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Biotechnologické metody v reprodukci skotu

SOUHRN:

Bakalatskd prace je zpracovana formou literarni reSerSe a zabyva se tématem
biotechnologickych metod vyuzivanych v souasné dob¢ v reprodukci skotu. Popisovanymi

metodami jsou uméla inseminace, in vitro fertilizace a produkce embryi, embryotransfer.

Umeélad inseminace je nejstarSi, avSak chovateli stale upfednostiiovanou metodou.
Prvnim krokem je odbér spermatu od vhodného byka. Provadi se zpravidla pomoci specidlné
upravenych umélych vagin. Odebrany ejakulat splilujici pozadované parametry se fedi,
oSetiuje kryoprotektivy a plni do pejet o objemu 0,25 ml. Inseminace se provadi 8-12 hodin
po odeznéni fije.

Zakladnim krokem in vitro fertilizace a produkce embryi je odbér oocytu, ktery je mozny
dvéma zpusoby — in vitro (z porazeného zvifete) a in vivo (z Zivého zvifete). Vyhodnéjsi je
druhy zptisob, kdy madme moznost opakovaného odbéru dané¢ho jedince pomoci neinvazivni
transvaginalni ultrazvukové punkce. Dil¢i kroky in vitro fertilizace jsou zrani, oplozeni a

kultivace. U vsech tfech zminénych kroku je v dnes$ni dobé vénovana pozornost predevsim

slozeni médii vyuzivanych pro in vitro produkci embryi.

Posledni metodou je embryotransfer, kdy dochazi k pfenosu embryi ziskanych od
darkyng, do vybrané pifijemkyné&. Prvnim krokem je pravé vybér darkyn a piijemkyn. U
darcovskych jedinci se zohlednuje predev§sim geneticky potencial k produkci kvalitnich
embryi. U jedinct vybranych pro embryotransfer se nasledné provadi synchronizace fije za
pomoci riznych hormonalnich preparatl, napf. prostaglandiny, progesteron nebo progestiny.
Tyto latky pracuji na dvou principech — zkracovani nebo prodluzovani lutedlni faze cyklu.
Dals$im krokem je superovulace darce vedouci k ovulaci velkého mnozstvi folikuld. Tim se
zvySuje Sance na ziskani pfenosuschopnych embryi. K vyvolani superovulace se pouziva
predevS§im FSH. Aplikace se provadi 8. - 12. den cyklu. Nasledn¢ se darkyné¢ inseminuji — 12,
24 a 36 hodin po néstupu estru. Embrya se ziskavaji nechirurgickou cestou, a to vyplachem
dé€loznich rohti inseminovaného darce. Vyplach se provadi dvojcestnym Foleyovym katétrem.
Béhem jednoho vyplachu se zpravidla ziska Sest embryi poZzadované kvality, kterd mohou byt
pfenesena do piijemkyné. NejlepSich vysledki je dosahovano pii pifenosu cerstvych

sedmidennich embryi do dé¢lozniho rohu.

KLICOVA SLOVA: uméla inseminace, superovulace, embryotransfer, in vitro fertilizace, skot



Biotechnological Methods in Reproduction of Cattle

SUMMARY:

The bachelor thesis is written in the form of literature reviw. The theme of the reviw is
biotechnological methods that are currently used in the reproduction of cattle. Described
methods are artificial insemination, in vitro fertilization and production of embryos,

embryotransfer.

An artificial insemination is the oldest method but breeders still prioritize it. A
necessary first step is semen collection from a suitable bull. Collection is performed with
specially modified artificial vaginas. Removed ejaculate, which is appropriate, is diluted.
After that, cryoprotectants are added and ejaculate is packed in straws. The volume of straw is
0,25 ml. Cows are inseminated 8-12 hours after estrus.

The basic step of in vitro fertilization and embryo production is an oocyte collection.
There are two ways of oocyte collection — in vitro (from a slaughtered animal) and in vivo
(from a live animal). The second way is better because there is a possibility of more frequent
and non-invasive collection from one animal. Transvaginal ultrasound guided follicular
aspiration is used for this purpose. Partial steps of in vitro fertilization are maturation,
fertilization and cultivation. Nowadays, attention is directed to the composition of the culture

media which are used for in vitro embryo production.

Embryotransfer is the last method. Embryos are transferred from the donor to the
selected recipient. The first step is a selection of the donor and recipient. Genetic potential for
the production of high quality embryos is the most important criterion for selection of the
donors. Synchronization of estrus is carried out with different hormonal products in animals
selected for embryotransfer. These products are e. g. prostaglandins, progesterone or
progestins. There are two effects of used substances — shortening or lengthening of the luteal
phase. Another step is a superovulation of the donor. This treatment leads to ovulation of a
big amount of follicles. Chances for obtaining more transferable embryos are bigger.
Superovulation is iniciated with FSH. Aplication of FSH is performed by 8. — 12. day of
estrus cycle. The following step is an insemination of the donor — 12, 24 and 36 hours after
estrus detection. Embryos are obtained non-surgically from the inseminated donor by flushing
of the uterine horns. Foley catheter is used for this flushing. Six embryos of required quality

are usually obtained in one flushing. These embryos can be transfered to the recipient. The



best results are recorded in embryotransfer of the fresh 7-day embryos. They are usually

transfered to the uterine horns.

KEYwoORDs: artificial insemination, superovulation, embryotransfer, in vitro fertilization,

cattle
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1. UVOD

Problémy v oblasti reprodukce jsou v soucasnosti stale Castéjsi zalezitosti, se kterou se
potyka fada chovatelt skotu. Neplodnost a jiné nesnaze v reprodukci se mohou projevit jak na
strané samce, tak i na strané samice. Pro chovatele znamenaji veliké ztraty, a to zejména
Z hlediska finan¢niho. Rozvoj biotechnologickych metod pfispiva k eliminaci ¢i uplnému
odstranéni téchto problému. Diky reprodukénim biotechnologiim vzrista Sance na oplodnéni
a vyuziti geneticky cennych jedinct, ktefi se nemohou rozmnoZzovat piirozenym zpiisobem.
Zaroven dochazi ke snizovani ztrat pro chovatele. Vyuzivané metody jsou stale dokonalejsi a

zvySuje se 1 jejich tspésnost.



2. CIL PRACE

Cilem prace je podat uceleny literarni piehled o biotechnologickych metodach

vyuzivajicich se v soucasné dobé¢ v reprodukci skotu.



3. LITERARNI PREHLED

3.1 UMELA INSEMINACE

Umél4 inseminace je biotechnologickou metodou, kterd bez pochyby méla nejvétsi vliv
na chovy zvifat béhem poslednich padesati let (Hunter, 2003). Zaroven se jedna o jednu z
nejstarSich metod asistované reprodukce (Vinkler et Zajic, 2009). Historie vyzkumu um¢lé
inseminace je vice nez dvé stoleti stard a jeji vyuziti pro komer¢ni ucely trva zhruba 75 let
(Vishwanath, 2003), a to od roku 1937 (Black et Whitehead, 2006). V téchto letech téz
vznikla prvni spole¢nost pro umélou inseminaci skotu v Dansku, a odtud se rychle rozsitila
napii¢ Evropou a Spojenymi staty (Durrant, 2009). Nicméné k vyznamné&jSimu rozvoji metod

umélé inseminace doslo az po objeveni Cassovy inseminacni soupravy (Hunter, 2003).

Tato metoda je povazovana za hlavni prostfedek rychlého Sifeni vyznamnych gent.
Rada chovatelti mlééného skotu po celém svété ji voli jako moznost pro zlepseni genetické
kvality svych chovi (Vishwanath, 2003). Uméld inseminace neni omezena pouze na
domestikovana hospodaiskd zvitata, ale vyuziva se 1 v programech na zachranu ohrozenych
zvifat a samoziejm¢ i u ¢lovéka (Black et Whitehead, 2006). Existuji tii stavebni kameny
urCujici pouziti této metody - jednoduchost, Uspé&Snost jejiho provedeni a relativni

ekonomicka vyhodnost z hlediska ceny ejakulatu i samotné inseminace (Vishwanath, 2003).

3.1.1 SPERMA

3.1.1.1 Odbér spermatu

Prvnim nezbytnym krokem v procesu umélé inseminace je ziskat dostate¢né mnozstvi
zivotaschopnych spermii od vybraného byka (Durrant, 2009). Zpravidla se vyuzivaji
geneticky cenni byci dosahujici vynikajicich vysledkd v reprodukci (Vishwanath, 2003).
Odbéry spermatu se zacinaji provadét u bykli ve véku 12 mésict. U mladSich jedinct se
ejakulat odebira dvakrat denné po 2 dny v tydnu. Dospély byk se pak odebira taktéz dvakrat
denng, ale 2-3 dny v tydnu (Black et Whitehead, 2006). Ziskany ejakulat musi spliiovat urcité
pozadavky. K témto pozadavkim ftadime predevSim objem ejakulatu, ktery neni piesné
stanoven, ale pohybuje se v rozmezi 3-12 ml. Striktné je naopak stanovena koncentrace a
motilita spermii (Vinkler, 2009). Koncentraci uréujeme na zakladé fotometrického vySetieni

ejakulatu (Andersson et al., 2004) a jeji hodnota by méla byt 700 000 spermii/mm3. Hodnota
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motility musi byt miniméalné¢ 70% spermii s progresivnim pohybem. K dal$im parametrim
fadime pocet mrtvych a morfologicky zménénych spermii ¢i spermii s protoplazmatickou

kapkou (Vinkler, 2009).

Existuje nékolik metod odbéru ejakulatu. Tyto rozdélujeme na metody invazivni a
neinvazivni. Objev obou druhli metod znacné pfispel k usnadnéni ziskavani spermii pro
umélou inseminaci (Durrant, 2009). Ke dvéma zdkladnim zplsoblim ziskavani ejakulatu
fadime odbér elektroejakulaci a odbér pomoci umélé vaginy. Castéji je vyuZivan druhy
zpisob, tedy uméla vagina (Black et Whitehead, 2006). Touto cestou je bykovi umoznéno
naskocit na krdvu za soucasného nasmérovani jeho penisu do usti umé¢lé vaginy. Ejakulace

tedy probihd normalnim pfirozenym zptisobem (Cole et Winters, 1939).

Pohlavni vydrazdovani byka Ztopoteni penisu znacici vzruSeni byka

Odklonéni penisu do umélé vaginy
a nasledny odbér

Technik s pfipravenou umélou vaginou

Obr. 1 <http://arbl.cvmbs.colostate.edu/hbooks/pathphys/reprod/semeneval/bull.html>.



http://arbl.cvmbs.colostate.edu/hbooks/pathphys/reprod/semeneval/bull.html

Obr. 2 Uméla vagina pouzivana pro odbér spermatu byka (dole)

<http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/reprod/semeneval/collection.htmi>.

3.1.1.2 Inseminaéni davka

Vysetiené ejakulaty, které odpovidaji pozadavkim pro umélou inseminaci, jsou co
nejdiive po odbéru nafedény (Vinkler, 2009). Proces fedéni umoziuje ziskat vétsi mnozstvi
inseminacnich davek z jednoho ejakulatu (Black et Whitehead, 2006). K fedéni se pouZivaji
komer¢ni fedidla Tris (Verberckmoes et al., 2004) a Optidyl (Vinkler, 2009). Cast&ji se viak
vyuzivd prvni zmifované, tedy Tris, kter¢ je zaloZeno na bazi vajecného Zloutku
(Verberckmoes et al., 2004). Zloutek by mél ochranit spermatické buiky od teplotniho $oku
po zmrazeni (Black et Whitehead, 2006). Dalsi dalezitou komponentou fedidla je obsah 6%
glycerolu (Seidel et Schenk, 2008). Glycerol je znam jako kryokonzervaéni ¢inidlo
(Vishwanath, 2003), které vyvolava nezbytné nutnou dehydrataci bunék zabranujici tvorbé
ledovych krystalkdl uvniti této bunky, tzn. Ze ji chrani pfed poSkozenim pii kryokonzervaci

(Lopatarova, 2009).

Dalsim krokem je plnéni ejakulatu do polyvinylchloridovych pejet o objemu 0,25 ml
(Seidel et Schenk, 2008). Jedna se o tzv. Francouzskou metodu (Andersson et al., 2004).
PInéni probihd v automatickych plni¢ich. Pejety musi byt pfedem oznacené, kvili jejich
odbé&ru, jméno a registr plemenika (Vinkler, 2009). Kazda pejeta obsahuje 10-15x10°8 spermii
(Verberckmoes et al., 2004). Takto naplnéné a zapeceténé pejety jsou nasledné skladovany po
dobu 4-6 hodin pii teploté¢ 5°C v chladnicce (Black et Whitehead, 2006). Zde dojde k

dokonceni procesu ekvilibrace, tedy rozsifeni a proniknuti kryoprotektiva do bunck, a


http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/reprod/semeneval/collection.html

vychlazeni pejet na 3°C (Vinkler, 2009). Po uplynuti tohoto intervalu jsou pejety umistény do
kontejnerti naplnénych tekutym dusikem o teploté — 196°C, kde mohou byt skladovany po
delsi ¢asovy usek (Black et Whitehead, 2006).

Uchovavani ejakulatu ve zmraZzeném stavu znamena zpomaleni ¢i zastaveni vyvojovych
a metabolickych procesii u spermatickych bunék, jelikoz bunky museji byt udrzovany ve
stavu pozastavenych zivotnich funkci do doby jejich pouziti k fertilizaci (Vishwanath, 2003).
Pted pouzitim zmrazené inseminacni davky, tedy pied provedenim inseminace, musi dojit k
jejimu rozmrazeni (Verberckmoes et al., 2004). Jedna se o kriticky bod procesu inseminace,
kdy museji byt dodrZena ptislusna bezpecnostni opatieni, aby nedoslo k poSkozeni ejakulatu
(Black et Whitehead, 2006). Rozmrazovani probihd ve vodni 1azni po dobu 30s pfi teploté
37°C (Seidel et Schenk, 2008). Po rozmrazeni musi inseminac¢ni davka obsahovat minimalné
30% spermii s progresivnim pohybem. V opacném piipad¢ se celd Sarze vyrazuje (Vinkler,

2009).

I ptesto, ze vysSich vysledkil zabiezavani po umélé inseminaci se dosahuje pii pouziti
Cerstvého ejakulatu, mnohem vice Se vyuzivad chlazené ¢i mrazené sperma. Pouzitim
zmrazen¢ho spermatu totiz odpadd povinnost inseminovat ihned po jeho odbéru (Durrant,
2009).

3.1.2 PROCES UMELE INSEMINACE
3.1.2.1 Selekce krav pro inseminaci

K inseminaci mohou byt pouZity jak kradvy s mléc¢nou uzitkovosti, tak i kravy s
uzitkovosti kombinovanou. Podminkou je dobra télesnd kondice a viditelné ptiznaky fije
(Verberckmoes et al., 2004). Detekce fije je specializovana Cinnost, ktera vyzaduje ptfesné
monitorovani ptiznakli a je ¢asové velmi narocna (Vishwanath, 2003). Mezi ptiznaky fije
naznacujici, Ze krava vstupuje do estru, patfi pozorovana zvySend aktivita, naskakovani na
ostatni Cleny stdda, popi. naskakovani ostatnich na daného jedince, a nakonec otok a zvlhéeni
vulvy (Black et Whitehead, 2006). Jedinci, u kterych byly piiznaky estru pozorovany rano, se
inseminuji vecer. Zvifata s ptfiznaky estru detekovanymi vecer jsou inseminovani nasledny

den rano (Verberckmoes et al., 2004).



3.1.2.2 Nacasovani umélé inseminace

Po tspésné detekcei fije mizeme piistoupit k samotné inseminaci (Black et Whitehead,
2006). Dulezité je spravné zvolit Cas inseminace, ktery musi brat ohled na kapacitaci spermii
v sami¢im pohlavnim ustroji. Zaroven musi byt zvolen tak, aby byl dostate¢né blizko ovulaci
a predeslo se starnuti spermii a vajicka (Durrant, 2009). Vychazi se z primérné délky samotné
fije, kterd je u skotu 12-18 hodin. Optimalni doba pro provedeni inseminace je tedy 8-12
hodin po odeznéni ptiznakl fije, kdy dochdzi k ovulaci. V tuto dobu by se mél u kravy
projevovat reflex svolnosti k paieni. Krava klidné stoji a zavadéni inseminacni soupravy by
m¢elo byt tedy snadné, jelikoz je pootevieny délozni kréek. Zavadéni soupravy téz usnadiuje

vytékajici cervikalni hlen (Zajic, 2009).

3.1.2.3 Princip umélé inseminace

Fertiliza¢ni schopnost spermii je ovliviiovana mnoha faktory. Mezi tyto faktory fadime
termin inseminace, kvalitu insemina¢ni davky, misto deponovani spermatu a zplsob
provedeni inseminace (Zajic, 2009). V soucasnosti se k provadéni inseminace nejb&znéji
pouziva Cassova inseminacni soustava. Jednd se o rigidni nastroj, ktery napoméha prichodu
inseminacéni davky skrze délozni kréek az k mistu jeji depozice. Sklada se ze dvou dlouhych
plastovych trubicek — vnéjsi tuhé a vnitini flexibilni s rigidnim koncem. Uvnitf je umistén
katétr s inseminacni davkou. Na povrchu je soustava kryta plastovym pouzdrem, které
minimalizuje ¢i odstraituje nebezpeci prenosu infekéniho agens skrze inseminacni nastroj

(Verberckmoes et al., 2004).

Obr. 3 Cassova inseminaéni souprava (Verbeckmoes et al., 2004).

Studie ukazuji, Ze nejvyssi je procento zabfezavani pii pouZiti rekto-vagindlni metody
(Black et Whitehead, 2006), ktera se vSak dnes téméf nepouziva. Dal§imi metodami umélé

v

inseminace jsou metoda rektalni a vaginalni. Nejpouzivanéjsi je metoda rektalni, kdy pod

7



uhlem 45° zavddime dorzokranidlné¢ jednou rukou inseminacni soupravu do pochvy az k
posevni klenbé. Druhou ruku zasuneme do rekta a uchopime délozni kréek. Pomoci malicku
nahmatame portio vaginalis uteri, které nasmérujeme ke konci insemina¢ni soupravy za jejiho
soucasn¢ho zavadeéni. Po proniknuti soustavy wvnéjsi brankou krcku délozniho zacneme
pomoci kroutivych pohybl navlékat kréek na soupravu. Tu zavaddime az na misto urcené k

depozici inseminacni davky (Zajic, 2009).

Diagram 1 Diagram 2

Obr. 4 Rektalni metoda umélé inseminace: diagram 1 — uchopeni délozniho kréku skrze

rektum, diagram 2 — zavadéni inseminaéni soupravy

<http://www.brahman.com.au/technical information/reproduction/artificialBreeding.html|>.

Kone¢nym cilem Zivotaschopnych spermii je dosazeni jedné nebo vice gamet v oblasti
oplozeni. Tato oblast sami¢i pohlavni soustavy je lokalizovdna v misté kiizeni ampule
vejcovodu (rozsifena ¢ast vejcovodu, kde vajicko cekd na spermie) a jeho krcku (Hunter,
2003). Chovy skotu vyuzivajici konvenénich metod umelé inseminace, které zahrnuji
depozici spermatu do téla délozniho. V soucasnosti se misto depozice méni, a sice do
dé€loznich rohti (Verberckmoes et al., 2004). Tento typ inseminace oznacujeme jako hlubokou
délozni inseminaci. Diivodem je lokalizace preovulac¢niho rezervoaru spermii v misté spojeni
vejcovodu a délohy (Lopez-Gatius, 2000) a priblizeni se mistu fertilizace (Verberckmoes et
al., 2004). Inseminovat mizeme bud’ jeden (unikornualni inseminace) nebo oba (bikornualni

inseminace) délozni rohy. Pozadavkem pro inseminaci pouze jednoho d€lozniho rohu je


http://www.brahman.com.au/technical_information/reproduction/artificialBreeding.html

rektalni palpace toho vaje¢niku, na kterém probiha ovulace (Lopez-Gatius, 2000). U
bikornudalni inseminace deponujeme polovinu inseminacni davky do jednoho rohu a zbylou

polovinu do druhého rohu az k jejich velkému zaktiveni (Seidel et Schenk, 2008).

Fimbriated
infundibulum

Ampulla

Ampullary-isthmic

Approximate site .a-w
junction

of fertilization

Isthmus

Utero-tubal
junction

Fig. 1. Linear representation of a bovine fallopian tube to depict the thin-walled ampulla leading into the strongly
muscular 1sthmus. The site of fertilisation—that 1s of successful gamete fusion—is in the region where ampulla

and 1sthmus merge.
Obr. 5 Linearni znazornéni vejcovodu skotu s tenkosténnou ampuli vejcovodu vedouci do
siln€ osvaleného krcku. Mistem fertilizace, kde GspéSn¢ probiha splynuti gamet, je oblast, kde

se spojuje ampule s krckem — oznaceno Sipkou (Hunter, 2003).



3.1.2.4 Vyhody umélé inseminace

Uméla inseminace se stala velikym piinosem pro Slechténi zvifat, a to vyuzivanim
geneticky cennych bykt, tzv. zlepSovateli (Zajic, 2009), u nichz vSak dochazi k
neuspokojivym vysledkiim v koncepci krav (Hunter, 2003). Veliky podil ma téz na zlepSovani
zdravotniho stavu zvifat, a to vlivem likvidace pohlavnich nakaz, omezeni a eradikace
prenosnych onemocnéni a vlivem eliminace nositelti dédi¢né podminénych vad (Zajic, 2009).
Dalsi vyhodou je redukce mnozstvi spermii v kazdé inseminacni davce (Hunter, 2003) ¢i
bykl pouzivanych k inseminaci a nutnych pro udrzeni urcité urovné reprodukce ve stadech

skotu. Vsechny vyse zminéné vyhody maji pozitivni vliv i na ekonomiku chovt (Zajic, 2009).

3.2 INVITRO FERTILIZACE (IVF) A PRODUKCE EMBRYI (IVPE)

In vitro fertilizace a produkce embryi jsou mezi biotechnologickymi metodami
povazovany za velice dilezité, predevsim vzhledem k rapidné se zvySujicimu genetickému
pokroku v samicich liniich hospodaiskych zvifat (Vieira et al., 2014). Patii mezi alternativni
biotechnologické metody produkce embryi, které jsou provadény nejcastéji u skotu, a to
hlavné u vysokoprodukénich krav, kde neni mozné vyuzivani klasickych konvenénich metod
reprodukce (Lopatafova a kol., 2009). Divodem muze byt sterilita jedince, ale i1 jiné
okolnosti, kvuli kterym musi byt zvife vyfazeno z chovu (Galli et al., 1996). Neplodnost je
délohy z divodu jejiho chirurgického odstranéni (Hasler et al., 1997). Je to také jediny
zpusob, jak ziskat embrya od jedincii ur€enych k pordzce (Galli et al., 1996). Zakladni
materidl ve formé oocytd od elitnich plemenic mize byt ziskan jak z zivych, tak i z
porazenych zvifat. To, do jaké miry je metoda uspé$nd, pak zavisi na mnoha faktorech. K
témto faktortim patfi napft. kvalita oocytil, média, postupy zrani a fertilizace oocytl, technika
kultivace embryi a v neposledni fadé také celkovy reprodukéni stav zvifete. Zadsadnim cilem
této metody je ziskat geneticky cennd embrya (Lopatafova a kol., 2009). Cely proces se
sklada z nékolika c¢asti, a to odbéru oocytl a dokonceni tfi biologickych fazi - zrani

(maturace), oplozeni (fertilizace), kultivace (Galli et al., 1996).
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3.2.1 ODBER 00OCYTU

Oocyty lze ziskat dvojim zplsobem - in vitro a in vivo. Odbér oocytt in vitro je
provadén po porazce zvitete, kdezto u in vivo metody se jedna o odbér z Zivych darct (Cech,
2009).

3.2.1.1 Odbér oocyti in vitro

Jedna se o metodu, kdy oocyty ziskavame od zvifete az po jeho pordzce odebranim
vajeCniki (Galli et al., 1996). Vajecniky jsou okamzit¢ po vyjmuti transportovany do
laboratote v plastovych izolovanych pytlich bez pfidané tekutiny o teploté 26 az 30°C. Po
prijezdu do laboratote nasleduje proplachnuti vaje¢nikti vodou z vodovodu o teploté 28°C, a
to Ctyrikrat. Nasledné jsou vlozeny po dobu péti minut do vody obdobnych vlastnosti, ale s
ptidavkem 1% roztoku Nolvasanu a ¢isticiho roztoku (Hasler et al., 1997). Nolvasan fadime
do skupiny chlorhexidinovych dezinfekénich prostiedkl. Jednd se o latky neleptavé a
nedrazdivé (Kenyon et Meakin, 2005). Poté dochazi k opétovnému proplachnuti vajecniki
vodou a uskladnéni pfi okolni teploté pohybujici se mezi 23 az 27°C (Hasler et al., 1997).
Dal§im zptisobem je transport pii 37°C v Dulbecco médiu (Cech, 2009). Toto médium
obsahuje zhruba dvakrat vétsi koncentraci aminokyselin a ctyfikrat vétsi koncentraci
vitamind, neZ je tomu u jinych podobnych médii. Dalsimi komponenty jsou dusi¢nan Zelezity,
pyruvat sodny a nékteré doplinkové aminokyseliny, které nejsou vzdy neesencialni. Originalni
zvysilo na 4,500 mg/L (ATCC Animal Cell Culture Guide — tips and techniques for

continuous cell lines, 2014). Médium je téZ obohacené o antibiotika (Cech, 2009).

Zisk oocytli z vajecnikli mize byt v laboratornich podminkach proveden nékolika
technikami. Prvni, nejjednodussi z nich, je aspirace oocytt s folikularni tekutinou z folikuld.
Velikost takto aspirovanych folikuli se pohybuje v priméru mezi 2-8 mm (Enright et al.,
2000). Aspiraci provadime pomoci tenké jehly a injekéni stiikacky (Cech, 2009). Mozné je
téz pouziti podtlakové aspiracni pumpy Pioneer Pro-Pump, kde je jehla napojena na hadicku a
ta dale na sbérnou nadobku, nejcastéji o objemu 50 ml, a samotnou pumpu (Hasler et al.,
1997). Vysledkem aspirace je folikularni tekutina obsahujici COC (kumulo-oocytarni
komplex), tedy oocyty obklopené¢ kumuldrnimi buiikami, které se prohlizeji pod
stereomikroskopem a izoluji kapilarnimi pipetami (Cech, 2009). Velice dilezité je také

ziskany COC komplex étyfikrat proplachnout v roztoku PBS (Phosphate Buffered Saline —
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fostatovy pufr) doplnéném o 36 pg/ml pyruvatu, 50 pg/ml gentamycinu 0,5 pg/ml BSA
(Bovine Serum Albumine - hovézi sérovy albumin) (Rizos et al., 2002).

Druhym zplsobem ziskdvani oocytl z vajeénikil porazenych déarci je preparace
jednotlivych folikult, jejich méfeni a mikroskopickd disekce (nafiznuti skalpelem). Takto

ziskané COC komplexy vykazuji excelentni kvalitu (Cech, 2009).

Dalsi technikou je slicing. Zde vyuzivame systém rovnobézné fixovanych ziletek k
nafezévani povrchu vajec¢nikl, ze kterého nasledné odtékd folikularni tekutina s COC za

soucasného oplachovani médiem do Petriho misky (Cech, 2009).

3.2.1.2 Odbér oocyti in vivo

In vivo metoda se vyznacuje ziskavanim oocytt od zivych darcovskych zvitat. Vyhodna
je zejména proto, ze je mozné odbéry opakovat a zvitata zvlastni hodnoty mohou byt i nadale
vyuzivana v reprodukci (Galli et al., 2001). Nejprve byly pouZivany zna¢né€ invazivni a
financn€ néaroc¢né chirurgické operace typu laparotomie, kdy pfistup k vajecnikim byl
umoznén skrze linea alba ¢i fossa paralumbalis. Z tohoto divodu byly vyvinuty metody

laparoskopické a ultrazvukové (Cech, 2009).

Laparotomické metody

Metodu laparotomickou Ize provést dvéma zpusoby. Jednim z nich je perforace btisSni
stény pomoci dvou trokar v misté pravé hladové jamy, coZ umoZni manipulaci s vaje¢niky.
Dalsi zpisob je transvaginalni laparotomie, kterd je méné invazivni. Opét dochézi k perforaci
trokarem, tentokrat vSak klenby poSevni a zavedeni manipula¢niho setu. Tento set zahrnuje
zdroj svétla, endoskop a odsavaci hadicku s punkéni jehlou. Aby mohlo dojit k odsati
folikuli, musi byt vaje€niky manudln€ nadzvednuty pies rektum do bezprostfedni blizkosti
endoskopu. Vyhodou této metody je rychlé hojeni perforované posevni klenby a relativné

kratké Gasové intervaly mezi jednotlivymi pouzitimi (Cech, 2009).

Transvaginalni ultrazvukova punkce

Nejbéznéji pouzivanou metodou pro odbér oocytt in Vivo je transvaginalni ultrazvukova
punkce neboli OPU (ovum pick-up). Metoda je vyhodna piedev§im z hlediska casté
opakovatelnosti, a tudiz zvysSuje produkci in vitro embryi (Galli et al., 2001). Nejcastéji se
procedura provadi jednou az dvakrat tydné, pficemz, jak bylo zminéno vySe, opakovatelnost

je znacné vysoka (Galli et al., 1996). Odbér oocytli dvakrat tydné zajist'uje jejich maximalni
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zisk a vhodnou kvalitu pro produkci embryi (Galli et al., 2001). Timto zplisobem muizeme
punkci provadét po mnoho tydnl bez projevu vedlejSich ucinkit ve zdravotnim stavu nebo
reproduk¢nich schopnostech zvitete (Galli et al., 1996). Provadénim této metody téz
pusobime zvifeti jen minimalni stres. Vhodnym darcem muze byt zvife prakticky v
jakémkoliv fyziologickém stavu a vSech veékovych kategorii, od dvoumési¢nich telat po velmi
star¢ jedince. Naopak darci nevhodnymi jsou zvitata, ktera prekrocila tieti az ¢tvrty meésic
biezosti, dale jedinci v poporodnim obdobi, u kterych jest¢ nedoslo k obnoveni ovaridlni
aktivity a zvifata s tézkou ovarialni hypoplasii. Vysledkem jednoho odbéru je praimérmeé 8 az

10 oocytd, pricemz k pienosu jsou vhodné vétsinou jen dva (Galli et al., 2001).

Vybaveni pro metodu ovum pick-up zahrnuje jednordzové duté jehly z nerezového
materialu, které se pfipojuji za pomoci konektoru na silikonové hadicky. Skrze hadic¢ky je téz
protazena nerezova ocelova trubicka o délce 60 cm a priméru 6 mm, kde je nasledné jehla
upevnéna. Rlizné priméry hadicek, trubicek a spojovacich €lankt udrzuji rigidnost celého
systému, a tudiz zabranuji vypadnuti jehly pfi jejim vytahovani ven. VySe popsany systém je
napojen na prevodnik a upevnén do drzédku. Rukojet’ je uzpisobena tak, aby operatér mohl
bez problémi zavézt OPU zatizeni do pochvy a to tak, Ze rukojet’ ma jemné opienou o pravou
stranu téla zvifete. Leva ruka ziistdva volnd pro manipulaci s jehlou. Celé zatfizeni je pak
napojeno na saci pumpu, kterd vytvari vakuum. Chybét nesmi ani skenovaci zatizeni, na jehoz

obrazovce se zobrazuji vSechny funk¢ni struktury (Bols et al., 1995).

Proces transvaginalni ultrazvukové punkce je zahajen vpravenim ultrazvukové sondy,
ktera je pevné fixovana v drzéku, do pochvy a jejim upevnénim v poSevni klenbé& lateralné od
délozniho kréku. Operatér dale musi per rectum pfitlacit vajecnik k sondé tak, aby mezi nimi
byla jen poSevni sténa (Cech, 2009). Vsechny funkéni struktury na vajeéniku se poté
zobrazuji na vyse€i obrazovky ultrazvukového zafizeni. Jakmile jsou na obrazovce
zpozorovany jednotlivé folikuly, dochazi postupné k jejich perforaci punkéni jehlou skrze
posevni sténu (Gibbons et al., 1995). V pribehu tohoto procesu musi operatér postupné otacet
vajecnik. Aspiraci folikull zajistuje specidlni pumpa, ktera je zdrojem podtlaku. Tato pumpa
je pomoci hadicek napojena na sbérnou nadobu, kde dochazi k hromadéni aspirovanych
folikulti (Cech, 2009). Shroméazdéné oocyty jsou proplachnuty roztokem PBS obohacenym o
10% v/v NCS (Newborn Calf Serum - novorozenecké teleci sérum), 1% v/v penicilin-

streptomycin a 25 U/ml heparinu (Gibbons et al., 1995).
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3.2.1.3 Kategorizace oocyti

Ziskané oocyty jsou hodnoceny a kategorizovany pod stereomikroskopem.
Rozdé€lujeme je do Ctyt skupin, a to podle pfitomnosti a mnozstvi kumularnich bun¢k, které
vytvareji vrstvy a obklopuji oocyt. Dulezitym kritériem je téZ jejich kvalita (Hashimoto et al.,
1999).

Kategorie I zahrnuje oocyty obklopené ¢tyfmi a vice vrstvami kumuldrnich bunék. Do
kategorie II fadime oocyty s jednou az tfemi vrstvami kumuldrnich bun¢k (Hasler et al.,
1995). Oocyty jak castecné, tak zcela obnazené, tedy bez kumularnich bunék, tvofi kategorii
IIT (Hashimoto et al., 1999) a ¢asto jsou oznacovany jako nah¢é oocyty (Hasler et al., 1995).
Posledni skupinou jsou oocyty, které prosly urCitym stupném expanze, tedy rozsifenim
kumularnich bunék. Patii sem téZ oocyty degenerované (Hashimoto et al., 1999) nebo s
pyknotickymi bunikami, které se vyznacuji znaénym nahromadénim a kondenzaci chromatinu.
Tuto skupinu oznadujeme jako kategorii IV (Hasler et al., 1995). Cetnost a sila vrstev
kumuladrnich bun¢k zévisi na velikosti a zdravotnim stavu folikult. Plati, ze ¢im silnéjsi
vrstva, tim vétsi jsou Sance na rozvoj oocytu v embryo (Sirard et al., 1996). K procesu zrani,
oplozeni a nasledné kultivaci jsou vybirany oocyty kategorie I, IT a IV, avs§ak bez pfitomnosti

pyknotickych bunék (Hasler et al., 1995).

Kumularni buniky jsou subpopulaci bunc¢k granuléznich. Plni vyznamné funkce
vzhledem k oocytim. Poskytuji jim dulezité nutri¢ni latky podporujici jejich rust a vyvoj,
ucastni se formovani zony pellucidy a corony radiata, podili se na formovani proteini a
kyseliny hyaluronové k tvorbé matrix, ktera je velice dlleZitd pro transport a zachyceni

spermii ve vejcovodech (Sirard et al., 1996).

3.2.2 ZRANI 00CYTU

Po ohodnoceni a proplachnuti oocyti v médiu TALP pfichazi na fadu proces zrani.
(Lopatarova, 2009). TALP médium je modifikovany thyroidni preparat obsahujici 25 mM
hydrogenuhli¢itanu sodného a 0,6% BSA, ktery slouzi jako zdroj proteind. Jeho dalsi
modifikace spociva v obsahu riznych mnozstvi energii, jejichz zdrojem jsou laktat sodny a
pyruvat sodny (Gordon, 2003). Zrani neboli maturace oocytl je charakterizovano preménou
primarniho oocytu nachazejiciho se v profazi I. meiotického déleni na oocyt sekundéarni, pro

ktery je charakteristické haploidni mnoZzstvi chromozémi. Sekundérni oocyt jiz také obsahuje
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bunéénou vybavu nutnou pro oplozeni a rany embryondlni vyvoj. Hlavnimi zménami v
pribéhu zrani prochazi jadro oocytu, cytoplasma a kumularni buiiky (Lopatatova, 2009).

-----

obsahujicitho 10% kravského fijového séra (Lopatatova, 2009). Nasledné jsou piendSeny do
zraciho média. VétSina laboratofi vyuziva jako zraci médium TCM 199 (Tissue Culture
Medium 199 — tkanové kultivaéni médium) (Galli et al., 1996). Jedna se o kompletné
definované IVM médium, které je schopné podporovat zrdni oocytli skotu za soucasné
absence séra (Gordon, 2003). Do 0,5 ml TCM 199 se dale ptidava 10% FCS (Fetal Calf
Serum - fetalni teleci sérum) a gonadotropiny (Galli et al., 1996). Nejcastéji pouzivanymi
gonadotropiny jsou FSH (folikulostimulaéni hormon) a LH (luteinizatni hormon)
(Lopatarova, 2009). V médiu jsou dale obsazeny Earlovy soli a 2,2 g/L hydrogenuhli¢itanu
sodného (Hasler at al., 1997). V médiu jsou oocyty kultivovany po dobu 24 hodin v fizené
atmosféte biologického inkubatoru. Atmosféra je charakteristicka teplotou 39°C, obsahem 5%
CO; a maximalni vlhkosti. Kultivace probiha ve skupinach 20-30 oocytt (Lopatatova, 2009).
Bylo prokazano, ze ptidavek granulézovych bun€k a heparinu zpisobuje vyssi rychlost
vyvoje oocytd a lep$i kvalitu embryi (Galli et al., 1996). Maturace miize probihat v
konvenénich CO; inkubatorech v Petriho miskach, Cctyfjamkovych nadobach nebo

mikrokapkach krytych olejem (Galli et al., 2001).

3.2.3 OPLOZENI 0OCYTU

Proces oplozeni neboli fertilizace je d€j, kdy dochéazi ke splynuti rodi¢ovskych
pohlavnich bunék (gamet), které jsou haploidni, tedy nesou pouze jednu sadu chromozémd.
Nasledné¢ tak vznika kvalitativné novy jedinec nesouci diploidni pocet chromozomd, tedy dveé

sady (Lopatatfova, 2009).

Po dokonceni zrani za 22-24 hodin jsou oocyty pieneseny ze zraciho média do
specialniho média oplozovaciho, a to minimalné 35-40 minut pfed pfidinim spermatu. V
médiu jsou obsazeny latky podporujici kapacitaci a motilitu spermii (Lopatarova, 2009).
Oplozovaci médium nejcastéji sestava z modifikovaného TALP (fert-TALP) (Hasler et al.,
1995). Casto v ném najdeme téZ piidavek BSA bez mastnych kyselin, kyseliny pyrohroznové,
heparinu a gentamicinu (Blondin et al., 1997). Pifed samotnym vloZenim oocyti do

fertilizacniho média museji byt dvakrat az ctyfikrat proplachnuty v PBS ¢i TALP-HEPES a
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nasledné¢ i samotnym oplozovacim médiem. Takto promyté oocyty jsou ve skupinach az

padesati kust vlozeny do nadob obsahujicich 250 pl oplozovaciho média (Rizos et al., 2002).

K fertilizaci se nejéastéji pouzivd komeréné zmrazené sperma. Uprava koncentrace
spermatu kazdého byka na vhodnou urovenn umoziiuje pouziti az 90% plemenikll v procesu
oplozeni. Dobré vynosy embryi vSak neposkytuji vSichni plemenici (Galli et al., 1996).
Sperma je nejcastéji konzervovano v pejetach. Rozmrazovani probihd po dobu 10 sekund pii
teploté 39°C. Z takto rozmrazenych pejet je nasledné odebrano 100 pl spermatu, které se tzv.
podvrstvuje v konickych zkumavkach pod 1 ml dalsiho specidlniho média, kter¢ ma
schopnost stimulovat kapacitacni proces (Lopatafova, 2009). Pohyblivé spermie oddélujeme z
fedidla, tedy kapaliny prodluzujici zivotaschopnost spermii po dobu zmrazeni, n¢kolika
zpusoby. Muze byt pouzito pfimé vymyvani, a to v ptipadé, je-li v ejakulatu velmi vysoké
procento agresivné se pohybujicich spermii. Metoda ,,swim up* neboli vyplaveni je téz velice
bézna technika, avSak nedoporucuje se pro pfili§ viskdzni fedidla (Galli et al., 1996). Spociva
v oddéleni pohyblivych a nepohyblivych spermii aktivni migraci do média (Lopatatrova,
2009). Nejvice preferovanou metodou je centrifugace, kterd zajistuje nejvyssi zisk
pohyblivych spermii (Galli et al., 1996). Centrifugace probihd v centrifugaéni trubici o
objemu 15 ml, kde je rozmrazené sperma navrstveno na nespojity Percolliiv gradient.
Percollitiv gradient se skladd z 2 ml 90% Percollu ptekrytého 2 ml 45% Percollu. Doba
centrifugace je 20-30 minut pii 700 x g. Po oddé€leni pohyblivych spermii nasleduje
stanoveni jejich koncentrace. Nasledné se ejakulat natfedi na pozadovany objem a je pfidan do
oplozovaciho média k oocytim (Hasler et al., 1995). Nafedéni by mélo byt provedeno tak,
aby vysledna koncentrace byla 1 000 000 aktivnich spermii v 1 ml fertiliza¢niho média
(Lopatarova, 2009). Oplozeni oocytl probiha 18-24 hodin pii teplot¢ 39°C v atmosfére
obsahujici 5% CO2 o maximalni vlhkosti (Rizos et al., 2002). Oplozené oocyty odd€lime,
dvakrat proplachneme v TALP, vortexujeme 2 minuty za Ucelem odstranéni kumularnich

bunék a umistime do kultivaéniho média (Hasler et al., 1997).

3.2.4 KULTIVACE EMBRYI

Rany vyvoj zarodku probihajici v podminkach in vitro je proces, ktery se nazyva
kultivace embryi. Jednéd se o obdobi od oplozeni vajicka, kdy vznikd zygota, az po stddium

moruly ¢i blastocysty (Lopatarova, 2009).
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Kultivacni médium embryi je dilezitym aspektem bunéénych kultivaci. Jednd se o
definovany roztok mineralnich soli, které upravuji pH a osmoticky tlak, dale stopovych
prvki, aminokyselin, glukézy, pyruvétu a krevniho séra. Casto dochazi k jejich obohacovani
o embryotrofni latky jako napt. dezaktivované fetalni teleci sérum nebo sérovy albumin. K
obohacovani dochazi proto, aby se in vitro kultivacni podminky embryi co nejvice podobaly
prosttedi vejcovodu a délohy. Vyuziva se téz tzv. kokultivace se somatickymi bunikami, coz
vede k lepsi vyvojové schopnosti embryi. Jako somatické bunky slouzi napi. kumularni bunky
nebo epitelidlni bunky vejcovodu. Vyuzivaji se téZ média bez somatickych bunék, kterad
obsahuji jen latky produkované samotnymi médii (peptidy, rastové faktory apod.)
(Lopatarova, 2009). Konkrétnim piikladem kokultivaéniho média je napt. takové, které
sestava z 0,5 ml TCM 199 s obsahem 10% FCS, 10 g/l BSA nebo Menezova B2 media
obsahujicitho 10% FCS na jedné vrstvé jaternich bunék potkana buvoliho (BRLs) (Hasler et
al., 1995).

Pro rist zygot mize byt pouzit jeden ze tii systému. V prvnim systému mohou byt
oplozené oocyty transportovany do vejcovodi docasného piijemce (ovce, kralik). Po 4-5
dnech, resp. 6 dnech po inseminaci, jsou embrya odebrana, roztfidéna a nasledné mrazena
nebo transportovana. Ve druhém systému jsou zygoty kultivovany spolu se somatickymi
bunikami (epitelialni buiikky vejcovodu, granulézové buiiky, jaterni bunky buvolu ¢i potkanil)
v roztoku TCM 199 nebo v roztoku B2 Menezo s 10% séra nebo 1% albuminového bovinniho
séra (BSA) pfi 38,5°C v 5% CO,. Ve tietim systému jsou zygoty kultivovany v prostém
médiu bez podpory somatickych bunék. Prostym médiem se v tomto piipadé rozumi SOF
(Synthetic Oviductal Fluid — synteticka vejcovodova tekutina) doplnéna sérem nebo BSA a
aminokyselinami. Inkubace je provadéna pti 38,5°C v 5% CO; a 5% O, (Galli et al., 1996).

Prvnim krokem v procesu kultivace je vloZeni oocytil, které byly kratce po oplozeni
vortexingem zbaveny zbylych kumularnich bunék a spermii, do kultivaéniho média (Galli et
al., 1996). Oocyty se v médiu prekryvaji parafinovym olejem a ukladaji do inkubatoru.
Kontrola ryhovani se provadi po 24-48 hodinach. Do stadia moruly ¢i blastocysty, tj. po dobu
7-8 dnli od zacatku kultivace, jsou dale kultivovana pouze délici se embrya (Lopatarova,
2009). V in vitro kultivacnim systému probiha produkce blastocyst hlavné 7. den po oplozeni
(0. den je den oplozeni). U in vivo kultivacnich systémi (napf. vejcovod ovci) dochazi k
formovani blastocyst jiz 6. den (Galli et al., 1996). Nésledné jsou embrya bud’ zmrazovana,
nebo pifenasena piipravenym synchronizovanym piijemcim (Lopatafova, 2009). Bylo

prokazano, ze embrya produkovana in vitro maji daleko nizsi schopnost vyvinout se tispésné
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ve stadium blastocysty nez je tomu u jejich in vivo protéjsku (Katska-Ksiazkiewicz et al.,
2006).

3.2.4.1 Hodnoceni embryi

vvvvvv

Jednim =z nejdilezitéjSich faktort ovliviiyjicich GspéSnost a Siroké vyuziti
biotechnologickych metod je hodnoceni embryi pied jejich mrazenim ¢i pienosem k piijemci
(B6 et Mapletoft, 2013). VSechna ziskand embrya podléhaji protokolarni registraci, coz
znamena, ze se stru¢né ohodnoti dle morfologickych znaku, blize se specifikuje jejich
oplozenost, kvalita a stddium vyvoje. To vSe rozhoduje o jejich vyuziti (Lopatatova, 2009). In
vitro ziskana embrya nasledné podléhaji klasifikaci a tfidéni, a to v dob¢, kdy ma nastat jejich
pienos (Hasler et al., 1995). Existuje velké mnozstvi riznych metod vyuzivanych k hodnoceni
embryi. Tyto metody zahrnuji napf. test vylu€ovani barviva, méfeni enzymové aktivity ¢i
piijmu glukézy. Nejvyuzivanéjsi metody jsou zalozeny na morfologickém a morfometrickém
hodnoceni. VétSina systému hodnoceni embryi zévisi na subjektivnim posouzeni. Odbornici v
oblasti transferu embryi postupuji pii jejich posuzovani zejména dle pokynii stanovenych
IETS (Mezinarodni spolecnost pro embryotransfer) manualem (Gordon, 2003). Tento manual
vyuziva standardizovany kodovaci systém, a to k popisu stddia vyvoje a kvality embryi (B6 et

Mapletoft, 2013).

Hodnoceni embryi je provadéno pod stereomikroskopem pii zvétSeni 50-100x, pficemz
embrya jsou umisténa v mélké misce. Velice nezbytné je ovalet embrya na dné misky,
abychom byli schopni vidét embrya a zonu pellucidu z riznych perspektiv. Celkovy pramér
bovinniho embrya se pohybuje mezi 150-190 um. Primér zahrnuje téz tloustku zony
pellucidy, ktera je v rozmezi 12-15 um. Primér embrya se v prubéhu vyvoje prakticky neméni

(Bo6 et Mapletoft, 2013).

Hodnoceni stadia vyvoje embryi

Vyvojova stadia embryi délime na moruly (M), pozdni kompaktni moruly (PM), velmi
asné blastocysty (VCB), ¢asné blastocysty (CB), pozdni expandované blastocysty (PB),
klubajici se blastocysty (KB) a blastocysty volné, tj. vyklubané (VB). Rozd¢leni do
jednotlivych kategorii je zavislé pfedevSim na vyvojovém stupni embrya (Lopatatrova, 2009).
Stadium vyvoje je nejlepSim ukazatelem Zivotnosti embryi. Idealni embryo je kompaktni a
kulovité. Blastomery jsou stejné velikosti, barvy a textury. Cytoplasma by neméla byt zrnita.

Perivitelinni prostor je Cisty, bez bunéénych necistot. Zona pellucida musi byt jednotna, ani
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praskld, ani zhroucend. Na svém povrchu by neméla obsahovat zadny bunéény odpad (B¢ et
Mapletoft, 2013). Po odbéru jsou embrya nejéastéji ve stadiu pozdnich morul az

expandovanych blastocyst, pficemz odbér se provadi 7 dni po inseminaci (Lopatatrova, 2009).

V dnesni dobé se pro hodnoceni vyvojového stupné embryi pouziva Ciselny kod, ktery
je v rozmezi 1-9. Cislem 1 oznaGujeme neoplozeny oocyt nebo embryo skladajici se z jedné

buriky. Cislem 9 pak oznadujeme expandovanou volnou blastocystu (Bo et Mapletoft, 2013).

Prvni stadium je morula, kterd je oznacovana jako stadium 3 (B6 et Mapletoft, 2013).
Morula je charakteristicka velikosti az 150 um (Lopatafova, 2009). Jedna se o komplex
sloZzeny nejméné z 16-ti bunék. Jednotlivé blastomery jsou téZko rozeznatelné jedna od druhé.
Bunéénd embryonalni hmota zaujima vétSinu perivitelinniho prostoru (Bé et Mapletoft,
2013). Toto vyvojové stadium délime na dva stupné. Prvni stupen je typicky slozenim z
bunck s jednotnou velikosti a hustotou. Druhy stupen je naopak sloZzen z bun¢k nepravidelné

velikosti. Muze téz obsahovat oblasti nebuné¢nych zbytka (Hasler et al., 1995).

Stadium 4 je tzv. kompaktni morula (Bo et Mapletoft, 2013). Casto je toto stadium
oznacovano jako pozdni morula. Pozdni moruly jsou stejnomérné¢ zbarvené, vysoce
kompaktni shluky bun¢k — blastomer, které maji tvar maliny (Lopatafova, 2009). Bunécna

embryonalni hmota zaujima 60-70% perivitelinniho prostoru (Bo et Mapletoft, 2013).

Vyvojov€ vysSim stadiem je stddium Casné blastocysty, kdy na embryu jeSté€ neni
ptitomna zona pellucida (Hasler et al., 1995). Casna blastocysta je oznadovéana jako stadium
5. Formuje se tekutinou naplnéna dutina nebo blastocel (B6 et Mapletoft, 2013). Blastocel se
v prubé¢hu vyvoje zvétSuje. Zacinaji se diferencovat embryonalni bunky, tj. bunky
lokalizované v zarodecném ter¢iku a builkky extraembryonalni — bunky trofoblastu
(Lopatarova, 2009). Embryo spolu s blastocelem zaujiméa 70-80% perivitelinniho prostoru. V
pocatcich je nékdy t€Zké rozeznat vnitini bunénou hmotu a bunky trofoblastu. Celkovy

vzhled embrya pfipominé pecetni prsten (B6 et Mapletoft, 2013).

Dalsi vyvoj je doprovazen zvétSovanim dutiny a celého embryonalniho utvaru. Dochazi
k vyplnéni veskerého perivitelinniho prostoru a formuje se zona pellucida. Toto stadium
oznacujeme jako blastocystu, kterd je charakteristickd velikosti az 190 pm (Lopatafova,
2009). Patrna je vyrazna diferenciace vnéjSiho trofoblastu a vétsSi kompaktnost vnitini
bunécné hmoty. Embryo zaujima vétSinu perivitelinniho prostoru. V systému ciselnych kodi

se blastocysta oznacuje jako stadium 6 (B6 et Mapletoft, 2013).
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Stadium 7 je tzv. expandovana blastocysta. Celkovy primér embrya se dramaticky
zvétsuje. Soucasné dochazi ke ztencovani zony pellucidy, a to pfiblizné na tretinu jeji tloustky

(Bo et Mapletoft, 2013).

Poslednim stadiem je tzv. klubajici se nebo vyklubana blastocysta (Hasler et al., 1995).
V tomto stadiu embryo bud’ teprve podstupuje proces klubani se, nebo uz se kompletné
zbavilo zony pellucidy (B6 et Mapletoft, 2013). Zona pellucida praska vlivem vysokého
nitroblastického tlaku. Embryo ma tak prostor pro aktivni opusténi vaje¢ného obalu
(Lopatarova, 2009). Vyklubana blastocysta se oznacuje jako stddium 8 (B6 et Mapletoft,
2013).

Hodnoceni kvality embryi

Kvalita embryi je dulezitym prvkem uspé$nosti predevsim v oblasti transferu embryi
(Abe et al., 2002). Bovinni embrya ziskana od superovulovanych krav jsou dle kvality
rozdélena do ¢ty skupin — vynikajici/dobry, uspokojivy, Spatny a mrtvy/degenerovany
(Gordon, 2003). Toto rozd¢leni je zalozeno na morfologickych charakteristikach jednotlivych
embryi (Abe et al, 2002). K témto charakteristikim fadime barvu, tvar a velikost
perivitelinniho prostoru, mnozstvi degenerovanych bunék a mnozstvi a povahu vacka
(Gordon, 2003). Jednotlivym skupindm pfifazujeme Cciselny kod v rozmezi 1-4 (Bo et
Mapletoft, 2013). Embrya s vynikajici a dobrou kvalitou vykazuji nejvyssi miru biezosti,

biezosti muze byt celkem piesné piedpovidana za pomoci kvality embryi (Abe et al., 2002).

Kod 1 zahrnuje skupinu vynikajicich nebo dobrych embryi (Gordon, 2003). Tato
embrya jsou idealni pro dalsi vyuziti (Abe et al., 2002). Velice dobie piezivaji béhem procest
mrazeni/rozmrazovani. Nektefi odbornici je nazyvaji ,,mraZenischopnd embrya®. Jsou
doporucovana pro mezindrodni obchod (B6 et Mapletoft, 2013). Vyznacuji se symetrii a
kulovitym tvarem. Jednotlivé blastomery jsou uniformni ve velikosti, barvé a hustoté.
Nepravidelnosti by mély byt relativné minoritni a nejméné 85% embryonalni hmoty by mélo
byt neporusené a zivotaschopné. Zona pellucida je hladka bez vydutych ¢i rovnych ploch
(Gordon, 2003).

Kod 2 oznacuje embrya uspokojivé kvality (Gordon, 2003). Jsou charakteristicka
pritomnosti vytlacenych blastomer a puchyikovitosti (Abe et al., 2002). Dale se vyznacuji
mirnymi nepravidelnostmi v celkovém priméru embryondlni hmoty nebo ve velikosti, barve

¢i hustoté jednotlivych bunék. Minimaln¢ 50% embryonalni hmoty by mélo byt neporusené.
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PrezitelnoSt embryi v procesu mrazeni/rozmrazovani je niz$i. Casto jsou oznacovana jako

,,prenosuschopna embrya“ (Bo et Mapletoft, 2013).

Kod 3 zahrnuje embrya, ktera se vyznacuji znacnymi problémy jako napt. obsahem
velkého mnozstvi vacklt. Kvalita téchto embryi je Spatnd (Abe et al.,, 2002). Nejvetsi
nepravidelnosti jsou ve tvaru nebo velikosti embryonalni hmoty, dale pak v barvé a hustoté
jednotlivych bunék. Nejméne 25% bunécného materidlu by méla byt neporusend a
zivotaschopna embryondlni hmota (Gordon, 2003). Tato embrya nejsou schopna piezit proces

mrazeni/rozmrazovani (Bo6 et Mapletoft, 2013).

Kod 4 ptedstavuje posledni kvalitativni skupinu embryi - embrya mrtva ci
degenerovana. Do této skupiny spadaji téz mrtvé/degenerované oocyty a embrya tvofena
jednou burikou (Gordon, 2003). Embrya nejsou Zivotaschopna a vyfazuji se (B6 et Mapletoft,
2013).
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Fig. 1. Phase contrast micrographs (a, ¢. e. g) and light micrographs of semithin sections (b, d. f. h) of morula
stage of bovine embryos collected from superovulated cows. (a, b) Excellent quality, (c. d) good quality (note
extruded blastomeres: arrows). (e, f) poor quality (note some extruded blastomeres). (g. h) poor quality (note
numerous extruded blastomeres). Bars 50 pm.

Obr. 6 Fotografie z fazového kontrastniho (a, ¢, e, g) a svételného (b, d, f, h) mikroskopu
zobrazujici vyvojové stddium moruly bovinnich embryi ziskanych sbérem od
superovulovanych krav: a, b — vynikajici kvalita, ¢, d — dobra kvalita (pfitomnost vytlacenych
blastomer, zndzornéné Sipkou), e, f — Spatna kvalita (vétsi mnozstvi vytlacenych blastomer), g,

h — §patna kvalita (velké mnozstvi vytlaéenych blastomer) (Abe et al., 2002).
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3.3 EMBRYOTRANSFER

Embryotransfer v chovech skotu se béhem poslednich tficeti let zaradil k
mezinarodnimu pramyslu (Hasler, 2001). Metoda je uzite¢na ptedevSim u tohoto druhu
hospodarskych zvifat, a to kvili jeho nizkym reprodukénim schopnostem a dlouhému
generacnimu intervalu (Seidel et Seidel, 1991). Mnozstvi ziskanych a pfenesenych c¢i
zmrazenych embryi se za rok pohybuje kolem 500 000 ks. Proces ziskavani a pienaseni
embryi se v dnesni dobé uskuteciiuje v prevazné vétsin€é nechirurgickymi metodami (Hasler,
2001). Hlavni vyuziti embryotransferu u skotu spoc¢iva v ziskani vét§iho mnozstvi potomstva
od geneticky cennych plemenic (Vinkler et Lopatafova, 2009). Jinymi slovy dochéazi k
zesileni reprodukénich schopnosti cennych plemenic. Embryotransfer téZ umoziuje ziskat
potomky od cennych krav, které se néasledkem zranéni, nemoci ¢i véku staly neplodnymi.
Dalsi vyhodou této biotechnické metody je umoznéni importu a exportu chovnych jedinci,
coz zvySuje genetickou variabilitu chovll. V idealnim ptipadé tato metoda uspokojuje jak

genetické, tak 1 ekonomické cile chovu soucasné (Seidel et Seidel, 1991).

Postup metody se sklada z n€kolika na sebe navazujicich a vzajemné se podminujicich
dil¢ich krokt. Tyto kroky zahrnuji vybér donorli a recipientil, synchronizaci fijového cyklu
donorti a recipientd, indukci superovulace u darct, inseminaci darct, vyhledavani, izolaci a

klasifikaci embryi, odbér a ptenos embryi (Vinkler et Lopatafova, 2009).

3.3.1 HISTORIE EMBRYOTRANSFERU

Sirokou vefejnosti je uznavan nazor, ze prvni transfer savéich embryi zaznamenal a
provedl Walter Heape v roce 1890. Pienesena byla dvé embrya angorského kralika (Selk,
2002). Embrya byla sloZzend ze ctyf bunck (Mapletoft, 2013). Recipientem se stala
inseminovana belgickd srna. Vysledkem byl smiSeny vrh (Selk, 2002) ctyt belgickych a dvou
angorskych kralicki (Mapletoft, 2013). Heapova technika zachazeni s krali¢imi embryi
zahrnovala jejich nabodnuti na Spi¢ku jehly a pfenos recipientovi, pfi¢emz mezi proces
nabodnuti a pfenosu nebylo zahrnuto umisténi embryi do kultivacniho média (Hasler, 2003).

K dal$imu vyrazné&jsimu pokroku v dané oblasti a rozvoji komeréniho embryotransferu
doslo v raném obdobi 70. let v Severni Americe (Hasler, 2003). Zaslouzil se o to pifedev§im
Tim Rowson, kterému je pfezdivano otec zakladatel embryotransferu hospodaiskych zvirat

(Mapletoft, 2013). V této dob¢ byl embryotransfer zalozen vyhradné na chirurgickém odbéru
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a prenosu Cerstvych embryi (Hasler, 2001). Odbér se provadél pod celkovou anestézii, kdy se

vedl fez stfedem bfisni dutiny. Cilem bylo odhalit délohu a vajecniky (Mapletoft, 2013).

V pozdnim obdobi 70. let byla objevena nechirurgickd metoda odbéru a transferu
embryi, o kterou se zaslouzil Peter Elsden. Odbér embryi byl zalozen na vyplachu darce
pomoci Foleyova katétru. Vyplachovaci médium bylo zavadéno do dé€lohy tlakem, ktery byl
zpusobeny gravitacnim tokem a vyplasek byl shromazd’ovan v odmérnych valcich (Hasler,

2014).

U skotu doslo k prvnimu pfenosu embryi v roce 1949. O dva roky pozdéji, tedy v roce
1951, se ve Wiskonsinu narodilo prvni tele, které bylo vysledkem embryotransferu (Seidel et
Seidel, 1991). Ten byl proveden chirurgickou cestou. PienaSené pétidenni embryo bylo
ziskano na jatkach (Mapletoft, 2013).

3.3.2 DILCi KROKY EMBRYOTRANSFERU

3.3.2.1 Selekce darcii a prijemcii

S 24

rozhoduje o jeho UspéSnosti a pfinosu. Darcem se obvykle stava zvife vysoké genetické
hodnoty. Piijjemcem se naopak stava zvife s podprimérnou uZitkovosti nebo takové, které je

potomkem plemenice majici uzitkovost pod primérem stada (Vinkler, 2009).

Selekce darcu

Pii vybéru darcii se zohlednuji dveé hlavni kritéria. Prvnim kritériem je vysoka geneticka
kvalita, tzn. vybér jedinct, ktefi pfispivaji ke splnéni genetickych cilii programu. Druhym
kritériem je pravdépodobnost produkce velkého mnozZstvi uzitecnych embryi (Seidel et Seidel,

1991).

Nejcasteji se darkynémi stavaji kravy, jalovice jen v ojedinélych piipadech (Vinkler,
2009). Potencionalni darkyné by méla dosahovat maximalnich reprodukénich vysledku, které
jsou podminény jejim normdlnim reprodukénim traktem a plodnosti, poporodni historii a
délkou cyklu. Cyklus by mél v idedlnim piipadé trvat 18-24 dnti (Selk, 2002). Dilezitym
kritériem jsou téz bezproblémové porody a minimalné dvé odpozorované fije. Zvife by mélo
byt naprosto zdravé, bez orgdnovych onemocnéni a krmeno vyrovnanou krmnou davkou.
Museji byt téZ omezeny vlivy zplsobujici stres zvitete, tj. vysoka teplota a vlhkost prostiedi,

hrubé zachazeni, nevhodna manipulace a pieplnéné prostory (Vinkler, 2009). V mnoha
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ptipadech se provadi cilena méteni genetického potencidlu zvifete. Tato méteni spocivaji ve
zjistovani mlécné produkce, slozeni mléka, rychlosti riistu, snadnosti teleni ¢i rezistence vici
riznym chorobam (Seidel et Seidel, 1991).

vvvvvv

vynikajici reprodukcni historii (Seidel et Seidel, 1991). Upiednostiiuji se jedinci mléc¢ného
skotu, jejichz hlavnim rysem je produkce mléka pftispivajici k lepSim reprodukénim

schopnostem (Selk, 2002).

Selekce pFrijemcii

Piijemcem se ve vétSin€ piipadl stavaji jalovice, nejlépe prvotelky. Staii jalovic by se
melo pohybovat v rozmezi 15-18 mésict a jejich hmotnost mezi 350-380 kg. Téz by u nich jiz
méla byt pozorovana fije (Vinkler, 2009). Vyhodou jalovic oproti kravam je jejich vysoka
oplozenischopnost. Jalovice také na rozdil od krav nekoji, tudiz neprodukuji mléko. Toto se
stava vyhodné z hlediska odpadajici povinnosti kontroly a fizeni dojeni ¢i porodi (Seidel et
Seidel, 1991). Obecné plati, ze vhodnost piijemce zavisi na nacasovani estru a pfitomnosti

funkéniho Zlutého téliska (Spell et al., 2001).

3.3.2.2 Synchronizace pohlavniho cyklu darce a prijemce

Hormonalni manipulace s estrdlnim cyklem skotu je nedilnou soucasti technologii
embryotransferu. Obvykle hraje nezastupitelnou roli v riznych aspektech produkce embryi, a
to jak pfi vybéru darcl oocytll, tak i pii vybéru piijjemcti embryi (Gordon, 2003). Pfesna
synchronizace pohlavniho cyklu darce a pfijemce je limitujicim faktorem. Je velmi dilezite,
aby oba jedinci, ucastnici se embryotransferu, byli ve stejné fazi ovarialniho cyklu, a tudiz
aby bylo u obou stejné délozni prostiedi odpovidajici staii prenaseného embrya. Toto vede k

bezproblémovému pfijeti daného embrya délohou a jeho normélnimu vyvoji (Vinkler, 2009).

Synchronizace Fije

Velmi Castou a bézn¢ pouzivanou metodou v chovech skotu je synchronizace fije.
Nejcastéjsimi divody k provadeéni této metody jsou nizkd troven detekce fije a potieba
synchronizace pohlavniho cyklu déarce a pfijemce v ramci embryotransferu (Dolezel, 2009).
Detekce fije je ¢asové i pracovné velice naroéna ¢innost. Casto se stiva zdrojem chyb
Vv managementu reprodukce chovu a nacasovani inseminace (Roelofs et al., 2010).

Synchronizace fije je jednim z pokrocilych fidicich procest chovu, ktery eliminuje lidské
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chyby v managementu reprodukce (Islam, 2011). Diky synchroniza¢nim protokolim téz
odpada nutnost detekce fije (Looney et al., 2006). Cilem tspésné synchronizace fije je piesné
ovladani jejiho pocatku spoletné s vysokou plodnosti v synchronizovanych estrech

(Driancourt, 2001).

Pro ucely synchronizace fije se vyuzivaji ¢etné hormonalni preparaty, které obsahuji
prostaglandiny ¢i jejich syntetické analogy, progesteron ¢i progestiny (Murugavel et al.,
2003). Tyto latky zlepsuji vyuziti piijemce skrze casovy soulad ovulaci (Looney et al., 2006).
Reakce vaje¢nikii na exogenni stimulaci je podfizena jejich fyziologickému stavu v dobé
zahajeni synchronizace (Martinez et al., 2009). Strategie fizeni estru jsou zalozeny piedev§im
na kontrole zivotnosti zlutého téliska pomoci prostaglandinti (Driancourt, 2001), které
navozuji luteolyzu (Jones et Lamb, 2008). Dalsi vyuzivanou strategii je oSetfeni progestiny
(Driancourt, 2001). Ukolem téchto steroidnich hormonti je zamezit estru, ktery nasleduje po

pfirozené nebo uméle vyvolané luteolyze, nebo ho oddalit (Jones et Lamb, 2008).

Farmakologicka kontrola estru a jeho synchronizace je zaloZena na dvou zakladnich
postupech. Prvnim postupem je zkracovani lutealni faze cyklu (Murugavel et al., 2003) a
zaroven i zivotnosti zlutého téliska navozenim jeho regrese, tedy luteolyzy (Gordon, 2003).
Opacnym a zarovenn druhym postupem je prodluzovani lutealni faze cyklu (Murugavel et al.,

2003) spolu s prodlouzenim Zivotnosti zlutého téliska (Gordon, 2003).

Zkracovani lutealni faze estralniho cyklu je zajiStovano aplikaci latek
S luteolytickym téinkem, konkrétné PGF,, a jeho analogl (Stotzel et al., 2012). Cilem
aplikace je navodit regresi zlutého téliska (Dolezel, 2009). Uginek latky zavisi na jejim podani
ve spravné fazi estralniho cyklu a citlivosti Zlutého téliska na PGF,, v dobé aplikace
(Skarzynski et al., 2008). Luteolytikum se darcim aplikuje béhem superovula¢niho oSetieni,
tzn. 7e paisobenim FSH jiz doslo k asteénému zrani folikuld (Vinkler, 2009). Rije se objevuje
zpravidla 3 dny po oSetfeni PGF,, (Martinez et al., 2009), proto se piijemcim aplikuje
luteolytikum o0 12-24 hodin diive nez darcim. Zajistime tak, Ze se fije dostavi u obou jedincl
ve stejny den (Vinkler, 2009). Osetieni se provadi zpravidla pouze jednou, a to v piipadé,
pokud je v této dobé na vajecniku pritomno plné funkéni zluté télisko (Murugavel et al.,
2003).

Prodluzovani lutedlni faze ¢i umélé vyvolani lutealni faze, jakoZto druhy zpusob
synchronizace fije, spo¢iva v inhibici estru a ovulace. K tomuto tcelu se aplikuji progestiny a

exogenni €1 synteticky progesteron. Tyto latky inhibuji uvoliiovani LH a tim zabranuji finalni
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maturaci a ovulaci folikult (Murugavel et al., 2003). Progesteron muize téz plné€ nahrazovat

zluté télisko (Gordon, 2003).

Folikularni ablace

Folikularni ablace je dalsi pouzivanou metodou v chovech skotu k synchronizaci fije,
konkrétné¢ folikularnich vin (Dolezel, 2009). Moznost zvolit si dobu vyvolani vzniku

folikularni viny eliminuje opét potiebu detekce fije (Mapletoft et Bo, 2013).

Metoda folikularni ablace je zaloZend na eliminaci supresivniho efektu dominantniho
folikulu a tim uspiseného nastupu vzniku nové folikularni viny (Martinez et al., 2009). K
odstranéni dominantniho folikulu se diive vyuzivala elektrokauterizace. V soucasnosti nejvice
vyuzivanou metodou je transvaginalni ultrazvukem vedena folikularni aspirace (Bo et al.,
1995). Pavodni studie uvadi, Ze dochazi k odstranéni vSech folikuli vétsich nebo rovnych 5
mm. Dnes je vSak prokazano, ze staci odstranit pouze dva nejvétsi folikuly. To postaci k
tomu, abychom se ujistili, ze doslo k odstranéni folikulu dominantniho. Folikularni ablace se
ukézala jako vysoce efektivni. Nevyhodou vSak ziistdva nutnost ultrazvukového zatfizeni a

odborného personalu (Mapletoft et Bo, 2013).

Hormonalni o$etieni

Hormonalni oSetfeni je sméfovano k vyvoldni luteinizace nebo atrézie folikula

pritomnych v dob¢ oSetieni na vajecnicich (B¢ et al., 1995).

Progesteron

K synchronizaci vzniku folikularnich vin se s vysokou UspéSnosti pouziva progesteron
(Driancourt, 2001). Funkci progesteronu je potlacovani rustu a zrani folikulti v zavislosti na
jeho davce (B et al., 1995). Progesteron potlacuje zrani folikuld, jelikoZ negativni zpétnou
vazbou inhibuje sekreci GnRH z hypotalamu. Pokud chceme provést tispé$nou synchronizaci
u skupiny krav nachazejicich se v nahodné fazi cyklu, je nezbytné, aby se délka doby oSetieni
shodovala s délkou piirozené lutealni faze. OSetfeni tedy musi trvat nejméné 16 dni.
Diivodem je nizkd schopnost progesteronu ovlivnit Zivotnost pfirozené¢ho zlutého téliska.
V nékterych pripadech se proto miize stat, ze zluté télisko pretrvd i po ukonceni oSetfeni

progesteronem a vede k selhani synchronizace (Ball et Peters, 2007).

Nejvhodnéj§im zplisobem aplikace progesteronu jsou tzv. inserty. Ty mohou byt

vvvvvv

PRID-Delta (progesterone-releasing intravaginal device), ktery obsahuje 1,55 g progesteronu
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a CIDR (controlled internal drug release), obsahujici 1,38g progesteronu (Ball et Peters,
2007).

GnRH/LH

GnRH je konvecnim stimuldtorem ovulace v synchroniza¢nich postupech. Bylo vSak
prokdzano, ze je mén¢ Ucinny nez hypofyzarni LH (Hesser et al., 2011). Tento hormon
vyvolava zvySeni hladiny endogenniho LH a ovulaci LH-dependentnich folikuld. Jedna se o
takové folikuly, jejichz velikost je vétsi nez 8 mm (Driancourt, 2001). Aplikace GnRH/LH
nabizi prilezitost kontrolovat folikularni déni v prubéhu estralniho cyklu (Martinez et al.,
2009). Kromé ovulace nejvétsiho folikulu, ktery je pfitomny v dobé¢ oSetieni, miize GnRH/LH
vyvolat téZ luteinizaci tohoto folikulu (Mapletoft et B, 2013). Ke vzniku nové folikularni
viny dochdzi 1,5-2 dny po oSetfeni. Je vyvoldna pravé ovulaci nejvétsiho dominantniho
folikulu. Nicmén¢ vysledkem kazdého podani GnRH/LH v ndhodném stadiu estralniho cyklu
vzdy nemusi byt ovulace (Martinez et al., 2009). Pro vznik nové¢ folikuldrni vlny po podéani
GnRH/LH je vSak ovulace nezbytna. Objevuje se ve 44-54% ptipadl u dojnic, v 56% piipada
u hovézich jalovic a v 60% pripadi U hovézich masnych krav. Z davodu pfili$
nekonzistentniho intervalu mezi oSetfenim GnRH/LH a vznikem folikuldrni viny nemusi byt
tato metoda vzdy vhodné pro superstimulaci. Téz byla prokazéna neuspokojujici produkce

embryi po synchronizaci folikuldrnich vin pomoci téchto hormonit (B6 et Mapletoft, 2014).

Prostaglandiny

Prostaglandin PGF,, ¢i jeho syntetické analogy se aplikuji zpravidla v lutealni fazi
pohlavniho cyklu (DoleZel, 2009). Dé¢lka intervalu mezi aplikaci PGF,, a ovulaci zavisi na
stadiu vyvoje dominantniho folikulu piitomného v Case oSetfeni. Ovulace se objevuje
nejcasteji 3 dny po tomto oSetfeni (Martinez et al., 2009). Cilem aplikace je navodit regresi
zlutého téliska. Se zadnikem zlutého téliska se zacne snizovat hladina progesteronu v krvi. Téz
dochdzi k rychlému narGstu dominantniho folikulu, ¢imz dochdzi ke zvySovani hladiny
estradiolu. Estradiol ovliviluje pozitivni zpétnou vazbou hypotalamus a hypofyzu, a tim

indukuje vznik LH vilny a naslednou ovulaci (Dolezel, 2009).
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3.3.2.3 Superovulace darci

Dynamika folikularnich vin

Vznik folikulii na vaje¢nicich skotu je dynamicky sled usporadanych udalosti (B¢ et al.,
1995). Vaje¢niky skotu obsahuji dvé razné skupiny folikuli. Prvni z nich je skupina
nerostoucich folikulti obsahujici folikuly primordidlni. Béhem reprodukéniho zivota vstupuji
postupné tyto folikuly do rostouci faze a pfeménuji se na folikuly priméarni. Druhou skupinu
tvoii folikuly primarni, sekundarni a terciarni, které jiz vykazuji ristovou aktivitu (Kanitz,
2003). Rust gonadotropin-senzitivnich folikulit béhem ovarialniho cyklu a poporodniho
obdobi anestru ma zietelny vinovy charakter (Diskin et al., 2002). VIna vyvoje folikul byla

definovana jako synchronni rtst velkého mnozstvi folikult (B6 et al., 1995).

Vyvoj folikulii na vaje¢nicich je rozdélen do tii fazi - recruitment, selekce a dominance.
Prvni faze - recruitment, je charakteristicka vstupem primordidlnich folikulti do skupiny
folikuld rostoucich. Kli¢ovym hormonem, ktery umoziuje recruitment a zaroven iniciaci
folikularni viny je FSH (Kanitz, 2003). Dale nasleduje selekce, ktera zacind jiz béhem
recruitmentu (Bo et al., 1995). Béhem této faze se postupné snizuje pocet folikuld rekrutované
skupiny, ktery pokracuje v ristu. Nakonec dojde k selekci jediného dominantniho folikulu
(Kanitz, 2003). Dominantni folikul dané folikularni viny je vétsi nez ostatni (Bo et al., 1995).
Na konci faze selekce dosahuje primémé velikosti az 8,5 mm (B6 et al., 2002). Selekce
dominantniho folikulu probihd béhem sniZovani koncentrace FSH (Diskin et al., 2002).
Posledni fazi ve vyvoji folikulii je dominance. Folikul selektovany v pfedchozi fazi je funkéné
plné¢ dominantni a stdle roste (Kanitz, 2003). Dominantni folikul produkuje steroidni i
nesteroidni latky, které negativné plisobi na rlst podfizenych folikuld, tzn. Ze tlumi jejich
rustovou aktivitu €1 zplisobuje jejich atrézii. Tyto latky téZ znemoziuji vznik dalsi folikularni
viny (B¢ et al., 2002). Osudem dominantniho folikulu je bud’ jeho rozvoj ve folikul ovulacni,
nebo podlehnuti atrézii, tedy zaniku. K vyvolani ovulace dominantniho folikulu je potfeba

vysoka davka LH (Kanitz, 2003).
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Obr. 7 Vyvoj folikuli na vajeénicich — stadium recruitmentu, selekce, dominance
(Driancourt, 2001).

Jak bylo zminéno vyse, rust folikulti na vaje¢nicich ma vlnovy charakter. Stimulem pro
rust nové viny je pfechodny nartist hladiny FSH. Poté co rtst dosahne vrcholu, koncentrace
FSH se opét snizi béhem nékolika dnt (Diskin et al., 2002). Vznik kazdé folikularni viny je
nahly a na vajecniku roste soucasné asi dvacet, nékdy i vice, malych folikuli. Tyto folikuly o
velikosti primémé 4 mm jsou detekovany pomoci sonografie (Mapletoft et al., 2002).
Zpocatku folikuly rostou stejnym tempem. Nésledné dochazi k rozdéleni skupiny rostoucich
folikuli na jediny dominantni folikul a skupinu folikulti podfizenych (Diskin et al., 2002).
Vlna vznika v prabéhu 1-2 dnti (Mapletoft et al., 2002). Vlastni zivotnost viny je pak 7-10
dnu (Diskin et al., 2002). Kazda vina prochazi riznymi vyvojovymi stadii, tj. vznik, deviace a
dominance. Ve stadiu vzniku se folikularni vina zacina objevovat na vaje¢niku. Deviace je
charakteristickd rozliSenim dominantniho folikulu a jemu podfizenych folikulii. Stadium
dominance je charakteristické rozvojem dominantniho folikulu a potlacovanim podtizenych
folikuld. Je zakonceno bud’ ovulaci dominantniho folikulu ¢i jeho atrézii, tedy zanikem

(Kanitz, 2003).

Folikularni vlny zGstavaji neovulované do t¢ doby, dokud nenastane luteolyza.

Dominantni folikul, ktery je na vaje¢niku ptfitomny v dobé luteolyzy, se stava folikulem
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uréenym k ovulaci. Vznik nové viny je tak odlozen na den, kdy nastava ovulace (Mapletoft et

al., 2002).

Vétsina estralnich cykli skotu je slozena bud’ ze dvou nebo tii folikularnich vin (B6 et
al., 1995). Pomér zvifat s cyklem slozenym ze dvou vin a cyklem slozenym ze tii vin se 1isi
ve vysledcich riznych experimentii. Bylo prokazano, Ze na pocet folikularnich vin v cyklu ma
vliv vyziva. U skotu, kterému je podavano krmivo s nizkym pomérem energie, je vyssi mira
vyskytu cyklu se tfemi folikularnimi vinami. Jinak je tomu u skotu, v jehoz vyzivé prevlada
vysSi pomér energie. Tato zvifata jsou charakteristickd cyklem slozenym ze dvou
folikularnich vin (Mapletoft et al., 2002). U cyklu slozeného ze dvou folikularnich vin se vina
objevuje na vajecniku zpravidla v den ovulace (den 0), a pak den desaty. U cyklu slozeného

ze tii folikularnich vin se viny objevuji vden 0,9 a 16 (B¢ et al., 1995).

Metoda superovulace

Metoda superovulace se vyznacuje uméle vyvolanym riistem, zranim a ovulaci velkého
mnozstvi folikuld. Mnozstvi takto ovulovanych folikuli je daleko vétsi nez pocet folikull
uvolnénych v pribéhu piirozené fije (Cech, 2009). K stimulaci extenzivniho rozvoje folikuld
se pouzivaji rizné hormonalni preparaty, které se aplikuji intramuskularné ¢i subkutdnné
(Selk, 2002). Nejbézngji aplikovanymi preparaty jsou exogenni gonadotropiny (Cech, 2009).
Mezi tyto preparaty fadime piedevsim FSH nebo eCG (Hesser et al., 2011). Aplikace se
nejcastéji provadi zhruba v poloviné estralniho cyklu (B6 et Mapletoft, 2014). Oocyty ziskané
V procesu superovulace by méli poskytovat vysokou schopnost oplozeni (Mapletoft et al.,
2002) a pravdépodobnost zabiezavani, a to hlavné vzhledem k jejich vyuziti v programech
embryotransferu (Bo et Mapletoft, 2014). Cilem oSetfeni, které vede k vyvolani superovulace,
je ziskat maximalni mnozstvi pfenosuschopnych embryi (Mapletoft et al., 2002) a potomstvo
od geneticky cennych plemenic (Driancourt, 2001). Primérné ziskavame 6 takovych embryi

behem jednoho sbéru (Hesser et al., 2011).

Velice dulezitym parametrem je odezva vaje¢nikli na superstimulaci, tedy na oSetfeni
gonadotropiny. Ovaridlni asynchronnost a variabilita v odezv¢ na jejich oSetteni je limitujicim
faktorem nejen pro superovulaci, ale i ostatni biotechnologické metody (B¢ et al., 1995).
Nejvice je timto problémem ovlivnén embryotransfer predev§im z hlediska ucinnosti a
ziskovosti (Mapletoft et al., 2002). Existuje mnoho rtznych faktord, které¢ ovlivituji odezvu
vajeCnikll na superstimulaci. Tyto faktory délime na vnitini a vnéjsi. K faktorim vnitinim

fadime hlavné ty, které souviseji s fyziologickym stavem zvifete. Patii k nim napf. vék,
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plemeno, genetické rozdily a stav vajecnikl v dobé oSetfeni (Kafi et MgGowan, 1997). Vliv
stavu vajecnikti souvisi predev§im s dostatecnym mnozstvim gonadotropin-senzitivnich
folikulti pfitomnych na vajecniku v dobé oSetieni (Driancourt, 2001). Tyto folikuly, téz
oznacované jako antralni, jsou totiz schopné pozitivni reakce na hormondlni stimulaci. Déle
se posuzuje pritomnost dominantniho folikulu, ktery aktivné potlacuje rist jemu podiizenych
antralnich folikulti (Cech, 2009). Dulezity je také stav folikuldrni viny (Driancourt, 2001). K
faktorim vnéjSim pak patii roni obdobi, vyziva a pouzit¢ hormonalni prostiedky (Kafi et
MgGowan, 1997). U hormondlnich preparati hraje dilezitou roli piedev§im déavka, trvani a

¢as podani a pridavek dalSich hormont (Mapletoft et al., 2002).

Hormonalni preparaty pouZivané k superovulaci

K vyvolani superovulace u skotu jsou pouzivany tii rtizné typy gonadotropini. Radime
k nim gonadotropiny ziskané z extrakti hypofyz domestikovanych zvitat (Mapletoft et al.,
2002). Jsou to gonadotropiny typu folikuly stimulujicich hormont neboli FSH. Nejc¢astéji se
ziskavaji extrakty z hypofyz prasat (pFSH) a ovei (oFSH). TéZ muize byt pouzit
rekombinantni bovinni FSH (rbFSH) (Cech, 2009). Dal$im pouZivanym preparatem je
equinni choriovy gonadotropin (eCG). Poslednim preparatem je lidsky menopauzalni
gonadotropin (hMG) (Mapletoft et al., 2002). Nejpracnéjsi a financné nejnarocnéjsi Casti
superovulace je pravé produkce a zavedeni gonadotropinl, a to bez ohledu na to, ktery

gonadotropin zvolime pro jeji vyvolani (Hesser et al., 2011).

V praxi nejb&znéji pouzivanym preparatem je FSH (Cech, 2009). Hypofyzarni extrakty
vSak vzdy obsahuji kromé& FSH 1 zna¢na mnozstvi LH neboli luteinizaéniho hormonu. Pomér
FSH/LH se v jednotlivych extraktech lisi, stejné tak jako jejich aktivita, a ovliviiuje odezvu na
superovulaci. Niz§i pomér aktivit FSH/LH vyvolavd sniZenou ovulacni odpovéd.
Hypofyzarni extrakty se sniZenou hladinou LH zlepsSuji odpovéd’ na superovulaci u skotu. Se
snizujici se hladinou LH téZ nartistd mnozstvi ziskanych a pfenosuschopnych embryi. Naopak
zvySend hladina LH b&hem superstimulace vyvolava piedcasnou aktivaci oocytd (Bé et
Mapletoft, 2014). Ze ziskanych poznatki vyplyva, Ze LH neni pro superovulaci nezbytny a Ze
kvalita embryi je vySS$i spiSe pii pouziti preparati Cist¢tho FSH (Mapletoft et al., 2002).
Vlastnost, kterou posuzujeme jak u FSH, tak i1 u ostatnich preparati, je biologicky polocas
rozpadu (Cech, 2009). Pologas rozpadu FSH je velice kratky, a to pét hodin a méné
(Mapletoft et al., 2002). Toto je jeho znacnou vyhodou napt. oproti eCG. Vyhody pouziti
FSH téz zahrnuji snizeni vyskytu folikularnich cyst a vice konzistentni vysledky. Diky

kratkému polocasu rozpadu je vyzadovana jeho opakovana aplikace (Hesser et al., 2011).
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Schémata aplikace jsou rizna. Nejbéznéji se pouziva série sestupnych davek, které jsou
aplikovany dvakrat denné¢ po dobu Ctyf dnli ve dvanactihodinovych intervalech. Celkova

davka FSH se riizni, av§ak nejcastéji dosahuje hodnoty 25 mg/aplikace (Cech, 2009).

Méné &asto se pro vyvolani superovulace pouziva eCG (Cech, 2009). Jedna se o
glykoprotein vybaveny jak u¢inkem FSH, tak i LH (Mapletoft et al., 2002). Je
charakteristicky prodlouzenou biologickou aktivitou, kterd negativné ovliviiuje vyvoj ranych
embryi (Hesser et al., 2011). Dalsi negativni dopad dlouhodobého ucinku eCG spociva ve
vyskytu neovulovanych folikul a pokracujici stimulaci vajecniki (Mapletoft et al., 2002). Z
téchto diivodii je jeho pouziti méné obvyklé (Cech, 2009). Nékdy se vyuziva anti-eCG
injekce, kterd snizuje jeho aktivitu, a tudiz zmirfiuje jeho negativni dopad (Hesser et al.,

2011). Bylo prokazano, ze polocas rozpadu eCG u krav je az 40 hodin a v krevnim obé&hu

b&znym postupem. Cas aplikace byl vazan na prechod mezi lutealni a folikularni fazi, a to
priblizné 16. den estralniho cyklu. V této dob¢ zvitata ptirozené prodélavaji luteolyzu (B6 et
Mapletoft, 2014). Aplikace eCG se provadi pouze v jedné davce v mnozstvi od 2500 do 3500
IU, pii¢emz existuje moznost individualniho ptizptsobeni (Cech, 2009). O 48 hodin pozdgji
(19. — 20. den cyklu) nasleduje aplikace PGF,, nebo estradiolu-17p (Bo et Mapletoft, 2014).
Pouziti estradiolu-17p je vSak v Evropské unii zakazano direktivou 2008/97/ES (Lane et al.,
2008). Utinek PGF,/estradiolu-17p spodiva v zajisténi lutealni regrese, vyvolani estru a v
naslednych lepsich vysledcich superovulace. Poslednim krokem je aplikace hCG v mnozstvi
2000 IU (B6 et Mapletoft, 2014).

Obdobny zplsob vyuziti jako FSH ma 1 lidsky menopauzéalni gonadotropin (hMG),
ktery se vSak pouziva spiSe experimentalné. Diivodem jsou vysoké néklady s nim spojené.
Pro aplikaci se pouziva davka 1000 IU hMG (Cech, 2009). Vysledky superovulace za pouZiti
hMG jsou srovnatelné s vysledky superovulace vyvolané hypofyzarnimi extrakty (Bé et

Mapletoft, 2014).

Soucasné nejpouzivanéjsi postup superovulace

Zahajeni hormonalni stimulace je Uzce spjato s pfitomnosti dostatecného mnozstvi
malych antralnich folikulii na vajecnicich, které jsou schopny na tuto stimulaci pozitivné
reagovat. Z tohoto ditvodu je superovulace zahajovana v dob¢, kdy nastava ristova faze

folikularni viny (Cech, 2009).
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Osetfeni gonadotropiny se obvykle zapoc¢ina v poloving estralniho cyklu, tedy 8. - 12,
den po ovulaci (Baruselli et al., 2006). V této dobé dochézi na vajecniku ke vzniku druhé
folikularni viny (Mapletoft et Bo, 2013). K aplikaci FSH dochazi tedy v den vzniku této viny
nebo den po jejim vzniku. Nejvétsi folikul této viny je oznacovany jako dominantni. Pokud je
dominantni folikul na vaje¢niku pfitomen i v dobé hormonalni stimulace, zhorSuje vysledky
superovulace. Dlvodem je, ze aktivné potlacuje rist jemu podfizenych antralnich folikult
(Cech, 2009). Naopak jeho absence na za¢atku ofetfeni zvySuje uspénost superovulace
(Baruselli et al., 2006). Proto se rtznymi zpusoby provadi odstrafiovani dominantniho
folikulu a jeho supresivniho u¢inku. Superstimulace je zahajena 1-2 dny po jeho odstranéni
(Martinez et al., 2009). Pro kvalitu neovulovanych folikuli a normalni pribéh superovulace je
téz velice dulezitd pritomnost endokrinné aktivniho Zlutého téliska, které zvySuje koncentraci

progesteronu v periferni krvi (Cech, 2009).

Existuji dvé vSeobecné pfijaté metody provedeni superovulace u skotu. Zakladem prvni
a zaroven nejpouzivanéjsi, metody je aplikace FSH ve form¢ osmi intramuskularnich injekci
dvakrat denn¢ po dobu 4-5 dnu. Davka FSH se pohybuje kolem 25 mg/aplikace (Hesser et al.,
2011). Injekce FSH dvakrat denné je nutna z divodu jeho kratkého polocasu rozpadu, a to 5
hodin a méné¢ (Bo6 et Mapletoft, 2014). Nejbéznéjsi je aplikace dle schématu 6, 6, 4, 4,2, 2,2
a 2 mg FSH v ptldennich intervalech (Seidel et Seidel, 1991). PGF,, je injekovan 48 az 72
hodin po zahgjeni oSetfeni FSH (Mapletoft et al., 2002). Jeho aplikace se provadi soucasné s
patou nebo Sestou injekci FSH, coZ zhruba odpovida 48-36 hodindm pied ocekdvanym
estrem, v mnozstvi 25 mg/aplikace (Hesser et al., 2011). PGF,, je latka, ktera vyvolavy
luteolyzu. Estrus se objevuje za 36-48 hodin s ovulaci zacinajici za 24-36 hodin (Mapletoft et
al., 2002).
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provedeni dvou inseminaci — 14. a 15. den (Ferreira et al., 2014).

Tento pfistup k superovulaci s sebou pfinasi i urCité komplikace, které spocivaji
predevsim v detekci estru. Detekce je dulezitda hlavné z hlediska zapoceti hormonalni
stimulace. Problémy pfedstavuje i znac¢nd individudlni variabilita ve vyskytu sekundarni
folikularni viny (Baruselli et al., 2006). Pro superovulaci je téZ nezbytné, aby byla vSechna
darcovska zvitata v estru ve stejny ¢as, aby mohlo byt zahajeno skupinové oSetieni (Mapletoft

et B6, 2013).

Druh4 metoda superovulace se dnes prakticky nepouziva, ale je jednodussi nez predesla.
Spoc¢iva v intramuskularnim podani 1800-3000 IU (obvykle 2000 — 2500 IU) PMSG. Po 2-3
dnech nasleduje intramuskularni aplikace luteolytické davky PGF,,. Za dalSich 12-24 hodin
nasleduje druha injekce PGF,, (Seidel et Seidel, 1991).

3.3.2.4 Inseminace darcu

Pfi inseminaci po superovulacnim oSetfeni musime respektovat nékteré odlisnosti fije.
K témto odliSnostem patii vétsi mnozstvi oocytli uvolnénych béhem ovulace a celkové jeji
delsi ¢asovy prabéh (Vinkler, 2009). U darce museji byt peclivé pozorovany piiznaky estru.
Méné zietelné jsou pravé u krav oSetfenych superovulaci. Doba, kdy je poprvé zaznamendn
estrus, je doporuovanym ukazatelem pro inseminaci (Seidel et Seidel, 1991). Usp&iné
pouzivanym systémem je inseminace superovulovanych krav 12, 24 a 36 hodin po nastupu
stalé télesné teploty (Selk, 2002). Znamena to, Ze prvni inseminace se provadi 12 hodin po

objeveni se estru, tedy jeho pocatecnich piiznakii. Reinseminace zvifete se provadi ve
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dvandactihodinovych intervalech tak dlouho, dokud neodezni posledni ptiznaky fije (Vinkler,
2009).

Kritickym bodem embryotransferu je pouzité sperma, které by mélo byt velice kvalitni s
vysokym podilem normalnich, pohyblivych spermii (Selk, 2002). Vzhledem k mnohonasobné
vy$§imu poétu ovulovanych oocyti je té tieba pouzit vice spermatu. Cerstvé sperma je diky
sveé delsi zivotnosti v reprodukénim traktu samice nadfazen¢jSi vici vyssi kvalité¢ spermatu
mrazeného (Seidel et Seidel, 1991). Doba ptezitelnosti spermii, pocet spermii s progresivnim
pohybem patii mezi kvalitativni ukazatele insemina¢ni davky a je na nich zavislé mnozstvi
pouzitych inseminacnich dévek (Vinkler, 2009). Optimalni mnoZzstvi spermii v Cerstvém
ejakulatu uréeném k inseminaci je 10-50x10° (Seidel et Seidel, 1991). Mistem vhodnym pro
deponovani spermatu je télo délohy (Selk, 2002). Nepiehlédnutelnym faktorem ovliviiujicim
inseminaci je téZ spravné zachdzeni se spermatem. Je velice dlleZité, aby inseminac¢ni technik
dbal na hygienu, jelikoz vlivem stresu zpiisoben¢ho pifi superovula¢nim oSetfeni se stava

reproduk¢ni trakt samice velice senzitivni (Seidel et Seidel, 1991).

3.3.2.5 Odbér embryi

Pied rokem 1976 byla vétSina bovinnich embryi ziskdvana chirurgickou cestou, a to
bud’ laparotomii sttedové osy bfisni dutiny, nebo bocnim fezem, coz bylo méné bézné (Seidel
et Seidel, 1991). Dnes se vyuziva spiSe cesta nechirurgicka. Zéklady této metody polozil Peter
Elsden (Hasler, 2014). Jedna se o celosvétové bézn€ pouzivanou metodu ziskavani embryi

(Richard et al., 2015).

Ve vétsiné pripadi dochéazi k odbéru embryi mezi Sestym a osmym dnem po zacatku
estru, ten piedstavuje den 0 (Seidel et Seidel, 1991). Odbér provadime tehdy, kdyz je vétSina
embryi lokalizovana v kranialni tietiné délozniho rohu, coz je nej€astéji 7. den po inseminaci
darce (Vinkler, 2009). Touhle dobou by mélo normalné se vyvijejici embryo dosahovat
minimalné¢ vyvojového stadia rané blastocysty. VéEtSina embryi vSak jiz byva ve stadiu
blastocysty, n€ktera dokonce expandované blastocysty. Primérné jsou odebrana Ctyii embrya,

nekdy az Sest, ktera jsou kvalitni a pfenosuschopna (Galli et al., 2003).

Nechirurgicka cesta odbéru embryi

Odbér embryi nechirurgickou cestou spoc¢iva ve vyplachu délohy ¢i déloznich rohd.
Pted samotnym vyplachem vSak musime nejprve posoudit troven superovulace a vyuzivani

plemenice. Superovulaci posuzujeme na zéklad¢é odecteni poctu Zlutych télisek ptitomnych na
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vajeCnicich (Vinkler, 2009). Jedna se o prvni velice dilezity krok, kdy palpaci vaje¢nikti per
rectum odhadneme pocet zlutych télisek. Pfesnéjsi metodou je pak zjisStovani zlutych télisek
za pomoci ultrasonografie (Seidel et Seidel, 1991). Za korektni odpovéd’ na superovulacni
oSetfeni je povazovan vyskyt péti az Sesti zlutych télisek na jednom vajecniku (Richard et al.,
2015), avSak pro uskuteénéni odbéru postaci pritomnost minimalné¢ dvou az tii télisek
(Vinkler, 2009).

Pted kazdou procedurou je téz nutné odstranit vykaly z rekta a ocistit oblast posevni
hraze vodou a 70% ethanolem. Dfive, nez zapo¢ne samotny odbér embryi, obdrzi kazda krava
epidurélni anestezii do kotfene ocasu (Castro Neto et al., 2005). Doporucuje se injekéni podéani
5 ml sterilniho 2% roztoku prokainu (Seidel et Seidel, 1991). Casteéné znecitlivéni koneéniku
a zevnich genitalii by mélo pfi spravné aplikaci anestetika nastoupit v prub&hu 2-3 minut.
Uplné uvolnéni ohonu je pak ukazatelem uginku podaného anestetika (Vinkler, 2009).
Anestezie se provadi kvuli snizeni nepohodli, tlumeni piipadného tlaceni a eliminaci

peristaltiky (Castro Neto et al., 2005).

Zakladnim nastrojem pouzivanym pro nechirurgicky vyplach darct je Foleyav katétr.
Ten muize byt bud’ dvojcestny, nebo trojcestny. Uptfednostiiovan je vSak katétr dvojcestny z
diavodu vyssich pratokovych vlastnosti (Seidel et Seidel, 1991). Vyplach se provadi pouze
jednou nebo opakované (Castro Neto et al., 2005). Prvnim krokem je rozhrnuti stydkych
pyskt a zavedeni katétru do pochvy. Nasleduje zavadéni dale skrze dé€lozni kréek. Vyplach
délime dle umisténi balonku Foleyova katétru na vyplach téla délohy nebo délozniho rohu,
pficemz castéji se vyuzivd druhd moznost (Seidel et Seidel, 1991). Katétr je zpravidla
vyztuZzen ocelovym mandrénem a ulozen v ochranném krytu (Vinkler, 2009). Mandrén
zajistuje tuhost katétru pii jeho prichodu déloznim krékem (Selk, 2002). K fixaci katétru
slouzi vySe zminovany balonek, ktery se plni potfebnym mnozZstvim vzduchu. Toto mnoZstvi
vSak nesmi posSkozovat endometrium a myometrium (Vinkler, 2009). Obvykle se objem
vzduchu v balénku pohybuje mezi 18-25 ml (Richard et al., 2015). Mistem fixace je nejcastéji
palpact zjistitelna bifurkace déloZznich rohti (Seidel et Seidel, 1991). Katétr se vSak zavadi 5-
10 cm pod bifurkaci (Richard et al., 2015). Dale se ptipojuje k jiz zavedenému katétru Y-
spojka s pfitokovou a odtokovou hadickou (Selk, 2002). Na ptitokovou hadicku je napojena
nadoba s vyplachovacim médiem a na odtokovou nadoba jimaci (Vinkler, 2009). Ke kazdé z
téchto hadicek je pfipojen pean pro regulaci toku vyplachovaciho média (Selk, 2002).
Nejpouzivangj$im vyplachovacim médiem je DPBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline).

Jedna se o fedici latku poskytujici vhodné prostiedi pro zachovani tonicity, zivotaschopnosti,
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struktury a fyziologie in vitro (Castro Neto et al., 2005). Podle velikosti délozniho rohu se
jedna naplii pohybuje od 20-100 ml (Vinkler, 2009). Na jednoho darce tedy ptipadd 1 1
vyplachovaciho média (Selk, 2002). Vyplach se provadi opakované¢ pomoci uzavieného
gravitacniho systému (Vinkler, 2009). Tento systém vyuziva postupné piidavani a vyluCovani
tekutiny gravitaci (Selk, 2002).

Vyhodou vyplachovani déloznich rohll je pouziti mensiho objemu vyplachovaciho

média a zlepSeni z hlediska poctu ziskanych embryi. Nevyhodou je naopak nutnost

premistovani katétru po vyplachnuti jednoho rohu do druhého (Seidel et Seidel, 1991).

Flushing liquid

Vessel

Figure 1. Diagram of the embryo flushing and recovery
procedure. '

Obr. 9 Diagram znazornujici vyplach a postup ziskavani embryi (Selk, 2002).
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Obr. 10 Dvojcestny Foleytv katétr pro vyplach embryi

<http://www.artminds.com.au/alpacas/embryo-transfer-in-alpacas.html>.

3.3.2.6 Zpracovani vyplasku a hodnoceni embryi

Vyplasek obsahujici embrya, ktery byl zachycen do jimaci nadoby, nechame po dobu
30 minut sedimentovat pfi pokojové teploté (Vinkler, 2009). Za tuto dobu klesnou vSechna
embrya na dno nadoby (Selk, 2002). Nasleduje jejich hodnoceni pod stereomikroskopem pii
zvétSeni 50x. Po zhodnoceni jsou embrya umisténa do PBS s obsahem 10% tepelné
inaktivovaného novorozeneckého teleciho séra, kde probiha jejich kultivace, opét pii okolni

teploté (Hasler, 2001).

Ziskana embrya jsou pocitana a hodnocena dle kritérii IETS (Castro Neto et al., 2005).
Klasifikace a hodnoceni probihd pfedevSim na zakladé morfologického vzhledu (Richard et
al., 2015). Opomenuta vSak nesmi byt ani jejich kvalita. Ohodnoceni embrya je dulezité
predevsim z hlediska uréeni jeho potencionalni uspé&snosti pii prenosu do piijemkyné (Selk,

2002).

Embrya muzeme klasifikovat dle stupné vyvoje do sedmi kategorii — morula (M),
pozdni kompaktni morula (PM), velmi &asna blastocysta (VCB), ¢asnd blastocysta (CB),
pozdni expandovana blastocysta (PB), klubajici se blastocysta (KB) a blastocysta volna (VB),
tj. vyklubana (Lopatafova, 2009). Typicka skupina sedmidennich embryi odebiranych od
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darcti odpovidad vyvojove stupni 4 a 5, tedy Casné blastocysté nebo pozdni expandované

blastocysté¢ (Hasler, 2014).

Daéle klasifikujeme bovinni embrya ziskana od superovulovanych krav dle kvality do
Ctyt skupin — vynikajici/dobry, uspokojivy, Spatny, mrtvy/degenerovany (Gordon, 2003). Pro

pienos jsou pozadovana embrya kvality vynikajici a uspokojivé (Hasler, 2014).

3.3.2.7 Prenos embryi

Bovinni embrya byla dfive prakticky vyhradné pfendsena chirurgickou cestou bud’
fezem ve stfedni linii bfiSni dutiny, nebo bo¢nim fezem. Ptijemce byl vzdy pod celkovou

anestezii. V dnesni dob¢ se uptfednostiiuje nechirurgicka cesta prenosu (Gordon, 2003).

Vybér a priprava recipienta

Vybér piijemce je kritickym bodem, od kterého se odviji uspéch embryotransferu.
Pfijemci se stavaji nejcastéji jalovice mlééného skotu (Looney et al., 2006). K pienosu se vSak
mohou vyuzit 1 kravy a uspéch se ptedpokladd u téch jedinci, ktefi maji dobrou reprodukéni
historii, probihaji u nich snadné porody, maji dobrou mlé¢nou uzitkovost, matetské vlastnosti
fijového cyklu darce a pfijemce, pfiCemz se pfipousti asynchronnost +/- 1 den (Gordon,
2003).

Ptiprava piijemce na embryotransfer spoc¢iva v jeho fixaci, ocisténi a dezinfekcei vulvy a
jejiho okoli. Provadi se téZ epidurdlni anestezie ke znecitlivéni rekta a zevnich genitalii. K

anestezil se pouziva 2% prokain v mnozstvi asi 5 ml (Vinkler, 2009).

Nechirurgicka metoda prenosu embryi

PtenaSeni embryi nechirurgickou cestou je dnes velice preferovanou metodou. U skotu
jsou embrya bézné pienasena do d€loznich rohu. Je to mnohem jednodussi, nez kdyby byla
pfenaSena do vejcovodu (Seidel et Seidel, 1991). Nejlepsich vysledkli v zabfezavéani je
dosahovéano pii pouziti Cerstvych sedmidennich embryi s vynikajicim stupném kvality
(Gordon, 2003). Velice dulezitou roli zde hraji té€z zkusenosti technika, ktery zakrok provadi.
Jeho tkolem je jak urcit stranu depozice embrya v ramci déloZnich rohi, tak i odhadnout

stupen traumatu zptisobené¢ho béhem ptenosu (Looney et al., 2006).

Prvnim nezbytnym krokem je palpace vajecnikli za ucelem vybéru strany, kde probiha

ovulace (Seidel et Seidel, 1991). Na vybrané strané téz musi byt v dobé& pienosu patrné zluté
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télisko (Hasler, 2001). Z vySe uvedené¢ho vyplyva, ze embryo je deponovano do délozniho
rohu, ktery stranové odpovida ovulujicimu vaje¢niku s aktivnim zlutym téliskem (Selk, 2002),

tzn. do poloviny délozniho rohu ipsilateralniho k zlutému télisku (Gordon, 2003).

Dalsim krokem je zavedeni zafizeni pro embryotransfer skrze délozni krcek. To se
uskutecnuje béhem lutealni faze cyklu, kdy je bohuzel kréek méné otevieny (Seidel et Seidel,
1991). Zatizenim pro vlastni pienos muze byt bud’ Cassova souprava nebo flexibilni katétr.
Cassova souprava se vyuziva pro tzv. pfimy ptenos, kdy je embryo zachyceno v pejeté a pod
rektalni kontrolou je zavadéno transcervikalné do délozniho rohu. Zde je z pejety vypuzeno
tlakem na mandrén. Podobné¢ je tomu u flexibilniho katétru, ktery je vyztuzen mandrénem. Po
vyjmuti mandrénu se do katétru vsune kapilara s embryem a dochazi k jeho deponovani do

délozniho rohu (Vinkler, 2009).

Poslednim krokem je vsunuti $picky pfenosového zatizeni do pozadovaného délozniho
rohu (Selk, 2002). Tento krok musi byt provadén dostatecné rychle, ale zaroven jemné a bez

rizika pozdé&jsich nasledki ¢i poskozeni (Seidel et Seidel, 1991).
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4. ZAVER

V predkladané bakalaiské praci jsou zpracovany nejnovEj§i  poznatky o
nejvyznamngéjsich biotechnoligckych metodach vyuzivanych v reprodukci skotu - uméla
inseminace, in vitro fertilizace, in vitro produkce embryi a embryotransfer. Tyto v sob¢
zahrnuji dalsi velice dalezité metody (napt. synchronizace fije, superovulace, kryokonzervace
atd.), bez nichz by jejich provedeni nebylo mozné. V poslednich letech byl zaznamenan
znaény vyvoj a zvySeni efektivnosti v oblasti reprodukénich biotechnologii. Nejstarsi z téchto
metod, avSak neustale pouzivanou, je uméla inseminace. Pfedmétem zajmu v této oblasti je
predev§im inseminaéni davka, jeji objem, koncentrace a motilita spermii ejakulatu, dale
pouzivana fedidla a kryoprotektiva. Velice dilezité je pro umélou inseminaci téZ misto
deponovéni inseminacni davky. Nejvhodnéj$Sim mistem depozice jsou d€lozni rohy, kdy
dochazi k ptiblizeni spermii k mistu oplozeni. Dalsi pouzivanou metodou je in vitro fertilizace
a produkce embryi. Vyhodné je ziskavani oocytd pro in vitro fertilizaci od zivych zvirat, tedy
in vivo, jelikoz mohou byt k t¢émto uc¢eliim vyuZzivana opakované. Metodou samotného odbéru
oocytl je pak transvaginalni ultrazvukova punkce, ktera je vysoce efektivni z hlediska
mnozstvi odebranych oocytdl, neinvazivni vici zvifeti a pisobi mu jen minimalni stres.
Vyznamnym neustale studovanym a zlepSovanym prvkem, obzvlasté pro in vitro produkci
embryi, je slozeni kultivaénich médii. Posledni biotechnologickou metodou, ktera je v této
praci popsana, je embryotransfer. Zde je hlavnim pfedmétem zajmu pocet uspésné ziskanych
embryi nejvyssi kvality. Da se fici, ze béhem jednoho vyplachu lze ziskat zhruba Sest
takovych embryi. Sedmidenni embrya se ptenaseji zpravidla nechirurgickou cestou do

déloznich rohu.
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