani spermii ¢i embryi neboli rozdéleni dle pohlavi. U spermii se
hodnoti integrita membrany, podil Zivych a mrtvych spermii, mitochondrialni ¢innost nebo
intracelularni koncentrace vapniku.

Zakladni podminkou pro méfeni na cytometru je, aby ¢astice (bunky) byly v roztoku
jednotlivé a nedrZely se pfi sob&. Méfend suspenze bunék se Fedi na koncentraci 5*10° ml?
(Givan 2011). Castice jsou rozpustény v nosné kapaling, kterd zarovern zabrafiuje jejich
shlukovani. Suspenze je do pfistroje vkladana ve zkumavce, na jejimz konci je tenka kapilara,
z které jsou jednotlivé ¢astice strhavany proudem plastové tekutiny na zdkladé rozdilnych
tlak(l obou kapalin a vstfikovany do pritokové komory. Nejcastéji se jako plastova tekutina
pouziva pufrovany fyziologicky roztok. Rychlost pritoku se odviji podle mérenych parametra.
Pomaly tok umoznuje lepsi osvétleni a je proto pouzivan naptiklad pro méreni DNA, rychly tok
se pouziva vice u kvalitativniho méreni bunék. BEhem méreni je dlleZité spravné nastaveni
tlak( a nepfitomnost vzduchovych bublinek, které by zkreslily vysledky. Hlavni je zajistit, aby
dochazelo k lamindrnimu proudéni, nikoliv k turbulentnimu (Adan et al. 2017). K osvétleni se
pouziva tenky paprsek monochromatického svétla — laser. Dnes se vétSinou pouzivaji dvou a
tri laserové cytometry. Nejcastéji pouzivanymi jsou argonovy laser s vinovou délkou 488 nm,
UV laser s vinovou délkou 350 nm nebo fialovy laser s vinovou délkou 408 nm. Vyhodou
pouziti vice laserll je moZnost obarveni bunék vice barvivy (az ¢tyfmi) a tim moznost zkoumani
vice parametr(i najednou (Givan 2011). Fotodetektory se skladaji ze soustavy filtrli, cocek a
zrcadel, které pomahaji rozdélit jednotlivé vinové délky ke spravnym detektorim. Svétlo
dopadajici na bunku se odrazi ve dvou smérech. Jako ptimy rozptyl (FSC, z angl. forward
scatter) je oznaCovan odraz smérfujici ve sméru laseru a udava velikost bunky. Bo¢ni rozptyl
(SSC, z angl. side scatter) je kolmy k ose laseru a odrazi strukturu bunécné membrany a
bunécnych organel. Pokud maji byt mérené buriky tfidény podle zvolenych parametrd, nechaji
se kapicky pfi prachodu pritokovou komorou elektrostaticky nabit a nasledné vychylit do
sbéracich nadobek. Signaly z fotodetektor( jsou pfevedeny na elektrické impulzy. Vysledkem
méreni na pritokové cytometrii vznikne graf v pripadé méreni jednoho parametru v podobé
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histogramu, v pfipadé dvou parametr( dot plot graf viz obrazek ¢. 4. Zjednoduseny nakres
pratokové cytometrie zndzornuje obrazek €. 5 (Adan et al. 2017).
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Obrdzek 5: Vysledek z pritokové cytometrie
vpodobé dot plot grafu. Cervenda populace
predstavuje mrtvé spermie obarvené propidiem
jodidem (Pl), zelend populace jsou Zivé spermie
obarvené barvivem SYBR-14. Body mezi témito
populacemi jsou umirajici spermie, které jiz pomalu
propousti Pl pfes bunéénou membranu (Love 2016).

Obrdzek 4: Zjednodusené schéma
pratokové cytometrie s naslednym
rozdélenim castic (Adan et al. 2017).

3.5.1 Sexovani spermii

U savcl urcuji pohlavi plodu spermie, které nesou bud chromozom X nebo Y. Mezi
chovateli roste zdjem o urceni, jaké pohlavi se narodi. VSe zacalo u skotu, kde chovatelé
preferovali narozeni samic v mlééném pramyslu a naopak samcl v masném primyslu. U koni
se preference pohlavi lisi u kazdého plemene i v kazdém sportovnim odvétvi. U poéla preferuji
vice klisny, v dostizich chtéji vice hrebcl (Aurich & Schneider 2014). Nevyhodou tridéni
spermatu je jeho klesajici kvalita a tim potfeba vyssi koncentrace spermii v ddvce. Pfesnost
tfidéni pomoci pritokové cytometrie je vice jak 90 %. U oplodnéni cerstvym roztfidénym
spermatem se mira brezosti pohybuje okolo 52 %, coz je stale velmi uspokojivé, bohuzel u
chlazenych ¢i mrazenych se mira pohybuje jen okolo 12 % (Squires 2020). ZvysSeni Uspésnosti
zabfezavani po inseminaci tfidénym spermatem lze dosahnout vloZzenim spermatu déle do
délohy blize k ustim vejcovodll (Aurich & Schneider 2014). K barveni se velmi ¢asto pouziva
barvivo Hoechst 33342, které je propustné pres bunéénou membranu a maze tak barvit DNA.
Klicovy je maly rozdil obsahu chromozomalni DNA mezi X a Y spermiemi. Diky moZnosti
kombinace nékolika parametr( se rovnou vybiraji jen Zivotaschopné spermie (Moore & Hasler
2017).
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3.6 Klonovani

Klonovani je pomérné nova a velice lukrativni metoda, jak obnovit ¢i zvysit
reprodukcni schopnosti geneticky velmi cennych jedincl. Prvni hfibé vzniklé klonovanim se
narodilo v roce 2003 v Italii. Jednou z nejvétsich vyhod klonovani je to, Ze umoznuje zisk i od
jedinc(, kteti byli vykastrovani (Hinrichs 2018).

Klonovani je velmi narocny proces, pfi kterém se jadro somatické bunky vlozi do oocytu
misto jeho vlastniho jadra. Vznikne tak jedinec geneticky témér naprosto shodny s pivodnim
jedincem (De Coster et al. 2020). Od puvodniho jedince se klon lisi mitochondrialni DNA,
kterou zdédi po darkyni oocytu. Zajimavé je, Ze pokud by darkyné vajicka a jedinec, ze kterého
bylo odebrano somatické jadro, byli pfibuzni po materské linii, klon by byl s darcem jadra zcela
geneticky identicky. Somatické jadro lze ziskat témér z kazdé buriky. Dobrych vysledk( je
dosahovano s mezenchymalnimi burikami ziskanymi z kostni dfené. Proces odstranovanijadra
z bunky se nazyva enukleace. Oocyty pouzité pfi klonovani by mély byt ve stadiu Mll, u
somatickych bunék je preferovan klidovy stav v GO fazi (Hinrichs 2018). Jsou i protokoly, kdy
se pro klonovani berou bunky v G2 fazi. Oocyty se nechavaji zrat v chemicky
definovaném médiu TCM 199 doplnéného o praseci folikulostimulaéni hormon (pFHS, z angl.
porcine follicle-stimulating hormone), lidsky somatomedin (hIGF, z angl. human inzuline-like
growth factors), mysi epidermalni rlstovy faktor (mEGF, z angl. mouse epidermal growth
factor) a 20% FBS (Maserati & Mutto, 2016).

Vzhledem ktomu, Ze pfi klonovani se zcela obchazi pouziti spermii, které pfi
normalnim oplozeni pfinaseji polovinu genetické informace a aktivuji oocyt k dokonceni
meidzy, je nutny po implantaci jadra do oocytu aktivacni impuls k zacatku embryonalniho
déleni (Hinrichs 2018). Nejcastéji pouzivanym aktivatorem je roztok 6-dimethylaminopurinu a
cykloheximidu, ptricemZz mira aktivace presahuje 90 %. Jiné laboratore pouzivaji misto
cykloheximidu extrakt ze spermii (Galli et al. 2014). Poté probiha kultivace in vitro podobna
kultivaci embryi. Vzhledem k tomu, Ze v somatickych burkach jsou nékteré geny vypnuté, je
dalezitym ukolem oocytli znovu nastartovat viechny geny (Hinrichs 2018). Nasledny pifenos
do klisny prijemkyné se provadi ve stadiu blastocyst nebo je mozna kryokonzervace (Galli et
al. 2014).

U hospodarskych zvirat je klonovani nejvice prostudovano o skotu. U koni se stéle
nedafi dosahnout dobrych vysledkd. To je zvelké miry zpUsobeno nedostatkem oocytu
k prozkoumani celého procesu. Jednim z dlvodl je to, Ze se stdle nedafi u klisen vyvolat
superovulaci. Pokud by se vice rozsitila kryokonzervace oocytl z jate¢ného materialu, mohlo
by to urychlit proces zdokonaleni klonovani (De Coster et al. 2020). Transfer klonovanych
embryi stale dosahuje nizké miry brezosti, proto se casto pristupuje k ET dvou embryi.
V ptipadé uchyceni obou embryi byva jedno embryo odstranéno (Galli et al. 2014). Bohuzel u
klonovanych mladat se vyskytuje vétsi procento poruch neZ u normalnich mladat. Casto se
vyskytuji problémy s placentou, syndrom NMS (z angl. neonatal maladjustment syndrome), i
problémy s klouby. V dnesni dobé zapis kloni do plemenné knihy dovoluji jen nékteré
organizace. Mezinarodni jezdecka federace, ktera porada naptiklad i Olympijské hry, ucast
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klonl povolila (Hinrichs 2018). Nékteré plemenné knihy povoluji zapsat jedince vzniklého
klonovanim pouze za predpokladu, Zze k jeho vzniku byl pouzit oocyty klisny, kterd je také
zapsané v této plemenné knize. Ve svété mezi Spicku v komerénim klonovani patfi spolecnost
Viagen LLC. Plvodem spolecnost pochazi z USA, ale laboratore pro klonovani koni ma
v Kanadé, kde mohou odebirat oocyty z jate¢ného materidlu (Maserati & Mutto 2016).

3.6.1 Rozdéleni embryi

Specidlnim typem klonovani je i rozdéleni embryi, kdy se z jednoho embrya udéla
nékolik samostatnych. To ma vyhody jak v laboratorni praxi, kdy se na identicky stejnych
jedincich daji zkoumat epigenetické vlivy prostredi, a v praxi to ma vyhodu v navyseni poctu
potomkd od jedné klisny vzhledem k neschopnosti u klisen vyvolat superovulaci. Zakladni
podminkou je, aby bunky byly stale v totipotentnim stadiu a mély aktivované vsechny geny.
To je zajisténo Stépenim co nejrannéjsi moruly. Pokusy o déleni i velmi ranné blastocysty
koncily netdspéchem. Jednodussi odbér embrya se provadi po sestoupeni do délohy. Bohuzel
kornské embryo po sestoupeni béhem nékolika hodin prejde do stadia blastocysty, a proto se
klisnam aplikuje davka lidského prostaglandinu E2 pro urychleni sestoupeni a tim moznosti
rychlejSiho odebrani. Maximalni pocet jedincd vzniklych po rozdélovani embryi jsou Ctyfi
(Allen 2005).
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4 Zavér

Mezi chovateli stale roste zajem o vyuziti biotechnologii v reprodukci koni. Bohuzel u
koni mnoho technologii, pouzivanych hojné u jinych hospodarskych zvirat, nefunguje. U
odbéru oocytl je to jinym anatomickym uchycenim oocytu ve folikulu, pfi oplodnéni in vitro
je to neschopnost spravné kapacitace spermie. U klisen je dale velkou prekazkou Spatna
odpovéd na hormondlni Ié¢bu pfi pokusu vyvolat superovulaci. VSechny tyto problémy
zpUsobuji, Ze produkce embrya in vitro je velice draha zdleZitost, kterd se provozuje jen
v relativné malo laboratofich ve svété.

Zajimavym odvétvim biotechnologii je odbér gamet od nahle uhynulych jedincd, tedy
post mortem. U klisen se dosahuje pomérné vysoké vytéznosti a to az 18 oocytll na jednu
klisnu. Po uspésném provedeni ICSI oplodnéni se embrya kultivuji do stadia blastocyty.
K embryo transferu je nutné ziskat klisnu, ktera se stane nahradni matkou hribéte. Klisna musi
byt naprosto zdrava bez pohybovych problémd. Uspésnost pfenosu se dnes pohybuje a7 okolo
90 %. Pro ET je moznost pouzZit i embrya vznikld in vivo, vtom pfipadé je nutna sprdvna
synchronizace klisny darkyné s prijemkyni. Mira Uspésnosti pfi odbéru embrya vzniklych v téle
klisny darkyné je okolo 75 %.

U tvorby inseminacnich davek jsou duleZité dvé véci — kvalita ejakuldtu a spravné
zvolené fedéni. BohuZel u vybéru hiebcl do plemennych knih nehraje roli kvalita jejich
ejakulatu, takZze zatimco u skotu jsou jiz pomérné standardizované protokoly na fedéni a
pfipadné mrazeni, u koni tomu tak stale neni. Mezi plemeniky je az 20 % hrebcd, jejichz
ejakulat neni vlibec vhodny k inseminaci jinak neZz cerstvymi davkami. Objeveni antibiotik
umoznilo tvorbu chlazenych inseminacnich davek, dalsi velky pokrok pfineslo objeveni u¢inkd
kryoprotektantl. To umozZnilo hluboké zamrazeni spermii, oocytli i embryi po mnoho desitek
let. Diky mozZnosti delSiho uchovani gamet a embryi je moZnost vétsSiho rozsifeni genetické
informace cennych jedincl po svété.

Vzhledem ke stale rostouci poptavce chovateld k moznosti ovlivnéni pohlavi
planovaného htibéte, jsou dnes pristrojové metody, jak na zakladé rozdilnosti chromozomu X
a Y oddélit spermie nesouci dany chromozom. Stejné Ize vyseparovat i embrya, ale s rostouci
velikosti rozdélovanych castic roste i naro¢nost pro zachovani kvality bunék. Zajimavou
metodou biotechnologii je klonovani, které je u nékterych plemennych knih zakazané, zatimco
v jinych knihach je vnimdno jako pfinosné pro chov.

Umélad inseminace, embryo transfer, kryokonzervace a klonovani jsou moderni
metody, jak upravit a fidit rozmnozovani koni. Ve vrcholovém sportu jsou kladeny na koné ¢im
dal tim vétsi naroky a chovatelé se na né snazi odpovidat vybérem co nejlepSich rodi¢ovskych
paru. Biotechnologie v reprodukci koni neslouzi jen pro vznik co nejvykonnéjsich koni, ale
muzZou byt i prospésné v pokusech o zachranu divokych koni ¢i obnové vymirajicich plemen.
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