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Asistovana reprodukce u psi

Abstrakt

Pes patii mezi ¢lovékem nejvétsi a nejdéle domestikované Selmy a zaujima v jeho
zivoté nepostradatelné misto. Pro zachovani zivo¢isného druhu je nezbytnou podminkou jeho
schopnost rozmnozovat se. Ke zvySeni uspéSnosti rozmnozovani pfispivaji v poslednich
desetiletich i metody asistované reprodukce.

Mezi nejrozsifenéjSi metody asistované reprodukce u psl patfi uméla inseminace.
Ta mtize byt provadéna nékolika zplisoby v zavislosti na misté¢ deponace semene v pohlavnim
traktu feny (intravagindlni, transcervikalni intrauterinni, intratubularni inseminace).
Uskutecnéna miize byt za pouZiti nativniho, chlazeného ¢i1 mrazeného semene. Zpusob
provedeni inseminace ovliviiuje uspéSnost samotného zabfezdvani. Obecné lze fici,
7e nejuspesnéjsi byva provedeni intratubuldrni inseminace Cerstvym spermatem.

Dalsi metodou je reprodukce za pomoci in Vvitro oplozeni oocytu a nasledného
embryotransferu. Usp&snost této metody je zavisl4 na mnoha faktorech, mezi které patii
napiiklad zptisob odbéru pohlavnich buné€k, zplsob jejich uchovavani, slozeni kultiva¢nich
médii, mechanismy regulujici jaderné zrani oocytii a jiné. Je ziejmé, ze je potieba dalSich
vyzkumi, které povedou k pochopeni molekularnich mechanismi, které tidi zrani oocyt
a embryonalni vyvoj u pst.

Pomérné novou metodou reprodukcnich biotechnologii je pienos jadra somatické
buniky do oocytu zbaveného vlastni genetické informace, tzv. klonovani. Tato technologie
prozatim nedosahuje vyznamnéjsSich uspéchu.

Metody asistované reprodukce u psi ztézuje celkové fyziologie reprodukéniho
systému, ale také obtiznéjsi zplisob ziskavani oocytl ¢i embryi a posléze nalezeni vhodné
ptijemkyné. Klicovym se zda byt nalezeni vhodnéjSiho feSeni pro dlouhodobé skladovani
gamet. Dosazeni uspéSného zmrazeni spermii a kryokonzervace oocytll by vedlo k vét§imu
vyuziti reproduk¢nich technologii.

Studie zabyvajici se asistovanou reprodukci psti pfispivaji mimo jiné k celkovému
pochopeni reprodukénich mechanismt. Ziskané znalosti mohou umoznit zachovani cennych

psich genotypt in vitro.

Kli¢ova slova: in vitro zrani, pes, uméla inseminace, in vitro fertilizace



Assisted reproduction in dogs

Abstract

The dog is among the largest and longest man domesticated beast and holds in his life
indispensable place. To preserve the species is a precondition for its ability to reproduce.
To increase the success rate of reproduction contribute in recent decades and methods
of assisted reproduction.

Among the most common methods of assisted reproduction in dogs include artificial
insemination. This can be done in several ways depending on the site deposit seed in genital
tract of female (intravaginal, transcervical intrauterine, intratubular insemination). It can be
carried out using native, chilled or frozen semen. Insemination process itself affects
the success of pregnancy rates. Generally, that is the most successful design insemination
with fresh semen intratubular.

Another method is assisted reproduction in vitro oocyte fertilization and subsequent
embryo transfer. The success of this method is dependent on many factors, among which
include the sampling of gametes method of storage, the composition of culture media,
mechanisms regulating nuclear oocyte maturation and others. It is evident that the need
of further research, leading to the understanding of the molecular mechanisms that control
oocyte maturation and embryonic development in dogs.

A relatively new method of reproductive biotechnology is somatic cell nuclear transfer
into an oocyte depleted own genetic information called cloning. This technology does not
achieve major success so far.

Methods of assisted reproduction in dogs hinders overall physiology of the
reproductive system, but also more difficult method of obtaining oocytes and embryos,
and then find the appropriate recipient. The key seems to be to find a more suitable solution
for long term storage of gametes. Achieving successful freezing of sperm and oocyte
cryopreservation would lead to greater use of reproductive technologies.

Studies on assisted reproduction in dogs are among other things contributing to overall
understand of reproductive mechanisms. Acquired knowledge may enable the conservation

of valuable dog genotypes in vitro.

Keywords: in vitro maturation, dog, artificial insemination, in vitro fertilization
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1. Uvod

Pes domaci (Canis lupus familiaris) se fadi mezi psovité Selmy. Predpoklada
se, ze jedinym spole¢nym piedkem psa domaciho je vlk obecny (Canis lupus), jehoz
domestikace byla zahajena jiz pied vice nez 14.000 lety. Pes tak patti mezi ¢lovékem nejvetsi
a nejdéle domestikované Selmy.

Pes zaujima nepostradatelné misto v zivoté ¢lovéka. Jeho tiloha v lidské spolecnosti
byla vzdy rozmanitd. Z pocatku byl pes vybornym pomocnikem pti lovu nebo pii nahdnéni
stad dobytka. Vynikal také jako strazce lidskych obydli a majetku a byl vyborny pomocnikem
pfi prepravé nakladi na dlouhé vzdalenosti. V nékterych vychodnich zemich slouzi pes i jako
potravinové zvife. Dale mize byt vyuzivan jako pes sluzebni ¢i asistencni. Je také hojné
vyuzivan jako laboratorni zvife. V dnesni dobé je ovSem nejvyznamnéjsi roli psa jeho funkce
spole¢nika.

Pro zachovani daného zivocisSného druhu je nezbytnou podminkou jeho schopnost
rozmnozovat se. U savcl vétSinou dochazi k pareni v dobé ovulace, tedy uvolnéni vajicka
z vajeénikovych folikuli. Toto obdobi, které se nazyva fije — estrus, je charakteristické
Cetnymi strukturalnimi zménami v organismu, specifickou citlivosti a specifickym chovanim
samice. Rije se obvykle opakuje v pravidelnych intervalech. Zatimco vlk je typ monoestricky,
dvakrat do roka a to zac¢atkem jara a koncem Iéta, neni to vSak pravidlem.

Mezi divody, pro¢ se zabyvat asistovanou reprodukci u psl, patfi zejména

ekonomické, technické, organizatni a zejména u psi prevazujici zdravotni aspekty.



2. Cil prace

Cilem této bakalaiské prace je podat formou literdrni reSerSe uceleny piehled

o soucasnych technikach v asistované reprodukci u psu.



3. Literarni prehled

3.1. Anatomie pohlavni soustavy

3.1.1. Anatomie pohlavni soustavy psa

Sam¢i pohlavni organy pfedstavuji parova varlata a nadvarlata, dale chamovod

a mocova trubice, ptidatné pohlavni Z1azy, penis a Sourek.
Varlata

Varlata jsou parovym organem, ve kterém vznikaji sam¢éi pohlavni bunky - spermie.
U obou varlat miiZeme narazit na rozdil ve velikosti, pficemz nejvétsi byvaji v obdobi
pohlavni dospélosti a ve stafi atrofuji (Cerveny, 2011). Velikost varlat u psi v zavislosti
na plemeni se pohybuje v priméru okolo 3 x 2 x 1,5 cm (Kvapil a Kvapilova, 2007).
Spermatogeneze probihd v podpurnych Sertoliho butikach a bufikach zarode¢ného epitelu.
Sertoliho bunky slouzi k produkci proteinii regulujicich spermatogenezi, k vyzivé spermii,
ke ztraté cytoplazmatické kapénky a ke zrani spermii dochéazi v hlavé nadvarlete. K produkci
samcich pohlavnich hormonii a androgenu slouzi Leydigovy buiiky lezici vmezefené mezi

semenotvornymi kanalky (Ko6nig a Liebich, 2002).
Nadvarle

Nadvarlata - epididymys jsou taktéz parovym organem stavajicim z hlavy, téla a ocasu.
Do jejich hlavy vstupuji vyvodné kanalky kazdého varlete. Ty se spojuji ve vyvod nadvarlete,
ktery u psa v rozvinutém stavu méii 2 — 8 m. Lumen vyvodu nadvarlete se smérem k ocasu
nadvarlete rozSifuje az do priméru 1 mm a dale postupuje k semennému provazci jako

chamovod (Cerveny, 2011).
Chamovod

Chamovod je tedy pokracovanim vyvodu nadvarlete, probihd smérem k tfiselnému
kandlu a spolu s cévnim svazkem a nervovou pleteni tvoii semenny provazec, jehoz délka

je rtizna (Cerveny, 2011).



Obaly a zavesy semenného provazce, varlete a nadvarlete, sestup varlat

Varlata, nadvarlata a semenny provazec jsou ulozena v obalech, které tvoii povrchovy
a hluboky kryci obal a ser6zni plast, ktery se vychlipuje z biiSni dutiny tfiselnym kanalem
do podkozi v oblasti budouciho Sourku. Vznik obali je podminén fyziologickym procesem
zvanym sestup varlat. K nému u pstt dochazi az po narozeni, coz je ¢astecné dano disledkem
nedokonalého vyvinu, kdy pes patfi mezi nidikolni savce. U novorozenych sténat jsou varlata
ulozena v btisni dutin€ a k jejich sestupu do ttiselného kanalu dochazi zpravidla az ve 4. - 5.
tydnu Zivota. V 8. - 9. tydnu zZivota se ttiselny kanal zuzuje a do t€ doby by mél byt sestup
varlat dokoncen. Tento proces zajiStuje plnou plodnost samce. Pokud k sestupu varlat
do tfiselného kandlu nedojde, hovotime o tzv. kryptorchismu, jenzZ miize byt levostranny,
pravostranny, nebo oboustranny a dochazi tim k ¢astecné nebo uplné neplodnosti samce

(Cerveny 2011).
Mocova trubice

Mocova trubice slouzi jako vyvodnd mocova cesta a také jako vyvodna pohlavni cesta
od mista vyusténi chdmovodi do mocové trubice. D¢Eli se na panevni a pyjovou cast

a je pokryta urotelem. U stiedné velkého psa je dlouha cca 20 cm (Cerveny, 2011).
Pridatné pohlavni Zlazy

Mezi pridatné pohlavni Zlazy u psa patii pouze prostata, kterd vznikd jako derivat
sliznice mocCové trubice. Ostatni zlazy bézné u ostatni domacich a hospodaiskych zvirat,
jako jsou ampule chamovodu, méchyikovitad ¢i bulbouretralni zlaza, chybi. Sekret prostaty
je témet pruhledny s charakteristickym zapachem a je reflexné uvolnovan pii ejakulaci
(Cerveny, 2011). Tento sekret je bohaty na fruktozu a citrat, slouZi jako transportni prostfedek
proti kyselému prostfedi, jez vytvari pochva feny a jeho tvorba je pozitivné ovlivnéna
testosteronem (Konig a Liebich, 2002). U dospélého psa se jeji rozméry pohybuji v rozmezi

1,4-19cmaz2,5-2,8 cm (Kvapil a Kvapilova, 2007).
Penis

Penis patii spolecné se Sourkem mezi zevni pohlavni organy samce a jeho hlavni
funkci je pfenos spermatu do pohlavniho ustroji feny. Je navic vyztuzen kosti penisu, jejiz
délka u pst velkych plemen mize dosdhnout az 10 cm (Kvapil a Kvapilova, 2007). Tato

organova kost nema pevné spojeni s kostrou a Vv jejim zlabku ventralné probihd mocova
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trubice. Penis je tvofen tfemi sloupcovitymi topotfivymi télesy a déli se na ramena, koien, télo
a zalud penisu, ktery svym zvlaStnim tvarem zajiStuje tzv. svazani obou partnerd
pti pohlavnim aktu (Konig a Liebich, 2002). Pfi svazani dochédzi k rotaci psa a feny tak,
7e stoji zadémi k sobé. Tento stav trva v pruméru 20 minut, ale i 5 - 60 minut, pfi¢emz doba
svazani neovlivituje uspésnost kryti (Kvapil a Kvapilova, 2007). Nasilné oddéleni partneri

muze vést k vaznému poskozeni jejich pohlavnich organt (Konig a Liebich, 2002).
Sourek

Sourek patii spoleéné s penisem mezi zevni pohlavni organy samce. Sourek je vak,
ve kterém jsou ulozena varlata, nadvarlata i semenny provazec. Zevné¢ je patrna stiedni brazda
Sourku podminéna piepazkou, kterd rozdeluje Sourek na dve ¢asti. U psa je klize Sourku hola,
leskla, byva i bohat4 na kozni barvivo, pigment (Cerveny, 2011). Pro spravny vyvoj spermii
je dualezita nizsi teplota v Sourku oproti teploté zbytku téla. Ta je udrzovana pomoci
hladkosvalové tkané, ktera ovliviuje vzdalenost varlat od téla, dale chybi podkozni tuk

a pomoci proudéni krve, kterd varlata ochlazuje (Kvapil a Kvapilova, 2007).

3.1.2. Anatomie pohlavni soustavy feny

Samici pohlavni organy piedstavuji parové vajecniky a vejcovody, déloha, pochva,

vulva a klitoris.
Vajecnik

k tvorbé vajicek a zaroven jako Zlaza pro tvorbu pohlavnich hormonid. Obvykle dosahuji
délky 1 - 2 cm a priméru 1,5 cm, maji ovoidni tvar (Kvapil a Kvapilova, 2007). Jiny zdroj
uvadi délku vaje¢niku obvykle 1 — 1,5 cm. Vajecnik se d€li na dvé vrstvy, vnitini dien,
ktera je bohat4 na cévy a vnéjsi kliru, kde se ve velkém mnozZstvi nachazeji funkéni struktury
ovaria, jako jsou zlutd téliska a folikuly obklopujici vajicko (Konig & Liebich, 2002).
U vétsiny fen byva levy vajecnik vétsi a téz8i nez ten pravy a také se v ném pii narozeni
vyskytuje vice preovulacnich folikulii. V dob¢ estru miizou folikuly dosahovat velikosti
az 6 mm. Vaje¢niky novorozenych fen obsahuji cca 700 000 vajicek, pficemZz s vékem

postupné toto Cislo klesa az na 500 vajicek (Kvapil a Kvapilova, 2007). Naopak Songsasen
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a Wildt (2007) uvadgji, ze nejvice folikult mivaji feny ve véku 6 — 10 mésict, oproti fenam
mladSim ¢i star§im. Dale je uvadéno, Ze u fen ve v€ku 1 — 2 roky byl zaznamenén postupny

pokles folikulti z ptiblizné 85.000 az na 3000 ve véku 7 — 11 let.
Vejcovod

Vejcovod spolecné s délohou fadime mezi vyvodné pohlavni cesty samice. Je to uzka,
Ohebnd trubice, ulozend mezi ovariem a délohou, ktera zachycuje vajicka po ovulaci.
Ve vejcovodech dochazi ke zrani oocytu a k jeho oplozeni. Vajicka se zde udrzuji n€kolik dni,
obvykle 3 — 8 dni, dozravaji a zde také obvykle dochazi ke stfetnuti se spermiemi
a naslednému oplozeni vajicka a pocatecnimu vyvoji zygoty. Vejcovod u feny dosahuje délky
zhruba 6 — 10 cm v zavislosti na velikosti zvifete (Cerveny, 2011). Kvapil a Kvapilova

(2007) uvadi obvyklou délku vajeéniku 5 - 10 cm a pramér 1 - 2 mm.
Déloha

Déloha je duty organ, ktery slouzi pro uhnizdéni oplozeného vajicka, vyvoj,
vyzivovani a ochranu zarodku. Dé€lozni sliznice ma SedocCervené nebo zlutohnédé zbarveni,
je hladka a ma podélné i1 pricné fasy. Déloha se d€li na tfi ¢asti. Dé€lozni télo, jehoz délka
je u stiedné velké feny obvykle 2 - 3 cm. Dale d€lozni krcek, ktery tvoti bariéru mezi dutinou
délozni a dutinou poSevni, lze ho palpaci snadno rozeznat. Slouzi také jako dokonald
zébrana proti bakterialnim infekcim a je kratky pfiblizn¢ 1 cm. A nakonec délozni rohy, které
jsou u feny pomérné dlouhé, jejich obvykla délka u stfedné¢ velké feny je 20 cm o Sifce

1 cm (Cerveny, 2011).
Vagina, poSevni predsin

Vagina je dlouha, tenkosténna trubice, roztazitelna do délky i do $ifky a dosahuje
délky az 29 cm u velkych plemen. Mezi anatomické zvlaStnosti patii ziZeni v Sifce 1 —2 cm
dorzalni fasou a také slepy vak, nachazejici se za déloznim krékem, kterym je pochva
zakoncena (Vitasek et al., 2012).

Zlazy délozniho kréku zajistuji zvlhéeni sliznice vaginy p#i kopulaci. V priib&hu
pohlavnich cykli se méni vzhled epitelu, naptiklad zmény v priibé¢hu fije u fen. PoSevni
predsin je kaudalnim pokraCovanim pochvy. U domacich savcil je to pomérné dlouhy usek
vyvodnych pohlavnich cest, spole¢ny s koneénym usekem vyvodné modové cesty (Cerveny,
2011).
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Vulva

Vulva tvoii u domacich savci spole¢ny vyvod pro mocové a pohlavni vyvodné cesty
samic. Je tvofena stydkymi pysky a jejich ostrym vybézkem ve spodnim konci, ohranicuji
stydkou stérbinu. U feny ma charakteristicky srd¢ity tvar, ma jemné ochlupenou kuzi
S typickymi aromatickymi a mazovymi zlazami a cetnymi senzitivnimi nervovymi
zakonGenimi. Ve sténé se nachazi jak hladka, tak pii¢né pruhovana svalovina (Cerveny,

2011).
Clitoris

Clitoris feny vyztuzuje dno poSevni piedsiné a je pomérné velky. Je tvofen fibréznim
vazivem promisenym tukovou tkdni, pouze jeho zalud obsahuje topotivé téleso. Je nenapadny

a hluboko ulozeny (Cerveny, 2011).
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3.2. Vyvoj pohlavnich bunék a pohlavni cyklus

3.2.1. Vyvoj saméich pohlavnich bunék

Spermatogeneze
Pod pojmem spermatogeneze oznaujeme vyvoj spermie.
Spermatocytogeneze

Epitel semenotvornych kanalkd je vystlan dvéma zakladnimi typy bunék - Sertoliho
a zarodecnymi buiikami. Zarode¢né neboli spermatogenni bunky jsou obklopovany Sertoliho
buiikami, jez jsou podstatné vétSi a jsou tak spolecné uzce spojené. Sertoliho buiky maji
dalezitou funkci béhem procesu spermiogeneze, kdy fagocytuji pfebytecné bunécné elementy,
kterych se spermatogenni buinky zbavuji. Pavodni samci pohlavni bunky, zvané
spermatogonie, prochazi kontinualné sérii bunééného déleni az do doby, kdy se z nich
postupné stavaji spermatocyty 1. a II. fadu. Tento proces se nazyva spermatocytogeneze
(Hafez a Hafez, 2000).

Spermiogeneze

Buiiky s haploidnim pocétem chromozomii jsou spermatidy. Spermatidy nasledné
prodélaji fadu progresivnich strukturalnich a vyvojovych zmén (kondenzace jaderného
chromatinu, zformovani biciku spermie, vznik akrozomu splyvanim Golgiho aparatu,
zbavovani piebytecné cytoplazmy) a stavaji se tak z nich nezralé spermie. Tyto metamortni
zmény jsou znamy pod ndzvem spermiogeneze. Nezralé spermie nasledné putuji

semenotvornymi kanalky pfes vyvodné kanalky varlete az do nadvarlete, kde dochazi k jejich

skladovani a zrani (Hafez a Hafez, 2000).

Doba trvani spermatogeneze

Struktura a funkce psich varlat byla relativné malo zkoumana. Celkova doba vzniku
spermii je ovlivilovana genotypem zarode¢nych bunék. Obvykld doba spermatogeneze
u savcl se pohybuje v rozmezi 30 — 75 dni. I kdyz délka cyklu spermatogeneze
je povazovdna za pomeérn¢ konstantni, mize byt vradmci jednoho druhu ovlivnéna

i plemennou piislusnosti jedince (Soares et al., 2009).
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Timto tématem se zabyvala studie z roku 2009 (Soares et al., 2009), kdy cilem bylo
provést porovnani délky rtiznych fazi spermatogeneze u ruznych plemen psi. Celkem bylo
sledovano 56 pohlavné dospélych psi ve véku cca 1,5 — 7 let a rizné hmotnosti (12 kiizenct,
12 pinct, 5 biglt, 9 americkych pitbulteriéri, 12 pudli a 6 labradord). Studie prokézala,
ze ruzné faze cyklu tvorby spermii byvaji riizné variabilni, zejména u kfizencti a u psi
plemene americky pitbulteriér. Doba trvani spermatogeneze se vyznamné liSila pouze u pst
plemene americky pitbulteriér. To by mohlo byt teoreticky zptsobeno tim, Ze varlata téchto
psu byvaji diky vlastnostem ktize Sourku pfilozena blize k télu (anatomickd zvlastnost
plemene) a maji tak vyssi teplotu oproti varlatim psu ostatnich plemen. Studie na mysich
a rybach prokazaly, ze vyss$i teplota varlat vyznamné ovliviiuje — urychluje proces
spermatogeneze. U tohoto plemene prob&hl kazdy cyklus tvorby spermii rychleji (o jeden
den) a celkova délka spermatogeneze se zkratila az o Sest dni. Vysledky ziskané u ostatnich
plemen psii byly viceméné Casové shodné. Nicméné tuto hypotézu (vyssi teplota v Sourku

u plemene americky pitbulteriér) je potieba ovéfit dalsimi studiemi (Soares et al., 2009).

3.2.2. Vyvoj sami¢ich pohlavnich bunék

Folikulogeneze

Oocyty hraji zasadni roli pti vyvoji folikuli, po¢inaje pocatecni folikularni formaci
a konce rozpadem komplexu kumularnich bunék obklopujicim ovulovany oocyt (Eppig,
2001). V kufe vajecniku Se vyviji ovarialni folikuly, které se 1isi velikosti a stupném
diferenciace oocytll, které se nachazi uvniti folikulu. Primordialni neboli zarode¢né folikuly
jsou tvoreny jednou vrstvou plochych bunék folikularniho epitelu, kde se pfeménuji
v pozd¢jSich stadiich diferenciace ve wvnitfni thekalni bunky. Primarni folikul vznika
po pfemeéné plochého epitelu stény folikulu v izoprazmaticky. Primdrni folikul polarnim
zmnoZenim bunéck roste a pfeménuje se v sekundarni folikul, ve kterém dochézi ke vzniku
Stérbinovych prostorti vyplnénych tekutinou. Tyto prostory splyvaji a postupné tvoii pozdéji
jednotnou dutinu folikulu. Dal§im zmnozZenim tekutiny a zesilenim wvnitinich vrstev stény
folikulu vznika terciarni folikul. Jeho sténa je tvotfena folikularnim epitelem, ktery obklopuje
dutinu folikulu. Vajicko je ptiloZzeno excentricky ke sténé folikulu. Tésné vajicko obklopuje
glykoproteinova vrstva zvana zona pellucida. Na ni pfiléha vrstva bun¢k folikularniho
epitelu, corona radiata. Koneénym stadiem zrani folikulu je Graafuv folikul, ktery

je ptipraven k ovulaci. Graafova folikulu dosahuje jen miziva ¢ast embryonalné zalozenych
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folikuli a v nich ulozenych vajicek. VétSina folikuli podléhd regresi, tzv. atrézii folikuld
a degeneruje (Konig a Liebich, 2002).

Zajimavym faktem je, ze fena produkuje oproti jinym savciim podstatné vice folikuld,
jez obsahuji vice nez jedno vajicko. U fen je to pfiblizné 11 %, u kocky 4 %, u Cloveka 3 %
a u makaka rhesus 2 % ze vSech folikuli. Tyto folikuly se objevuji teprve kratce pred prvni
iiji, jejich pocet ve vajeCnicich neni ovlivnén vékem feny a jejich vyznam a pficina vzniku
neni zcela jasna. V ramci jednoho folikulu se mohou vyskytovat oocyty v riznych stadiich
vyvoje, zaroven muze byt jeden oocyt Zivotaschopny, druhy ne (Songsasen a Wildt, 2007).

Velikost ovarialnich folikuli je zavisla na stupni reprodukcniho cyklu. Obvyklé
velikosti ovaridlnich folikuld, které se na vaje¢niku vyskytuji, jsou: 119,2 = 0,7 um v dobé
estru, 107,7 £ 0,7 um v dob¢ diestru a 103,6 = 0,8 um v dob¢ anestru. K tomu, aby u oocytu
mohla probéhnout meidza, je zapotiebi jeho velikosti minimalné 100 — 120 um. Velikost
oocytu je dalezitym, ovSem ne jedinym limitujicim faktorem pro uspésné IVM. Pouze zhruba
20 % ziskanych oocytll, jeZ jsou vétsi nez 120 um, GspéSné dosdhne kompletniho jaderného
zrani in vitro. Az 80 % oocytl obsazenych ve folikulu > 2 mm je schopno jaderného zrani
in vitro. Z folikuli o velikosti 0,5 az < 2 mm je ovSem schopno jaderného zrani pouhych
16 — 38 % oocyti. Béhem anestru a diestru se setkdvame vice s mensimi folikuly (0,5 az <2
mm), naopak béhem estru prevladaji folikuly velké (> 2 mm). Lze vSak také nalézt né€kolik
malych folikul u fen v proestru a naopak nékteré velké folikuly u fen v diestru (Songsasen
a Wildt, 2007).

Oogeneze

Soucasné s diferenciaci ovarialnich folikuli probihd i vyvoj samifich pohlavnich
bunék, oogeneze. Vajicka pochazeji z malého poctu kmenovych bunék, které se nazyvaji
primordidlni zarodecné buiiky (PGC, primordial germ cells). Poté co se PGC diferencuji
V sami¢i zarode¢né bunky, za¢nou se tyto mitoticky délit a oznacuji se jako oogonie.
Kdyz mitotick4 aktivita ustdva, nékteré z bunék vstoupi do meidzy. Builky, které do meidzy
vstoupily, se oznacuji jako oocyty (Wassarman a Albertini, 1994).

Meiotické déleni oocytu je zastaveno ve fazi diplotene profaze I a poté oocyt zacne
rist. V oocytech, které jsou plné dorostlé, pokracuje meidza pies metafazi I, anafazi I,
telofazi I az do metafaze II, kde nastava druhy meioticky blok (Sedmikova et al., 2003).
V druhém meiotickém bloku oocyt zlstava az do oplozeni spermii (Wassarman a Albertini,

1994). U vétsiny savell dochazi k ovulaci oocytu ve stadiu metafdze druhého meiotického
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déleni. AvSak u psovitych Selem opousti dorostly oocyt folikul jiz na konci profaze I a zrani
do stadia metafaze I1 probiha ve vejcovodu (Sladecek, 1986; Hyttel et al., 1990).

Pfi ovulaci dochdzi pod vlivem luteinizacniho hormonu (LH) hypofyzy k prasknuti
stény folikulu. Misto, kde dochazi k prasknuti folikulu, se nazyva stigma. Vajicko je spolecné
se svymi okolnimi buitkami vyplaveno folikularni tekutinou z folikularni dutiny a dostava
se do nalevky vejcovodu (Konig a Liebich, 2002).

Po ovulaci kolabuje sténa folikularni dutiny, coz je zapfic¢inéné poklesem tlaku uvniti
pivodni dutiny a vznika zluté télisko, latinsky corpus luteum (CL). Ke vzniku zlutého
téliska tak vedou nésledujici regresni a proliferani procesy a puceni cév. Na Zlutém télisku
se rozliSuji rané a pozdni stadium vzniku, stadium rozkvétu a stadium regrese. Soubor téchto
stadii Zlutého t&liska bdhem estralniho cyklu oznaGujeme jako corpus luteum cyclicum. Zluté
télisko produkuje hormon progesteron a thekalni bunky tvofici sténu zralého folikulu
produkuji estrogeny. ZvySena tvorba estrogenu za piitomnosti Graafova folikulu vede k fiji,
zatimco progesteron piipravuje uterus pro implantaci oplozeného vajiCka. Prostaglandiny
(PGFy,), které jsou produkovany v déloze, zahajuji regresi zlutého téliska. Na konci
regresnich procest pretrvava jizva zlutého téliska. Funkci vaje¢nikt a sekreci jejich hormonti
ovliviiuji hormony hypofyzy. Dysfunkce v produkci hormonti vedou napt. ke vzniku cyst
vajeCniku nebo k perzistujicim zlutym téliskim (Konig a Liebich, 2002).

Zrani oocytl u psovitych (jako je pes domdci, liSka polarni nebo liska stfibrna)
je proces, ktery se vyrazné 1iSi od ostatnich druhii savcti a jeho znacnad Cast se odehrava
ve vejcovodech. K ovulaci dochazi béhem 24 — 48 hodin po LH vIné. A naopak k LH
vin¢ dochazi ptiblizné 3 dny po prvnim dni estru. Nezralé¢ psi oocyty nasledné potiebuji
zhruba 72 hodin k tomu, aby dosahly metafaize druhého meiotického déleni. K obnoveni
meidzy u veétSiny oocyti dochazi obvykle 1 — 2 dny po vrcholu LH, tedy kratce pied ovulaci.
Bylo také zjisténo, ze oba typy oocyti — tedy jak zral¢ tak nezralé — jsou prostupné
pro spermie. Mize tedy dojit 1 k oplozeni nezralych oocytli. Tento jev mimo jiné ztézuje
uréeni optimalni doby pro kryti ¢i metody asistované reprodukce (Hyttel et al., 1990).

Ke zrani oocytll dochazi az ve vejcovodu feny a trva ptiblizn€ 60 hodin a tyto zralé
oocyty jsou poté oplozeni schopné ptiblizné 48 hodin (Karre, 2012). Ke zrani oocytii dochazi
v distalnich ¢astech vejcovodi, stejné tak jako u liSek, pfiblizn€é dva dny po ovulaci a doba
zrani se uvadi v rozmezi 96 — 108 hodin. Zralé oocyty si uchovavaji schopnost oplozeni
podobu dalsich 24 — 48 h (den 5 — den 6) u vétSiny fen, po dobu 72 — 96 h (D7 — D8)
u nékterych fen a vextrémnich piipadech si tuto schopnost uchovavaji az po dobu

120 — 144 h (D9 — D10). Jako nejvhodnéjsi dny Kk ptipadnému oplozeni se jevi rozmezi
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DO — D5. Béhem nésledujicich tfi dnli se schopnost oplozeni vyrazné snizuje (Concannon,
2011).

Luvoni et al. (2005) uvadi, ze psi oocyty byvaji ve vejcovodech obvykle po dobu
8,5 — 9 dni, zatimco u jinych savcu je tato doba uvadéna v intervalu 3 — 4 dni. Naopak
Reynaud et al. (2006) uvadi dobu setrvani oocytt ve vejcovodech az 8 — 10 dni, oproti

2 dntim u prasat, 3 — 4 dnlim u skotu a 5 dniim u mysi.

3.2.3. Pohlavni cyklus

Proestrus je obdobi trvajici obvykle 9 dni charakterizované zménami v chovani
feny, zménami zaznamenanymi pii poSevni cytologii, doprovazené otokem a zarudnutim
vulvy a charakteristickym vytokem. V obdobi pozdniho proestru dochazi ke zvysSeni
hladiny estradiolu, jehoz bazilni hodnota byva vrozmezi 5 — 15 pg / ml az na hodnoty
40 — 120 pg / ml (primérné 70 pg / ml). Narast hladiny estradiolu je soucasn¢ doprovazen
naristem hladiny testosteronu (z < 0,5 ng / ml az na 2 — 5 ng / ml) a androstendionu
(z<0,5ng/mlazna4— 11 ng/ml). Obdobi proestru konc¢i obvykle 0,5 — 3 dny po vrcholu
hladiny estradiolu v krvi, jehoz hladina se nadale piechodné pohybuje v rozmezi
10 — 20 pg / ml. Toto obdobi je jiz oznaCovano jako estrus (tedy vlastni fije). V této dobé
také nastava priblizn€¢ 1 — 3 denni zvySeni hladiny LH (bazalni hodnota 0,4 — 1,5 ng / ml,
vrchol 5 — 40 ng / ml) a zaroven 1l — 4 denni zvySeni hladiny FSH (bazalni hodnota
15 — 40 ng / ml, vrchol 200 — 400 ng / ml). Po LH vIn¢ se rychle zvySuje hladina progesteronu
na hodnotu 1 — 3 ng / ml a ihned po ovulaci (nebo po 1 — 3 denni pauze) se nadale zvySuje
az na hodnoty 10 — 25 ng / ml v den D10, béhem nebo kratce po skonceni fije. Po skonceni
estru nasleduje obdobi metestru, obvykle detekované mezi dny D6 — D11. Dale hladina
progesteronu dosahuje vrcholu v dobé mezi D20 — D35 na hodnotu 15 — 80 ng / ml a poté
opét postupné klesd na hodnotu méné nez 1 ng / ml ve dnech D55 — D90 (v priméru D70).
Toto obdobi je charakterizovano jako konec metestru a zacatek anestru. Anestrus je obdobi
bez zjevné ovaridlni aktivity a u fen obvykle neni krat$i nez 7 tydnii po poklesu hladiny
progesteronu pod 1 — 2 ng / ml. Primérné v8ak trva 18 — 20 tydnt. Délozni sliznice byva plné
regenerovana mezi dny D120 — D130 (Concannon, 2011).

Folikuly primérné zvétsi svou velikost pfed LH vinou na 6 — 9 mm, poté mezi LH
vlnou a ovulaci az na 9 — 12 mm. Tento rast folikulu i ovulace mize byt pozorovana
ultrazvukem. K porodu bézné dochazi 65 + 1 den po LH vIné (Concannon, 2011).
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3.3. Plodnost

V posledni dobé se u pst vyskytuji dva zasadni problémy spojené s reprodukei.
Z divodu pfemnozeni zvifat ve volnych chovech nebo u zvifat opusténych se pouziva
zejména cilené snizovani jejich reprodukénich schopnosti. Toto cilené ovliviiovani pohlavni
aktivity zvifat je provadéno zejména pomoci oddaleni nebo uplného zabranéni nastupu
fije. Jednd se o metody docasné (medikamentdzni), kdy se vyuzivad naptiklad aplikace
steroidnich hormontl, jako jsou gestageny, androgeny, které snizuji sekreci hypofyzarnich
gonadotropinti. Mezi metody trvalé (chirurgické) patii ovariektomie (odstranéni vajecniki)
a ovariohysterektomie (odstranéni vajecnikli, vejcovodi i délohy) u fen a orchiektomii
(odstranéni varlat) u psa. Naopak u zvitat pteSlechténych plemen, kterd maji casto snizenou
schopnost rozmnoZovani, se rozvijeji metody zvySujici jejich reprodukéni vykonnost
(Svoboda et al., 2001).
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3.4. Asistovana reprodukce u psi

Studie zabyvajici se asistovanou reprodukci psti vedou mimo jiné k celkovému
pochopeni reproduk¢nich mechanismi u savet. Ziskané znalosti umozni zachovani cennych
psich genotypti in vitro (Songsasen a Wildt, 2007).

Metody asistované reprodukce u psu ztézuje celkové fyziologie reprodukéniho
systému a také fakt, ze je obtizné chirurgicky ziskat pro produkci in vitro embryi zralé oocyty
z vejcovodl od fen behem probihajici fije. TaktéZ pro metodu pienosu jadra somatické bunky
(z ang. somatic cell nuclear transfer — SCNT) je obtizné po in vitro fertilizaci oocyti najit
ptijemkyni ve fazi pohlavniho cyklu, ktera by pfijmuti embryi umoziovala (Hall et al., 2013).
Pii kryokonzervaci spermii muize dojit k dezorganizaci cytoskeletu a k abnormalitam
ve struktuie chromozomi a DNA (Luvoni, 2000).

Mezi témito technikami se in vitro produkce (IVP) embryi jevi jako dulezity nastroj
pro ochranu volné Zijicich druhd Zivo€ich. V poslednim desetileti bylo dosazeno
vyznamného pokroku v produkci embryi masozravci. Bylo prokazéano, ze psi oocyty mohou
pokracovat v meiotickém dé&leni in vitro, a ze tyto oocyty mohou byt nasledné oplozeny
a nadale vyvijeny in vitro, i kdyZ s mnohem men$imi uspéchy, nez je tomu u oocytd jinych
domacich zvifat. Divod spoc¢iva v odlisnosti reprodukcni fyziologie psa v porovnani
s ostatnimi druhy a v nedostatku piesnych informaci tykajicich se prostfedi vejcovodu,
ve kterém probiha zrani oocytl, oplozeni i Casny embryonalni vyvoj (Luvoni, 2000).

Ackoliv bé€zné metody asistované reprodukce, jako je uméla inseminace (Al)
a kryokonzervace byly velmi tspésné, dalsi pokrocilé technologie se jevily jako nedostate¢né
pro dosaZzeni vysoké miry GspéSnosti in vitro embryonalniho vyvoje u psa. In vitro zrani
(IVM) psich oocytu zistava vyznamné pozadu oproti jinym zivo¢iSnym druhtim (Hall et al.,

2013).

3.4.1. Uméla inseminace (Al)

Uméla inseminace je alternativni zplisob oplodnéni. Ackoliv prvni Uspé€$na uméla
inseminace u fen pomoci Cerstvého spermatu, ktera vedla k biezosti, byla provedena jiz v roce

1780 italskym védcem L. Spallanzanim, této metody se zacalo vyuZivat az ve druhé poloviné
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20. stoleti (Vitasek et al., 2012). Prvni bfezosti po inseminaci mrazenym spermatem dosahl
S. W. J. Seager v USA az v roce 1969 (Svoboda et al., 2001).

Hlavnimi divody, pro¢ se umélé inseminace u psi vyuzivd, byvaji ekonomické,
technické, organizaéni, Casové a zejména zdravotni aspekty. Ze strany psa byvaji problémy
s nezkusenosti, pfed¢asnou ejakulaci a erekci, plachosti, pohybovymi problémy, poranénimi
a onemocnénimi pohlavniho aparatu, snizenou sexualni aktivitou apod. U fen to nejcastéji
byva nechut k vybranému psovi, bolestivost u mladych fen, vyvojové vady genitalii
¢1 vyraznd agrese. Dulezitou skutecnosti, proC se také provadi umelad inseminace je zabranéni
pfenosu nakazlivych infekci ¢i pohlavnich chorob, zejména z feny na psa (Svoboda et al.,

2001).
Indukce 7ije

V ramci asistované reprodukce jsou metody stimulace pohlavni aktivity a indukce fije
rozvijeny zejména k cilenému ovlivnéni pohlavni aktivity s cilem sjednoceni fije a zvySeni
rozmnozovaci schopnosti. Dale jsou metody vyvijeny k 1écbé patologického anestru,
kdy je nutné pocitat s naruSenim hypotalamo-hypofyzo-ovaridlni osy a tim padem nizsi
efektivitou vyvijenych metod. Zatimco u hospodaiskych zvifat se metody asistované
reprodukce, jiz bézné pouzivaji i v praxi, u psu se tyto metody pouzivaji prozatim
Kk terapeutickym ucelim (Svoboda et al., 2001).

Metody indukce fije u fen se v soucasné dobé vyuzivaji ke zkraceni interestralniho
intervalu, k synchronizaci fije pro pifenos embryi nebo pro in vitro produkci embryi. Idealni
podminky chovatelského prostfedi jsou dilezitym ptfedpokladem pro uspéSnou indukei fije.
Feny by méli mit ptistup k ostatnim cyklujicim fenam a také ¢asové omezeny kontakt se psy.
Déle je dulezitd kvalitni vyziva. Nedostatek vitamini zejména A, E a esencialnich
aminokyselin nebo naopak piekrmovani piisobi negativné na pohlavni aktivitu. Taktéz
je potieba zajistit prostiedi prosté stresovych faktorti, jako je naptiklad nevhodnd teplota
prostiedi, vlhkost, hrubé zachazeni a jiné (Svoboda et al., 2001).

Indukce fije je mozné dosdhnout pomoci nehormonalniho oSetieni, které ale prozatim
nenaSlo véEtsi uplatnéni, nebo pomoci hormondlniho oSetfeni ovliviiujiciho hypotalamo-
hypofyzo-ovaridlni osu. Hormonalni oSetfeni spociva zejména v aplikaci eCG nebo FSH,
coz jsou hormony stimulujici rst folikuli (obvykle se provadi po dobu 5 - 10 dni)
v kombinaci s hCG nebo GnRH, ptipadné LH stimulujici dozrani folikuli a ovulaci. Pfiznaky

proestru byvaji 1épe vyvolany pomoci eCG, nez pomoci FSH. Nicméné Gc¢innost je v obou
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pripadech vysokd. Naopak plodnost zvifat je v téchto vyvolanych fijich vyrazné nizs$i. Mezi
pri¢iny tohoto stavu muizeme zafadit dlouhodoby nadbytek estrogent, chybéjici ovulaci,
uvolnéni vaji¢ek v nepravidelnych intervalech nebo neobvykly prib&h nasledné lutedlni faze
pohlavniho cyklu, tedy nizsi kvalitou zlutych télisek. Podavani téchto piipravkt (eCG a FSH)
se doporucCuje po dobu maximaln¢ 5 dni, kvili ptipadnému toxickému u¢inku dlouhodobé
estrogenizace. K vyvolani proestru je téz mozno pouzit aplikace estrogeni a aplikace
gonadotropinti pro vyvolani fije. Nicméné pro toxické ucinky estrogent se jejich aplikace
ptili§ nevyuziva (Svoboda et al., 2001).

Nejvyhodnéjsi se jevi aplikace pfimo GnRH, nebo jeho umélych napodobenin pouze
za predpokladu, Ze u zvifete plné¢ funguje hypofyzo-ovarialni osa. Tato metoda je ovSem
technicky naroc¢na, jelikoZ je nutné GnRH aplikovat v kratkych ¢asovych intervalech po dobu
nékolika (8 - 12) dnli pomoci pulza¢nich infuznich pump. Tuto technicky naro¢nou aplikaci
lze nahradit opakovanou injek¢éni aplikaci riznych podobnych forem preparati s GnRH
u¢inkem (tzv. GnRH agonisté¢), nebo umélych nahrazek GnRH. Je vhodné zminit jesté
aplikaci antiprolaktini (v CR se vyuziva napf. piipravek bromokriptin), jehoz ucinek
je zaloZen na pfimém ovlivnéni gonadotropni sekrece hypofyzy a/nebo ovlivnéni schopnosti
vajecnikli odpovédet na gonadotropiny. Vysledky pouziti antiprolaktini jsou prozatim velmi
ruznorodé (Svoboda et al., 2001).

Proto, aby byla indukce fije tispéSna a mohlo se tak pokraovat v ur€ovani optimalni
doby pro kryti nebo umélou inseminaci je nezbytné zajistit piedchozi celostni diagnostiku
zdravotniho stavu a vylouCeni zdravotnich disfunkci, které by zabranily nastupu fije
a negativné ovlivnili prabéh pohlavniho cyklu (Svoboda et al., 2001).

Zavérem lze tici, ze dosud neni k dispozici zadna metoda, kterou by bylo dosazeno

kvalitnich plodnych tiji (Svoboda et al., 2001).
Detekce ovulace

U feny se béhem ovulace, na rozdil od jinych doméacich saveli, uvoliuji z folikult
nezrala vaji¢ka ve fazi metafaze II. Ovulace muze trvat 12 - 24 (36) hodin (Karre, 2012).

Proces ovulace uzce souvisi se dvéma endokrinnimi udalostmi — koncentraci
progesteronu v krvi a LH vinou. Stanoveni LH vInou se béZné nepouziva, jelikoz je pomérné
drahé a Casové naro¢né, kdeZto stanoveni hladiny progesteronu v krvi se rutinné pouziva
K ureni doby ovulace. Dal$im zptsobem, jak pozorovat in situ vajeéniky a preovulaéni

folikuly a naslednou ovulaci, je laparotomie. OvSem to je invazivni zakrok, ktery vyzaduje
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celkovou anestezii a mize pfi ném dochéazet k naruseni tohoto procesu. Proto se v posledni
dobé hojn¢ uplatituje metoda transabdomindlni ultrasonografie, jez pomahd urcit pfesnou
dobu ovulace. Tato metoda je pomérné ptesna, ovsem vyzaduje pozorovani vajecnika dvakrat
az tiikrat denné, bezprostiedné pred a béhem ovulace (Reynaud et al., 2006).

Vyvolani pfed¢asného proestru a estru bylo dosazeno pomoci FSH, LH i estradiolu.
Uspé&snost indukce fje byla riiznoroda a mezi obvyklé komplikace patfil Gasny zanik Zlutého
téliska, porucha ovulace, komplikovana Iluteinizace nebo doslo k selhani implantace
oplozeného vajicka (Concannon, 2011).

Mimoto zrani oocytd je doprovazeno zvySenou hladinou progesteronu v krvi

a oplodnéni obvykle probiha pti hladin€ vyssi nez 47,7 ng/ml (Karre, 2012).
Stanoveni optimalni doby pro kryti ¢i umélou inseminaci

Pod pojmem Casovani je nutné si piedstavit vymezeni ur¢it¢ho ¢asového tseku, béhem
n¢hoz dochézi k uvolnéni oplozeni schopnych oocytii do vejcovodu, respektive jejich dozrani
ve vejcovodu. K co nejvétSimu vyuziti reprodukénich schopnosti feny je dalezita veterinarni
asistence. Spravné naCasovani je nezbytné zejména v piipadé€ inseminace, tedy jednorazového
kryti, mrazenym spermatem, jelikoz jeho schopnost pietrvani v pohlavnim ustroji feny
a oplozovaci schopnost je vyrazné niz$i (3 — 6 dni) nez u Cerstvého spermatu (Svoboda et al.,
2001).

Pro urceni nejvhodné€jsi doby kryti Ize vychazet z pifirozen¢ho chovani feny vici
psovi. Béhem 3 - 5 dni po projeveni prvniho zdjmu feny o psa obvykle dochazi k ovulaci
(odpovida 2. - 3. dni estru). Pfistupnost feny pro psa je jednou z nejspolehlivéjsich
chovatelskych metod k urceni nejvhodnéjsi doby ke kryti. Nékteré feny vSak mohou odmitat
psa béhem celého cyklu a jiné jsou naopak piistupné po dobu témét celého obdobi vnéjsich
ptiznaki fije, coz mize trvat déle nez deset dnil (Kvapil a Kvapilova, 2007).

K ovulaci dochazi zhruba 48 — 60 hodin po vrcholu LH (Concannon et al., 2011).
Svoboda et al., (2001) uvadi, Ze u fen probiha ovulace zpravidla 1 - 4 dny po LH vIng,
coz byva obvykle 3. - 7. den fije. Kovulaci dochazi kolem druhého dne po LH vIné
(Hyttel et al., 1990).

Na rozdil od ostatnich druhti doméacich zvifat, kdy je vhodnid doba k piipusténi
bezprosttedné pied ovulaci, u fen je tomu jinak. Optimalni doba pro kryti je az chvile
po ovulaci, jelikoz vajicka vychdzeji z vejcovodii v nezralé formé oocytu I. fadu. Proto

je nutné jejich setrvani ve vejcovodu po dobu dalSich 1 - 3 dni po ovulaci, kdy se z oocytil
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L. fadu stavaji zralé oocyty II. fadu schopné oplozeni. Schopnost oplozeni téchto oocyti byva
v rozmezi 24 - 48 hodin (Svoboda et al., 2001). V okamziku oplozeni se oocyty nachazeji
ve stfedni a distalni ¢asti vejcovodu (Reynaud et al., 2006).

Nastup fije je charakteristicky snizenou koncentraci estrogentii a zvySenou koncentraci
progesteronu v periferni krvi, coz je ovlivnéno luteinizaci preovulaénich folikulti (Svoboda
etal., 2001).

V ptipad¢ inseminace (tedy jednordazového kryti) 1ze povazovat za nejvhodnéjsi termin
priblizné 5. - 7. den fije. Podle fyziologickych ptiznakt na téle feny a dle jejiho chovani vici
psu vsak nelze presné¢ uréit presnou dobu ovulace, proto je bézné¢ vyuzivano rtznych
laboratornich metod, které s vétsi presnosti dokazi ur€it rGzna stadia fije a tim 1 prabéh
ovulace (Svoboda et al., 2001).

Casovani fije obvykle pfedstavuje soubor nékolika vySetfeni. V prvé fadé jde
o anamnestické a klinické vySetfeni, déale ptichdzi na fadu poSevni cytologie, vySetfeni
a zméfeni hladiny progesteronu v periferni krvi, které je vhodné dopliovano téz stanovenim
hladiny luteiniza¢nitho hormonu (LH). Soubor téchto vysetfeni se nazyva tzv. OVT
(ovulation timing) - pokrocilé ¢asovani ovulace (Hosek, 2014). Ke zjisténi doby ovulace
je vedle vysetfeni hladiny hormont v krvi téz vhodné vyuzit ultrasonografii vaje¢nikt

(Vitasek et al., 2012).

PosSevni cytologie

PoSevni cytologie je nejbéznéji pouzivanou metodou pii stanoveni optimalni doby
ke kryti. UrCuje pfesnou hormondlni aktivitu vajecnikli a upfesiiuje posouzeni reakce
pohlavnich organii na tyto hormony (vaginoskopie). Konkrétné¢ udava reakci posevnich bunék
na estrogeny, které jsou nejvice vyluCovany pravé v obdobi proestru (Kvapil a Kvapilova,
2007).

Na zacatku fije se zobrazuje vyrazna pievaha superficidlnich bunck (vice nez 90%),
pficemz zhruba polovina z nich je bezjadernd. Naopak se vytraceji erytrocyty, které zde byly
puvodné hojné zastoupeny. Eozinofilni index byva vétsi nez 80. V tomto obdobi ¢asného
estru zatim neni nejvhodnéj$i doba vhodna ke kryti. Optimdlni termin pro kryti nastava
v momenté, kdy v cytologickém nélezu ptevazuji bezjaderné superficialni buiky (vice nez
90%) a eozinofilni index je stoprocentni. Toto obdobi vychazi zhruba na 4. - 9. den fije.
Pro pozdni estrus je typické opétovné zastoupeni parabazalnich a intermedidlnich bun&k

(kolem 50%) a sniZeni poctu superficidlnich bun¢k (kolem 50%), které jsou opét z poloviny
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bezjaderné a eozinifilni index se snizuje az pfiblizn€ na 70. Objevuji se neutrofily a ptipadné
erytrocyty. Toto obdobi odpovidd 7. - 10. dni fije. Schopnost oplozeni je v této fazi fije
vyrazn¢ snizena (Svoboda et al., 2001).

Vyhodou posSevni cytologie je Setrné vyuziti a moznost opakovani. Pomoci této
metody ovSem nelze stanovit pfesnou dobu ovulace a reakce poSevnich bun¢k na hladiny

hormoni v periferni krvi je u kazdé feny individualni (Kvapil a Kvapilova, 2007).

Stanoveni hladiny progesteronu v krvi

Dalsi metodou je stanoveni hladiny hormonu progesteronu v krvi pomoci
tzv. progesteronoveho testu. Jde o pomérné piesnou metodu, ktera ur¢i presnou dobu ovulace.
Fen¢ se zhruba 7. den od objeveni se krvavého vytoku odebere krev a zasle se do laboratote,
kterd ma moznost zméfit hladinu progesteronu v krvi (uvadi se v ng/ml). Hodnoty
progesteronu v rozmezi 1 — 5 ng/ml poukazuji na ¢asny estrus. Pfi hladin¢ okolo 2,5 ng/ml
obvykle do dvou dnt dojde k ovulaci, proto toto obdobi neni zatim vhodné pro jednorazoveé
kryti. Pfipoustét je mozné jen v piipadé, Ze je zde moznost opakovaného kryti (Kvapil
a Kvapilova, 2007).

Nejvhodnéjsi doba ke kryti je doba kratce po ovulaci, kdy se hodnota progesteronu
v Kkrvi pohybuje kolem 5 ng/ml. Optimalni hodnota progesteronu v krvi se vSak uvadi
v rozmezi 8 - 13 ng/ml. Vyss$i hodnoty jiz ukazuji na pozdni estrus ¢i rany diestrus,
kdy dochazi k vyraznému sniZeni oplozeni schopnosti vajicek (Svoboda et al., 2001).

Kvapil a Kvapilova (2007) uvadi hodnoty progesteronu v krvi v rozmezi 5 - 25 ng/mi
za vrchol estru. Hodnoty okolo 5 ng/ml naznacuji obdobi ovulace, 5 — 10 ng/ml udava obdobi
zrani vajicek a hodnoty 10 — 25 ng/ml obdobi, kdy jsou vajicka oplozeni schopnd. Navic
progesteron je hormon nutny k udrzeni piipadné gravidity feny, takZe se po ovulaci jeho
hladina vyrazné zvysuje.

Pomoci progesteronového testu provadéném béhem fije mizeme také UspéSné urcit
termin porodu. Je to nejpiesnéj$i metoda, ktera se bézné v praxi vyuziva. Za predpokladu
kazdodenniho méfeni hladiny progesteronu v krvi béhem fije bylo zjiSténo, Ze délka biezosti
se pohybuje v intervalu 65 +/- 1 dni u 60%, 65 +/- 2 dni u 76% fen, 65 +/- 3 dni u 87% a 65
+/- 4 dni u 92% fen od stanoveni dne DO (nulty den ovulaéniho cyklu), béhem néhoz dochazi
k vzestupu hladiny LH a byva oznacovan jako LH vina - nejvyssi hodnota (vrchol) LH v krvi.
Tyto vysledky byly zjistény ve studii celkem 238 fen 49 plemen, z nichz u 60% probehl
porod. Délka gravidity byla stanovena ode dne DO do dne, kdy byl vypuzen prvni plod.
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Primérnd délka biezosti u této skupiny sledovanych fen byla zjisténa jako 65,5 +/- 2,36 dni
(Vitasek et al., 2011).

Stanoveni hladiny luteiniza¢niho hormonu (LH) v krvi

Stanoveni hladiny luteinizacniho hormonu (LH) v krvi je dalSim pfinosnym
ukazatelem pfi urovani vhodné doby ke kryti. VySetfeni hladiny LH v krvi se zahajuje

pti zjisténi hladiny progesteronu vétsi nez 1 ng/ml (Hosek, 2014).
Odbér semene

Pro Uspésné provedeni umélé inseminace je také zapotiebi ziskat semeno chovného
psa. To se provadi tfemi zakladnimi zplsoby, masaZi pyje neboli masturbaci, pouZitim umélé
pochvy nebo elektroejakulaci, jez se bézné neprovadi, jelikoz je nutné ji provadét v celkové
anestezii (Svoboda et al., 2001).

Masturbace se nejvice vyuziva u malych plemen pst a u psii lehce vzruSivych, pomoci
umélé pochvy pak u psi stfednich a velkych plemen. Také zde je vhodné odbér semene
ukon¢it pfed nastupem tfeti semenné frakce. Vzdy je nejvhodnéjSi odebirat semeno
za pritomnosti harajici feny pro dostateCnou stimulaci psa. Dulezité je pravidelné vyuziti psa
k reprodukeci, nikoliv nadmérné nebo naopak nedostatecné, kdy se zhorSuje kvalita spermatu.
Jako optimalni se jevi jeden odbér v rozmezi dvou dnl. Semeno by mélo byt po odbéru
nejlépe do deseti minut zpracovano (Svoboda et al., 2001).

Spermie je téz mozno ziskat piimo z nadvarlete (tzv. epididymalni spermie). Postupuje
se tak v piipadé kastrace nebo thynu psa. Uspé&$nost takového odbéru je zavisla na véasném
dopraveni varlat snadvarlaty (piipadné téla mrtvého zvifete) do prisluSné laboratote.
V piipadé, kdy neni mozné varlata transportovat ihned, pfepravuje se vzorek pfi teploté
5 — 10°C (Piinosilova et al., 2012).

Mezi metody ziskavani epididymalnich spermii patii disekce ocasu nadvarlete nebo
vyplach ocasu nadvarlete a ¢asti chdmovodu. V prvnim ptipad¢ se disektovany, krevnich
vlaseCnic zbaveny a na nékolika mistech nafiznuty ocas nadvarlete vlozi do piipravené¢ho
média asi na 10 minut. Béhem této doby spermie do vybraného média samovolné vyplavou.
V druhém piipad¢ je proveden vyplach ¢asti chdmovodu a ocasu nadvarlete pomoci 0,5 — 1
ml urceného média natazeného do stiikacky s tupou jehlou. Poté za pomoci vzduchu

je z ocasu nadvarlete vyplavena veskera tekutina obsahujici spermie (Ptinosilova et al., 2012).
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U psa probiha ejakulace ve tfech frakcich. Prvni pfedspermiova frakce obsahuje
mikroorganismy, které maji za kol prociSténi mocové cesty pred vlastni ejakulaci. Druha
frakce spermiova, obsahujici spermie, se ziskavad oddélené pro kryokonzervaci. Tteti frakce
je prostaticka, obsahujici sekret z prostaty (Ptinosilova et al., 2012).

Pro inseminaci Cerstvym spermatem je dulezité odebrat cely ejakulat (Svoboda et al.,
2001). Naopak pro zmrazeni semene je nutné odebrat pouze jeho prostfedni frakei, jelikoz
sekret uvolfiovany z prostaty snizuje zivotnost spermii pii konzervaci ejakulatu (Svoboda
et al., 2001; Piinosilova et al., 2012).

Ziskavani a kryokonzervace spermii z kaudalni ¢asti nadvarlat je dilezitym nastrojem
v reprodukci pst, kterd umoziuje ziskani zivych bun€k 1 po smrti jedince. Nicméné proces
kryokonzervace miize zplisobit nevratnd poSkozeni v membrané spermii a narusit tak jejich

zivotaschopnost (Martins et al., 2009).
Hodnoceni kvality spermatu

Tradi¢ni metody urcujici kvalitu spermatu nekoreluji vzdy s plodnosti dané¢ho jedince
u pst, ani u jinych zivoc¢iSnych druhii. Schopnost spermii reagovat s oocyty zdvisi na mnoha
funk¢éné — morfologickych vlastnostech (Martins et al., 2009).

Mezi parametry, které se bézné sleduji pfi kontrole kvality spermatu (makroskopicky,
mikroskopicky, objektivné 1 subjektivné) patii piredevSim objem, barva, vzhled, pH,
koncentrace spermii, motilita a morfologie (Sichtat et al., 2014).

Barva zdravého ejakulatu byva mlécné bila, ptiCemz je hodnocena na stupnici 0 — 5
(5 nejvice zakaleny vzorek). Jakékoliv barevné odchylky od mlé¢né bilé znaci zdravotni a jiné
potize (prihlednd — vzorek bez spermii, zlutd — kontaminace moci, hnéda — obsah staré krve,
cervena — obsah Cerstvé krve, zelenad — znaci infekci).

Hodnoty pH psiho ejakulitu se obvykle pohybuji v rozmezi 6,4 — 6,8 (Sichtaf et al.,
2014).

Udava se, Ze koncentrace spermii v psim ejakulatu by méla byt minimalné¢ 300
milionli spermii/ejakulat. Koncentraci ovliviiuji mnohé faktory, jako je naptiklad velikost psa,
vék, sexualni aktivita, stres, pocit bolesti a jiné (Sichtaf et al., 2014).

Motilita je vyjadfovana podilem motilnich, nebo progresivné motilnich spermii
Vv ejakulatu. U zdravého psa se udava motilita spermii obvykle 70 — 90 %. Stejn€ jako

koncentrace, je i motilita ovliviiovana stejnymi faktory (Sichtaf et al., 2014).
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Pfi posuzovani morfologie se zjiStuje zastoupeni morfologicky normélnich spermii
(MNS), kde se hledi na tvar a strukturu spermii. Zdravy ejakulat by mél obsahovat minimalné
70 % MNS, hodnota pod 60 % MNS uz naznacuje snizenou schopnost oplozeni semene
(Sichtaf et al., 2014).
integrity bunécné membrany, posuzovani potencialu prezitelnosti spermii, zhodnoceni
kapacitace, akrozomu, integrity DNA ¢i mitochondrii spermii. Pro zhodnoceni kvality
ejakulatu viak zatim nejsou stanovena jasné dana pravidla (Sichtat et al., 2014).

Nejbéznéji vyuzivanou metodou ovétovani kvality ejakulatu patii vizualni zhodnoceni
pomoci optického mikroskopu. Mezi pocitacové metody, které zjistuji kvalitu spermatu,
se fadi naptiklad CASA (Computer Assisted Semen Analyzer), jez mize zjistovat primérna
rychlost spermii na draze (VAP) v um/s, ptimocara rychlost (VSL) v pm/s, kiivocara rychlost
(VCL) v um/s, amplituda laterarniho vyboceni hlavicky spermie (ALH) v pum/s, frekvence
kiizeni (BCF) v Hz, pfimost (STR) v % ¢i linearita (LIN) v %. Dal$imi mzou byt tzv.
analyzator kvality spermatu (SQA, z angl.. Sperm Quality Analyzer), SASMO, HOS - test
(hypoosmoticky test) kontrolujici funkci membrany spermii (Sichtaf et al., 2014).

Vazba spermii na zonu pellucidu je vyznamnou udalosti a uzite¢nym parametrem pii
posuzovani plodnosti zvifete. Pro tento odhad plodnosti je vyuzivano tzv. ,,Hemizona Assay*

testu (Martins et al., 2009).
Zivotnost spermii v pohlavnim traktu feny

Spermie jsou skladovany v déloze, nebo na rozhrani délohy a vejcovodu a pfi zrani
oocytll se pohybuji smérem k mistu oplozeni, tedy do vejcovodi (Karre, 2012). Pfitomnost
spermii v déloze byla zjiSténa jiz nékolik minut po pafeni. Také bylo zjiSténo, ze na rozhrani
mezi déloznimi rohy a vejcovody a i1 dile ve vejcovodech bylo nalezeno az stokrat méné
spermii, nez v déloznich rozich (Reynaud et al., 2006).

Rije u fen trva v priméru 7 - 10 dni a miZe zaéit jiz tyden pied ovulaci. To je spolu
s dlouhodobym procesem zrani oocytii narocné pro zivotaschopnost spermii v pohlavnim
aparatu feny a na jejich schopnost oplozeni. Bylo zjisténo, Ze na rozdil od dalSich domacich
a hospodafskych savci, u kterych byva Zivotaschopnost spermii v sami¢im pohlavnim ustroji
pouze nekolikahodinovéa az nékolikadenni, u fen jsou spermie schopné piezivat az po dobu

11 dni (Songsasen a Wildt, 2007; Karre, 2012). Pramérn¢ piezivaji spermie psa v déloze feny

7 dni, tudiz naptiklad pfi pafeni 5 dni pfed ovulaci byvaji ¢asto plodné a oplozeni jednoho
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oocytu vice nez jednou spermii nebyva vyjimecné. V piipadé nekvalitniho spermatu, nebo
po jeho rozmrazeni, je nejvhodnéjsi doba pro oplozeni 5. — 6. den po LH vIn¢€ a po dozrani
oocyt (Concannon, 2011). Reynaud et al. (2006) udavaji béznou dobu pieziti spermii
Vv reprodukénich organech feny mezi 3,5 — 6 dni po pafeni, nejdéle vSak 11 dni. Mimo jiné
také uvadi, Ze doba pfeziti spermii je delsi, je — li fena v fiji.

K oplozeni oocytti in vivo dochazi ve stadiu metafaze II (MII), coz je ptiblizné
48 — 83 hodin po ovulaci (Reynaud et al., 2006).

Technika umélé inseminace

Pfi umélé inseminaci je potieba zavést katétr co nejblize k déloznimu krcku
pro co nejlepsi postup semene. Po aplikaci semene do pochvy je vhodné prstem napodobovat
svazani a podporovat tak nasavaci aktivitu vyvodnych pohlavnich organi feny. Fenu
je vhodné po inseminaci drzet s vyvySenou zadi po dobu 10 - 20 minut, poté ji provadét
zhruba 10 - 15 minut a snazit se zabranit ji v moc¢eni. Dale by méla byt hodinu az dvé v klidu
(Svoboda et al., 2001).

Dalsim zptsobem je vpraveni semene piimo do délohy, které se provadi pti pouziti
mrazené davky. Mezi tyto moznosti patii zavedeni katétru transcervikalné¢ pomoci tenkého
endoskopu nebo Ize kovovy katétr zavést pies délozni kréek za pomoci manipulace ptes biisni
sténu (Svoboda et al., 2001). OvSem tento postup byva velmi ztizeny v dusledku zvlastni
anatomické stavby pochvy feny. Déle se provadi v celkové anestezii intrauterinni inseminace
pomoci laparoskopie. Nicméné tato invazivni metoda neni pfili§ vyuzivana, protoze
zde obvykle nebyva moznost opétovné inseminace (reinseminace) a to proto, aby se dbalo
na pohodli - welfare inseminovanych fen (Vitasek et al., 2012).

Zacatkem 70. let 19. stoleti byla v Norsku vyvinuta technika transcervikalni
intrauterinni inseminace za pomoci specidlniho rigidniho katétru (Norsky/Skandindvsky
katétr) u liSek, které byly chovany pro ziskdvani kozeSiny. Bylo zjiSténo, Ze tato metoda
je aplikovatelna i u fen, nicméné je obtizné¢ proveditelna a vyZzaduje zrucnost veterinaie
(Vitasek et al., 2012).

Endoskopicky asistovana transcervikalni intrauterinni inseminace je dokonalejsi
metodou, kterd umoznuje dopravit semeno az za délozni kréek a zaroven je mozno sledovat
cely prubéh inseminace jak veterinarnim lékafem, tak majitelem feny (Vitasek et al., 2012).

Pred planovanim inseminace feny do d€lohy je, pfedevSim pii pouziti mrazeného

semene, nutné znat presnou fazi pohlavniho cyklu feny (Vitasek et al., 2012).
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Uspésnost umélé inseminace

Uméla inseminace byva ve vétsSiné pripadli méné uspésna nez piirozena plemenitba.
Je to déno jejimi metodami, kdy je semeno zavedeno do pochvy riznym zplsobem.
Pii pfirozeném kryti pyj psa pifi svazani UspéSné zabranuje zpétnému vytoku semene ven
z pohlavnich cest feny a semeno je protlacovano skrz délozni kréek do délohy feny. Svazani
také velmi dobte podporuje kontrakce pochvy, délohy i vejcovodu a tim tak nasdvani semene
do pohlavniho traktu. Pfi umélém oplodnéni je tento mechanismus tézko nahraditelny
(Vitasek et al., 2012).

Vitasek et al. (2012) ve své retrospektivni studii zjiStovali uspéSnost endoskopicky
asistovanych intrauterinnich inseminaci, které¢ byly postupné provadény mezi lety 2007
— 2012 ve Vyzkumném ustavu veterinarniho lékaistvi v Brnd. Udaje byly zjistovany
od 37 fen riiznych plemen, ve v€ku mezi 2 — 6 lety, o vaze 5 — 66 kg a kdy jejich piedchozi
porody se pohybovaly v rozmezi 0 — 4. Byly pouzity tii rizné formy ejakulatu. Nativnim
gjakulatem bylo inseminovéano 25 fen, chlazenym spermatem 6 fen a mraZenym spermatem
také 6 fen. Pifed provedenim samotné inseminace byla zjisStovana hladina progesteronu v Krvi
u vSech fen. Inseminace mrazenym spermatem byla provedena az 2 — 4 dny po ovulaci,
tedy v dobé, kdy byly ve vejcovodech k dispozici jiz zralé, oplozeni schopné oocyty. Pouzity
ejakulat byl vySetfen makroskopicky 1 mikroskopicky a porovnan s doporu¢enymi davkami
pro jednotlivé formy ejakulatu. Pfipadné odchylky byly zaznamenédny. Inseminacni katétr byl
zaveden pres d€lozni kréek v hloubce 1 — 4 cm a bylo tak do d¢lohy vpraveno 0,5 — 2 ml
ejakulatu. Zjisténim gravidity v 25. dni po inseminaci, nebo naslednym porodem,
byla zjisténa uspéSnost této metody asistované reprodukce. Vysledky byly nasledujici:
po inseminaci nativhim prepardtem zabiezlo 15 fen (60%), po inseminaci chlazenym
spermatem zabiezly 3 feny (50 %) a po inseminaci mrazenym ejakulatem zabiezly také
tfi feny (50 %). K neuspéchu celkem sedmnacti inseminaci vedly riizné reprodukéni obtize,
jako je pyometra (zédnét délohy), opakované cystitidy, inseminace semenem nizké kvality
(nizk4 motilita spermii) nebo operace vagindlni hyperplazie 8 dni pfed planovanou inseminaci
(v dob¢ inseminace vSak byla pochva feny jiz zhojend). DoSlo také k technickym
potizim, jako je pouziti ejakulatu, jez béhem transportu zmrzl. Jedna fena nezabiezla
ani po inseminaci, ani po ptirozeném kryti. Pokud by nebyly brany v potaz reprodukéni obtize
jednotlivych fen, které nezabfezly po inseminaci nativnim ejakulatem a pouZiti spermatu

nizké kvality, dosahuje uspéSnost téchto inseminaci 86 %.
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Vitasek et al. (2012) ve své studii také porovnavaji data, jez ziskali jini védci.
Naptiklad Macedo et al. (2012) dosahl 90 % tuspéSnosti po inseminaci deseti fen plemene
labradorsky retrivr celkem tfikrat béhem 48 hodinovych intervali nativnim ejakulatem, jehoz
motilita byla 87 a 82 %. Linde — Forsberg et al. (1999) dosahli uspésnosti zabiezavani 57,9 %
(inseminace intravaginaln¢), 84,4 % (intrauterinné¢ pomoci norského katétru) a 58,9 %
(intrauterinné pomoci endoskopu). Pretzer et al. (2006) doséahli Gispésnosti zabiezavani 89,4 %
u 137 fen plemene greyhaund, které byly inseminovany jednorazové intrauterinné pomoci
rigidniho cytoskopu. Wilson (1993) ziskal celkem 83,3 % biezich fen (z celkového poctu 40),
které inseminoval intrauterinné pomoci endoskopu a flexibilniho katétru. Linde — Forsberg
(2000) uvedla vysledky celkem 2041 inseminaci: do pochvy nativnim ejakulatem 47,8 %;
chlazenym ejakulatem 45,1 %; mrazenym ejakulatem 34,6 % a do dé€lohy nativnim
ejakulatem 65,2 %; chlazenym ejakulatem 65,6 %; mrazenym ejakulatem 52,0 %.

Pfi umélé inseminaci feny Cerstvym spermatem je uspeSnost nejvysSi a dosahuje
piiblizné¢ 70 - 80%. Pii pouziti semene kratce uchovaného se uspéSnost pohybuje okolo
50 - 60% a pii pouziti mrazeného spermatu uspésnost klesa pod 40% (Svoboda et al., 2001).

Uspé&snost vyrazné ovliviiuje zptisob zavedeni semene do d&lozniho aparatu feny.
Aplikace semene do pochvy feny v misté pifed déloznim krckem uspéSnost inseminace
snizuje, zatimco intrauterinni aplikace ji vyrazné zvySuje. To plati u konzervovaného,
predevs§im mrazeného semene (Svoboda et al., 2001).

Déle je uspésnost umélé inseminace zavisld na kvalit¢ semene, kdy se predevSim
u mrazen¢ho semene setkdvame s jeho vyrazné niz§i oplozovaci schopnosti
a zivotaschopnosti spermii, ktera je jiz po hodiné¢ po rozmrazeni davky nulova. Inseminaci
je tedy proto vhodné provadét po celou dobu plodnosti feny, idealné kazdy den tohoto obdobi
a samotna aplikace by méla byt dosti rychla (Svoboda et al., 2001).

Pfi inseminaci mrazenym ejakuldtem je zabiezdvani ovlivnéno nizs$i schopnosti
spermii proniknout zejména pies délozni kréek a také zkricend doba pieziti spermii

v reprodukéni soustaveé feny (Vitasek et al., 2012).
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3.4.2. Invitro zrani a in vitro oplozeni oocytu (IVM, IVF)

Metoda in vitro fertilizace muze byt vyuzita napiiklad v pfipadé, kdy sperma daného
psa obsahuje nedostate¢né mnozstvi spermii potiebné k oplodnéni vaji¢ek v pohlavnim traktu
feny (Hafez a Hafez, 2000).

Pfi prvnim pokusu z roku 1976 o in vitro fertilizaci u psa domaciho bylo dosazeno
20 — 30 % oplodnénych oocytl. Dalsi studie uvadi, ze po kultivaci a oplodnéni oocytd in vitro
obsahovalo 34 % oocyti proniknutou spermii. Normalni oplozeni, posuzované
dle ptitomnosti dvou prvojader a jednoho biCiku spermie v oocytu, bylo pozorovdno pouze
u 4 % oocytl.. Ve stejné studii ziskali autofi sedm ranych embryi (2 — 12 bunék) po IVF
85 wvajicek. V pozdéjsi studii bylo ziskano 30 % oplodnénych oocytt, z nichz ale polovina
byla oplodnéna vice nez jednou spermii. V této studii se téz uvadi, ze vice oocyti bylo
oplozeno, kdyz byly ziskany od fen ve folikularni fazi (42,5 %) a anestru (34,3 %),
nez v lutedlni fazi (18,6 %). Nasledny embryonalni vyvoj (8 bun€k) probéhl u 10 %
oplozenych oocytl (Songsasen a Wildt, 2007).

V této prvni studii z roku 1976 tykajici se in vitro zrani oocytd (IVM) a in vitro
oplozeni (IVF) oocytl u psa bylo zjisténo, Ze piiblizné 25 % ovarialnich oocytu, jez byly
ziskany od fen v rozdilnych fazich ovulacniho cyklu, bylo schopno béhem 48 — 72 hodinové
kultivaci pokra¢ovat v redukénim déleni. Po inseminaci téchto kultivovanych oocyti in vitro
jich bylo ptiblizné 70 % schopno proniknuti spermie (Songsasen a Wildt, 2007).

V roce 2000 byla provedena studie, pfi niz bylo kultivovano in vitro 217 psich oocytu,
které byly nasledné¢ oplozeny a znichz pouze jedno embryo dosdhlo stadia blastocysty.
V roce 2001 byly v jiné studii ziskany oocyty od fen s indukovanou fiji a nasledné byly pred
IVF kultivovany po dobu 24 — 72 hodin. Bylo ziskano celkem 88 jedno — a dvou — buné¢nych
embryi, kterd byla pfenesena do fen - pfijemkyn. Tyto pienosy vedly pouze k jedinému
zjisténi brezosti a to ve 20. dnu po embryotransferu. Tato bfezost byla bohuzel po dalSich

dvou dnech samovoln¢ ukoncena (Songsasen a Wildt, 2007).
Ziskavani oocytii a spermii

Oocyty se u fen ziskavaji z folikuli po laparotomii (chirurgické otevieni biiSni
dutiny), laparoskopicky (endoskopickd opera¢ni metoda pouZivana pii operacich organi
biisni dutiny) nebo bezprosttedné po vyjmuti vajenikll pfi ovariektomii, piipadné

ovariohysterektomii (Svoboda et al., 2001).
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Nejvice ovarialnich folikult 1ze ziskat od fen ve véku 1 - 6 let, oproti fendm mladSim
(< 12 mesich) ¢i starSim (> 7 let). Co se ty¢e plemenné prislusnosti, bylo zjisténo, Ze vice
ovarialnich folikulli je mozné ziskat od kiizenek, nez Cistokrevnych fen. Primérné pocty
ziskanych ovaridlnich folikuldi se udavaji takto: 351,8 =+ 52,4 od kiizenek
a 288,1 £43,6 od ¢istokrevnych fen (Songsasen a Wildt, 2007).

Postup pfi ziskavani spermii vcetn¢ kontroly jejich kvality a Zzivotaschopnosti

V pohlavnim traktu feny byl uveden jiz v kapitole ,,Umé¢l4 inseminace (Al)“.
In vitro zrani oocytu

Mechanismy regulujici jaderné zrani byly dikladné studovany u mysi a krav.
Nicméné ptima aplikace téchto poznatkd u jinych druhti zvifat, véetné psa, nebyla tispésna.
Z toho vyplyva, Ze tyto mechanismy jsou druhové specifické (Songsasen a Wildt, 2007).

Mezi faktory ovlivitujici vyvoj oocytd in vitro patii regulace meiézy (oocyty nejsou
vzdy pln€ schopné dokoncit jaderné zrani in vitro), vék, plemeno, faze reprodukéniho cyklu
a velikost ovaridlniho folikulu. Nekteti autofi uvadgji, Ze fdze reprodukéniho cyklu
neovliviiuje stupent vyvoje oocytu. Nekteti uvadeji, Zze vice oocyti dozralo od fen, u kterych
pravé probihal estrus, na rozdil od fen v proestru nebo anestru. Nicméné i oocyty od fen
v diestru byly schopné dosahnout faze MII in vitro, stejné jako oocyty od fen v estru
(Songsasen a Wildt, 2007).

Uvadi se, ze pouze 4 % psich oocytl, kterd byla kultivovana po dobu 48 hodin
in vitro, byla schopna dokoncit MII. Ov§em oocyty kultivované po dobu 48 hodin a zaroven
oplodnéné in vitro, z24 % vytvafi prvojadro a vyviji se vrané embryo (13 % tvoticich
4 — 8 bun¢k) (Songsasen a Wildt, 2007).

Luvoni et al. (2005) uvadi, Ze GspéS$né zrani ziskanych oocytu je zavislé na jejich
velikosti. Ziskané oocyty byly rozdéleny do tii skupin dle velikosti: < 100 pm, 100 pm
a > 100 um. Bylo zji§téno, Ze nejveétsi mnozstvi oocytll (20 %) vétSich nez 100 pm bylo
schopno dosahnout zrani od MI do MII. Oproti tomu mensi oocyty byly schopné dosahnout
faze MII pouze ze 4 — 10 %. V dalsi studii se uvadi, ze oocyty vétsi nez 120 pm byly schopny
dosdhnout MII a oocyty < 110 um tohoto zrani schopné nebyly. Proto bylo také nevrzeno,
aby se pro ziskavani oocytl pro IVM ziskavaly folikuly o velikosti > 2 mm a to i pfesto,
ze nejsou k dispozici udaje, které by potvrdili nebo vyvratili zavislost mezi velikosti folikulu
a schopnosti oocyti dosahnout meiotického déleni in vitro. Zavérem lze fici, Ze pro uspésné

provedeni IVM je zapotiebi, aby mély ziskané oocyty nasledujici morfologické parametry:
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tmavé pigmentovanou a homogenni cytoplazmu, primér > 100 uym a musi byt obklopené
dvéma ¢i vice vrstvami granuldznich bunék. V piipadé, Ze maji oocyty jiny nez kulovity tvar,
ptilis svétlou cytoplazmu, méné jak dve vrstvy granuldznich buné€k ¢i jsou mensi nez 100 pm,
museji byt zlikvidovany.

Psi oocyty obvykle dokoncujici jaderné zrani v rozmezi 48 — 72 hodin ve vejcovodech
(in vivo). Ovsem jako optimalni doba pro kultivaci oocytl se jevi 48 hodinovy interval
a to 1 pfes to, ze v delSich casovém tuseku (72 hodin) dozrava vice oocyti. Delsi ¢as kultivace
vSak vede k degeneraci jiz zralych oocytt. Tento ¢asovy interval (48 hodin) rovnéZ koreluje
S embryonalnim vyvojem po IVF (Songsasen a Wildt, 2007).

SniZena hladina kysliku (5 %) pfi kultivaci oocytli vyznamné ovliviiuje jejich zrani
u mysi nebo skotu. OvSem pii kultivaci psich oocytt (pii IVM v mediu TCM 199 a CMRL)
bylo prokézéano, ze hladina kysliku nema na zrani oocyti vyznamny vliv (5 %, nebo 20 % -
obvykla hladina kysliku) (Luvoni et al., 2005).

Psi oocyty jsou bézné kultivovany pii teploté 37 — 39 °C. Doposud nebyly provadény
zadné studie, které by se zabyvaly rozdilnymi teplotami pfi IVM a jejich vlivem na zrani

oocytu (Luvoni et al., 2005).

Faktory ovliviwjici zrani a fertilizaci in vitro

Zivotaschopnost spermii po rozmrazeni

Byly zkoumany rozdily v plodnosti mezi spermiemi ziskanymi po ejakulaci
a spermiemi ziskanymi pfimo z ocasu nadvarlete (epididymalni) po jejich rozmrazeni. Studie
prokazala, ze mezi spermatem ziskanym témito dvéma riznymi zpisoby nebyly nalezeny
z4dné vyznamné rozdily v jejich oplozovaci schopnosti. Nicméné kryokonzervace vyrazné
oplozovaci schopnost snizuje, a to zejména u epididymalnich spermii, nez u spermii
ziskanych ejakulaci. Proto, aby se doséhlo vysoké plodnosti po inseminaci psimi spermiemi
ziskanymi po ejakulaci i spermiemi ziskanymi z ocasu nadvarlete (po kryokonzervaci)
se doporucuje intrauterinni inseminace do obou dé€loznich rohli, nez aplikace velkého
mnozstvi spermatu do jednoho délozniho rohu (Hori et al., 2011).

Martins et al. ve své studii z roku 2009 hodnoti Zivotaschopnost spermii ziskanych
z kaudélni casti nadvarlete po zmrazeni a nasledném rozmrazeni, jez byly uloZeny ve dvou
riznych roztocich. Nadvarlata byla ziskana od ¢tyt pst (ve véku 2 — 8 let a s vahou < 10 kg)

po planované orchiektomii. Ocasni ¢ast nadvarlete byla pomoci anatomické svorky
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vymackana a bylo tak ziskdno sperma, které bylo rozdéleno do dvou skupin. Jedna skupina
byla vlozena do Petriho misky obsahujici 0,9 % solny roztok a druhd skupina do Petriho
misky s Ringerovym roztokem bez laktatu. Thned po odbéru byla hodnocena pohyblivost
spermii a koncentrace spermatu. Poté byly zorky centrifugovany po dobu 10 minut a ziskané
sperma bylo néasledné¢ zmrazeno. Ziedéné sperma bylo ulozeno do pejet o obsahu 0,5 ml,
ochlazeno na teplotu 5 °C po dobu 60 minut, ulozeno do tekutého dusiku, do pary
6 cm nad kapalnym dusikem po dobu 20 minut a nasledné pieneseno do tekutého dusiku a tak
bylo skladovano v kryokontejneru po dobu jednoho roku. Pejety se rozmrazi tak, Ze se ponofti
do vodni 14zné o teploté 70 °C podobu 8 vtefin. RozmraZzené sperma bylo analyzovéano
systémem CASA. U kazdého vzorku bylo méteno ne€kolik parametri. Pod mikroskopem byly
pozorovany spermie, které byly nejprve obarveny fluorescencni barvou. Zelené bunky byly
povaZzovany za neporuSené¢ a cCervené, nebo cCervenozelené bunky byly povaZovany
za poSkozené. Byl stanoven podil intaktnich bunék (Martins et al., 2009).

Pro testovani kvality spermii byly ziskavany oocyty od fen pii planované
ovariohysterektomie. Vajecniky byly transportovany do laboratofe pii1 pokojové teploté
V solném roztoku. Poté byly jednotlivé pieneseny do Petriho misek pomoci stereomikroskopu.
Pro testovani spermatu byly vybradny pouze oocyty o velikosti cca 100 pm, s tmavou
cytoplazmou a obklopené tiemi nebo Ctyfmi vrstvami kumularnich bunék (Martins et al.,
2009).

Oocyty a spermie byly inkubovany ve zvlhCené atmosféfe obsahujici 5 % CO?
pii teploté 38 °C po dobu 18 hodin. Oocyty byly analyzovany fluorescencni mikroskopii
pii 400 x zvétSeni a bylo stanoveno procento spermii, které byly vazany na zonu pellucidu,
nebo pronikly pfimo do oocytu (Martins et al., 2009).

Studie prokazala, ze morfologické a funk¢ni vlastnosti semene byly podobné u obou
skupin. Nicméné procento spermii, které¢ byly navdzané na oocyty, bylo podstatné¢ vyssi
u skupiny ¢. 2 (54,3 % = 21,9 %), oproti skupiné ¢. 1. (34,5 % = 11,4 %). Podobnych
vysledkd dosahli De los Reyes et al. v roce 2004 (34 %). Podstatné vyssi podil uvadi ve své
studii z roku 2005 Silva (72 %). Zavérem lze fici, Zze lepSich vysledki dosahly spermie
ulozené v Ringerové roztoku, ktery pravdépodobné svym minerdlnim sloZzenim podporoval
ochranu spermii pied chladovym stresem (Martins et al., 2009).

Podobnou studii provedl Martins et al. také vroce 2012, kdy ziskal varlata
od 13 dospélych pst rtznych plemen (v€kové rozmezi 2 — 8 let, hmotnost < 15 kg)
pfi planované orchiektomii. Cilem této studie bylo zjistit vliv dvou riznych fedidel

(konzervaénich roztokd) na Zivotaschopnost spermii. Odebrand varlata byla uchovéana
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pti teploté 5°C po dobu 24 hodin v solném roztoku. Poté, podobné jako v predchozi studii,
bylo ziskdno sperma (Petriho miska s Ringerovym roztokem bez laktatu). Thned po odbéru,
jesté pred rozdélenim spermatu do jednotlivych pejet, byla subjektivné hodnocena
pohyblivost spermii, celistvost membranovych struktur (morfologie) a celkovd koncentrace.
Poté byla provedena centrifugace, odstranéni supernatantu a jednotlivé pejety byly zfedény
dvéma ftedidly. Prvnim bylo fedidlo Bovimix® (b&ézn¢ uzivané pii reprodukci skotu)
a druhym TRIS — glukoéza (2,4g TRIS, 1,4g kyseliny citronové, 0,8g glukozy, 20% vajecného
zloutku, 7% glycerolu, 1% Orvus® WA Paste — Procter & Gamble, Cincinnati, OH, USA
a 0,02% amicacin) se 7% glycerolu na kone&nou koncentraci 80 x 10° spermii/ml. Pejety byly
zchlazeny stejnym zplisobem, jako v piedchozi studii. Zmrazené byly uchovany
v kryokontejneru po dobu tfech mésicii a poté stejnym zpluisobem rozmrazeny a analyzovany
systémem CASA.

Kryokonzervace, podle ocekdvani, vyvolala zmény na membranovych strukturach
spermii a celkove zhor$ila Zivotaschopnost spermii. Sledovano bylo celkem patnact parametrii
zivotaschopnosti spermii. Celkové se jako lepsi fedidlo jevil Bovimix®, oproti fedidlu TRIS.
Zavérem studie lze fici, Ze Bovimix® by se mohl uspéSné pouzivat pii kryokonzervaci psiho
spermatu. Nutné je vSak provést dalsi studie, které by vedly ke zjisténi, jak omezit
poskozovani spermii po jejich rozmrazeni (Martins et al., 2012).

Kim et al. (2007) ve své studii zkoumali poéty fen, které zabtezly po intratubalni
(aplikace semene do vejcovodll) inseminaci rozmrazeného semene. Po intratubdlni inseminaci
fen rozmrazenym semenem o obsahu spermii 4 x 10° zabiezlo pouze 20% inseminovanych
fen. Nicméné po intrauterinni inseminaci fen rozmrazenym semenem o obsahu spermii jen
5 x 10° doslo k zabfeznuti u 80% fen a pii inseminaci semenem o obsahu spermii 5 x 10

doslo k 100% zabteznuti.

Kapacitace spermii

Pro uplatnéni své fertilizaéni schopnosti musi spermie nejdiive projit kapacitaci
a akrozomadlni reakci. Proces kapacitace je spoustén signdly z reprodukcniho traktu samice
a je spojeny s celou fadou zmén, které se déji uvnitf i na povrchu spermie. Dochéazi ke zvySeni
hladiny vapniku a pH, ke zvySeni ¢i sniZeni aktivity n€kterych enzymil a nasledné zméné
struktury specifickych proteinli uvniti spermie. Z plazmatické membrany spermie se vylucuje
cholesterol a odplavuji se proteiny semenné plazmy navazané béhem ejakulace, ¢imz dochazi

k odkryti receptorti, které jsou potieba k rozpoznani a vazbé na vajicko. Béhem kapacitace
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zaroven dochazi i k hyperaktivaci motility. To umozni spermii 1épe proniknout obaly vajicka.
Pocatek kapacitace a jeji konec je dan druhem zvifete, rychlost déje je podminéna kvalitou
spermatu, teplotou a hormondlnim stavem samice (Hafez a Hafez, 2000; Tamova et al.,
2015). V podminkach in vitro ovliviiuje kapacitaci slozeni kultivacnich médii ¢i teplota

(Hasegan et al., 2012).

Oplozeni nezralych oocytu

Vzhledem ktomu, Ze k pafeni mize dojit jiz 3 dny pied ovulaci, je mozné,
7ze se spermie setkaji ve vejcovodu s nezralymi oocyty. Penetrace spermii se podili
na vyvolani jaderného zrani, tj. meidzy. Nicméné in vivo studie prokazaly, Ze k oplozeni
nedochazi az 44 — 120 hodin po ovulaci, dokud neni dokonceno jaderné zrani oocytu. Ovsem
toto pozorovani in Vivo je V rozporu s pozorovanim in vitro, kdy bylo prokazano, ze zrani
oocytu neni piedpokladem pro proniknuti spermie do zony pellucidy (ZP) a jeji nasledné
jaderné dekondenzace. Navic bylo dokazano, ze dochéazelo in vitro s vétsi pravdépodobnosti
ke zrani oocytu za pfitomnosti spermii, nez bez nich. Na zdklad¢ téchto pozorovani,
kdy dochazi k rozdilim mezi in vivo a in vitro oplozenim, je ziejmé, Ze limitujicim faktorem
pro oplozeni oocytu bude s vétsi pravdépodobnosti opozdéna kapacitace spermii
ve vejcovodu, nez nezralost oocytll (Songsasen a Wildt, 2007).

Psi spermie jsou schopny v podminkach in vitro pronikat i do nezralych oocytl
a formovat sam¢i pronukleus (prvojadro). Tato penetrace spermie vyvold znovuzahajeni
meidzy oocytli (od MI). Po proniknuti do sav€iho oocytu vyvolavaji spermie nahlé zmény
v metabolismu intracelularniho Ca®*, které jsou nezbytné pro dokonéeni druhého meiotického
déleni a pro pokracovani vyvoje embrya. Z toho vyplyva, Ze intra - a extra - celularni
Ca’" hraje diileZitou roli pfi obnoveni a dokoneni meidzy. Tak je mozné, Ze po proniknuti
spermie do oocytu je meidza obnovena prostiednictvim jednoho ¢&i vice Ca®* (Songsasen
a Wildt, 2007).

Snizena schopnost spermii proniknout do oocytu ma za nasledek, Ze pouze 4 — 10 %
vSech oocytli obsahuji ob& prvojadra po IVF (samiCi i samci). Zc¢asti to je zpiisobeno

proniknutim vice spermii do oocytu, tzv. polyspermii (Hall et al., 2013).

Polyspermie

Je znamo, Ze mlZe dojit i k oplozeni nezralého oocytu spermii (i nckolika

— polyspermie), a to jak in vitro, tak in vivo. Proniknuti spermii do nezralych oocytl
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je snejvétsi pravdépodobnosti ovliviiovano kultivaénimi podminkami in vitro (byvaji
optimalné€js$i nez podminky in vivo), nebo také pouzitim oocytl, u kterych nebylo dosazeno
cytoplazmatického zrani (ziskanych z mensich folikulti) (Reynaud et al., 2006).

Polyspermie neboli oplozeni oocytu vice spermiemi je pomérné¢ ¢asta u fertilizace
oocytu in vitro. Bylo zjisténo, ze az 6 — 59 % oocytu bylo oplozeno vice jak jednou spermii.
Nicméné v jiné studii, kdy bylo ziskano celkem 112 nezralych oocytu (GV v telofazi I)
od tficeti fen v dobé 17 — 127 hodin po ovulaci a po umélém oplozeni, byly zjistény pouhé
tfi oocyty (od jedné feny), které obsahovaly hlavicku spermie. Proto by za normalnich
okolnosti (po pafeni a in vivo oplozeni oocytti) mél byt pranik spermii do nezralych oocytl
bran jako ojedinéld udalost. Nicméné proniknuti spermii do nezralych oocyti bylo také
pozorovano u oocyti ziskanych z preovulacnich folikuldi, tudiz ptivodem oocytid lze jen
castecné vysvétlit tento jev. Mimo to polyspermie nebyla prokazana po fertilizaci nezralych

oocytu in vivo (Reynaud et al., 2006).

Kultiva¢ni media

Slozeni kultiva¢nich médii ovliviluje zrani oocyti a ndsledny embryondlni vyvoj.
Meédia jsou klasifikovana jako jednoduchd nebo komplexni. Jednoduchd media jsou zaloZena
na bazi fyziologického roztoku se zdrojem energie, jako je pyruvat, laktat a glukdza.
Komplexni media navic obsahuji smés aminokyselin, vitamini a dalSich molekul (Luvoni
et al., 2005).

Pro metody asistované reprodukce u pst se vyuzivaji, mimo jiné, predevSim
tato tfi kultivaéni media: TCM 199, SOF (synthetic oviductal fluid) a CMRL 1066
(Connaught Medical Research Labs), které se bézné¢ vyuziva pfi zrani oocytth makaka rhesus.
Pivodné védci uvadeéli, ze mezi medii TCM 199 a SOF neni vyznamny rozdil, ktery
by ovliviiloval schopnost zrani oocytll. Nicméné€ bylo nésledné zjisténo, ze TCM 199 medium
se jevi jako prospésnéjsi. Je v ném obsaZeno vice vitaminli a ma vyssi koncentraci cysteinu
a kyseliny askorbové, neZz v mediu CMRL 1066. Bylo prokazano, ze kyselina askorbova
a cystein chrani buiiky pfed oxidacnim stresem a zlepSuji zrdni oocytl (zjiSténo u krav
a mysi). Velmi prospéSné je obohaceni kultivacnich medii o urcité antioxidanty, jako
je thiolova slou¢enina nebo f - merkapoethanol, které snizuji riziko oxidaéniho stresu u psich
oocyt obsahujicich pomérné vysokou hladinu intracelularnich lipida (Songsasen a Wildt,
2007).
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3.4.3. Pienos embryi / embryotransfer (ET)

Nejvyznamné¢j$imi diivody pro uplatnéni pfenosu embryi u psit byva organizaéni
hledisko (kdy jsou od sebe obé vybrand zvirata hodné vzdalend), nebo zdravotni hledisko
(napf. moznd 1écba neplodnosti nebo zabranéni pienosu nekterych onemocnéni ¢i infekci).
Psi se také vyuzivaji jako modelova zvifata pii propracovani metod umglé inseminace
u raznych druht divokych zvifat jim podobnych. Také je zapotiebi dlouhodobého uchovani
konzervovanych embryi u ohrozenych druht zvifat. Limitujicim faktorem pro takovyto
zpusob podpory ohrozenych druhti byva neptesnd schopnost synchronizovat fije mezi darci
a prijemci (vybér tijicich zvifat v kombinaci s indukci tije pomoci aplikace eCG nebo hCG),
také technicka naro¢nost a nahled chovateli (Svoboda et al., 2001).

Na uplatnéni pienosu embryi se velikou mérou podili moznost jejich in vitro
produkce. Mezi tii zakladni stupné in vitro produkce embryi patii in vitro zrani (IVM) oocytu
do stadia metafaze II, in vitro fertilizace (IVF) a in vitro kultivace embryi, pii které dochazi
k déleni oplozeného vajicka do stadia 8 blastomer (Svoboda et al., 2001).

Pro ziskani embryi je obvykle provadéna ovariohysterektomie v dobé od 17. do 20.
dne po ovulaci. Zhruba 9. — 10. den po ovulaci se oocyty nebo embrya nachazeji
ve vejcovodech a jejich ziskavani vyzaduje peclivou disekci vejcovodi. Nasleduje
proplachnuti vejcovodi pomoci tenkého katétru. V této dobé je corona radiata stale pevné
spojena s oocytem, a to i ve fazi prvojadra. Tyto folikularni bunky mizi az 5. — 7. den,
a to zejména az ve fazi dvou prvojader, ¢i ve fazi embrya obsahujiciho 8 bunék. V této fazi
(8 bun¢k), méla jesté nektera embrya jednu vrstvu kumularnich bunék, néktera jiz ne. Zygoty
byly pozorovany 72 — 124 h (3 — 5 dni) po ovulaci. Dvoubunééna embrya byla zjisténa
96 — 168 hodin (4 — 7 dni) po ovulaci. Primér téchto embryi se pohyboval v rozmezi
110 — 170 um. Pfibliznou vyvojovou rychlosti embrya byl jeden bunétny cyklus béhem
24 hodin a byl ukonc¢en 10. den po ovulaci. Osmi bunéénd embrya byla pozorovana v rozmezi
112 — 288 hodin (4,5 — 12 dni) po ovulaci a v této fazi téz dochazi k aktivaci embryonalniho
genomu. Embrya ve fizi 8 — 16 bun¢k méla prumér piiblizn¢ 188 — 200 um (vcetné vrstvy
zona pellucida) a nachazela se stale v distalnich ¢astech vejcovodi. Pozdé&ji (8,5 — 10 den
po ovulaci), byly viditelné moruly, které postupné zacinaly vstupovat do dé€loZnich roht
(v této fazi, nebo ve stadiu blastocysty; 10 — 12 dni). V d€loZnich rozich byly jiz nalezena
pouze embrya ve stadiu pozdni blastocysty. Jejich velikost se vtomto stadiu zvétSuje

postupné z 215 — 350 um (Casnd blastocysta) az na velikost 1000 pm (pozdni blastocysta).
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Béhem vyvoje blastocysty v déloznich rozich dochazi ke ztenCeni a vyraznému zvySeni
propustnosti zony pellucidy, blastocysty se tak voln¢ pohybuji v déloznich rozich a dosahuji
postupné velikosti az 2300 um. Jesté pred implantaci embryi, ktera obvykle probiha od 12.
do 16. — 17. dne po ovulaci, mize dochazet k transuterinni migraci embryi. Tento proces
byl pozorovan az u 48 — 49 % fen. Pravdépodobné pti tomto procesu dochazi k ustaleni poctu
plodi mezi dvéma déloznimi rohy, kdy byl zaznamenan podstatny rozdil v poc¢tu zlutych
télisek mezi obéma vajecniky. Ptiblizn€ 16. — 20. den po ovulaci blastocysty dosahly velikosti
az 2500 pum (2,5 mm) a doslo jiz k odstranéni zony pellucidy. Implantace embryi byla
dokoncena 18. — 21. den po ovulaci (Reynaud et al., 2006).

3.4.4. Prenos jadra somatické buinky (SCNT)

Tato technologie by mohla ptispét ke zlepSeni psi reprodukce, i pro zachovani
vyznamnych psich jedinci. MiiZe Sifit vlastnosti, které jsou u pstt zaddouci. TaktéZ miZze
opétovné reprodukovat jedince, ktefi uz jsou stafi, kastrovani, nebo jiz po smrti (Hall et al.,
2013).

Koncept klonovani psa byl podpofen jiz v roce 1997, ovSem z pocatku nebyl Gspesny.
Prvniho psa jménem Snupy, se podatilo naklonovat v roce 2005. Uvadi se, Ze byly snahy
o naklonovani jiz vice jak 50 pst s pfibliznou mirou biezosti témét 18 % a primérné
porodnosti zivych $ténat 1,42 % z celkového poctu transferovanych embryi (Hall et al.,
2013).

V souCasné¢ dobé existuje nckolik firem, které se klonovanim psa zabyvaji,
nebo nabizeji moznost konzervace psich bunék pro vyrobu budoucich psich klont.
Tyto technologie se stavaji dokonalejSimi a levnéjsimi (Hall et al., 2013).

Dokonce byl jiz pouzit mezidruhovy SCNT. VIk je v mnoha zemich povaZovan
za ohrozeny druh a tak se podafilo naklonovat vlka pomoci jaderné informace vI¢i somatické

bunky, psiho vaji¢ka zbaveného jadra a ptijemce (Hall et al., 2013).
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4. Zavér

A

Mezi nejrozsitengjsi metody asistované reprodukce u psii patii umela inseminace (Al).
Ta mtize byt provadéna nékolika zpiisoby v zavislosti na misté¢ deponace semene v pohlavnim
traktu feny (intravaginalni, transcervikdlni intrauterinni, intratubularni inseminace).
Uskute¢néna mutize byt za pouziti nativniho, chlazeného ¢i mraZzeného semene. Zplsob
provedeni inseminace ovliviiuje uspéSnost samotného zabfezdvani. Obecné lze fici,
7e nejuspesnéjsi byva provedeni intratubuldrni inseminace Cerstvym spermatem.

Dalsi metodou je reprodukce za pomoci in vitro oplozeni oocytu (IVF) a nasledném
embryotransferu. Usp&snost této metody je zavisld na mnoha faktorech, mezi které patii
napiiklad zptisob odbéru pohlavnich bunék, zpisob jejich uchovani, kultivaéni medium,
mechanismy regulujici jaderné zrani (IVM) a jiné. Je ziejmé, Ze je potieba dalSich vyzkumd,
které povedou k pochopeni molekularnich mechanismu, které fidi zrani oocyti a embryonalni
vyvoj u pst. Vyzkumy zabyvajici se procesem ovulace a oplozeni in vivo budou napomocné
pro ziskani vétSich tispéchti pti postupech IVM.

Nelze opomenout ani metodu tzv. Klonovani, tedy pfenosu jadra somatické bunky
(SCNT) do oocytu zbaveného jadra za pomoci piijemkyné. Tato technologie prozatim
nedosahuje vyznamnych uspécha, proto je stale ve fazi dlouhodobého vyzkumu.

Klicovym se zda najit vyhodné;si feSeni pro dlouhodobé skladovani gamet. Dosazeni
uspésného zmrazeni spermii a kryokonzervace oocytii by vedlo k vétSimu rozsahu
reprodukénich technologii. PromySlené techniky zrani oocytd a oplodnéni in vitro spolu
s kryokonzervaci oocyti by mohly umoznit snadné vytvotfeni genetickych kombinaci. Tim
by mohlo byt usnadnéno rozsiteni ohrozenych druhii (psovitych) Selem.

V neposledni fad¢ slouzi pes jako modelovy Zivo¢ich pifi vyzkumu rGznych
zdravotnich poruch, véetné téch reprodukénich, které byvaji velice podobné ¢i dokonce

shodné s lidskymi.
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6. Seznam pouzitych zkratek

Al uméla inseminace (z ang. artificial insemination)
eCG konsky choriovy gonadotropin

ET pienos embryi (embryotransfer)

FSH folikulostimulaéni hormon

GnRH hormon uvoliujici gonadotropiny

hCG lidsky choriovy gonadotropin

In situ na misté

In vitro v umélych podminkach

In vivo Vv ptirodnich podminkach

IVF in vitro fertilizace

IVM in vitro zrani

IVP in vitro produkce (embryi)

LH luteiniza¢ni hormon

MI Mmetafaze prvniho meiotického déleni

MII metafize druhého meiotického déleni

ovT pokrocilé ¢asovani fije (z ang. ovulation timing)
SCNT pienos jadra somatické bunky (z ang. somatic cell nuclear transfer)

43



