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Biotechnologické metody vyuzivané v reprodukci fen

Souhrn

Cilem bakalatské prace bylo ucelit poznatky o biotechnologiich, které jsou vyuzivany
v reprodukci fen. Pes je v dnesni spolecnosti ¢im dal tim vice oblibenéjsim a nejcastéji
chovanym zdjmovym zvifetem. Pokud se nam nedafi ziskat Stéiata pfirozenou cestou,
nastupuji na fadu biotechnologie, kter¢ pfirodé¢ mohou pomoci. V obecné ¢asti prace je
popsana anatomie pohlavniho aparatu feny, jelikoZ je oproti jinym domestikovanym druhtim
zvitat velmi specifickd. Dale je popsana ovaridlni aktivita, estralni cyklus a hormonalni
regulace estralniho cyklu.

V kazdé z popsanych metod jsou informace z hlediska historie a pokroki v dané
metod¢, k cemu jsou metody vhodné nebo naopak nevhodné a pro¢ ma smysl tu ¢i onu
metodu dale prozkoumavat.

Metoda in vitro maturace popisuje odebirani nezralych oocytl z vajeénik. Oocyty
uméle dozravaji v laboratornich podminkach a poté jsou oplodnény. Embryo transfer
umoziuje produkci geneticky specifickych jedinct. Metody in vitro fertilizace; tato technika
je vyuzivana v riznych reproduk¢nich biotechnologiich, napt. klonovani a zakladani
embryonalnich kmenovych bun¢k. Klonovani (SCTN = somatic cell nuclear transfer) je
metoda pii které vznikd novy geneticky stejny jedinec, coZ miiZe byt vyuZito predevsim ve
védeckych vyzkumech pro studium humannich onemocnéni. Endoskopicka nitrodé€lozni
inseminace je metoda slouzici kK umélému oplodnéni, které ma vysokou pravdépodobnost
oplozeni. Umél4 inseminace je dal§i metodou slouZzici k umélému oplodnéni a to zeyména
(ro)zmraZenym nebo Cerstvym spermatem; dale se d€li na metodu chirurgickou a na metodu
neinvazivni. Vaginalni cytologie slouzi ke sledovani fazi cyklu a dale napomaha uptesnit
prabeh fazi cyklu feny. Progesteronovy test ndm pomaha piedpovidat obdobi ovulace a
naplanovat nakryti, ¢i umélé oplodnéni s piedstihem. USG a RTG jsou metody, které slouzi
k neinvazivnimu sledovani zdravotniho stavu a USG pak najde uplatnéni v diagnostice

bfezosti.
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Biotechnological methods used in reproduction of bitch

Summary

The purpose of this bachelors thesis was to summarize the knowledge about
biotechnologies, which are used in the reproduction of bitches. Dogs are more and more
popular in today's society and the most common companion animal. If you aren't able to get
puppies through normal ways, then come the biotechnologies, which can help nature. The
bitches sexual apparatus is in the general part of the thesis, because it is very specific opposed
to other domesticated animals. Then the ovarian activity is explained, estrous cycle and
hormonal regulation of the estral cycle.

In every explained method there is information from the history of progress in the
method, what the methods are suitable or unsuitable for and the reason to further explore this
method.

Method in vitro maturation explains the removal of immature oocytes from the ovary.
Oocytes artificially ripen in laboratory conditions and are then fertilized. The embryo transfer
allows the production of genetically specific individuals. Methods of in vitro fertilization,
these techniques are used in varied reproductive biotechnologies, for example cloning and
founding base embryonic stem cells. Cloning (SCTN = somatic cell nuclear transfer) is a
method in which a new identical genetic individual is created, which can be used especially
for scientific research in human illness. Endoscopic intrauterine insemination is a method
used for artificial fertilization, it has a high probability of success. Artificial insemination is
another method used for artificial fertilization especially with defrosted or fresh sperm,
furthermore it is divided into surgical and non-invasive. Vaginal cytology is used for the
observation of phase cycle and furthermore helps to determine the cycle phase of a bitch.
Progesterone test helps to prognosticate the ovulation period and to schedule mating or
artificial fertilization in advance. USG and RTG are methods, which are used for non-invasive

health monitoring and USG finds its application in the diagnosing of pregnancy.

Keywords: bitch, insemination, embryo transfer, in vitro fertilization, ultrasonography
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1 Uvod

Bézna fena je plodna pfiblizné 14 dni v roce a to pouze za predpokladu, ze ma estralni
cyklus kazdych 5 az 7 mésici (Grundy, 2002), coz je pro chovatele velmi kratké obdobi
Vv piipadé, je - li zajem o Sténata.

V reprodukci fen muze byt problém rozpoznat ptichézejici ovulaci a tim tedy dobu
vhodnou k pafeni. Nékdy fena muze odmitat plemenného samce anebo nema zajem o
kopulaci. Mezi dalsi faktory, které stézuji chovatelim reprodukci, patii napt. pfili§ velka
vzdalenost, zranéni nebo Spatny zdravotni stav feny, vaginalni ziiZzeni nebo nevhodné chovani.
V téchto piipadech komplikované reprodukce Ize vyuzit riizné biotechnologické metody.

Tyto metody najdou své uplatnéni nejen u zajmovych chovatelt, ale i v chovech pst,
jejichz potomcei maji byt zafazeni do specialniho vyciku, napt. rozsiteni skupiny elitnich psu,
coz mohou byt zachranni psi, psi na vyhledavani drog, vycvik psti pro nevidomé a neslysici.

Dale 1ze téchto metod vyuzit pii ochran¢ ohrozenych druhii psovitych Selem.



2 Cil prace

Cilem této prace je sepsat literarni reSerS§i 0 nejnovéjsich poznatcich z oblasti

vyuzivanych biotechnologickych metod v reprodukci fen.



3 Anatomie pohlavniho ustroji feny

Samici pohlavni organy se rozdé€luji na organy slouzici k tvorbé zarodecnych bunék a na
organy pro jejich uchovavani (Koning a Liebich, 2002). Pohlavni organy samice maji
zodpovédnost za tvorbu pohlavnich bun€k a hormonii, mimo to maji dalsi vlastnost, a tou je
poskytnuti podpory a vyzivy pro vyvijejici se zdrodek a plod (Marvan, 2007). Pohlavni ustroji
feny se sklada z parovych vajecnikii, vejcovodii, délohy, pochvy, posevni ptredsin€, vulvy a
klitorisu. Pohlavni organy jsou organizovany na reprodukcni zlazy (vajecnik), tubularni
(trubicovité) pohlavni organy (vejcovody, d€loha, pochva, poSevni piedsin a vulva) a klitoris.
Vulva, posevni predsin a klitoris jsou povazovany za vnéj$i pohlavni organy (Schatten and

Constantinescu, 2007).
3.1 Vajecnik (ovarium)

Vajecnik je nepostradatelnou reprodukéni Zl1azou, kterd produkuje ovogonie (oocyty),
dva steroidni samic¢i hormony - progesteron a estradiol, a také oxytocin, relaxin, inhibin a
aktivin VajeCniky se nachdzi lcm az 3cm kaudalné od kazdé ledviny a jsou kompletné
obklopeny ovarialni burzou. Jsou stlateny btisnimi organy k patru dutiny bfis$ni (Schatten and
Constantinescu, 2007). Vaje¢nik je parovou pohlavni zlazou $edortizové barvy a tuhoelastické
konzistence ulozen kaudaln€ v bifiSni dutin€. Na stropé bfiSni dutiny je upevnén pomoci
vajenikového okruzi (Marvan, 2007). U feny ziistdvaji uloZeny vysoko dorzédlné v bederni
oblasti, kaudalné od ledvin (Koning a Liebich, 2002). Vajeéniky jsou popisovany jako organ
mandlovitého tvaru (Reece, 1998). Velikost, celkovy tvar, vzhled na povrchu a hmotnost
vajecniku se lisi dle druhu, u pohlavné dospélych samic se méni i v prib&éhu pohlavniho cyklu
(Marvan, 2007). U fen jsou vaje¢niky delsi a plossi, nez napiiklad u kocek (2 cm u feny, 8mm
az 9mm u kocky), maji m¢lky a hladky hilus s vyjimkou obdobi pohlavniho cyklu, kdy je
povrch nepravidelny (Schatten and Constantinescu, 2007). Kazdy vajec¢nik obsahuje hilus, coz
je oblast pfipevnéni mesovaria (okruzi vajecniku) a vstupu vajenikové cévy (Schatten and
Constantinescu, 2007). Pfevazna vétSina povrchu vajeéniku je volnd a nazyvéa se ovulacni
plocha, protoze na ni praskaji dozralé vajecnikové folikuly (Marvan, 2007). Na fezu
vajecnikem vidime vnitini medulla ovarii — vaskularni zonu, bohatou na cévy a vnéjsi cortex
ovarii — parenchymatické pasmo. Vné&jsi vrstvu ohranicuje tunica albuginea, ktera je na
povrchu pokryta jednovrstevnym zarode¢nym epitelem (Koning a Liebich, 2002). Jedna se o

kolagenni vazivo, pokryvajici cely vajec¢nik (Reece, 1998). Periferni parenchymatické pasmo,



zvané cortex neboli kiira se nachézi v tésném kontaktu s albugineou; kiira obsahuje folikuly a
Zluté télisko. Zluté télisko je endokrinni t&lisko Zluté barvy, které se vytvoii v misté prasklého
folikulu a vznikne z granul6znich (folikularnich) bun¢k vnitiniho obalu vaje¢niku vzdy po
ovulaci (Schatten and Constantinescu, 2007). Na zlutém télisku lze rozpoznat rané
(proliferacni) a pozdni (vaskulariza¢ni) stadium vzniku, stadium rozkvétu a stadium regrese
(Koning a Liebich, 2002). V centru vaje¢niku se nachazi vaskuldrni zéna, tzv. dien
podporujici krevni cévy, které vyzivuji vajecnik, lymfaticky systém, nervy a vlakna hladkého
svalstva. Volna vazivova tkan v kiufe a dieni se nazyva stroma (podpurna tkan tvofena
vazivem) (Schatten and Constantinescu, 2007). Ve vazivovém stromatu kliry jsou rozmistény
hlavni soucasti vajecniku — folikuly a jejich derivaty (Marvan, 2007). Ovarialni folikuly se
vyvijeji po dosazeni pohlavni dospélosti v parenchymatickém péasmu. Lisi se velikosti a
stupném diferenciace oocytl uvnitt folikulu. Rozezndvdme nasledujici vyvojova stadia
folikuld: zarode¢né, primarni, sekundarni, terciarni a Graafovy (Koning a Liebich, 2002).
Vaje¢niky jsou zasobovany pomoci parové vajeénikové tepny a vajecnikové zily. Ovaridlni
tepna také zdsobuje distalni ¢ast vejcovodu a cast vrcholu déloZniho rohu (Schatten and

Constantinescu, 2007).

3.2 Vejcovod (tuba uterina)

Vejcovod je parova zvinénd hladkosvalova trubice vystlana sliznici, kterd ptivadi
vajicka od vajecniku do pfislusného rohu délohy. Vejcovod slouzi jako misto pro oplozeni
(fertilizaci) vaji¢ek spermiemi. Cést vejcovodu, ktera piiléha k ovariu, se rozsifuje a vytvaii
infundibulum (nalevka vejcovodu) (Reece, 1998). Ovarialni konec vejcovodu piijima
ovulované vaji¢ko. Vnitini povrch ndlevky je tvofen slizni¢nimi fasami, které vybihaji na
okraji nalevky v tfasn€. Po nalevce vejcovodu nasleduje mirné rozsifeny usek — ampule
vejcovodu, zde dochazi k oplozeni (Koning a Liebich, 2002). Vejcovod se béhem biezosti bez
problému rozsifi a ma nerovnomérnou velikost. Vejcovod se sklada ze slozené vlhké tkané,
hladké svalové vrstvy, kterd je siln€jsi smérem k d€loze a ze serdzni vrstvy lemované volnymi
pojivovymi tkanémi. Serdzni vrstva je Casti mesosalpinxu (okruzi/zavés vejcovodu), ktera
obklopuje trubici. Zatimco délka vejcovodi dosahuje od 6cm do 10cm, jejich Sitka je velmi
uzka od Imm do 1,5mm s n€kolika podélnymi zahyby (Schatten and Constantinescu, 2007).
Vajecnik a vejcovod jsou piipevnény k prednimu okraji Sirokého délozniho vazu pomoci
zaveést mesovarium, resp. mesosalpinx. V téchto zavésnych vazech probihaji cévy a nervy pro

tyto organy (Koning a Liebich, 2002).



3.3 Déloha (uterus)

Déloha je silnosténny duty organ, slouzici k vyvoji nového jedince z oplozeného
vajicka az do narozeni mladéte. Sklada se ze tii zakladnich ¢asti. Je to kaudalné umistény
délozni krcek, ktery dopiedu prechéazi v délozni télo, na néz kranialné navazuji dva délozni
rohy. Typ dvourohé délohy (uterus bicornis) je pro feny typicky. Ve své poloze je déloha
upevnéna zaveéSenim na dvou Sirokych déloznich vazech (Marvan, 2007). Délozni rohy, pravy
a levy jsou druhové rozdilné nejen svym tvarem, ale také umisténim a velikosti. Velmi dlouhé
a ventraln¢ mirn¢ zakiivené délozni rohy dosahuji primérné délky od 12cm do 16cm a
praméru od 8mm do 9mm. D¢lozni télo je umisténo kaudalné v déloznich rozich, konkrétné
mezi rohy a déloznim krckem. Délozni télo dosahuje velikosti od 3cm do 4cm na délku,
pramér délozniho téla je 1cm (Schatten and Constantinescu, 2007). Délozni kréek predstavuje
silnosténny, dobfe hmatatelny uzavér délohy, jehoz lumen se otevira pouze pfi fiji a béhem
porodu. Kanal dé€lozniho kréku za¢ina vnitinim Gstim v jednotné dutiné délozniho téla a konci
vnéj§im Ustim, poté prechazi do pochvy (Koning a Liebich, 2002). Délozni kréek je umistén
ve stiedu délozniho kanalu a obsahuje prevaginalni a vaginalni ¢ast. Velikost délozniho krcku
se pohybuje v rozpéti 1,5cm az 2cm na délku, pramér délozniho kréku je stejny jako u
délozniho téla. Délozni kanal interaguje s délohou kranidlné, zatimco s pochvou kaudalné a je
mnohem uZz8i neZ délozni dutina. Tento kanal komunikuje s déloZznim télem pomoci vnitiniho
otvoru délohy a spomoci vnéjSiho otvoru délohy komunikuje s pochvou. Celd dé€loha
s vyjimkou vrcholu délozniho rohu je zéasobovana délozni tepnou (Schatten and
Constantinescu, 2007). Na stavbé délozni stény se podileji tii strukturdlné odlisné vrstvy.
Povrch tvoii tenka pobfiSnice — perimetrium, kterd po obou strandch délozniho téla a rohli
piechazi v Siroké délozni vazy. Stiedni vrstvu piedstavuje hladka svalovina — myometrium,
rozliSend na vnitini a siln¢j$i vrstvu kruhovou a vngjsi a slabsi podélnou vrstvu. Mezi obéma
se nachazi tidké vazivo s pletenémi krevnich a miznich cév a nervii. Kruhova svalovina
pfechazi z roht a téla na kréek, kde mohutné zesiluje a podminiuje jeho tuhou konzistenci
(Marvan, 2007). Béhem biezosti myometrium zbytni (hypertrofuje) a zvétSuje se jak pocet,
tak velikost jeho bun€k. Hlavni funkci myometria je napomahat pfi vypuzovani plodu pti
porodu (Reece, 1998). Uvnitt délohy je 2 — 4 mm vysoka sliznice — endometrium. Ma
Sedortizovou az hnédocervenou barvu (Marvan, 2007). Serdézni povrch délohy je tvofen
tenkou vrstvou pobfiSnice — perimetriem, ktera prechazi ze zavésného ustroji, nazyvaného
mesometrium — délozni okruzi. Mesometrium vytvaii zaveés zejména u nebiezi délohy. Biezi

(gravidni) déloha se zvétSuje a hlavni opora je poskytovana bfisni sténou. Existuji dva Siroké



délozni vazy. Kazdy odstupuje po strané bfisni dutiny pod bedry a od lateralniho okraje panve
a vede K prislusnému vajecniku, vejcovodu a déloznimu rohu a kaudalné se rozsifuje na télo

délohy (Reece, 1998).

3.4 Pochva (vagina)

Jako vagina se oznacuje oddil kopulac¢niho organu, ktery saha od zevniho tsti délozniho
kréku az po vyusténi mocové trubice (Koning a Liebich, 2002). Je to reprodukéni organ, ktery
slouzi pro pfijem samiciho penisu béhem kopulace. Je vystlana sliznici, krytou vrstevnatym
dlazdicovitym epitelem bez zlaz (Reece, 1998). Pochva je podéIn¢ ulozena v panevni duting,
ventralné od kone¢niku a dorzalné¢ od mocového méchytfe a mocové trubice. Sténa pochvy je
pruzna a sklada se z adventicie, hladké svaloviny a sliznice. Adventicie je vrstva fidkého
vaziva, kterd pripojuje pochvu k okolnim orgdniim. Jen v nejkranidlnéjsi ¢asti zasahuje na
pochvu z délozniho kréku pobtiSnice. Svalovina tvoii stfedni vrstvu stény pochvy.
Nartizovéla sliznice je pomoci hojného podsliznicniho vaziva volné pfipojena ke svaloving a
je podéln¢ zrasend, pokryva ji vrstevnaty dlazdicovity epitel, podléhajici v pribéhu
pohlavniho cyklu vyznamnym periodickym zméndm (Marvan, 2007). Pochva je zdsobovana
vagindlni tepnou a Zilou. Co se tyce velikosti pochvy u fen, jsou popisovany velké velikostni
rozdily — napf. u stiedné¢ velkych plemen dosahuje primérmé délky od 12cm do 15cm

(Schatten and Constantinescu, 2007).
3.5 PoSevni predsin (vestibulum vaginae)

Posevni predsin predstavuje kaudalni pokracovani pochvy. Na rozdil od pochvy, ktera
je organem cisté pohlavnim, slouzi i jako vyvodna mocova cesta. Hranice mezi pochvou a
poSevni piedsini je vytvofena u mladych samic, které se jesté nepafily, 1 — 3 mm vysokou
tenkou a kruhové probihajici slizni¢ni fasou, tzv. panenskou blanou (Marvan, 2007). PoSevni
predsin je misto, kde dochazi k ptrechodu mezi pochvou a vulvou. Sliznice poSevni predsing je
zvlh¢ovana zlazami, jejichZ sekret snizuje tfeni pohlavnich orgént pti kopulaci. Behem fije
viné sekretu téchto 714z sexualné stimuluje samciho partnera. U feny usti ve dvou fadach na
dné poSevni predsiné malé vestibularni zlazy. V laterdlni sténé poSevni ptedsin€ je u feny
uloZeno po jednom topofivém télese (Koning a Liebich, 2002). PoSevni ptedsin je zdsobovana
sttedni rektalni tepnou, tepnou topofivého télesa a mocCové trubice a zaroven piisluSnymi

zilami. Délka poSevni pfedsiné¢ dosahuje od 5cm do 6cm (Schatten and Constantinescu,
2007).



3.6 Vulva a klitoris

Vulva je z kazdé strany tvorena jednim stydkym pyskem, které se setkavaji v horni a
dolni spojce. Dorzalni komisura je zaoblend, ventralni Spic¢atd. Ve ventralni komisufe se
nachazi klitoris (Ko6ning a Liebich, 2002). Vulva a klitoris jsou povazovany na vné&jsi
pohlavni genitalie. Vulva je vybavena velkymi a malymi stydkymi pysky, které jsou spojeny
a stydkou Stérbinou, coz je Stérbina mezi velkymi stydkymi pysky (Schatten and
Constantinescu, 2007). Stydké pysky maji za podklad hlavné tukové a elastické vazivo,
¢astecn¢ 1 zihanou svalovinu v podobé svérace vulvy (Marvan, 2007). Klitoris je organ
zékladem podobny penisu; nachéazi se na dné posevni piedsin€. Jediny rozdil mezi samcem a
samici spociva v tom, ze klitoris se nachdzi mimo mocovou trubici. Klitoris je tvofen dvéma
rameny, kavernoznim télesem, zlazami se spongidéznim télesem a vazivovym pruhem. Klitoris
je pomérné veliky, rameno dosahuje 2cm aZ 3cm a télo klitorisu zhruba 4cm (Schatten and

Constantinescu, 2007).



Obrazek 1 - Pohlavni ustroji feny (dorsalni pohled) a detail dé¢lozniho krcku

1. vajecnikovy vak 7. délozni télo
Vejcovod (tuba uterina)

13. ampula vejcovodu (ampulla)

14. nalevka vejcovodu (infundibulum)

15. biisni Gsti a tfasné€ vejcovodu (fimbriae)
16. zGzeni vejcovodu (isthmus)

17. délozni ¢ast vejcovodu

18. dé€lozni vstup s papilou

Délozni kréek (cervix uteri) — podélny iez
19. posevni klenba

20. posevni branka

21. vybézek délozniho vstupu

22. krckovy kanalek

23. vnitini délozni vstup

Pochva a poSevni piedsin (vagina et vestibulum vaginae)
24. svérac poSevni predsing

25. stydky pysk (labium pudendi)

26. tasa postévacku (clitoris)

27. poSevni predsin (vestibulum vaginae)
28. vybézek vstupu mocové trubice

29. posevni vstup (0stium vaginae)

30. pochva (vagina)

(Budras, et al., 2007)



4 Ovarialni aktivita a rust folikulu

Folikulogeneze je tvorba a rust folikuli béhem postnatadlniho obdobi Zivota.
Folikulogeneze u feny se vyznacuje dlouhym obdobim interestru (6 meésicll) a vysokym
podilem polyoocytickych (polyoocytic) folikuld, které mohou pifedstavovat 5 % az 14 %
folikularni populace (Telfer a Gosden, 1987). Polyoocytické folikuly jsou u fen pomérné casté
(jeden folikul mize obsahovat az 17 oocytl) (McDougall a kol., 1997). Tyto folikuly se
vyvijeji v hnizdech oogonii, nejspiSe jako diisledek netplného oddéleni oocytid (Reynaud,
2012). Pii narozeni obsahuje vaje¢nik hnizda oogonii a prvni primordialni folikuly jsou
zpozorovany piiblizn€ 2 az 3 tydny po porodu (Andersen et al. 1973). Béhem druhého mésice
Zivota provazi tvorbu primordialnich folikuli mohutna degenerace zarodecnych bunék. Pocet
primordialnich folikuli se odhaduje pfiblizné na 100 000 na jeden vajecnik (Andersen et al.
1973). V tomto obdobi oocyt primérné¢ méti 25 — 30 um (Durrant et al. 1998). Vaje¢nik
obsahuje vSechny typy folikul,, ty jsou spolecné s primarnimi folikuly v klidové fazi
umistény pod tunicou albugineou ve svrchni casti kary vajeénikd (Schatten and

Constantinescu, 2007).
4.1 Primordialni zarode¢né buiky a oogonie

Primordialni zérode¢né bunky se nejprve objevi v endodermalnim Zloutkovém vacku.
Poté buiiky migruji z dorsdlniho okruzi tlustého stieva do hiebenu pohlavnich zlaz, které
Vv tuto chvili nejsou diferencovany. V pribchu prenatalniho vyvoje, béhem mitdzy, dochézi ke
vzniku oogonii z primordidlnich zarodecnych bunck (Schatten and Constantinescu, 2007).
Pfed narozenim dochazi k zéstavé meidzy. Signdlem pro piechod na meiotické déleni je
uvolnéni kyseliny retinové z pfilehlych mezonefros (Bowles et al., 2006; Bowles &
Koopman, 2007). Zoogonii vznikaji primarni oocyty. Meidza je pozastavena jeSté
Vv embryonalnim obdobi ve fazi diplotene profaze I az do doby tésn¢ pred ovulaci (Soyal,

Amleh & Dean, 2000).
4.2  Primordialni folikuly

Primordialni folikul je klasifikovany jako primérni oocyt obklopeny jednovrstevnym
dlazdicovitym folikuldrnim epitelem (Schatten and Constantinescu, 2007), tj. <10 ti
granuléznimi buiikami, které se preménuji v pozdéjSich stadiich diferenciace ve vnitini

thekalni bunky (Koning a Liebich, 2002). DalSim vyvojovym stadiem je primarni folikul.



4.3 Primarni folikul

Dojde — li k pteméné plochého epitelu stény folikulu v izoprizmaticky, hovoii se o
primarnim folikulu (Ko6ning a Liebich, 2002). Primarni folikul obsahuje priméarni oocyt
ohranieny jednovrstevnym kubickym epitelem (Schatten and Constantinescu, 2007).
Primarni folikuly jsou nejmensi a jsou uloZzeny jednotlivé nebo ve skupinach v nejzevnéjsi
vrstveé vajecnikové kiiry, pfimo pod bélavym obalem. Jsou to kulovité utvary o velikosti 30 —
50 pum. Rast primarniho folikulu je podminén zvétSovanim vajecné bunky, které ve své
cytoplazmé uklada zasobni latky v podobé Zloutkovych inkluzi. Tyto folikuly se zakladaji
jesté v embryonalnim obdobi a v jednom vaje¢niku jich ma samice po narozeni 50 — 200 tisic.
Prevazna vétSina téchto primarnich folikult se vSak dale nevyviji a podléha zaniku — atrézii.
K atrézii primarnich folikuld dochézi v pribéhu celého Zivota samice, nejvice vSak pred
pubertou a v obdobi koncici pohlavni aktivity. Piesto vSak zistava ve vajeéniku pohlavné
dosp€lé samice mnohem vétsi mnozstvi folikulll, nez mize béhem celého jejiho Zivota dozrat
(Marvan, 2007). Shluky primordialnich a primarnich folikulti jsou nazyvany vajeénym

hnizdem (Schatten and Constantinescu, 2007).

4.4 Sekundarni folikul

Polarnim zmnozenim bunék primarni folikul roste, aZ se pfeméni v sekundarni folikul,
ve kterém dochézi ke vzniku Stérbinovitych prostorti vyplnénych tekutinou. Tyto prostory
splyvaji a postupné tvoii pozdéji jednotnou dutinu folikulu (Koning a Liebich, 2002). V této
fazi vyvoje je primarni oocyt obklopen rozvrstvenym folikularnim epitelem (granul6zni
buiiky) a vnitinim a vnéjSim obalem (intersticialni bunky), ktery se tvofi na bazalni strané
folikulu (Schatten and Constantinescu, 2007). Nejvnitingj$i vrstva folikuldrnich bunck
sekundarniho folikulu ma cylindricky tvar a nazyva se corona radiata. Cinnosti téchto bunék
se vytvoii kolem vaje¢né bunky dalsi obal — zona pellucida (prasvitna blanka) sloZena
ptevazné z glykoproteini (Marvan, 2007). Pory zona pellucida prochazeji vybézky
granuldznich bunék a tim dochdzi k interakci mezi granuléznimi buiikami a povrchem oocytu

(Reece, 1998).
4.5 Terciarni (preovulacni, Graafuv) folikul

Tercidrni folikul je viditelny uz pouhym okem. Mé mirné ovodini tvar a jednim pdlem

zasahuje hluboko do vaje¢nikové kiiry, druhym blize k povrchu vaje¢niku (Marvan, 2007). Po
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splynuti $térbinovitych prostorti vyplnénych tekutinou dochdzi k vytvoreni jednotné dutiny
folikulu. Terciarni folikul prochazi zranim do konec¢ného stadia a vznikd tzv. — Graafiv
folikul, ktery je pfipraven k ovulaci (K6ning a Liebich, 2002). Sténa terciarniho folikulu je
tvofena folikularnim epitelem, ktery obklopuje dutinu folikulu. Vajicko je excentricky
pfilozeno ke stén¢ folikulu v misté zvaném cumulus oophorus. Je obalenou vrstvou slozenou
z jemnych fibril (zona pellucida), na kterou ptiléha né€kolik vrstev bunék folikularniho epitelu,
corona radiata. Jen miziva ¢ast embryonalné zalozenych folikult, a tim i vaji¢ek, dosahuje
stadia Graafova folikulu. VétSina folikulti podléha regresi, tzv. atrézii folikuld, a degeneruje
(Koning a Liebich, 2002). V terciarni fazi folikulu budou bunky vnitiniho obalu (theca
interna) produkovat androgeny, které granul6zni bunky pfeméni na estrogeny. Pojem Graaftv
folikul miize byt pouzit pouze tehdy, jednad — li se o terciarni folikul, ktery je Gpln¢ zraly a
ptipraveny k ovulaci. Velikost zralého folikulu u feny je ptiblizné od 6 mm do 1 cm.
(Schatten and Constantinescu, 2007).

Vznik Graafova folikulu z rostouciho folikulu je zavisly na pusobeni hormont a zac¢ina
pfi dosaZeni puberty, kdy se tonicka hladina LH a FSH zac¢ina zvySovat a klesat s pribéhem
kazdého estradlniho cyklu. Intersticidlni buiniky zacinaji obklopovat bazdlni membranu
granuloznich bunék, aby utvorily obal, ktery se pak diferencuje na vnéjsi a vnitini vrstvu
(theca folliculi interna a theca folliculi externa). Jakmile se okolo folikulu vytvofi thekalni
bunky, zacnou se mezi nimi vyvijet kapilary. Thekalni kapilary se zvétSuji a jsou soustfedény
do theka interna tésné u bazalni membrany, ktera oddéluje buiky theca interna od
granuldznich bunék. Na bunkach theca interna se formuji receptory pro LH a na burnikach
granuloznich se formuji receptory pro FSH a estrogeny. Hlavni funkci FSH je podnécovani
rustu folikult (Reece, 1998).

Jakmile folikul prochézi fazi folikulogeneze, méni se soucasné i oocyt uvnitt folikulu.
Toto dozravani, které se vyskytuje v prubéhu zZivota samic, nazyvdme oogeneze. Prenatélni,
prvotni zérode¢né builkky prodélaji mitosu, aby pii narozeni zajistily dostatecny pocet
primarnich oocyti pro budouci vyvoj folikulti. Oogonie vytvaii svou posledni mitotickou
aktivitu a vyvafi primarni oocyt, coz pfedstavuje diilezitou zménu; primarni oocyt vstupuje do
prvni meiotické profaze, kde ziistdvda aZ do puberty. Je — li primarni oocyt stimulovan
gonadotropiny, zlstdva v profdzi I meidzy nebo v této fadzi mize setrvat po celou dobu
reprodukéniho Zivota feny. Pii pfechodu z primarniho folikulu na folikul sekundarni vyviji
oocyt prisvitny druh glykoproteini nesouci nazev ZP (zona pellucida). ZP je dulezitym
vyvojovym krokem, je to ochrannd svrchni vrstva pro pravé vyvijejici se embryo a ma né€kolik

funkci. Mezi né€ patii ochrana embrya pted vlivy vnéjSiho prostiedi za pomoci limitujici
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difuze, blokovani polyspermie a omezenim blastomer embrya a tim dojde k podpofe kontaktu
zbunky do buinky. V sekundarnim oocytu ZP zacne vytvaret uzlovité komplexy se
sousedicimi folikuldrnimi bunkami. Toto spojeni je rozhodujici pro bunénou komunikaci
mezi oocytem a granuléznimi buiikami. Spojeni je povazovano za zasadni pro rist oocytu
uvniti folikulu a zlstane vtomto stadiu mimo plasmatickou membranu do doby
preovula¢niho néarustu LH. Oocyt dosdhne své maximalni velikosti, jakmile folikul za¢ne
utvaret dutinu vyplnénou folikularni tekutinou (Schatten and Constantinescu, 2007). Primarni
oocyt dokoncuje prvni meiotické déleni (reduk¢ni déleni) béhem preovula¢niho obdobi zrani,
u feny vsak k tomuto procesu dochézi az po ovulaci (Koning a Liebich, 2002). Oocyt je pred
ovulaci stale diploidni (2n), béhem metafaze extruduje pol, ktery obsahuje polovinu
genetického materialu, timto vznikne haploidni (In) oocyt, ktery zlstane v metafazi II az do
doby, kdy dojde k oplodnéni nebo k nasledné degeneraci (Schatten and Constantinescu,
2007).

Preovula¢ni perioda u fen je v porovnani s jinymi savci velmi neobvykla. Po vzestupu a
poklesu hladiny estradiolu dochdzi v 36 az 50 hodinach po ovulaci k maximalizaci hodnoty
luteiniza¢niho hormonu (LH). Ob¢ udélosti nastanou v pfitomnosti jiz podstatné zvySené
hladiny progesteronu, a to v disledku preovulaéni luteinizace folikulti (Andersen, 1973;
Concannon, 1986). Soucasn¢ dochdzi ke zvySeni FSH a LH v preovulaéni fazi, zvySeni FSH
dosdhne vrcholu obvykle 0,5 — 1 den po vrcholu LH. VIna LH vyvol4 narust folikularniho
progesteronu, ktery je povazovan za signal iniciujici zrani a ovulaci oocytt. K ovulaci
nezralych oocyti dochazi 48 — 60 hodin po LH vIn¢ (Concannon, 2009). Ovulace se
vyskytuje 2 dny po prvnim nihlém zvySeni hladiny progesteronu o > 0,5 ng/ml a dosahuje
zhruba 0,9 ng/ml. Tato udalost se vyskytuje soucasné¢ s LH v prubéhu 95 % cykli. LH vina
v ovula¢nim intervalu je charakterizovana rychlym nartstem ve folikularnich luteinizovanych
muralnich bunkach, ristem thecy a krevnich cév a nahlym zvySenim sérového progesteronu a
17 — hydroxyprogesteronu a dalSim poklesem estradiolu. ZvySend hladina folikularniho
progesteronu je s nejvyssi pravdépodobnosti zasadné nutna k ovulaci (Reynaud et al., 2006).
Pti ovulaci dochazi k uvolnéni oocytii ve stadiu zarode¢nych vackl, které ve vejcovodu
prodélaji meidzu 56 az 72 hodin po ovulaci (Reynaud et al., 2005; Tsutsui, 1989). LH a
prolaktin maji vliv na vyvoj a funkci zlutého téliska (luteotropni hormony) v prabéhu 2 tydna
po ovulaci a zlstane to tak 1 po celou dobu lutedlni faze. LH je podstatnou a dulezitou casti
lutealni faze (Reynaud, 2009). Pasobeni luteinizaéniho hormonu na bunky cumulu je
zprostiedkovavano epidermalnim rstovym faktorem a gonadotropnim FSH (Park et al.,
2004).
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Nastup puberty u fen se dostavuje 2 — 3 meésice po dosazeni télesného ramce
dospé€lych zvitat. V zavislosti na plemeni se puberta objevuje mezi 6. a 12. mésicem veku.
Fena ma neobvykle dlouhou periodu ovarialni inaktivity, proto je nékdy povazovana za
monoestrickou. Estralni cyklus se mize vyskytnout v pribéhu celého roku. Stadia estralniho
cyklu se lisi od ostatnich druht v délce trvani. Jak proestrus, tak estrus trva od 7 do 10 dnt.
Puberta je definovana jako zacatek reprodukéniho obdobi Zivota, ktery je u samic obycejné

poznatelny podle zacatku ovarialni aktivity (Reece, 1998).

Gonadotropin-independent Gonadotropin-Dependent
Preantral Follicle Growth Antral Follicle Growth
Germ _ ‘ Antral Preovulatory Ovulation
Cell Primordial Primary Secondary :
Cyst

\
:’g\-";@\
£

Obrézek 2 — Vyvoj ovarialniho folikulu a corpus luteum (Edson et al., 2009).
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5 Estralni cyklus

Estralni (fijovy) cyklus je opakujici se obdobi fyziologickych a behaviordlnich zmén
s kazdym reprodukénim cyklem. Rijovy cyklus u feny délime na &tyii fize (Evans and Cole,
1931), 5 — 20 dni trvajici proestrus, 5 — 15 dni trvajici estrus, 50 — 80 dni trvajici metestrus
(diestrus) a anestrus trvajici 80 — 240 dni. Domestikované feny jsou monoestrické, typicky
nesezonni, rodici vice mldd’at v jednom vrhu. Jejich ovulace pfichdzi spontanné a jejich
lutealni faze je nepatrné delsi (ptiblizn€ o 5 dni) nez 64+1 den (Concannon, 2011). U fen, na
rozdil od jinych domestikovanych druhti zvifat, je lutealni faze bfezich a nebfezich fen témér

identicka (Concannon et al., 1978).

5.1 Proestrus — poéatek rije

Proestrus je charakterizovan otokem vulvy a krvavym vytokem. Nékteré feny se
neustale Cisti, a proto neni poznat, ze k vytoku doslo. Fena je pro samce velmi atraktivni,
avsak ona o n¢ nejevi zdjem (Noakes et al., 2001). Proestrus je charakteristicky folikularnim
ristem, zvySujici se koncentraci estrogenu a vyvojem endometria (Schatten and
Constantinescu, 2007). Proestrus trva pfiblizn¢ 9 dni. Hladina estradiolu po celou dobu
vzrista a dosahne maxima. Proestrus kon¢i ve chvili, kdy fena za¢ne byt vnimava k samci,
zhruba 0,5 — 3 dny poté, co hladina estradiolu dosdhne maxima a v prib&hu preovulaéni LH
viny. Proestrus kon¢i endokrinologicky i fyziologicky s ptichdzejici LH vlnou (Concannon,
2011).

5.2  Estrus - vlastni Fije

Primérny interval mezi po sobé jdoucimi fijemi je 7 mésicli, ale toto obdobi je
variabilni, protoZe je ovlivnéno plemenem feny. Naptiklad u dlouhosrsté kolie je délka tohoto
obdobi 37 tydnii, u némeckého ovéaka pouze 26 tydnt (Christie and Bell, 1971). U vétSiny
plemen nastava prvni fije v obdobi mezi 6. — 14. mésicem zivota, coz koreluje s velikosti
plemen (Evans and Cole, 1931). Otok vulvy je viditelné mensi a vytok je ¢iry, méné krvavy a
v slabsi intenzit¢ (Noakes et al., 2001). V tomto obdobi je samice sexualn¢ vnimavejsi
k samci, hladina estrogenu je na urovni maxima a dochazi k ovulaci (Schatten and
Constantinescu, 2007). Délka estru je velmi variabilni, mize byt zkracena na 5 dni nebo
prodlouzena az na 10 dni (v priméru je to 9 dni). V pozdnim proestru nasleduje v dalSich 24

az 48 hodinach ovulace (Reece, 1998). Estrus se obvykle dostavi jako odezva na pokles
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hladiny estradiolu. Hladina estradiolu, ktera byla na vrcholu, postupné klesd na hodnotu
sttedni a hodnota progesteronu vzristd v pribéhu preovulacni viny a desatym dnem, ptipadé
kratce po konci estru. (Concannon et al, 1979).

Doba trvani proestru a estru je dohromady zhruba 18 dnt; tj. kazda z téchto fazi ma 9
dni. Nicméné¢ i toto mize byt velmi variabilni, nékteré feny vykazuji zdjem pouze o nékteré
samce, coz muze mit vliv na spravné nacasovani ptipusténi. Ovulace obvykle nastane prvni az
druhy den po zacatku estru, ackoli pomoci laparoskopie bylo zpozorovano, ze nékteré folikuly
1 nadale pokracovaly v ovulaci a to az po dobu 14 dni (Wildt et al, 1977). Proestrus a estrus

jsou povazovany za folikuldrni faze cyklu (Schatten and Constantinescu, 2007).
5.3 Metestrus (diestrus) — lutealni faze

Metestrus trva v rozmezi 50 — 80 dni a je povazovan za postestralni ¢ast lutealni faze
(Concannon, 2011). Metestrus, lutedlni faze cyklu, je Casné postovulacni obdobi, béhem
kterého se zafind vyvijet Zluté télisko (Reece, 1998). Tato faze zacina, pokud fena jiz
neakceptuje psa (Noakes et al., 2001). V tomto obdobi klesa hladina estradiolu, naopak
hladina progesteronu se zvysuje, za coz ma zodpovédnost vznikajici zluté télisko. (Schatten

and Constantinescu, 2007).

5.4 Anestrus — klidové faze

Folikularni faze a spontanni ovulace je nédsledovéana lutealni fazi, kterd v primeéru trva
ptiblizn¢ 75 dni (Schaefers and Okkens, 1996). Nesezonni anestrus, majici proménlivou dobu
trvani (2-10 mésicti), nasleduje kazdy estralni cyklus (Bouchard et al., 1991; Concannon,
1993). Prechod z lutedlni faze do anestru je postupny. Doba ndstupu anestru zavisi na tom,
jaka kritéria jsou pouZita pro stanoveni konce lutealni faze. Konec lutedlni faze lze v prvnim
ptipadé nejlépe urcit tehdy, pokud plasmatickd koncentrace progesteronu dosahne hodnoty
pod 3 nmol/l. Trvani anestru se mezi fenami vyrazné lisi. Néktera plemena pst, jako jsou
basenji a tibetskd doga, maji jeden roc¢ni estrdlni cyklus, ktery miize byt ovlivnén
fotoperiodou. V pribéhu anestru se v téle feny uskute¢ni mnoho zmén, a to konkrétné
V hypotalamu, hypofyze a na vajecnicich. Pribéh anestru je charakterizovan vyssi amplitudou
a veétsSim pocCtem gonadotropiny uvolnujiciho homonu (GnRH), ktery je uvolhovan
hypotalamem. Vzrist koncentrace FSH v bazalni plasmé je nutny k zahdjeni folikulogeneze.
Pti pfechodu na novou folikularni fazi hraje velkou roli dopaminovy agonista. Ten vyvolava

zkraceni anestru, ktery je spojen srychlym rastem basalni plazmatické koncentrace FSH
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podobn¢ jako v pozdnim anestru. Obdobi zvySené pulsatility luteiniza¢niho hormonu bylo
zaznamenano kratce pred zacatkem proestru (Okkens and Kooistra, 2006). Hladina estradiolu
je proménliva, avSak obecné nizka (5 — 10 pg/ml), basalni hodnota LH je nizkd (< 1 — 2

ng/ml), hodnota FSH je vysoka (50 — 400 ng/ml) a hladina progesteronu je nizs$i nez 1ng/ml,

v

5.5 Hormonalni regulace estralniho cyklu

FSH a LH jsou gonadotropni hormony, které jsou vylucovany stejnym typem
hypofyzarnich bun¢k, tyto hormony maji velmi dileZitou tlohu pii vyvolani folikulogeneze a
ovulace. Hlavnim regulatorem FSH a LH je dekapeptidovy gonadotropiny uvolfiujici hormon
(GnRH) (Tani et al., 1996). Gonadotropiny uvoliiujici hormon (GnRH) z hypotalamu pfiméje
predni ¢ast hypofyzy (adenohypofyza) produkovat a uvoliiovat hormon stimulujici folikuly
(FSH). FSH podporuje ovaridlné¢ folikularni vyvoj a stimuluje granulézni burnky, aby
pfeménily androgeny z bun€k vnitiniho obalu na estrogeny (Schatten and Constantinescu,
2007). V prubéhu anestru dochazi ke zvysSeni citlivosti hypofyzy na GnRH (Van Haaften et
al., 1994) a na zvyseni ovarialni reakce na gonadotropiny (Jeffcoate, 1993; Van Haaften et al.,
1994). K FSH impulsim u fen dochazi soucasné s impulsy LH ve vSech stadiich estralniho
cyklu a anestru (Kooistra et al., 1999a).

Podani dopaminovych agonist, bromokriptinu a kabergolinu, je spojovano
se zbrzdénim uvoliiovani prolaktinu a se zkracenim intervalu interestru (Okkens et al., 1985;
Van Haaften et al., 1989; Concannon, 1993; Onclin et al., 1995; Kooistra et al., 1999b;
Verstegen et al., 1999; Gobello et al., 2002). Dopaminovy agonisté vyvolavaji nastup fije.
Zkraceni lutealni faze je zplisobeno sniZenou sekreci prolaktinu — hlavnim luteotropnim
faktorem u feny. Vysoka hladina cirkulujiciho prolaktinu v riznych patologickych situacich
inhibuje LH pulsatilitu (Saunder et al., 1984; Yazigi et al., 1997) nebo dochazi ke sniZeni
sekrece LH (Park et al., 1993).

Koncentrace estradiolu se zvySuje v prubéhu 5. — 20. dne proestru, coz zplsobuje
znacnou vaginalni epitelidlni proliferaci a pfeménu epitelu na vrstevnaté dlazdicovy. Nastup
estru je soubézny se sestupnou fazi estradiolu. Hladina progesteronu obvykle dosahuje
maxima 15. — 25. den a poté pomalu klesa (Concannon et al., 2001a,b). Progesteron je
mimotradné u¢inny steroid (Concannon et al., 1980; Mol et al., 1996; Stovring et al., 1997).
Progesteron je vyhradné lutedlniho plivodu a jeho ptfitomnost zavisi jak na LH, tak na

prolaktinu (Concannon et al., 2001a,b). Progesteron nepotlacuje basalni LH nebo FSH, a ve
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skuteCnosti miize exogenni progestin zpusobit zvySeni basdlni sekrece gonadotropinu
(Concannon et al., 1980) a to pravdépodobné z diivodu estrogen — negativni zpétné vazby
(Concannon et al., 1993). Neexistuje zadny presvédcivy ditkaz o vinach folikularniho vyvoje
béhem anestru. Koncentrace FSH je po celou dobu zvySena, zvySuje se pozvolna a
Vv poslednich 60 - ti dnech rychleji (Okkens and Kooistra, 2006). Koncentrace estradiolu jsou
nizké, ale primérné mésic pred proestrem se zdaji byt vyssi (Jeffcoate, 1993). Existuje
nepiimy diikaz pifipadnych podprahovych folikuldrnich vin (Concannon et al., 1989, 1993,
1997, 2006a,b). Ultrazvuk zaznamenal, Ze v pozdnim anestru se nachazi malé mnozstvi 1 — 2
mm folikulli, které vzrostly z primérného mnozstvi mensi nez 1 na vice nez dva folikuly na
vajecnik pfiblizn¢ 50 dni pfed néstupem proestru. V proestru se pfed pfeménou na velké

folikuly tento pocet zvysil ptiblizn€ na osm folikuld na vaje¢nik (England et al., 2009).
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Obrazek 3 — Zmény v typech bunék a jejich relativni pocet ve vaginalnich stérech v pribéhu
vSech fazi estralniho cyklu, zmény hladiny estrogenu, progesteronu a LH z plazmy periferni

krve (Noakes et al., 2001).
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Obrazek 4 — trendy Vv koncentraci hormont v periferni krvi v prubéhu estralniho cyklu
(Noakes et al., 2001).
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6 Historie vyuziti biotechnologii u psa domaciho

Pes domaci, ptivodné slouzil jako spolecnik a jeho kiizeni bylo spiSe zaleZitosti
biomedicinského vyzkumu. Dovoz a vyvoz semene a kiizeni zvifat prokézalo trvaly narust a
v disledku toho zacaly vznikat sperma banky a to nejen ve vyzkumnych institucich, ale i
vV soukromych spolecnostech (Farstad, 1996). Asistovana reprodukce u pst zacala jiz v roce
1780. Prvni védecky zaznamenana uméla inseminace byla provedena v Italii Abbem Lazzaro
Spahanzamem a vedla K narozeni tii §ténat (Heape, 1897). K prvnimu skute¢nému popisu
savCiho vajicka doslo v roce 1827, konkrétné §lo o vajicko z délozniho rohu feny, a zaslouzil
se o0 to Karl Ernst von Baer (von Baer, 1827). Pokrok v této oblasti byl velmi pomaly.
Nasledny vyvoj inseminac¢nich zafizeni, véetné metod pro kratkodobé uchovani Cerstvého a
pozdé&ji i zmrazeného spermatu, vedl k prvnimu vrhu na svété, ktery byl stvofen z mrazeného
spermatu a to v roce 1969. VylepSeni zmrazovacich metod a insemina¢niho zatizeni z roku
1970 a dale, bylo oznaceno za uziteCnou chovatelskou metodu pro psy. S ohledem na
mimotéadnou fyziologii feny, pokrok jinych umélych metod zaostava. V poslednich nékolika
letech byly tyto techniky Gspésné aplikovany v oblasti zakladniho vyzkumu, k prostudovani
zrani vajicka, in vitro fertilizace, kryokonzervace embryi a embryo transferu (Farstad, 2000).
Od doby, kdy byly v roce 2005 naklonovany prvni psovité Selmy (Lee et al., 2005), vzrostl ve
veterinarni medicin€é a v biomedicinském vyzkumu z4jem o aplikaci transferu jader
somatickych bunék (klonovani). U pst, ktefi s ndmi v nasi spolecnosti Ziji, vznikaji podobné
civilizacni choroby jako u lidi, v€etné diabetu a obezity. Aby se u psi zachovaly typické
charakteristiky plemene, dochazi ¢asto k inbreednimu kiiZeni a timto pak vznikaji genetické
vady, jakou je naptiklad dysplazie kycelniho kloubu a predispozice k nékterym druhlim
rakoviny. Z téchto divoda jsou psi idealnimi modely pro studium lidskych chorob (Acland et
al., 2001; Kirk, 2003; Sutter and Ostrander, 2004; Ellegren, 2005; Lindblad-Toh et al., 2005;
Starkey et al., 2005). Psi jsou ve velké mife pouzivani jako modely pro biomedicinsky
vyzkum zahrnujici oblasti kardiovaskularni fyziologie, cukrovky a rakoviny. Za poslednich
30 let se vyuziti zvifat v biomedicinském vyzkumu sniZilo o 61% a vyuZiti klonovanych
zvitat by tuto hodnotu mohlo posunout jesté nize. K dneSnimu dni bylo u pst popsano vice
nez 350 genetickych chorob, znichZz jsou mnohé podobné genetickym chorobam lidi
(Patterson, 2000; Sargan, 2004; Ellegren, 2005). BéZna fena je plodna ptiblizn¢ 14 dni v roce,
za predpokladu, Ze ma estralni cyklus kazdych 5 az 7 mésicli. Naproti tomu béZzny pes je

plodny od obdobi puberty (6 — 18 mésict), az do stafi, nemoci nebo smrti (Grundy, 2002).

19



7 Biotechnologické metody v reprodukci fen

Nasledujici kapitola shrnuje nejpouzivanéjsi biotechnologické metody v reprodukci

fen.

7.1  Invitro maturace (IVM)

Prvni studie in vitro maturace oocytil feny byla zaznamenana pied vice nez 30 — ti lety,
konkrétné v roce 1976 (Mahi and Yanagimachi, 1976). In vitro reproduk¢ni technologie jsou
uzitecné nejen pro domestikované feny, ale 1 pro ohrozené psovité Selmy (Hewitt and
England, 2001; Otoi et al., 2002). Usp&né zrani, oplozeni a vyvoj embrya in vitro je
pfedpokladem pro mnoho technik asistované reprodukce (Farstad, 2000). Oocyty fen mohou
spontanné pokracovat v meidze in Vvitro piizpiisobenim se technice in vitro maturaci u skotu a
prasat, avSak v mnohem mensi mife a G€innosti, nez u oocytt jinych druhti domestikovanych
zvirat. U fen in vitro maturace (IVM) prokazala omezenou tspé$nost s mirou zrani, ktera se
pohybuje od 0% do 58% pro oocyty zrajici do metafaze I, anafaze I a metafaze II. Dozravani
je obvykle kolem 20% (MIl) v mnozstvi riznych kultivaénich systému (Mahi and
Yanagimachi, 1976; Robertson et al., 1992; Nickson et al., 1993; Yamada et al., 1992, 1993;
Bolamba et al., 1997; Hewitt and England 1997, 1998a, 1999a; Hewitt et al., 1998; Theiss,
1997; Metcalfe, 1999). Vétsina oocytl, které byly pouzity pro experimenty IVM byly
shromazdény zndhodnych zdroji, obvykle zfen, které podstupuji ovariohysterektomii
(Nickson et al., 1993; Hewitt and England 1997; Theiss, 1997; Metcalfe, 1999). Byl
zaznamenan vysoky vyskyt (20% az 68%) degenerovanych oocytli (Theiss, 1997; Metcalfe,
1999), které nejsou vhodné pro IVM, kvili zndamkdm morfologické degenerace. Mezi tyto
znamky degenerace patii neuplné mnozstvi cumulu (< 2 vrstvy cumularnich bunék),
nevyraznou cytoplasmu a intracytoplazmatické vakuoly prasklé zona pellucida (Theiss,
1997). Znaény pocet oocyti ziskanych z vaje¢niki fen je stale ve fazi rastu, morfologie
oocytu a jeho pramér, stejné tak jako uspotfadani cumulu jsou dulezitym parametrem pro
usp&sné provedeni IVM (Farstad, 2000). Ziskani oocytl je problematické, jelikoZ je technicky
narocné ptistupovat do vejcovodu, kvili ptitomnosti obklopujici ovaridlni bursy. Nejucinnéjsi
zpusob, jak ziskat kvalitni in vivo zrajici oocyty, je proplachovanim. V souasnosti sbér in
Vivo zrajicich oocytd, zavisi na dobé ovulace, kterou lze uréit pomoci sérové koncentrace
progesteronu (Hase et al., 2000; Lee et al., 2005; Jang et al., 2007; Kim et al., 2007).
Ovulované oocyty bézné potiebuji 48 — 72 hodin pro dozravani ve vejcovodech (Jang et al.,

2007) a to jak in vitro, tak in vivo (Tsutsui, 1989), stav oocytti nasbiranych zhruba 72 hodin
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po ovulaci se pohybuje od nezralych, az po vyrazné staré (Jang et al., 2007). Prostredi
vejcovodu je pro oocyty dilezité z hlediska podpory jaderného zrani. Builky vejcovodu
vyluc€uji rizné prvky, naptiklad rastové faktory a cytokiny. Sekrece ristovych faktor z bunck
vejcovodu hraje dulezitou roli v lokalnim embryonalnim vyvoji (Bongso et al., 1991; Pfeifer
and Chegini, 1994; Smotrich et al., 1996; Barma et al., 1997). Velikost a vyvojova faze
folikulu ovliviiuje zrani oocytd in vitro (Lonergan et al., 1994). Oocyty z malych antralnich
folikulti maji vyvojové schopnosti, jelikoz bylo prokazano, ze tyto oocyty podstoupily IVM a

vyvinuly se do 8 — buné¢ného stadia v prabehu in vitro kultivace (Metcalfe, 1999).

7.2  Transfer jader somatickych bunék (SCNT)

Ackoli jsou metody transferu jader somatickych bunck, neboli klonovani, dobfie
rozvinuty u domestikovanych druhti zvitat a u zvifat laboratornich, vyuziti téchto metod u pst
postupovala jen pomalu. Od narozeni prvniho klonovaného psa, byla metoda SCNT (Somatic
Cell Nuclear Transfer) vyzdvihnuta jako vyznamny védecky prilom pro humanni i veterinarni
védu. Metody SCNT budou aplikovany k 1) rozsifeni skupiny elitnich pst (zachranni psi,
vyhledavani drog, vycvik psti pro nevidomé a neslysici, atd.), 2) ochrané¢ ohrozenych druhti
psovitych, 3) podpofte pii rozvoji zvifecich modelil v rdmci vyzkumu huméannich onemocnéni.
SCTN je proces, pii kterém je z darcovské buiky ptesunuto jaddro (DNA) do enukleované
bunky piijemce, a vytvaii se pfesna geneticka shoda s darcem. Vznikne — li Zivotaschopné
embryo, nésledné potomstvo ma stejnou genetickou informaci jako darce, s vyjimkou
mitochondrialni DNA, ktera je derivovana ptijemcem (Wolf et al., 2001; Yang et al., 2004).
Aby bylo SCNT uspésné, kazdy krok od maturace oocytl, pfes odstranéni jadra z bunky
(napf. pomoci mikromanipulace), mikro - injekce bun€k darce, aktivaci a in vitro kultivaci na
embryo tranfesu k narozeni klonovaného potomstva musi byt velmi dobfe sladéno. Nutnou
podminkou pro SCNT jsou zralé oocyty, bez ohledu na to, zda jsou produkovany in vivo nebo
in vitro (Jang et al., 2010). Prvni naklonované §téné bylo z in vivo maturovanych oocytt (Lee
et al., 2005). Existuji rizné druhy savct narozenych po SCTN za pouziti fetalnich fibroblasti
(Cibelli et al., 1998; Onishi et al., 2000; Galli et al., 2003; Woods et al., 2003), cumulérnich
bunck (Wakayama et al., 1998; Shin et al., 2002) nebo fibroblasti dospélého jedince (Wilmut
et al., 1997; Lee et al., 2005). Obecné se véri, Zze nejvhodné;jsi darcovské bunky pro metodu
SCNT jsou nediferencované darcovské buiiky (embryonélni blastomery) (Cibelli et al., 1998;
Onishi et al., 2000; Galli et al., 2003; Woods et al., 2003). Prvni naklonovany potomek psa
pochézi z koznich fibroblastii (Lee et al., 2004) a cumularnich bun€k dospélce (Shin et al.,
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2002). Jsou-li fetalni fibroblasty nasbirany a transfekovany (zavedeni volného DNA do
bunky) konkrétnim genem, metoda SCNT muze byt aplikovana k produkci transgenné
klonovaného potomstva (Shiu et al, 1989; Gralinsky, 2003; Studzinski et al., 2005).
K dnes$nimu dni byli klonovani psi pfivadéni na svét pomoci cisaiského fezu (Lee et al., 2005,
Jang et al. 2007, 2008b), ten je preferovanym zptisobem ukonceni biezosti, jelikoz pfirozeny

porod miize byt doprovazen dystokii (Simpson et al., 1988; Johnston et al., 2001). Metoda

SCNT nabizi jedine€nou prilezitost k vytvoreni geneticky naprosto identickych zvitat (Seidel,

2002).

Obrazek 5 — Klonovani jedinci plemene beagle, darce somatickych bunék (v ramecku)
(Hossein et al., 2009).

7.3 Endoskopicka nitrodélozni inseminace

V osmdesatych letech 20. stoleti vzrostl zajem o umélé oplodnéni fen jak Cerstvym,

tak zmrazenym spermatem (Linde-Forsberg, 1991; Linde-Forsberg and Forsberg, 1989),
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vysledky umelého oplozeni jsou lepsi, pokud je semeno vpraveno piimo do délohy, zejména
je — 1li pouzito rozmrazené sperma (Linde, 1978; Lindsay, 1983; Pineda et al., 1973). Jiz
vroce 1959 Cobb a pozdéji, konkrétné v roce 1987 Lagerstedt a Obel popsali naneseni
kontrastni latky do délohy pomoci cervikdlni katetrizace naslepo. Je tieba si uvédomit, ze
V nitrodélozni inseminaci bylo pouzito mnoho riznych pftistupti. Nekteti popisuji techniku,
ktera vyuziva specialniho katetru pro transcervikalni katetrizaci (Andersen Berg, 1975;
Farstad, 1984; Farstad and Andersen Berg, 1989; Ferguson et al., 1989; Linde-Forsberg,
1991; Linde-Forsberg and Forsberg, 1989; Linde-Forsberg and Forsberg, 1993). Tsutsui et al
(1989a) popsali techniku nitrodélozni inseminace laparotomii, ktera byla vyuzivana v mnoha
zemich. Tato technika vSak vyzaduje celkovou anestezii a ptipadné mtize narusit pohyblivost
a migraci oocytil (Jedruch and Gajewski, 1986; Jedruch et al., 1989). V reprodukci pst bylo
zjisténo, ze pfi pouziti rozmrazené¢ho spermatu je pocet Sténat ve vrhu nizsi, nez pfi pouZiti
spermatu Cerstvého, a to v disledku zhorSené kvality spermatu po jeho opétovném rozmrazeni
(Concannon, 2004; Thomassen et al., 2006). Nitrod¢lozni inseminace se u pst a fen vyuziva
v piipadé¢ neschopnosti piirozeného rozmnoZzovani, napf.: kvili vagindlnimu zuZeni,
ortopedickym problémdm (napi. zlomeniny), pii odmitani pafeni nebo v z divodu tykajicich
se chovani (Feldman and Nelson, 2004). Pristup k déloze je kvili anatomii délozniho kréku
obtizny a katetrizace bez vizualizace je neptizniva (Wilson, 1993; Silva et al., 1995, 1996;
Linde-Forsberg et al., 1999, 2001), délka pochvy mize byt taktéz problémovym faktorem pfi
nitrodélozni inseminaci, u velkych plemen mize dosahovat az 29 cm (Wilson, 2003). Farstad
(1984) jako prvni porovnal nitrodélozni a vaginalni inseminaci za pouziti norského katetru
v obou technikdch. Dale ukazal, Ze nitrod€lozni inseminaci se podstatné zvySi mnoZstvi
vrhnutych mlad’at, neZ inseminaci vagindlni za pouzZiti zmraZené¢ho spermatu. Vyrazné
vy$§iho mnozstvi a velikosti vrzenych mlad’at bylo ziskano nejen rozmraZzenym spermatem,
ale také po pouziti Cerstvého a chlazeného semene (Silva et al., 1996; Nizansky, 2005).
Endoskopickd metoda zahrnuje pouziti pruzné duté plastové trubicky uvnitf pevného
endoskopu, tim dochazi k dosazeni déloZniho hrdla skrz vaginu a déloZzni kandl. Technika
endoskopické inseminace byla poprvé popsdna Wilsonem (Wilson, 1993). Metoda katetrizace
provadéna endoskopem byla vyvinuta specidlné k pouziti u fen, umozinujici zviditelnéni
celého vaginalniho lumen a ¢asti délozniho hrdla (vnéjsi otvor). V této technice se vyuziva

prodlouzeny cysto — uretroskop (Davidson, 2007).
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7.4  Vaginalni cytologie

Vagindlni cytologie je jednoduchd, rychld, neinvazivni a levna metoda, kterd
umoznuje urcit stddium reprodukéniho cyklu a zaroven diagnostikovat néktera patologicka
onemocnéni pohlavniho traktu (hormonalni dysfunkce, zdnétliva nebo nadorova onemocnéni)
(Christiansen, 1984; Johnston et al., 2001; Goodman, 2002). Naopak mezi nevyhody patii
individualni reakce bunék na poSevni sliznici na zvySenou hladinu fijovych hormonti
estrogenu a fakt, Ze pouze podle cytologického vysetieni neni mozné s urcitosti prohlasit, ze
jiz doslo k ovulaci, coz je pro odhad plodnosti zasadni informace (Laznicka, 1992). Ackoliv
se urceni fije cytologickym hodnocenim vaginalnich stéri u feny datuje do doby pted vice nez
30 - ti lety (Roszel, 1975), mnohé aspekty jsou stale neznamé. Mezi leukocyty jsou neutrofily
pievladajicimi buitkkami ve vaginalnim stéru (Johnston et al., 2001), existuji vSak protichidné
udaje tykajici se pfitomnosti neutrofild v pochvé béhem folikuldrni faze. Nekteti autofi
popisuji netrofily béhem celého obdobi proestru (Schutte, 1967; Post, 1985), ale ne béhem
estru (Schutte, 1967; Feldman and Nelson, 1996) a néktefi je popisuji vzdy ve folikularni fazi
(Allen, 1985; Noakes et al., 2009). V obvyklé vaginalni cytologii se vzorky lymfocyti a
eosinofilll vyskytuji vzacné (Johnston et al., 2001). Hodnoceni vaginalnich epitelidlnich
bun€k za pomoci cytologické analyzy, muize byt v kombinaci s dal§imi diagnostickymi
nastroji vyuZzito k ur¢eni doby ovulace, a ke zlepSeni detekce optimalniho obdobi k pareni
(Linde and Carlson, 1984; Post, 1985; Wright, 1990; Davidson, 2004). Béhem ovulace jsou
povrchové epitelidlni bunky < 90% epitelidlni buiky (Evans and Savage, 1970). Bylo
prokdzano, Ze se mira biezosti u fen zvySuje, je — li obdobi pafeni detekovano pomoci
vaginalni cytologie, oproti fenam, které byly nakryté nckolik dnli po néstupu proestru
(England, 1992). Vaginalni cytologie je subjektivni hodnoceni epitelialni morfologie bunék,
za pouziti kritérii pro rozdeleni bunck do skupin dle faze cyklu (Schutte, 1967; Johnston et al.,
2001). V pribehu anestru je vaginalni epitel tvofen pouze nékolika vrstvami bunék a sklada se
pfedevSim z bun€k parabasalnich a menSich (Post, 1985). Jakmile fena prochazi obdobim
proestru a dale pak estru, vaginalni epitel se z diivodu pfipravy na patfeni zahustuje a vytvari
mnohonasobnou bunécnou vrstvu (Linde and Carlson, 1984). Epitelidlni buiiky pfitomné na
stéru se zménily z pivodnich, pfevazné malych a stfedné velkych bunék s niz§im poctem
parabasalnich a keratinizovanych bunék na velké mnozstvi stfedné velkych a
keratinizovanych bunék (Schutte, 1967; Post, 1985). Ve stéru jsou v hojném poctu pfitomny i
erytrocyty, obvykle vSak jejich mnoZstvi klesa s pokracujicim néastupem estru (Schutte, 1967).

Jakmile fena vstupuje do faze estru, procento keratinizovanych bunék na stéru vzrista az do
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doby, kdy je dosazeno vrcholu kornifikace a kdy plazmatickd koncentrace progesteronu
dosahuje hladiny potiebné pro ovulaci (Linde and Carlson, 1984). V estru na stéru obvykle
nejsou pritomny erytrocyty ani leukocyty, a v porovnani se stérem z obdobi proestru a
metestru, je Vv ném obsazeno pouze malé mnozstvi neéistot (Schutte, 1967). Na zacatku
metestru dochazi na stéru k ptilivu leukocytli a velkému poctu parabasalnich a sttedné malych
bun¢k (Schutte, 1967; Post, 1985). Samotnou vaginalni cytologii od sebe nelze rozlisit
anestrus a metestrus (diestrus), a proto je vhodné spojit hodnoceni vaginalni cytologie se
sérovou koncentraci progesteronu, ktera rozlisi anestrus a metestrus (diestrus) (Feldman and
Nelson, 1996; Johnston et al., 2001). Feny v anestru budou mit odpovidajici vaginalni
cytologii a sérovou koncentraci progesteronu v hodnotach < 1 az 2 ng/ml (Grundy et al.,
2002).

7.5 Progesteronovy test

Stanoveni koncentrace progesteronu (P4) zkrve je klicovym néstrojem pro
reprodukéni management. Vzhledem k vyrazné luteinizaci preovula¢nich folikuld, umoziuje
detekce vysokych koncentraci progesteronu (~ 6 ng/ml pii ovulaci) (Concannon et al., 1989;
Chastant-Maillard et al., 2011) pfedpovidat obdobi ovulace a naplanovat nakryti, ¢i umélé
oplodnéni s predstihem. V porovnani s ovaridlni ultrasonografii (USG), kterd bezprostiedné
umoziuje prokazat folikularni kolaps pfi ovulaci, progesteronovy test spravné ur¢i cas
ovulace u 85 % fen (Marseloo et al., 2004). Progesteron je dominujicim hormonem b&éhem
biezosti a dlouhotrvajiciho metestru (diestru) (Concannon et al., 1975, 1989; Weilenmann et
al., 1993). Mimoto, v ptipadé biezich fen, diagnoza lutealni nedostate¢nosti spoléha pouze na
progesteronovy test (Root Kustritz, 2001). Obdobi, ve kterém u fen dochézi ptfirozenym
pafenim k zabteznuti, se 1181 od 7 (Johnston et al., 2001) do 10 dni (Concannon et al., 1987).
K dosaZeni bfezosti je tudiZz nezbytné vicendsobné nakryti. V pribéhu kazdého estralniho
cyklu neni mozné spafit vSechny feny nékolikrat, takze se stanoveni optimalni doby k pafeni
stdva rozhodujicim pro sladéni (optimalizaci) plodnosti (Concannon et al., 1989). Méfeni
sérovych nebo plazmatickych koncentraci progesteronu z krevnich vzorkli odebranych fenam
V proestru a estru je zpusob, jak ptfesné predpovédeét obdobi ovulace, zarovenn napoméha
k vhodnému rozhodnuti ohledné nacasovani inseminace u fen, které jsou vyélenény pouze pro
jednorazovou inseminaci. Hodnoty sérového progesteronu (P4) se mezi fenami zna¢né 1isi a
zaroven se lisi 1 u jedné feny, a to s kazdym estralnim cyklem (England, 1991). Fena je

jedinecna v tom, ze koncentrace sérového progesteronu za¢ne v perifernim krevnim ob¢hu
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pted ovulaci stoupat. Neobvyklé je, Ze pii preovulaéni luteinizaci roste koncentrace sérového
progesteronu zhruba od 1 ng/ml v pribéhu anestru a raného proestru (Concannon, 1998) do 4
— 10 ng/ml pti ovulaci (Johnston et al., 1994). Hladina progesteronu se rapidné zvysi 15. — 30-
den po LH vrochulu a to na hodnoty 15 — 90 ng/ml (Concannon, 1989; Root Kustritz, 2001).
Tradicné je sérova koncentrace progesteronu meéfena v laboratofi za pouziti techniky
radioimunotestu (RIA, z angl. RadiolmmunoAssay) (Fieni et al., 2001). Technika RIA ma
nekolik nevyhod - je financné i ¢asoveé naro¢nd (Abraham, 1981). Krom¢ toho, techniku RIA
poskytuje veterinarni 1ékafr, ktery vyhodnoti kvantitativni hodnotu a k tomu potiebuje
specialni laboratorni vybaveni. Techniky jako je napfiklad ELISA (z angl. Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) jsou dostupné jako sada. ELISA je levna a snadno proveditelnd, neni
zapotiebi laboratorniho vybaveni a zaroven tato technika nezabere mnoho c¢asu. Touto
metodou jsou veterinafi poskytnuty pouze kvalitativni nebo semi — kvalitativni vysledky,
které jsou mén¢ spolehlivé pro presné urceni ovulace (Hegstad et al., 1993). Alternativni
metodou pro piesné a spolehlivé stanoveni koncentrace progesteronu v perifernim krevnim
ob¢hu je tzv. IMMULITE (chemiluminiscence assay). Metoda IMMULITE umoziiuje snadné
testovani krevnich vzorkl, pficemz je bezpecnd, rychla, presna a opakovatelnd (Boland et al.,
2004). Vzorky mohou byt poslany postou bez ptedchoziho odstfed’ovani nebo jakéhokoli
chlazeni. Z hlediska vyzkumu mohou byt zmrazené a rozmrazené vzorky nadale bez zkresleni
pouzivany pro dal$i progesteronové testy. Na rozdil od jinych domestikovanych druhti zvifat,
zejména skotu a koni, lze se vzorky fen manipulovat v riznych podminkéach bez ovlivnéni

vysledku progesteronového testu (Tahir et al., 2013).

7.6 Uméla inseminace

Uplynulo uz vice nez 40 let od prvni transcervikalni inseminace, metoda byla vyvinuta
vranych 70 letech 20. stoleti (Andersen, 1972; Andersen, 1975). Tato metoda je cCasto
zminovana jako norska nebo skandinavska a v reprodukci psi se prokazala jako velmi
uspésna (Andersen, 1975; Farstad, 1984; Linde-Forsberg and Forsberg, 1989; Linde-Forsberg
and Forsberg, 1993; Farstad, 1996; Linde-Forsberg et al., 1999; Linde-Forsberg, 2001;
Thomassen et al., 2001). Metoda umélého oplodnéni Cerstvym semenem je s velkym
uspéchem pouzivana jiz mnoho let (Harrop, 1954; Linde-Forsberg, 1991). Plodnost je po
vlozeni Cerstvého semene do pohlavniho traktu dle chovatelt vyhovujici a ptijatelnd (Farstad,
1984; Tsutsui et al., 1988; Linde-Forsberg and Forsberg, 1989; Silva et al., 1996). Vysledky

umélé inseminace rozmrazenym spermatem byvaji obvykle chudsi a variabilni (Gill et al.,
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1970; Seager and Fletcher, 1973; Seager et al., 1975; Morton and Bruce, 1989; Linde-
Forsberg et al., 1999; Rota et al., 1999). Um¢lé oplodnéni a zmrazovani spermatu je pro
chovatele celosvétové dostupné a poptavka po zamrazeném spermatu se béhem velké
mezinarodni vystavy pst zvySovala. Sperma psu, ktefi pochazeji z Evropy a stejné tak i1
z Ameriky a Australie, bylo kryoprezervovano na Svétové vystavé pst ve Svédském
Stockholmu v roce 2008, dale toto sperma mélo byt pouzito k pozdé€jsi umélé inseminaci
skandinavskych fen. Cerstvé, chlazené sperma je stile ¢astéji vyuZzivano jako alternativa
pareni, v pfipad¢ ze je nedostatek casu pro umélou inseminaci a neni - li dopravni vzdalenost
prilis velkd, je pouzito zmrazené sperma (napf. fena je jiz v estru). Pro Cerstvé sperma jsou
vyvijena nova komeréni rozpoustédla (diluents), kterd budou moci umoznit skladovani
chlazené¢ho spermatu po nékolik dni, coz odstrani transportni vzdélenost jako ptekazku
k umé¢lé inseminaci Cerstvym spermatem (Verstegen, 2008). Pro tspé$nost umélé inseminace
je dulezité¢ provadet inseminaci ve vhodny cas, pouzit kvalitni semeno a zavést sperma na
optimalni misto k oplodnéni (Thomassen and Farstad, 2009). Oplodnéni rozmrazenym
spermatem vyzaduje spravné nacasovani vzhledem ke krat$i zivotnosti spermie, proto by se
inseminace méla provadét 2 — 3 dny po predpokladané ovulaci a to na zdkladé méteni sérové
koncentrace progesteronu (Thomassen et al., 2006). Pfirozené pareni zajistuje nitrod€lozni
ulozeni zna¢né Casti ejakulatu, diky transportu spermii z pochvy skrz délozni kanal v priibéhu
svazani. U psovitych jsou k dispozici tfi nebo ¢tyfi hlavni techniky umélého oplodnéni.
Sperma mize byt umisténo hluboko do pochvy nebo do délohy budto transcervikalni
katetrizaci nebo chirurgicky, ptipadné intratubdlné (intratubal), coz taktéz vyzaduje
chirurgicky zékrok (Thomassen and Farstad, 2009). Pouziti zamraZzené¢ho psiho spermatu je
prospésné z hlediska zachrany genetického potencidlu ohroZenych plemen a pracovnich pst,
k zachran¢ genetického materialu pted 1é¢bou v piipadé nemoci u samce a z hygienickych
divodii (Lévy and Fontbonne, 2007). Obecné se predpokladd, ze inseminace zmraZenym
spermatem v kranialni ¢asti pochvy vede k malé mite biezosti (Linde-Forsberg, 1991; Silva et
al., 1996; Linde-Forsberg et al., 1999). Piijatelnych vysledki bylo dosazeno po vyvinuti

transcervikalni délozni inseminace (Andersen, 1975).

7.6.1 Vaginalni uméla inseminace

Vaginalni uméla inseminace miize byt provedena za pouziti jednoduchého plastového
katetru, jako je napfiklad proplachovaci dé€lozni katetr pouzivany u skotu, zkraceny na
vhodnou délku. K nému je pfipojena jednordzova injekcni stiikacka obsahujici semeno,

pfipadné je mozné takto ptipravené katetry zakoupit od komercénich dodavatelii. Fena pfi
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vlozeni pipety stoji na vySetfovacim stole a pipeta se vklada do spodni ¢asti pochvy, blizko
k déloznimu kr¢ku. Béhem inseminace a az 10 minut po inseminaci drzime fenu za zadni
koncetiny hlavou dold, abychom zabréanili vylouceni semene zpétnym tokem. Nicméng,
snizeni intervalu zvednutych koncetin na 1 minutu neovlivituje plodnost (Pinto et al., 1998).
Nekteré komercni katetry maji pruznou latexovou trubici, jejiz $picka je nafukovaci. Pokud je
Spicka nafouknutd, vytvoii balonek, ktery zabranuje zpétnému toku spermatu. Takovéto
katetry jsou konstruovany tak, aby napodobily psi penis pfi svazani, a jsou uréeny ke zvyseni

pravdépodobnosti nitrodélozni ptepravy semene (Théret et al., 1987; Nizanski, 2006).

7.6.2 Nitrodélozni inseminace za pomoci chirurgického zakroku

Chirurgicka a laparoskopickéd inseminace jsou metody, které zajistuji fadné ulozeni
semene v d¢loze (Smith and Graham, 1984; Hutchison, 1993; Brittain et al., 1995; Silva et al.,
1995; Hutchison, 1997). Tato metoda je preferovana v Severni Americe a ¢astecné v Evropé.
V tomto piipadé obvykle staci jednordzové ulozeni spermatu. Inseminace chirurgickym
zakrokem je dle vysledku perfektni, ale védecké publikace zvefejnuji informace o této metode
vzacné. Piikladem z roku 2004 je inseminace 157 fen anglického chrta na soukromé klinice
ve Velké Britanii. Mira porodu byla u inseminovanych fen 92 % a v priméru bylo 7 $ténat na
jednu inseminaci, u pfirozeného oplodnéni byla mira porodu 81 % a 5 §ténat v jednom vrhu.
VétSina evropskych zemi bere v piipad¢ pouziti invazivni metody v potaz welfare zvifat,

protoze dnes jsou k dispozici metody neinvazivni (Boland, 2004).

7.7 Embryo transfer a metody in vitro fertilizace (IVF)

Primérni roli embryo transferu (ET) je umoZnéni produkce geneticky specifickych
jedinct a to zejména u neplodnych fen nebo u takovych, které nemohou mit vlastni Sténata. U
skotu a koni je genetické Slechténi metodou ET jiz GspéSn€ zavedeno. AvSak ET u fen je
uspesny pouze experimentalné (Kinney et al., 1979; Kraemer et al., 1989). Nacasovani LH a
ovulace je pro produkci embryi a ET zésadni. Typickou metodou pro spravné nacasovani je
stanoveni koncentrace progesteronu (pouziti techniky RIA), za¢inajici 7. — 8. den po nastupu
proestru, se vzorky odebiranymi kazdy druhy den az do pfislusné LH vlny. Na zakladé
techniky RIA, koncentrace progesteronu v krvi je pred LH vinou 0,5 — 2 ng/ml, s rostouci
koncentraci LH se soubézné zvySuje koncentrace progesteronu v krvi az na 3 ng/ml a zacina

ovulace. Po LH vIn¢ se mira zvySeni progesteronu mezi jednotlivci 1isi (de Gier et al., 2006),
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v souladu svyvojem folikuli a reakci na LH. U psi je ET mozny bud chirurgickou
(intratubalné za pouziti sklenéného kateru) nebo nechirurgickou cestou (Tsutsui et al., 2001).
Dals§im chirurgickym piistupem je nitrod€lozni umisténi embryi. Nejpraktictéjsim piistupem

(pro Siroké klinické vyuziti) je transcervikalni umisténi embryi (Fayrer-Hosken, 2007).

Reprodukéni technologie in vitro jsou uzite¢né nejen pro feny, ale i pro ohrozené
psovité Selmy (Hewitt and England, 2001; Otoi et al., 2002). Mahi and Yanagimachi (1976)
ucinili prvni pokus provedeni IVF u fen a doséhli ptiblizné 20 — 30 % hodnoty oplozeni, coz
ohodnotili dle pfitomnosti zvétSujicich se jader spermii uvniti vajicka. Songasen et al. (2002)
inseminoval oocyty kultivované in vitro a zjistil, Ze spermie pronikly do 34 % oocyti. Bézné
oplozeni (hodnoceno dle pfitomnosti dvou jader a jednoho ocdsku spermie v cytoplazmé)
bylo zpozorovano pouze u 4 % oocytl. V této studii, autofi ziskali 7 embryi raného stadia (2 —
12 bun€k) po in vitro fertilizaci 85 oocytu.

U nov¢jsi studie bylo dosazeno 30 % oplozeni oocytl, znichz polovina byla
oplodnéna polyspermaticky. V této studii bylo také uvedeno, Ze celkova mira oplozeni byla
vyssi u fen ve folikularni (42,5 %) a anestrické (34,3 %) fazi, nez v lutedlni (18,6 %). Celkovy
embryonalni vyvoj byl 10 %, pficemz zadné zrozvijejicich se embryi nedosdhlo 8 —
bunééného stadia (Rodrigues et al., 2004). V poslednich letech byl v oblasti asistované
reprodukce savcll uc¢inén velky pokrok; technika IVF je vyuZivana v riiznych reprodukénich
biotechnologiich, napf. klonovani (Kato et al., 1998; Shin et al., 2002) a zaklddani
embryondlnich kmenovych bun€k (Thomson et al., 1998; Suemori et al., 2001), avSak IVF
zralych oocytli z podminek in vitro nebyla u fen tak uspésna, jako u jinych druht zvitat (napf.
hospodaiskych a laboratornich) (Yamada et al., 1992; Otoi et al., 2000; England et al., 2001;
Rodrigues et al., 2004). Az do roku 2000 existovala pouze jedna studie popisujici vyvoj
blastocystu z in vitro fertilizace psich oocytu (Otoi et al., 2000).

7.8 USG a RTG diagnostika biezosti

Ultrasonografie je bezpecna a presnd metoda pro diagnostiku biezosti. Do dne$niho dne
nebyla identifikovana zadna rizika ani u pacienta, ani u obsluhujiciho pracovnika (Miles,
1995). USG je dualezitym nastrojem u klinickych reprodukénich studii fen, pro posuzovani
ovulace, bfezosti, ztraty embrya a Sestined¢€li (England and Russo, 2006; Davidson and Baker,
2009). Vcasné a presné stanoveni gestacniho véku za pouziti USG je uzite¢né pro stanoveni

data porodu, fizeni porodu a pldnovani cisarského fezu. Ultrasonografické vysetfeni mize byt
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pouzito k potvrzeni gravidity jiz 17 dni po LH vIné¢ (England et al., 1990; Yeager and
Concannon, 1990; Yeager et al., 1992; England et al., 1993). Embryo roste linearn¢,
VvV priméru o 1 mm denné€ od 17 — 30 dnt po LH vIn€ (England, 1998), po kter¢ je tempo rustu
embrya exponencialni (Yeager and Concannon, 1996). Dohromady jsou popsany tfi typy
diagnostickych ultrazvukli; A-mode, Doppleriv a B-mode (Allen and Meredith, 1981;
Bondestam et al., 1984; Toal et al., 1986; Concannon et al., 1989; Miles 1995; England and
Allen, 1990; England et al., 1990; Yeager et al., 1992). A-mode nebo také amplitudovy
hloubkovy ultrazvuk oznacuje pfitomnost tekutiny. Nemize urcit jeji ptivod, ani neumoziiuje
hodnoceni Zivotaschopnosti plodu a jejich pocet (Allen and Meredith, 1981; Toal et al., 1986;
Miles 1995). Dopplerav ultrazvuk poskytuje zvukovy signal rozpoznavajici tlukot srdce
plodu, ale neposkytuje zddnou informaci o poctu plodi nebo presnéjsi informace tykajici se
zivotaschopnosti fétu (Allen and Meredith, 1981). Z téchto divodl se tyto techniky u feny
provadéji jen velmi vzacné (Root Kustritz, 2005). B-mode nebo také ultrazvuk v realném
¢ase, umoziuje posouzeni stavu biezosti, pocet plodi a jejich zivotaschopnost, dale umoziuje
vySetfeni délohy a reprodukénich bfisnich struktur. Doporucuje se nechat fenu pred
procedurou nevymocenou, aby méla obsluhujici osoba moznost nalézt mocovy méchyi jako
kaudalni orientacni bod v dutin€ biisni (Miles, 1995). Plodové vacky mohou byt viditelné jiz
v 19. — 20. dni bfezosti, zaroven vSak mohou byt tyto malé vacky naplnéné tekutinou zastieny
stfevnimi plyny, proto se doporucuje, aby se posouzeni biezosti provadélo nejdiive v 25. dni
gravidity (Concannon et al., 1989; England and Allen, 1990; Yeager et al., 1992). Tlukot
srdce plodu byl viditelny od 23. - 28. dne bfezosti (Concannon et al., 1989; England et al.,
1990; Yaeger et al., 1992), pohyby byly zaznamenany 34. - 36. den (Yeager et al., 1992).
Sonografie neni vhodnou metodou pro stanoveni velikosti vrhu. Omezené sledovaci okno
vytvofené pfevodnikem a klikatou povahou d€loznich rohli znemoznuje priibézné hodnoceni
rohti. Pro posouzeni mnozstvi plodl, bylo zjiSténo, ze je ultrazvuk piesny v 31,8 — 36 %
pfipadd, s nadhodnocenim malych vrhii a s podhodnocenim vrhii velkych (Bondestam et al.,

1984; Toal et al., 1986; England and Allen, 1990).
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Obrazek 6 — B-mode USG gesta¢niho vacku 36 dni pied porodem. (A) Latero — lateralni
interni (LLI) a dorso — ventralni interni (DVI) praméry. (B) Latero — lateralni externi (LLE) a
dorso — ventraln¢ externi (DVE) praméry. Plod uvniti gesta¢niho vacku (Miranda and

Domingues, 2010).

Pro dosazeni RTG diagnostiky bfezosti, musi nastat mineralizace skeletu. Pred
mineralizaci je zvétSena biezi d€loha nerozpoznatelna od délohy, u které jsou pozorovana
onemocnéni. Nebezpeci ionizujiciho zéafeni na plody je tmérné ddvce pfijaté a gestaCnimu
véku; plody jsou nejvice citlivé na Skodlivé ucinky ionizujictho zéafeni v pribéhu
organogeneze, ke které dochazi v pribéhu prvniho trimestru gravidity (Miles, 1995). Kostry
plodt jsou viditelné od 44. dne biezosti (Concannon and Rendano, 1983; Toal et al., 1986;
Concannon et al., 1989). RTG neni tak pfesnym ukazatelem zivotaschopnosti plodl jako
USG. Pokud by byly plody mrtvé > 24 hodin, zndmky smrti, vcetné pfitomnosti plynu
uvnitf nebo kolem plodu, kolaps axialniho skeletu nebo piekryti lebe¢nich kosti mohou byt
ziejmé. Stupenn fetdlni mineralizace mitize byt vyuzit k posouzeni gestatniho véku a
k pfedpovédi data porodu. Jsou — li napfiklad na lateralni projekci RTG viditelné zuby plodu,
porod bude nésledovat v priméru o 4 dny pozdéji (Rendano, 1983). Ventrodorsalni RTG
muze poskytnout dalsi informace, napf. ndm pomaha posoudit velikost panevniho kanalu ve

vztahu k velikosti hlavi¢ky plodu (Rendano, 1983; Toal et al., 1986).
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8 Zavér

Vyvoj a vyzkum biotechnologickych metod u fen je ve srovnani s jinymi zvitaty velmi
pomaly. Vagindlni cytologii l1ze povazovat za nejhonéji vyuzivanou metodu, jelikoz je lehce
proveditelna v domacim prostfedi a také je pomérné¢ levna. Hojné vyuzivana je i metoda
progesternového testu; k RIA progesteronovému testu je zapotiebi laboratorni techniky, coz je
finan¢né i1 casové narocné. Pro chovatele je tudiz vhodnéjsi ELISA a IMMULITE, coz jsou
varianty, které chovatelim uSetii Cas, jsou snadno proveditelné a se vzorky je mozné
maniplovat bez omezeni. USG a RTG jsou hodné¢ vyuzivané metody, které mohou slouzit
k detekci biezosti. Nejsou zdravi Skodlivé, jsou rychlé a neinvazivni. Metody transferu jader
somatickych bun¢k nelze adekvatné vyuzit ke komerénim ucelim a zatim je omezena pouze
na védecké laboratofte.

Metody, které se momentalné v reprodukci fen vyuzivaji, jsou pomérné dobie
rozvinuté, ale stale je co zlepSovat, jelikoZz ne vSechny dosahuji Zadoucich vysledki, coz je
zpusobeno velmi komplikovanou anatomii a fyziologii fen. To se tyka zejména metod in vitro
maturace, embryo transferu a in vitro fertilizace, které maji u fen pomérné¢ maly uspéch.

Nékteré procedury jsou financné nakladné, protoze je k jejich provadéni tteba drahého
vybaveni, proto by se mél vyzkum zaméfit na vyvoj biotechnologii, pfi kterych si védci

vystaci se zakladnim, pfipadn¢ komerénim vybavenim.
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