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In vitro produkce embryi u koni
Souhrn

Cilem této prace je napsat literarni reSersi zahrnujici nejnovéjsi poznatky z oblasti in
vitro produkce embryi u koni. Aby bylo mozné provést in vitro produkci embryi, je potieba
nejprve znat anatomii klisny a fizeni pohlavni aktivity. Pohlavni soustava klisny se sklada ze
dvou vajecnikli, dvou vejcovodi, délohy, pochvy a vulvy. Na rozdil od jinych hospodaiskych
zvitat probihd vyvoj oocytl v dfeni vajecnika. Pohlavni aktivita je fizena neurohumoralné a
produkci hormontl zajist'uje centralni nervova soustava a endokrinni zlazy.

Pro in vitro produkci embryi se musi nejprve ziskat oocyty. Ty se sbiraji bud’ z zivych,
nebo mrtvych klisen. U Zivych klisen se vyuZzivad ovum pick up (OPU, transvaginalni aspirace
oocytll pomoci ultrazvuku), laparotomie ptes slabinu, nebo transkutdnni punkce pfes slabinu.
Neinvazivni metodou je OPU, kdy se kazdy folikul n¢kolikrat vyplachuje, a v ziskaném
transkutanni punkce ptes slabinu. Z vaje¢niki z jatek se oocyty sbiraji rozifezanim vajeéniku,
kyretdzi, nebo aspiraci. Velmi dobré vysledky v mnoZzstvi zikanych oocytii mé rozfezani
vajecnikt. Po sesbirani se oOcyty nejprve musi roztiidit podle kvality kumulo-oocytarniho
komplexu na oocyty kompaktni, expandované, nebo degenerujici. Kompaktni a expandované
oocyty se rozliSuji pod mikroskopem na zakladé morfologie okraju téchto komplexti.
Kompaktni oocyty maji cistou linii okraje, zatimco expandované oocyty maji okraje
zdeformované a maji heterogenni cytoplazmu. Nejlepsi vysledky pro produkci embryi
vykazuji expandované oocyty. Ty se nejprve musi nechat zrat v kultivatnim médiu do stadia
MII. Kultiva¢ni systém pro zrani oocytli se sestava z pouziti M199 s Earlovou soli, 10%
fetalniho bovinniho séra a 5 mU/ ml bovinniho folikulostimulacniho hormonu ve zvlh¢ené
atmosféie 5% CO; ve vzduchu pii 38,2°C. Bylo zjisténo, ze nezéalezi na délce kultivace,
vysledky vyvoje blastocyst po 24 nebo 48 hodinach byly stejné.

Standardni IVF se u koni nedd provést kvili zménam na zoné pellucidé a
problematické kapacitaci spermii. Proto se pouZziva intracytoplazmatickd injekce spermie
(ICSI), kdy se ptimo do oocytu injikuje jedna znehybnéna spermie. Pied ICSI musi
probéhnout kapacitace spermie pomoci kalcium ionoforu. Oocyt se dale kultivuje in vitro do
stadia blastocysty. DalS§i moznosti je pienos oplozeného oocytu pfimo do d€lozniho rohu
klisny, nebo se uchovava pomoci kryokonzervace pro dalsi pouZziti.

Klic¢ova slova: kin, reprodukce, embryo, in vitro, ICSI



In vitro embryo production in horses

Summary

The aim of this work is to write a literature review covering the latest findings in the
field of in vitro embryo production in horses. In order to perform in vitro embryo production,
you first need to know the anatomy of a mare and management of sexual activity.
Reproductive systém of mares consists of two ovaries, two oviducts, uterus, vagina and vulva.
Unlike other livestock, the development of oocytes is in the cortex of the ovary. Sexual
activity is driven neurohumoral and production of hormone is ensured by the central nervous
system and endocrine glands.

For in vitro embryo production must be obtained first oocytes. These are collected
from either the living or the dead mares. For live mares are used ovum pick up (OPU,
transvaginal ultrasound guided aspiration), standing flank laparotomy or transcutaneous flank
puncture. OPU is a noninvasive method, where each follicle is flushed several times, and in
the obtained solution is looked for oocytes. Invasive, but a very successful method for
obtaining oocytes is transcutaneous flank puncture. There are three ways for collecting
oocytes from abbatoir ovaries - either by slicing ovaries or curettage or aspiration. Very good
results in amounts of obtained oocytes was proved by slicing ovaries. First, after collecting
oocytes must be sorted according to ,,cumulus-oocyte complex (COC)“ on compact, expanded
or degenerating oocytes. Compact and expanded oocytes are distinguished under a
microscope based on the morphology of the edges of this COC. Compact oocytes have a clear
line margins, while margins of expanded oocytes are deformed and have heterogeneous
cytoplasm. Best results for the production of embryos exhibit expanded oocytes. First, it has
to be matured in the medium to the stage of MII. The culture system for oocyte maturation
consists of the M199 with Earl's salts, 10% fetal bovine serum and 5 mU/ ml of bovine
follicle stimulating hormone in a humidified atmosphere of 5% CO?2 in air at 38.2 ° C. It was
found out that regardless of the duration of cultivation, results of development of blastocysts
after 24 or 48 hours were the same.

Standard IVF in horses can not be performed due to the zona pellucida and sperm
capacitation. Therefore it is used intracytoplasmic sperm injection (ICSI), when one
immobilized sperm is injected directly into the oocyte. Before ICSI sperm capacitation must

be done by using the calcium ionophore. Oocytes were further cultured in vitro to the



blastocyst stage. Another possibility is to transfer the fertilized oocyte directly to the uterine
horn of the mare, or it is used cryopreservation for future.

Keywords: horse, reproduction, embryo, in vitro, ICSI
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Uvod

Pti pouzivani biotechnologii a novych poznatkii v produkci embryi u koni se muze
naplnit potencial v mnozstvi vyprodukovanych potomki na jednu klisnu. Zatimco klasickym
ptripousténim se ziska idealné jedno hiib€ za rok, pii pouziti biotechnologii to mize byt jedno
hiibé za jeden estralni cyklus. Pokud vezmeme v uvahu, Ze pfipoustéci sezona trva pul roku,
bylo by to Sest hiibat ro¢né€. Pokud by se vSak podafila vyfesit superovulace, jako je tomu u
skotu, mohlo by byt hiibat daleko vice. Zatimco by klisny — piijemkyné byly biezi, klisna
darkyné by mohla pokracovat ve sportu.

Embrya u koni se produkuji primarné in vivo. To zahrnuje vyplachy embryi zhruba 6,5.
den, kdy je embryo dostate¢né malé pro manipulaci. V této fazi se da embryo pouzit pro
kryokonzervaci, kdy je diky velikosti embrya, které je ve fazi Casné blastocysty, mensi
pravdépodobnost poniceni embrya v pribéhu kryokonzervace. Vyplachnutd embrya se také
daji pouzit pro okamzity transfer do klisen — pfijemkyn. Piijjemkyné musi byt zdrava a ve
vyborné kondici, musi mit pravidelny fijovy cyklus a byt schopnd embryo pfijmout, donosit,
porodit a odchovat zrdavé hiibé. Pfijemkyné by méla byt mladé klisna ve véku zhruba 3 az 12
let. Pfed tfetim rokem jesté Klisna neni fyzicky zrala pro porod, po dvanactém roce je zase
vetsi pravdépodobnost méné kvalitnich tiji, zhorSeny stav hladké svaloviny, ktera je potfebna
pro posouvani embrya do délohy, mize byt problematickd nidace embrya v déloze a kvili
zhorSenému stavu hladké svaloviny miize byt i ztiZen porod.

Produkce embryii in vivo je vSak malo efektivni, jelikoz Ize od klisny ziskat pouze jedno
embryo za cyklus. U n€kterych velmi cennych klisen by vSak bylo potteba embryi ziskat vice

a k tomu slouzi techniky produkce embryi in vitro.



1 Anatomie klisny

Reprodukéni soustava klisny umoziiuje zachovani druhu. Skladd se z vajecnikda,
vejcovodu, d€lohy, pochvy a vulvy. K sami¢im reprodukénim organim patii také mlécna
zlaza (Reece, 2011).

K funkci samic¢i pohlavni soustavy nepatii jen tvorba pohlavnich bunck, hormont a

pareni jako je tomu u samct, ale také slouzi k vyvoji oocyttl, zarodku ¢i plodu (Sova, 1981).

1.1 Vajecniky

Vajec¢nik je parova zlaza, v niz se vyviji oocyty a produkuji se pohlavni hormony.
Vajecniky lezi v kaudalni casti dutiny bfisni za ledvinami a jsou zavéSeny na okruzi. Diky
volngjSimu zavéSeni vajecnikli je umoznéno snadnéjsi vySetfeni pohmatem. Klisny maji
fazolovity tvar vajecnikli (Sova, 1981). Vaje¢niky se nachazeji 8-10 cm od dorzélni stény
bficha (Ko6nig, 2002). Délka vaje¢niku je 5 — 8 cm, $itka 2 — 3 cm a hmotnost 25 — 40 g
(Marvan, 1992).

Stavba vajecniku je na rozdil od jinych hospodaiskych zvitat odlisna. Kira vajecniku je
pokryta vazivovym obalem, uvniti vaje¢niku je dfenl obsahujici folikuly v rizném stupni

vyvoje (Marvan, 1992).

1.2 Vejcovod

Vejcovod je parovy organ z hladké svaloviny vystlan sliznici. Vejcovodem putuje oocyt
od vajecniku do délozniho rohu, kde je oocyt oplozen spermii. RozSifena €ast vejcovodu,
ktera ptiléha k vajecniku, se nazyva nalevka vejcovodu (Reece, 2011). Sliznice je pokryta

cylindrickym fasinkovym epitelem (Komarek, 1964).

1.3 Déloha

D¢éloha slouzi k vyvoji plodu. D€loha se sklada z kr¢ku, téla a dvou rohti. RozliSujeme 3
typy de€loh:
Dvojitd — kdy oba d€loZzni rohy tsti do pochvy. Tento typ délohy mé samice kralika.
Jednoducha dvourohd rozdélend déloha ma télo rozdéleno piepazkou. Tento typ d€lohy maji
prezvykavci, Selmy nebo prasnice.

Jednoduché dvourohd nerozdélena déloha se nachazi u klisny (Sova, 1981).
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Klisna mé relativné velké télo deélohy. Dé€lozni rohy u klisny jsou z hospodatskych
zvitat nejmensi, méfi asi 25 cm a mirn¢ se zvedaji nahoru (Sova, 1981).

Kréek u klisny je dlouhy 5 — 7,5 cm (Sova, 1981). Uvnitt délohy je Zlaznata sliznice —
endometrium. Tloustka a stupen prokrveni endometria je rtizna podle hormonalnich zmén, a
jestli je v déloze plod ¢i nikoli. Endometrialni zlazy zajist'uji vyzivu embryu pied placentaci.
Krcek vstupuje do pochvy, je to silny svéra¢ z hladké svaloviny a kromé fije a porodu je
pevné uzavien. V krcku jsou pfitomny poharkovité bunky, které produkuji sekret. Ten béhem
biezosti vytéka do pochvy a brani pronikani infekce do délohy. Sekret je viditelny béhem fije.
Stiedni vrstva délozni stény se nazyva myometrium. Myometrium hypertrofuje v pribéhu
bfezosti a napomaha vypuzeni plodu pti porodu. Povrch délohy tvofi perimetrium, coz je
tenka vrstva pobfi$nice prechazejici v mesometrium — délozni okruzi (Reece, 2011).

Rohy zasahuji do dutiny bfisni, kréek a télo u nebfezich samic je uloZzen v dutiné
panevni. Cévni zasobeni vajecniku, vejcovodu a délohy je umoznéno piedni, stiedni a zadni
délozni tepnou. Inervace probihd za pomoci semenné¢ho nervu a bederni pletené¢ (Komarek,

1964).

1.4 Pochva a vulva

Pochva je kopula¢ni organ samic (Sova, 1981). Je uloZena v panvi a spojuje vulvu s
délohou. Je bezZlaznatd a pokryta vrstevnatym dlazdicovym epitelem. Pochva prechéazi v
poSevni pfedsin a na jejim rozhrani mezi pochvou a pfedsini vyustuje mocova trubice (Reece,
2011).

Pochva rourovity svalnaty organ. Je ulozena v dutiné pénevni pod kone¢nikem,
dorzéln¢ od mocového méchyie. Mezi pochvou a predsini se nachazi panenské blana, coz je
pti¢na sliznicni fasa (Komarek, 1964).

Vulva je vné&jsi pohlavni organ klisny. Tvofi ji dva stydké pysky a postévacek, ktery

samicim zistal jako pozlstatek samciho pyje (Sova, 1981).

2 Rizeni pohlavni aktivity

Pohlavni aktivita je fizena neurohumordln€. Produkci hormonili zajistuje centralni
nervova soustava a endokrinni Zlazy. Centralni nervovou soustavu tvoii mozek a pateini
micha (Ko6nig et Liebich, 2002). CNS slouzi jako ustfedni vyhodnocovaci jednotka zajist'ujici
ukladani, uchovani a vybaveni informaci (Reece, 2011).

CNS se sklada z mozku a michy. Mozek se déli na predni, stfedni a zadni mozek.
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Zadni mozek se déale déli na vlastni zadni mozek a miSni mozek. Misni mozek tvofi
prodlouzenou michu, kde se nachazi velké mnozstvi neuront. Ty tvoii Sedou hmotu, ktera se
nazyva retikularni formace, kde jsou centra pro regulaci krevniho ob¢&hu, vdech, vydech, séani,
zvykani a centra aktivizujici mozkovou klru. Vlastni zadni mozek se d€li na most a mozecek.
Stfedni mozek se rozd€luje na mozkova ramena, stiechu stfedniho mozku a kandl sttedniho
mozku (Marvan, 1992).

Ptedni mozek se skldda z mezimozku a koncového mozku. Mezimozek se déli na
dorzalni a ventralni ¢ast. Do dorzalni ¢asti patii talamus a epitalamus, ventralni Cast tvofi
hypotalamus. V epitalamu se nachazi epifyza, neboli SiSinka (Marvan, 1992).
V neurohumoralnim fizeni se vyuziva principi zpétné vazby. Negativni zpétnd vazba tlumi
vylu€ovani ostatnich hormoni z mozku a pozitivni zpétna vazba stimuluje uvoliiovani daného

hormonu (Komarek, 1964).

2.1 Kiira mozkova a podkorova centra

Ktra mozkova a podkorovéd centra tvofi limbicky systém, ktery reguluje sexudlni
funkce. Pomoci smyslovych orgéni, perifernich a vegetativnich nervii a michy, ptichazeji do
mozku informace o stavu pohlavniho TUstroji. Pfenos vzruchi se dé&e pomoci
neurotransmiteri. Neurotransmitery se déli na cholinergni (acetylcholin), adrenergni
(noradrenalin, dopamin), které pohlavni ¢innost stimuluji, a serotogenni (serotonin,

melatonin), ktery pohlavni aktivitu inhibuje (Dolezel, 1997).

2.2 Hypotalamus

Hypotalamus je hlavni, centralni fidici organ reproduk¢nich funkci. Hypotalamus tvoti
pfedni (rostralni) a zadni (kaudélni) sexudlni centrum (DolezZel, 1997).

V rostralnim centru tvofi neurosekre¢ni builky antidiureticky hormon (ADH) a
oxytocin. Uvolnéni oxytocinu spousti laktaci, zvySuje kontrakce délohy a kontrakce
myometria za u¢elem pomoci transportu spermii, pomaha také pii vypuzeni plodu pii porodu
(Reece, 2011).

Buiiky kaudélniho centra dostavaji podnéty z rostralniho centra a svymi neurosekrety
inhibuji nebo stimuluji sekreci hypofyzy. Uvoltovani a tvorbu hypofyzarnich hormonti
zajistuji tzv. uvolinovaci hormony, neboli liberiny (releasing hormones — RH). Inhibici

hypofyzarnich hormont zajist'uji statiny (inhibiting hormones — IH). Nejvyznamnéj$im RH se
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nazyva GnRH (gonadotrophin releasing hormon). Hypotalamus ptfechdzi do hypofyzy
(Dolezel, 1997).

2.3 Hypofyza

Hypofyza neboli podvések mozkovy se sklada z neurohypofyzy a adenohypofyzy.
Hormony jsou transportovany z hypotalamu do adenohypofyzy portadlnim krevnim ob&hem.
Do neurohypofyzy se dostavaji neurosekrety pomoci neuritd (Konig et Liebich, 2002).

Z adenohypofyzy se uvolnuji FSH, LH a prolaktin. FSH je zodpovédny za stimulaci
rastu a zrani folikul, a také ovliviiovani tvorby estrogent (Dolezel, 1997). Je pfedan do
ob¢hového systému klisny dvoufazovym uvolnovanim. ZvySenim FSH miZze byt ovlivnéno
az deset folikuld, ale pouze jeden nebo dva se mohou rozvinout do stadia, kdy dojde k ovulaci
(Davies Morel, 2003).

Luteinizaéni hormon je stejné¢ jako FSH vylucovan piednim lalokem hypofyzy.
Koncentrace LH dosahuje vrcholu pii fiji (Davies Morel, 2003). LH stimuluje zrani folikuld,
ovulaci a tvorbu zlutého téliska a ovliviiuje syntézu progesteronu a estrogent (Reece, 2011).

Prolaktin, dal$i hlavni sezonné ovlivnény hormon, je ziejmé zodpovédny za zmény v
rychlosti metabolismu u koni, vzristajici i¢innost konverze Zivin béhem zimnich mésictl, coz
je obdobi, kdy je nouze o krmivo (Argo et Smith: 1983; Morley et al.: 1983; Evans et al.:
1991). Prolaktin také stimuluje funkci mlécéné zlazy a zlutého téliska (Dolezel, 2003).

2.4 Epifyza

Epifyza produkuje melatonin a serotonin. Délka dne je vniména S§iSinkou (epifyzou),
kterda pomoci hormonu melatoninu kontroluje aktivitu hypotalamo-hypofyzarniho systému.
Melatonin je produkovan v noci epifyzou a pod vlivem kratké denni doby ovlada reprodukéni
systém (Fitzgerald et al.: 1987).

Melatonin je vylucovany epifyzou ve dvou fazich: fotofazi (ve dne) a skotofazi (v noci).
Vyskyt nebo absence denniho svétla je vnimano epifyzou skrz nervova sdé€leni ze sitnice oka.
Pti absenci svétla je pfeména tryptofanu na melatonin pohanéna (Grubaugh: 1982; Kilmer et
al.: 1982; Cleaver et al.: 1991). Pfesné zpisoby, kterymi melatonin ovlada hypotalamus, je
nejasny, ale zda se pravdépodobné, ze zahrnuje dopamin a endogenni opidty vcetné [3-
endorfin (Kilmer et al.: 1982; Aurich et al.: 1994,1995; Guerin et Wang: 1994; Besognek et
al. 1995).
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2.5 Vajecéniky

Folikuly obsazené ve vajecnicich produkuji estrogeny a progesteron. Hlavni funkci
estrogentl je stimulovat buné¢énou proliferaci a rust tkani vztazenych k reprodukci. Estrogeny
tedy zajist'uji: stimulaci riistu zlaz endometria, vyvodnych cest mlécné zlazy, zvyseni sekrece
d€loznich Zlaz, sexudlni chovani, regulaci sekrece LH, regulaci uvoliiovani PGF,,, spojeni
epifyz s tély dlouhych kosti, tvorbu bilkovin, epiteliotropni aktivitu (Reece, 2011).

Progesteron ma vliv na podporu rastu zlaz endometria, stimuluje sekreci vejcovodu a
endometrialnich zlaz pro poskytnuti vyzivy embrya pie jeho implantaci, stimuluje riist alveol
mlécné Zlazy, brani de€loznim stahim béhem gravidity, reguluje sekreci gonadotropinti

(Reece, 2011).

2.6 Déloha

D¢loha produkuje prostaglandin F,, PGF,, je obtizné méfit v obéhovém systému kvili
jeho kratkému polocasu rozpadu a pulzaénimu zplisobu uvolnovani. Nicméné PGF,, ma
metabolicky produkt rozpadu, metabolit prostaglandin F (PGFM), ktery ma del$i polocas, a
tak se da snadnéji méfit a zaroven zlstava velmi podobny PGF,,. Diky vyuziti hladiny PGFM
jako voditka se zjistilo, Zze hladina PGF,, stoupa mezi dny 14 az 17 po ovulaci tésné piedtim,
nez zatne klesat hladina progesteronu. U klisen, kde se objevuje perzistujici CL (Reece,
2011), nebo u brezich klisen, neni zjistén Zzadny takovy vzestup. PGF,, je vyluovan
endometriem délohy a zpusobuje luteolyzu CL, coZz ma za nésledek pokles hladiny
progesteronu. U klisny se PGF,, dostane do vaje¢niku ptes hlavni ob&éhovou soustavu, nikoli
lokalnim proudem opaéného sméru transportnim systémem, ktery je u ovci a krav. To lze
prokazat hysterektomii, v ptipadé klisny vyjmutim délozniho rohu rohu (Ginther et First:
1971).

3 0Oogeneze

Ptedtim, nez prob&éhne oogeneze, se musi builky nejprve rozdélit z matetské na dveé
dcefiné. Bunéény cyklus ma nékolik fazi. Cas mezi dvéma délenimi se nazyva interfize. Na
zacatku interfaze je faze Gj, déle S faze a G, faze. Déleni builkky — mitdéza (meidza), se
oznacuje jako M faze. Pii Gy fazi se intenzivné tvoii RNA a probihd proteosyntéza. Buika
zvysuje svoji hmotnost a pocet organel. Tato faze je nejdelsi. S faze se nazyva synteticka. Pti
ni probéhne replikace DNA, pokracuje tvorba RNA i proteosyntéza. V G, fazi stale pokracuje

proteosyntéza i syntéza RNA, syntetizuji se 1 bilkoviny potfebné pro mitoézu. Po té je zahdjena
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samotnd M faze, neboli mitdza, pfipadné meidza u pohlavnich bunék, nebo amitéza. Oocyty
vznikaji meidzou (Marvan, 1992).

Oogeneze probiha ve tfech fazich: rozmnozovani, rist a zrani. Fdze rozmnozovani a
zacatek rustu probiha jesté v prenatalnim obdobi (Sova, 1981).

V obdobi rozmnozovani se oogonie na povrchu vaje¢niku nékolikrat za sebou mitoticky
déli. Oogonie jsou buiiky zarode¢ného epitelu. Z nékolikrat rozdélené oogonie vznika nékolik
oogonii a ty pak vstupuji do kiry vajecniku, kde se jiz jako oocyt I. fadu obali vrstvou
folikularnich bunék. Takovéto primarni oocyty se tvoii pouze v prenatdlnim obdobi, po
narozeni jiz zadné nevznikaji (Sova, 1981).

Obdobi riistu je velmi dlouhé. Trva od zacatku pohlavni dospélosti do ukonceni pohlavni
¢innosti. Do této faze vstupuje pii kazdém ovaridlnim cyklu nékolik primarnich oocytl. Roste
jadro, syntetizuje se RNA, proteiny, hromadi se Zloutkové inkluze a vznikaji kortikdlni zrna
zajistujici monospermatické oplozeni (Marvan, 1992).

Poslednim stadiem je stddium zrani, kdy dochdzi ke dvéma zracim délenim. K profazi
prvniho zraciho déleni dochazi jest¢ v Graafové folikulu. Toto déleni je dokonceno aZ po
ovulaci ve vejcovodu. Tam se oocyt I. fadu rozdéli na oocyt II. fadu a na polové télisko.
Druhé zraci déleni probihd po oplozeni spermii. Oocyt II. fadu se dale rozdéli na ovum a
polové télisko s tim, ze prvni polové télisko se muze taktéz rozdélit. Ve vysledku tedy

vznikne jeden oocyt a az tii polova téliska (Komaérek, 1964).

4 Folikulogeneze

Vyvojova stadia folikull zahrnuji primordidlni, primérni, sekundarni, tercidrni a
Graafovy folikuly. Primordilni zarode¢né folikuly maji jednu vrstvu plochych folikularnich
bunc¢k. Pfeménou plochého epitelu vznikne primarni folikul. Primarni folikul roste a
preménuje se v sekundarni folikul (Konig et Liebich, 2002). Folikularni buniky se mitoticky
déli a vznikd nékolik vrstev. Nejspodnéjsi vrstva bun€k ma cylindricky tvar a nazyva se
corona radiata. Kolem bunky se tvofi zona pellucida, coz je tenkd blanka sloZena
z glykoproteini (Marvan, 1992). Sekundarni folikul ma Stérbinové prostory vyplnéné
tekutinou, ty se spoji a vytvori dutinu folikulu (antrum). Déle se zesiluje st€éna, mnoZi se
tekutina a vznika terciarni folikul. Tercidrni folikul, ktery ovuluje, se nazyva Graafiv folikul.
U klisny je velky 3 — 6 cm (Konig et Liebich, 2002). Sténu terciarniho folikulu tvofi obal,
jehoz vnéjsi Cast se nazyva theca folliculi externa vytvorena z vaziva a cév, a vnitini ¢ast se

nazyva theca folliculi interna tvofena bunikami (Marvan, 1992).
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V pribéhu reprodukéniho Zivota klisen zanikd mnoho primordidlnich folikuli a na jeho
samém zaveru zustavd pouze nékolik primarnich folikull. Dozravani do stadia Graafova
folikulu za¢ind v pubert¢ a je fizeno hormonalné¢ pomoci LH a FSH. Jen velmi malo folikuli
ve stadiu Graafova folikulu ovuluje (Reece, 2011).

Ovulace probiha u klisen (na rozdil od vétSiny druhi hospodéiskych zvitat) v ovulaéni
jamce, coZ je mala ¢ast vajecniku. Prave diky ovulaéni jamce maji vajecniky klisny fazolovity
tvar (Sova, 1981).

U vétsiny klisen bylo prokdzano, ze maji béhem cyklu jednu az dvé folikularni viny.
Prvnim typem viny je majoritni folikuldrni vlna, kterd je charakterizovana dominantnim
folikulem a vedlej$imi folikuly. Druhym typem je minoritni vlna, u které nejvétsi folikul
nedosahne praméru dominantniho folikulu (Ginther, 1979).

Folikuly ve fazi vyvoje vylucuji estrogeny (Davies Morel, 2003). Folikuly produkuji
inhibin, ktery zfejmé zpusobuje pokles FSH, kdyz se blizi ovulace. Inhibin pusobi jako
negativni zpétna vazba na produkci FSH. Aktivin byl izolovan ve folikularni tekutiné a ma
mit podobny, ale pozitivni efekt zpétné vazby na sekreci FSH (Piquette et al., 1990; Nett,
1993b).

5 Estralni cyklus

Klisny jsou sezonné polyestrické, sexualné aktivni pouze béhem jarnich a letnich mésic.
Toto obdobi se oznacuje jako pifipoustéci sezona a sezona, kdy se nepfipousti, je oznacena
jako anestricka. V priméru trva pfipoustéci sezona od koonce tnora do srpna na severni
polokouli a od zafi do Gnora na jizni polokouli (8 az 12 cykli). Plemenna ptislusnost klisny
ma na fiji velky vliv, ale samoziejm¢ existuji individualni varianty. Ponici a velka tézka
plemena, tzv. chladnokrevné typy, maji sklon mit pfipoustéci obdobi kratsi, nez vice krevnaté
typy, napt. plnokrevnici a leh¢i jezdecti koné (Morel, 2003).

U nékterych velmi dobie krmenych klisen chovanych ve st4ji, mize trvat estralni cyklus
aZ do ledna, a potom zase piejdou do anestru (Morel, 2003).

Estralni cyklus je zahdjen v puberte (ve veéku 10-24 meésicli). Kazdy cyklus trva
vpriméru 21 dni (v rozsahu 20-22 dni). Kazdy cyklus je ukdzkou fyziologickych a
behavioralnich jevii pod hormondlni kontrolou a je délen do dvou period: 1. estrus (folikularni
faze), kdy jsou klisny sexualné vnimavé, ten tva 4-5 dni a 2. diestrus (lutealni faze), kdy
klisna odmita sexualni pokusy hiebcti o sblizeni, ten trva 16 dni (Davies Morel, 2003). Pfesny
Cas téchto period se znac¢né 1isi u individualnich klisen, s rocnim obdobim a v€kem, ma

tendenci byt del§i v pfechodnych obdobich béhem a mimo chovatelskou sezonu a u starSich
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wrwe

estralni a metestralni fazi, nez v diestru (Davies Morel, 2003).

Obdobi diestru konci regresi zlutého téliska, ktera nastava v disledku ptisobeni PGF»,,
uvolnéného z endometria u nebfezich klisen (Vernon et al., 1979). Béhem estru se zvySuje
koncentrace LH a koncentrace FSH se snizuje. Pochva se uvoliuje a kréek se otevira a tak je
umoznéno vstupu penisu pii pareni. Kdyz vzroste sekrece déloznich epitelialnich a posevnich
bunék, zacne byt kréek vlhky, Cerveny a rozsifeny (Warszawsky et al., 1972).

V estralnim cyklu hraje vyznamnou roli GnRH (Irvine et Alexander: 1993b). Existuje
mnoho variant mezi jednotlivymi klisnami v rozmezi a sile zmén chovani (Munro et al.,
1979). Znamky fije jsou — povolnost, postoj jako pfi moceni, nastavovani a obraceni vulvy,
odhaleni klitorisu (blyskéani), zvednuty ocas, moc je jasné Zlutd s charakteristickym pachem,
akceptovani pokusti hiebce o sblizeni. Hladiny LH zacinaji stoupat nékolik dni pfed nastupem
fije. Vrcholu by mély dosahnout 24 hodin pted ovulaci (Whitmore et al.: 1973). Bylo zjisténo,
ze LH nefidi pouze kone¢ny folikularni vyvoj a neindikuje ovulaci, ale podili se také na
tvorbé CL, coz moznd vysvétluje, pro¢ neni dosaZzeno maximalni koncentrace pravé po
ovulaci. LH klesd z maximalni koncentrace na nizké hladiny pfi diestru béhem nékolika dnt
po ovulaci (Pattison et al., 1972; Evans et al., 1979; Pantke et al., 1991; Alexander et Irvine,
1982, 1993; Irvine et Alexander, 1993a, 1994; Aurich et al., 1994).

V diestru roste produkce progesteronu. V ¢asném diestru epitel v déloze proliferuje a tim
se pripravuje na implantaci embrya. Aktivuji se epitelialni buiiky a jsou béhem diestru
viditelné jako vysoké a sloupcovité¢ bunky. S nastupujici fiji se stavaji neaktivnimi a
kvadrovitymi (Ginther, 1992). Béhem diestru je délozni kr¢ek pevné uzavien a tvofi pevné
utésnéni proti proniknuti do délohy. Jeho vzhled je bily, pevny a suchy (Warszawsky et al.,
1972).

Estralni cykly pokracuji po celou dobu Zivota klisny a ustanou pouze béhem anestru.
Klisna ma estralni cyklus i béhem laktace, na rozdil od jinych sezonné polyestrickych zvirat,
jako jsou napft. ovce. Klisny jsou proto schopny byt biezi a zaroven Kkojit. Klisna ukazuje
prvni estrus po porodu piiblizné za 4-10 dni (Mathews et al., 1967; Allen, 1978; Ginther,
1992; Watson et al., 1994b).

5.1 Ovulace

Ovulace je komplexni proces zahrnujici fadu d&ji, které vedou k prasknuti
dominantniho folikulu (>30 mm) v ovula¢ni jamce a vyliti folikularni tekutiny, granul6znich

buné¢k a kumulo oocytarniho komplexu. Ke spontanni ovulaci dochéazi v disledku reakce
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dominantniho folikulu na zvySeni koncentrace LH. Pfi splnéni normdlnich fyziologickych
podminek lze poruchu ovulace pfi¢ist nedostatecné hladiné LH nebo nedostatecnému poctu
LH receptorti. Ovulace mtize byt vyvolana uméle nebo urychlené béhem prechodného nebo
pripoustéciho obdobi vnéjsimi preparaty podobné LH (napt. hCG) nebo preparaty uvolnujici
LH (jako napf. GnRH). (Ginther, 1992; McKinnon et Voss, 1993; Samper, 2000; Threfall,
1997)

Ovulace je charakterizovana jako prasknuti folikuldrni stény vyplyvajici ze snizeni
velikosti antrum a shroméazdéni folikularni tekutiny v burse vajecniku a okoli. Vyprazdnéni
folikularni tekutiny z dominantniho folikulu je zlomovy proces trvajici 5 az 90 sekund,
priblizné 15 % tekutiny zlstane v antrum. Po prasknuti folikulu se antrum zaplni krvi,
formuje se corpus hemorhagicum (Pycock et al., 2007).

Charakteristiky dominantniho folikulu spojené s blizici se ovulaci zjisténé pomoci
ultrazvuku jsou stejné, at’ je ovulace spontanni, nebo navozena uméle (Pycock et al., 2007).

Samotna velikost folikulu je nejcastéjSim kritériem pro nejjednodussi odhad doby
ovulace. Obvykly primér ovula¢niho folikulu je 40 — 45 mm u klisen jezdeckého typu
(Quarter horse, Arab, teplokrevnik), ale rozsah muze byt mnohem vétsi (30 — 70mm).
Nejvétsi primér folikulu miize byt zapti¢inén roénim obdobim (o 5 — 8 mm vétsi je na jare,
oproti 1étu a podzimu). Ovulace se objevuje prumémé 4,2 dny, od doby, kdy dominantni
folikul dosahne velikosti 35 mm (Ginther, 1992).

Pokud se zvaZuje pfirozené piipousténi nebo umélé oplozeni Cerstvym spermatem,
staci vySetfeni k odhadu ovulace kazdy druhy den. Inseminaci je doporu¢ovano provést 12
hodin pfed nebo po ovulaci, pokud je pouZito chlazené sperma, pokud je pouzito mrazené,
potom by se méla inseminace provést 6 hodin v prib&éhu ovulace. V tomto piipad¢ je potieba
zkratit Casovy interval mezi vySetfenimi a zjistit co nejpiesn&ji dobu ovulace dal§imi
metodami (McKinnon and Voss, 1993; Samper, 2000, Threlfall, 1997).

Zmeény ve tvaru folikulu, echogenicité folikularni stény, endometrialni echostrukture a
senzitivité klisny k ovarialni palpaci jsou dalsi diagnostické pomicky, které pomohou urcit
dobu ovulace v fadu hodin. Zmény v endometrialni echostrukture od relativné homogenni
Vv pribehu diestru po heterogenni béhem estru 1ze ptisoudit zvétSujicimu se otoku endometria
jako nasledek vysokého pomeéru estrogenu a progesteronu béhem estru. (Ginther, 1995;
Rantanan et McKinnon, 1998). Délka estru trva v priméru 5 — 7 dni, vétSina ovulaci probiha
(69 — 78 %) béhem posledni 2 dni estru a 10 — 14 % prob&hne az po konci estru (Ginther,
1992; McKinnon et Voss, 1993).
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Zvétseni tloustky folikularni stény (tj. thekalni vrstva, basalni lamina, granulova
vrstva), které predchazi ovulaci, je vyuzivano jako indikator blizici se ovulace. (Pycock et al.,
2007).

Vyvoj zlutého téliska

Na rozdil od zlutého téliska u jinych domacich zvifat, je konska lutedlni zlaza obsazena
Vv ovaridlni tkani. Nové formujici se télisko mize byt vidét na jamce pii zbézné kontrole,
ackoli nevy¢niva pfimo z vaje¢niku. Digitalni hodnoceni zlutého téliska je v tomto piipadé
obtizné a velmi subjektivni. Objektivni hodnoceni lutedlni zlazy lze vsak provést pomoci
ultrasonografu. Paralelné s ovulaci a po ni podstupuji granuldézni bunky biochemické a
morfologické zmény, kterym se fika luteinizace. Luteinizace zahrnuje pro zjednoduSeni
morfologicky vyvoj od estrogen vylucujicich granuléznich bunék, az po progesteron
vylucujici lutedlni buniky ve spojeni s novovaskularizaci. Vysledkem ovulace dominantniho
folikulu je primarni zluté télisko pii primarni folikularni ving blizko konci estru, kdy prevlada
estrogen, zatimco sekunddrni zluté télisko se tvofi pii ovulaci dominantniho folikulu
v sekundarni viné¢ behem diestru nebo bfezosti, kdy pievladd progesteron. Primarni a
sekundérni Zluté télisko, které se vyvijeji v dutin¢ s tekutinou, jsou oznacovany jako corpus
hemorhagicum. Dalsi zluta téliska vychézeji z luteinizace neovulujicich folikuli béhem casné
btezosti. Sekundérni a dalsi zluté téliska jsou oznacena jako dopliujici Zluta téliska. Regresni
lutedlni Zlaza, bez ohledu na jeji piivod, je oznacovana jako corpus albicans. Prodlouzend a
zkracena lutealni funkce souvisi se stavem délohy. (Ginther, 1992; McKinnon and Voss,
1993; Threlfall, 1997; Ginther, 1990).

6 Embryogeneze

Oocyt a ¢asna stadia ryhovani embrya, den 0 (ovulace) aZ po Sesty den

V této fazi vyvoje ziistiva embryo ve vejcovodu, a proto je nemozné ho chirurgicky
vyjmout (Betteridge et Mitchell, 1975). Tento poznatek je limitujici pro studium ryhovani in
Vivo a miize mit podil na tom, Ze normalni in vitro oplozeni (IVF) zahrnujici ICSI a transfer
somatickych buné¢nych jader (SCNT) zistava u koni velmi neuspésné (Galli et al., 2007).

V prubéhu 24 hodin po oplozeni ma zarodek 2 buriky, mezi 24 — 48 hodinami ma 4
bunky a dochazi k pocatecni aktivaci embryondlniho genomu (Betteridge, 2011).

Uspésnost oplozeni pfirozenym zptisobem je vysoka, mize dosahnout 90%. Sest hodin
po ovulaci jsou oocyty stale obklopeny kumularnimi burikami a nemtizou byt prozkoumany

znaky oplozeni (Ball et al., 1989).
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U ranych zygot a oocytl v MII fazi pfed a béhem ovulace je markantni nesymetrické
rozdéleni organel a inkluzi (Betteridge, 2007). Na pocatku dé€leni zygoty vznikaji ,,tmavé™ a
,,Svetlé“ blastomery. Segregace vnitini buné¢né hmoty u koni z trofoblastu v dobé formovani
blastocysty je mnohem pomalejsi a rozdilny, nez u pfezvykavcl a prasat. Vnitini bunky
zustavaji u koni vice rozptylené, nez u vySe uvedenych zvifat a zapliluji vice prostoru
morulou a ranymi blastocystami, nez u jinych hospodatskych zvirat. Embryo piechazi do
d¢lohy zhruba Sesty den (Betteridge, 2011).

K bunécnému d¢€leni, diferenciaci a doprovodnych zmén funkci je zapotiebi
adenosintrifosfat (ATP) a prekurzory pro syntézu makromolekul. Celkova jaderna DNA se
zvySuje stondsobné i vice, jak se equinni zygota vyviji v blastocystu. Studie u jinych druht
zivocichll naznacuji, ze Zivotaschopnost a zdravi embrya, plodu, novorozence i dospclého
kon¢ a dokonce i potomstva dospélého koné byla ovlivnéna metabolickymi interakcemi
v dob¢, kdy je morula nebo rana blastocysta pfipravena k pfechodu do délohy (Betteridge,
2011).

V pribéhu ctvrtého bunééného cyklu, kdy se embryo vyviji z osmi na Sestnact bunck
(72 hodin po oplozeni), se aktivuje embryonalni genom (Grendahl et Hyttel, 1996).
Blastocysta pied dokoncéenim Zloutkového vacku

V dob¢, kdy embryo piechazi do délohy klisny pies uterotubalni Spoj asi 6 dni po
ovulaci (Battut et al., 2001), kdy zona pellucida jesté neexpandovala, ma pramér pfiblizné 180
pum a je v preméné mezi morulou a blastocystou. V této dob& se embryo stava piistupné pro
vyplach délohy pro embryotransfer a vyzkum Dochézi k morfologickym a fyziologickym
zméndm uvnitt 1 vné diferenciovanych bunck trofoblastu (Stout, 2006).

Uvnitt se dutina blastocysty za¢ina zvétSovat, vnitini bunééna masa (embryoblast) je
lépe ohranicenad a je lemovan endodermalnimi butikami. Tvorba endodermalni stény probiha u
koni jinak, nez u ptezvykavcu nebo prasat. U koni nejprve buniky endodermu (168 — 192
hodin po oplozeni) formuji oddélené kolonie, které jsou jen sporadicky distribuované pies
vnitfek trofoblastu. Ty pak rostou a splyvaji v jednu souvislou plochu (Enders et al., 1993).

Z vngjsi strany je kapsule, coz je nebunécna glykoproteinova vrstva podobna mucinu
(Betteridge, 2007), ktera lezi mezi trofoblastem a vnitinim povrchem zony pellucidy. Ziejmé
prvni den v d€loze se zona pellucida odlouci od vnéjsi strany kapsule. Kapsule je strukturalné
silnd, nezbytnd pro pokracovani biezosti, a také pravdépodobné vyznamnéd pokracujici
ochranna funkce zony pellucidy. Buiky trofoblastu produkuji kapsuldrni hmotu, ale pokud se

jedna o metodu oplozeni in vitro, neni tato hmota pfeménéna v jasnou nebunéénou membranu
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jako je vidét in vivo. Detekovat kapsuli lze poprvé zjistit rektalni ultrasonografii az devaty
den, ale spolehlivgji az jedenacty den, kdy je dokoncen Zloutkovy vacek (Tremoleda et al.,
2003).

Posuzovani metabolické aktivity embryi ve fazich moznych k pfenosu, muze mit
pfimou souvislost s pfenosem embryi u koni, kdy métfeny piijem kysliku mize mit vztah
k Zivotaschopnosti embrya (Lopes et al., 2007). Konska embrya jsou pro vyplach a transfer
vhodna do osmého dne, pfevazne¢ kvili nachylnosti vétSich embryi k mechanickému
poskozeni (Wilsher et al., 2010).

Néekteré vlastnosti embryonalniho vyvoje u koni jsou v popredi zajml studia a mohou
poskytnout informace k obtizné reprodukci in vitro. Mezi né€ patii vyrazna polarita oocytl a
raného embrya, membrany, které jsou na vné&jsi stran€ zony pellucidy, zpiisob, jakym se za¢ne
vnitini bunécnd hmota délit a pirechod embryi pfes vejcovod, zatimco neoplodnéné oocyty

jsou zde zadrzeny (Betteridge, 2011).
7 Invitro produkce embryi u Kklisen

Zacatek asistované reprodukce je datovan v 19. stoleti, kdy byla provedena prvni uméla
inseminace (Heape, 1989). Krom¢& umélé inseminace je u klisen hojné vyuzivan i
embryotransfer. Produkce embryi zahrnuje n¢kolik rtiznych technik.

1. Transfer oocytu (OT)

2. Intracytoplazmicka injekce spermii (ICSI)

3. Fertilizace in vitro (IVF)
4

. Transfer jader somatickych bun¢k nebo klonovani (Gambini et al., 2012).

7.1 Ziskani oocyti

Oocyty mohou byt vyjmuty z vajecnikd po smrti klisny, z nezralych folikulti, nebo ze
stimulovanych ptedovularnich folikuld u zivé klisny. Dozravani nezralych oocyt in vitro
poskytne ptiblizné 60% dozralych oocytl. Ziskané oocyty se musi nechat dozrat do stadia
MII. Standardni in vitro oplozeni u koni stale neni opakovatelné, oplozeni je provadéno
vstiiknutim spermii ptimo do oocytu. (ICSI — intracytoplasmic sperm injection). Kultivace
embrya vyzaduje médium s vysokym obsahem glukozy, pfinejmensim béhem vyvoje
blastocysty. Mnozstvi vyvijejicich se blastocyst (25-35%) muze byt ziskano podobné pro
vSechen dobytek. Mnozstvi zabfeznuti po transferu in vitro vyprodukovanych blastocyst je

podobné jako pro embrya ziskana ex vivo (Hinrichs, 2010a).
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7.1.1 Z zivych klisen

Pro aspiraci folikulli je pouzivano nékolik metod jako je laparotomie pies slabinu,
transkutanni punkce pies slabinu, nebo TUGA (transvaginalni aspirace pomoci ultrazvuku).
TUGA ma jednu vyhodu a to, Ze je neinvazivni (Hinrichs, 2010a).

Laparotomie pres slabinu

Pro laparotomii skrz slabinu jsou klisny mirné sedovany a na strané, kde je
paralumbalni jamka je proveden fez a misto je piipraveno pro sterilni operaci. Lokalni
anestestezie (40-80 ml) je podana do kranialni oblasti pfedpokladaného fezu ve stfedu
paralumbalni jamky. Ktuze a podkozi je vertikalné€ nafiznuto, vnéj$i a vnitfi Sikmy biisni sval
jsou od sebe oddéleny podél jejich sméru. Vajeéniky jsou manipulovany per rectum a jsou
pootoceny o 180° kraniomedialnim smérem a skrz bfisni sténu je zaveden katetr (K6llmann et
al., 2011; Haag et al., 2013).

TUGA

Aspirace oocytil (ovum pick up — OPU) je provadéno pomoci transvaginalni sondy.
Transvaginalni aspirace oocyti pod ultrazvukem (TUGA) je neinvazivni metoda pro sbér
oocytl. Nezralé oocyty odsaty pomoci TUGA se musi nechat dozrat in vitro. Ocekavané
procento uzralych oocytil je priblizné 60% (Begh et al., 2002; Colleoni et al., 2007; Jacobson
etal., 2010).

Ziskani oocytll z klisny bylo nejprve aplikovano na preovulacni folikul za pouZiti
riznych postupii véetné laparotomie v celkové anestezii, colpotomie a aspirace s pouzitim
dlouhé jehly vsunuté pies slabinu do paralumbalni jamky. Tyto pfistupy byly invazivni a
technika, kterd je dnes pouZzivana, je ultrazvukové transvagindlni odsavani folikuli pomoci
dvojité 12-ga jehly (Carnevale et al., 2005). Oocyty mohou byt sbirany z pfedovula¢niho
folikulu, ktery méfi nejméné 35 mm v priméru po 24 hodinach po injek¢nim podani hCG
spolecné s tim, pokud darkyné vykazuji ptiznaky délozniho edému. Ovulace po podani hCG
obvykle trva 36 az 40 hodin. Proto u oocytyt sbiranych po 24 hodin nebo pozdé&ji pokracuje
meidza, maji expandovany cumulus, ktery usnadiiuje jejich ziskani, na druhou stranu vyzaduji
16 hodin dodate¢ného kultivace, nez jsou inseminovany. Po ziskéani z darkyn a n¢kolika hodin
kultivace, aby doslo k dokonc¢eni zrani, mohou byt oocyty chirurgicky pfeneseny k inseminaci
ptijemkyn (Carnevale et al., 2004a), nebo mohou byt podrobeny intracytoplazmatické injekci
spermii (ICSI) a znovu chirurgicky pfeneseny do vejcovodu piijemkyné, nebo kultivovany in

vitro az do stadia blastocysty a nakonec preneseny nechirurgicky. Uspé&$nost zabieznuti
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chirurgickym transferem oocyti do vejcovodu k oplodnéni in vivo, nebo kratce po ICSIL je
okolo 40% (Carnevale et al., 2004). Existuje limit pro pocet in vivo uzralych vajicek, i pies
jejich vysoké kvality, které mohou byt ziskany z darkyné v prabéhu roku, jelikoz pii kazdém
cyklu a pouze v obdobi rozmnozovani, je pfitomen pouze jeden piredovulacni folikul. BEhem
OPU jsou odsavany vSechny folikuly, které maji alespoit 1 cm, rovnéz v obdobi, kdy se
nepiipousti, ¢imz se zvySuje pocet oocytl, které mohou byt ziskany od darkyné. Vzhledem k
velkym rozmértim folikult a silnému upevnéni kumularného komplexu oocyti k folikularni
sténé, je nutné pouzit dvojité jehly, které¢ umoznuji opakované vyplachovani, a to 8 az 10 krat
pro kazdy folikul (Galli et al., 2014).

Klisny — darkyn¢ jsou zklidnény kombinaci butorphanolu (0, 01 mg/kg) a mlazinu (0,
33 mg/kg). Také miize byt podan 0, 04 mg/kg propanthelin bromidu pro lepsi uvolnéni recta.
Béhem TUGA je sonda chranéna plastovym obalem s jehlou k propichnuti folikularni stény.
Po aspiraci je odebrana tekutina a dana do Petriho misky, kde se hledd COC, cumulo-
oocytarni komplex (Alvarenga et da Cruz Landim Alvarenga, 2000).

Mira uspéSnosti pouzivajici tyto procedury u krav je vysoka (ptiblizné 60 %) a
folikuly mohou byt odsavany kazdé 3-4 dny bez redukce poctu folikuld. Bohuzel mira
uspésnosti odsavani nezralych folikuli klisen je nizka - pod 30 % (Briick et al., 1992; Cook et
al., 1993; Duchamp et al., 1995; Kanitz et al., 1995; Mari et al., 2005). Nizké procento
uspésnosti je pricitano tésnéjsimu a pevnéjsSimu spojeni equinnich oocytl ke sténé€ folikulu, ve
srovnani s bovinnim oocytem (Hawley et al., 1995). Mira uspéSnosti je vyss§i u malych
nezralych folikuli, nez u vétsich, rozdil je pfisuzovan mensi ploSe u mensich folikuld, a tak
vzrusta Sance, ze se vypudi oocyt béhem odsavani (Kanitz et al., 1995; Bagh et al., 2002).

Relativné vysoka uspé$nost aspirace z nezralych folikulti (od 43 % do 58 %) byla
zaznamenana v nékterych laboratofich provadéjicich odsavani technikou, kterd zahrnuje
flushing (vyplachnuti) kazdého folikulu osmkrat (Meintjes et al., 1995; Begh et al., 2002;
Colleoni et al., 2007; Jacobson et al., 2010) pomoci odsavaci jehly s dvojitou sténou a
s oddélenymi vtékajicimi a odtékajicimi kanalky. Ve studii Colleoni et al. (2007) uvadi, Ze
¢islo odsatych folikuld bylo vysoké (prumérné 17 z klisny) a z toho vyplyva v priméru 10
nezralych oocytll odejmutych kazdé klisn¢ kazdé odsavaci obdobi.

Problémem vSak zlstava interval mezi odsavanim folikultl u klisen. Odsavani folikula
na tydenni bazi zapticiniuje pokles v poctu folikuld. Primérny pocet folikulll z vajecniku klesa
z 8,7 na 4,7 folikult na klisnu, pokud jsou klisny vystaveny odsavani folikulu jedenkrat kazdy
tyden v periodé 11 tydnt (Duchamp et al., 1995). Je mozné, ze folikuly jsou v této dobé

mladé, ackoli po€et odebranych kompaktnich kumulo-oocytarnich komplexii byl vysoka.
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Existuje moznost opakovaného odsavani folikuld u individudlnich klisen i pies dlouhou
periodu. Bagh a jeho spolupracovnici (2003) provedli za vice nez 8 let opakované na ¢tyfech
klisnach OPU. Primérné bylo ud€ldno 19 aspiraci za ptipoustéci sezonu, coz znamena, ze
bylo aspirovano 122 folikuli u kazd¢ klisny, pocet ziskanych oocytti nebyl uveden. U klisen
pokracoval normdlni estralni cyklus. Pouze u jedné klisny se pii hodnoceni odebranych
vajecnikt ukazalo, Ze méla abscesy na vajecniku. V dalsi studii (Jacobson et al., 2010) byly
zaznamenany vysledky OPU kazdych 14 dni béhem piipoustéci sezony. Klisny podstoupily 8
cyklii aspirace, kazda méla v praméru 72 aspirovanych folikulii. Pocet odsatych folikuli se za
cyklus nezménil (Jacobson et al., 2010), ani se nezménil pocet ziskanych oocyti (Hinrichs,
2010a).

V pribéhu nékolika let byla provedena velka studie o posouzeni vyvojové kompetence
nezralych oocyti ziskanych metodou OPU z obou experimentalnich a komer¢nich darct v
ramci klinického programu OPU (Colleoni et al., 2007). Aby bylo zajisténo co nejveétsi
mnozstvi ziskanych oocytt, sledovali se darkyné pomoci ultrazvuku, pro zvoleni nejvhodnéjsi
¢asu pro OPU na zdkladé ptfitomnosti dostate¢né¢ho poctu folikuld (normalné > 8- 10 folikuld
> 1 cm) a nejlépe bez pFitomnosti dominantniho folikulu. Tato situace je zvlasté vyhodna v
prechodném obdobi (neni dominantni folikul). Z téchto divodi je pramérny pocet odsatych
folikuli a sesbiranych oocytd vys$i, nez u vétSiny zvefejnénych studii, i kdyz mnozstvi
ziskanych oocytl se stale zvySuje se zkuSenostmi a praxi (Galli et al., 2014).

Vyvoj do stadia blastocysty probiha plné in vitro. Vysledek je velmi variabilni
vzhledem k extrémnim rozdilim mezi sami¢imi i sam¢imi darci a rlznym pfi¢inam
neplodnosti. Klisny mohou byt podrobeny opakovanému sbéru bez jakychkoliv vedlejSich
ucinkd, pod sedaci detomidinu, epidurdlni anestézii, aby se zabranilo kontrakci kone¢niku, a s
Katetrizaci mocového méchyie (Mari et al., 2005). Na konci procedury se klisné podavaji
antibiotika po dobu 3 dnu jako preventivni opatfeni. U jinych studii u pokusnych mladych
zvitat byly pevné, ¢trnactidenni plany (Jacobson et al., 2010). Nicméné u starych nebo
neplodnych darct, kteti jsou zapsani do klinického OPU programu, je obtizné stanovit pevny
fad a dava se prednost pfizptisobeni potfebam jednotlivych darct (Galli et al., 2014).
Transkutanni punkce pres slabinu

Ziskani dozravajicich oocytii z Zivych klisen z preovula¢niho folikulu se déje po
stimulaci hCG nebo GnRH. Odsavani gonadotropinem stimulovaného dominantni
preovulagniniho folikulu je obvykle pouzivano k ziskani oocytli pro transfer. Usp&snost
ziskani oocytt z téchto folikulli je vysoka, 65 az 80v% (Hinrichs et al. 1990; Carnevale et
Ginther, 1995; Hinrichs et al., 1998; Carnevale et al., 2005). V téchto folikulech nariista a
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z folikularni stény se uvoliiuje kumulo-oocytarni komplex v pfipravé na ovulaci. Odsavani
z ptedovula¢niho folikulu je vyhodné z ditvodu jeho velké velikosti (primér >35 mm), miize
byt jednoduse ziskan za pouziti jehly pies slabinu (Vogelsang et al., 1988; Hinrichs et al.,
1998). Jako prvni pouzil techniku ziskdni oocyti z Zivych klisen Palmer et al. (1987).
Zatimco technik drzi vaje¢nik per rectum, je skrz slabinu zavedena jehla k preovula¢nimu
folikulu. Uspé&snost takto ziskanych oocytll je 63%. McKinnon et al. (1987) zaznamenali
uspésnost 71,4% pti pouziti trokaru a vétsi jehly (9,8 mm). Podobnou studii udélali i Hinrichs
et al. (1993) s Gspésnosti 73%. Protoze 1é¢ba superovulace je u koni stale problematicka, pfi
kazdém cyklu je pouzitelny pouze jeden, nebo dva preovuldrni folikuly. Dokonce, i1 kdyz je
pouzitd superstimulacni 1écba, velka cast vajecniku (kvuli pfitomnosti né€kolikandsobnych
preovula¢nich oocytll) mlze zplsobit ztizeni odsati folikuld, pokud jsou pfitomné vice, nez

jeden ¢i dva folikuly (Maclellan et al., 2002).

7.1.2 Z jate¢ného materialu

Pro in vitro produkci embryi u koni mohou byt oocyty ziskavany z vajecniku z jatek.
Oocyty mohou byt efektivné ziskdny otevienim folikulGi skalpelem a seSkrabnuti vrstvy
bunécné tkan¢ folikulu pomoci kyrety, nebo rozfezanim (Hinrichs et DiGiorgio, 1991).
Rozi'ezani vaje¢niki

Vajecniky ziskdny chirurgicky jsou transportovany do laboratofe v 0,9% NaCL pfi
pokojové teploté. Vajecniky jsou vlozeny do 5 % roztoku bovinniho fetalniho séra ve
fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem (PBS) a nakrajeny Kk ziskani COC (Hinrichs,
2010Db).

Rozfezani vajecnikl poskytuje velké mnozstvi oocytli oproti odsavani. Pro ucely této
metody bylo ziskano 61 vajecnikli a z kazdého vaje¢niku se ziskalo primérné 9, 5 oocyti (u
aspirace bylo z 51 vaje¢nikt praimérné ziskano 6, 8 oocyt). Roziezani vajecnikti se provadi
sterilnim skalpelem (Wani et al., 1999).

Kyretaz

Vajecniky jsou transportovany do laboratofe pii pokojové teplote (26 — 34°C).
Ptipojené organy jsou odfezany a vajecniky jsou ocistény sterilni gdzou. VSechny viditelné
folikuly jsou otevfeny skalpelem a granul6zni vrstva kazdého folikulu je vySkrabnuta 0,5 cm
kyretou. Obsah kyrety jy vymyt do samostatnych Petriho misek do média a pod mikroskopem
je zkouméan COC (Choi et al., 2004a).

Aspirace folikuli (odsavani)
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Metoda seskrabavani folikulll je ¢asové naroc¢nd, tudiz mize byt aspirace v nékterych
ptipadech preferovano zvlasté, pokud je pfitomno malo védeckych pracovnikid na vétsi
mnozstvi materialu, ackoliv mnozstvi ziskanych folikuli mtize byt pouze poloviéni nez
metodou seskrabavani. (Alm et al.,, 1997; Dell’Aquila et al., 2001). Aspirace muze byt
provedena jehlou a injekéni stiikackou nebo jehlou piipojenou k vakuové pumpé (Hinrichs,
2010a).

Vajecniky by mély byt z klisny ziskdny hned jak je po smrti mozné a udrzovat je
V pokojové teploté pii piepravé do laboratoie. Schopnost produkovat embrya se snizuje
ptiblizné do 6 hodin po smrti (Carnevale et al., 2004; Ribeiro et al., 2008).

Vajecniky se transportuji do laboratote v solném roztoku pti 33 — 35°C do 4 hodin po
porazce. Folikuly, které mély v priméru 5-30 mm byly ziskdny seSkrdbnutim béhem aspirace
pomoci 17- ga jehly a odsanim. Aspirace byla dokoncena a pokracuje kultivace, ktera byla

zahajena do 6 h po poraZeni klisny (Carnevale et al., 2004).

7.2 Klasifikace COC a oocyti

Pti sesbirani folikulti miize byt morfologie cumulu popsana jako kompaktni (Cp), nebo
expandovany (Ex).

Koniské Cp oocyty pochazeji z zivych folikuli, ale jsou do znacné miry z folikult
nezralych, takze oocyty nejsou schopné uzrat in vitro. Jako Cp oocyty mohou byt
klasifikovany pouze oocyty majici ob& pevné tkan€¢ a kompaktni cumulus. Charakter tkang je
nejlépe vyhodnocovan pohledem na okraj zahybu tkan€. Pevna tkan ukazuje tésné, Cisté linie
na okraji (Hinrichs, 2010a).

Ex oocyty pochazeji z atretickych folikulti, které vSak maji vysokou meiotickou
schopnost (Hinrichs et Williams, 1997). Jakékoli nepatrné otoky na cumulu nebo tkéani se
klasifikuji jako Ex. Oocyty samotné se mohou jevit jako zdeformované pfi zkoumani malého
mnozstvi; nicméné zkoumani vysS§iho mnozstvi je potfeba pii ur€eni, jestli je okraj opravdu
zdeformovany vysledkem degenerace, nebo zdali zjevna nespravnost je kvuli oddéleni
svétlych a tmavych ¢asti cytoplasmy. Takova heterogenni cytoplasma je bézné vidéna u Ex
oocyti a je prifazovana k vysoké meiotické schopnosti (Hinrichs et Williams, 1997).
Pouzivani téchto metod k roztiidéni setfenych folikul z jate¢nych tkéni, je ptfiblizné 60%
ziskanych oocyti klasifikovano jako Ex, 30% jako Cp a 10% jako degenerujicich. Stupen
uspésnosti dozravani in vitro je omezen barvenim oocytl po dozrani nebo vypuzenim prvniho
polarniho téliska. U Ex oocytl je to skoro 65% a u Cp oocytt 20% (Alm et Hinrichs, 1996;
Hinrichs et Williams, 1997; Choi et al., 2004a; Hinrichs et al., 2005).
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7.3 Zrani oocyti in vitro

Prvniho uspéchu pii zrani oocytu in vitro u koni dosahli Fulka a Okolski (1981).

In vitro zrani oocyti muze byt jednoduse uskuteénéno kultivaci nezralych oocyti. Nicméné
rychlost jaderného zrani a ziskani cytoplasmatického zrani je ovliviiovan mnoha parametry,
jak je ukazano u schopnosti formovat blastocystu Iin vitro po oplozeni. Ex oocyty maji
vyznamné vySsi schopnost zrani do metafaze II (MII), nez Cp oocyty. Pro oocyty odebrané
ziskany, coz ovlivni délku kultivace nezbytnou pro jaderna i cytoplasmatické zrani nebo
schopnost rozvoje (Hinrichs et al. 2005). Oocyty odebrné z vaje¢nikit ihned po porazce,
vyzaduji delS$i dobu kultivace a maji niz8§i vyvojové schopnosti, neZ oocyty ziskané po
odloZeni 5 az 9 hodin (Hinrichs et al. 2005). Pokud se zdrzelo odebrani vajecnikli pted
ziskanim oocytl, prokazal se vzrist utvareni blastocyst po IVF/IVM (in vitro fertilizace a
maturace) taky u skotu (Blondin et al., 1997). Optimalni doba zrani byla Ex oocyt 20 az 30
hodin a u Cp oocytti mezi 30 az 36 hodinami. Pokud oocyt jednou dozraje, neexistuje rozdil
ve schopnosti formovat blastocysty mezi Cp a Ex oocyty (Hinrichs et al., 2005). Jako dobra
pomucka k rozvrzeni pocatku zrani, je mozné dat equinni oocyty na noc do jednoduchého
média (Earles-Hanksovo médium), které je v pokojové teplot¢ a nasledné vlozit do
kultiva¢niho média. Tento postup nema zadny vliv na zrani nebo rozvoj blastocysty po ICSI
(Choi et al., 2006). EH (Earles- Hanksovo) médium je mix 40% M 199 s Hankovou soli a 25
mM Hepes, 40% M199 s Earlovou soli a 20% teplotné deaktivované¢ho FBS - fetalni bovinni
sérum (Hinrichs et al., 2005).

Kultivaéni systém pro zrani oocytl se sestava z pouziti M199 s Earlovou soli, 10%
fetalniho bovinniho séra a 5 mU/ ml bovinniho folikulostimulacniho hormonu ve zvlhc¢ené
atmosfére 5% CO; ve vzduchu pii 38,2°C. Ackoli jind média mohou pii zrani oocytl také
fungovat, nejvyssi zaznamenana uroven produkce blastocysty in vitro byla dosazena pomoci
zrani oocytd v tomto médiu (Hinrichs et al., 2005; Choi et al., 2007; Ribeiro et al., 2008).

Zhodnoceni oocytll po zrani in vitro vyzaduje odstranéni cumulu, to je mnohem tezsi u
koni, nez u ostatnich druhti. K tomu se vyuziva opakované pipetovani s mensimi pipetami
s menSim pramérem. Hyaluroniddza pomaha pii zrani oocyti. Odstranéni cumulu z nezralych
oocyti napomuze pipetovani  vroztoku trypsin/EDTA (EDTA je Kkyselina

ethylendiaminotetraoctova) v bezkalciovém a bezmagneziovém mediu (Hinrichs, 2010a).
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7.4 Oplozeni

S rozvojem ultrazvuku a jeho vyuziti pro aspiraci folikuld, kterd umoznuje sbirani
oocytt dozralych in vivo, zacal byt zajem o standardizaci IVF. Bohuzel tato metoda neni
v produkci hiibat pfili§ uspéSnd. Jednim z probléml je problematické ziskani vajecnikt
z jatek, obtiznost zrani oocytll in Vvitro a obtizna kapacitace spermii in vitro. Proto je u koni

IVF velmi drahé a neefektivni (Hinrichs, 2005).

7.4.1 Priprava spermie

Cerstvé semeno se odebira hiebei za pouZiti uzaviené umélé vaginy (model Missouri)
nebo otefené umélé vaginy (Hannoversky typ). Ejakulat se musi posoudit, zjistit koncentrace
a aktivita spermii. Nasledn¢ se ejakulat fedi na 80x10° spermii na ml™ pomoci odstfedéného
mléka obohacen¢ho gluk6zou. Semeno hiebce se pro ucely in vitro produkce embryi zmrazi
za pouziti odstfedéného mléka s vaje¢nym Zloutkem. Pied oplozenim se pejety se semenem

rozmrazi pii 50°C po dobu 42 sekund (Blanchard et al., 1998).

7.4.2 In vitro fertilizace bez ICSI

Béhem normalniho oplozeni se jadro spermie dostane do oocytu skrz membranu a dvé
gamety splynou. Proces splynuti gamet je zahrnuty i u in vitro oplozeni (IVF), pii kterém se
spoji dozraly oocyt a kapacitovana spermie. Ackoli jsou techniky IVF u skotu a lidi uspésné
(Trounson, A. O. et al.:1994), Gispésnost IVF u koni je mala (Zhang et al., 1990; Palmer et al.,
1990; Del Campo et al., 1990; Li et al., 1995; Greondahl et al., 1995a; Dell'Aquila et al., 1996;
Marcos et al., 1996). Hlavni piekazkou u equinni IVF je nedostatek metod pii kapacitaci
spermii a penetrace do oocytu (Varner et al., 1987; Blue et al., 1989).
dosazeno po upravé spermii (McPartlin et al., 2009). U této metody vSak zatim nebyl
prokézan uspeé$ny rozvoj embrya. Dalsi prace v této oblasti miize vyprodukovat efektivni
metodu pro equinni IVF (Hinrichs, 2010a).

Uspésnost tvorby dvou prvojader nebo ryhovani byla podle Choi et al. (2002) 8, 7%,
tj. 9/103 u normalné oplozenych oocyti, kterym byla Caste¢né odstranéna zona pellucida,
soucasn¢ vSak narostl pocet polyspermii. VysSich fertilizacnich schopnosti bylo dosazeno
s pouzitim Ex oocytd 17, 1%, tj. 6/35, zatimco pii pouziti oocyti s Cp kumulem byla
fertilizace nizka — 4, 4%, tj. 3/68. Embyonalni rust vSak po kultivaci po IVF nenastal, coz

indikuje absence ryhovani v kazdém z 93 inseminovanych oocytt (Dell’Aquila et al., 1997a).
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Pouziti ICSI u koni bylo stéZejni pro rozvoj technik asistované reprodukce vzhledem
k obtizim provedeni IVF jednoduchou spole¢nou inkubaci samic¢i a sami¢i gamety. Pouze dvé

hiibata byla zaznamenana z IVF in vivo zralych oocytu (Bezard, 1992; Palmer et al., 1991).

7.4.3 Invitro fertilizace s ICSI

Klinické pouziti ICSI bylo vyvinuto pfed mnoha lety jako feSeni v souvislosti s
muzskou neplodnosti v lidské asistované reprodukci (Palermo et al., 1992). Technika nyni
funguje tak ucinné, Ze v mnoha klinikach je preferovanym zpisobem oplodnéni in vitro u
¢loveéka. Existuji domnénky, Ze spermie mohou prendSet abnormality na potomstvo, protoze
se selekce spermii ve fyziologickém stavu nevyskytuje. Nicméné pokud je analyza dat
nastaven na ve€k, vyskyt dvojcat, neplodnost a dal$i faktory souvisejici s pacientem,
nepiredstavuji potomci po ICSI vétsi vyskyt abnormalit, neZ normalni potomstvo (Palermo et
al., 2012; Palermo et al., 2008).

Technika intracytoplasmatické injekce spermie (ICSI) byla piedstavena Hiramotem
(1962), ktery ji provadél na oocytech moiskych jezki, ktera ale nikdy nedosahla vzniku
prvojadra. Graham (1966) a Brun (1974) popsali vyvoj prvojadra u zab (Xenopus laevis).
Uehara a Yanagimachi (1976; 1977) studovali interakci gamet v oocytech kieckl a
zaznamenali, ze spermatické builky mnoha druhti mohou formovat prvojadro po
mikrochirurgickém zavedeni do zralé kifecci ooplazmy.

Metoda ICSI je provadéna pod inverznim mikroskopem, ktery obsahuje
mikromanipulator, ktery se ovlada joystickem. ICSI se provadi pomoci ptidrzujici a injekéni
pipety, které jsou vyrobené z 30ul borosilikatové sklenéné kapilary. Ptidrzujici pipeta ma
vngjsi primér 80 um (120 — 140 pm) a vnitini pramér 20 - 30 um. Pipeta s injekci ma vnitini
primér 5 — 7 um a vnéjsi 7 — 10 pm. Ob€ pipety jsou ohnuty do thlu 40 az 45°, aby se
usnadnila manipulace v Petriho misce. Spermie je znehybnéna a nasata bi¢ikem napied do
injek¢ni pipety. Oocytu je znemoznén pohyb pomoci piidrzujici pipety. Nejprve je oocyt
natocen tak, ze jeho polové téliskko je v pozici 6 hodin a doprostied oocytu je vpravena

spermie v pozici 3 hodiny (DellAquila, 1997).
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Zdroj: http://vetmed.tamu.edu/equine-embryo-laboratory/clinical-services/icsi

Z dtivodu ptimého vpraveni spermie do oocytu je potieba uméle provést kapacitaci
spermie, kterd jinak normalné prob&hne pfi standardnim oplozeni. Pro kapacitaci spermii se u
riznych druhl zvifat vyuziva heparin, ktery méa vSak u koni nizké, nebo zadné uUcinky
(Hinrichs, 2010a). Del Campo et al. (1990) ve své praci zaznamenal podobné vysledky pii
pouziti Percollova gradientu a kofeinu. Nejlepsi vysledky pro kapacitaci spermii ma pouziti
calcium ionophoru (Del Campo et al., 1990).

Po kapacitaci spermii je potfeba spermii znehybnit pro nasati do injek¢ni jehly.
K znehybnéni se pouziva nékolik pulzi jehly do biciku, nebo se spermie znehybni vloZenim
do polyvinylpyrrolidonu.  Polyvinylpyrrolidon (PVP) byl uspé$né pouzit pfi
intracytoplasmatické injekci spermie (ICSI) pro zvySeni viskozity roztoku spermii, coz
usnadiiuje manipulaci a imobilizaci spermii. Pfed ICSI jsou spermie nejprve dany do média
obsahujici PVP, kde je jedna spermie vybrana a injikovana do oocytu spoleéné s malym
mnozstvim média (Hlinka et al, 1998).

V posledni dobé bylo zjisténo, Ze vystaveni spermii PVP zpusobuje mikroskopické
zmény ve struktufe spermii. Jadro spermie muze byt poskozeno a to jak z hlediska tvaru, tak i
ve struktufe chromatinu. Ponifeni jadra vyvolaného PVP mize byt kvili rozpadu
spermatickych membran (Strehler et al., 1998). Kromé toho Dorzortsev et al. (1995) podotkl,
ze PVP oddalilo nastup kmitt vapniku a dekondenzaci spermie v oocytu. V dusledku toho
muze vystaveni spermie PVP zastavit vyvoj embrya. Protoze je PVP velky polymer, nemtize
difundovat ven z oocytu, ani nemize straven lysozomalnimi enzymy (Jean et al., 2001).
Burnky, které jsou v kontatktu s PVP, zvySuji sekreci mukdzy (Kepes et al., 1993). Kromé

Mrve

PVP behem ICSI (Feichtinger et al., 1995).
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Na druhou stranu bylo zjisténo, ze PVP ovlivituje akrozomalni reakci spermie a
zlepsuje fertilizaéni schopnost po ICSI. Podle experimentii Ize fici, Ze velmi zalezi i na
vyrobci PVP a potencialnim zdroji kontaminace, zda bude mit PVP pozitivni nebo negativni
efekt na vyvoj embrya (Kato et al., 2009).

Palermo et al. (1992) zaznamenal spésné oplozeni metodou ICSI u in vivo uzralych
oocytt. Od té doby se ICSI v humanni mediciné Gspésné pouziva pro prekonani riznych typa
muzské neplodnosti (Van Steirteghem et al, 1993a; Van Steirteghem et al., 1993b; Nagy et
al., 1994; Tesarik et Sousa, 1995a; Tesarik et Sousa, 1995b). Nicméné pro domestikovana
zvirata ma dosud ICSI omezeny tspéch (Dell'Aquila et al., 1997a).

Zatimco oplodnéni a ¢asny embryondlni vyvoj byl uskute¢nén za pouziti standardnich
mikromanipulaénich technik pro ICSI, uspé&snost vyvoje blastocysty in vitro je ziejmé spojena
s pouzitim Piezo jehly k provedeni injekce spermie (Hinrichs et al., 2005; Galli et al., 2007).
Jehla miize fungovat pii zajisténi toho, Ze membrana oocytu je pted injekci naruSena. Po
injekci spermii neni potfebné zadné osetieni zvenci (Choi et al., 2006a).

Dve¢ sté ul semene bylo dano do 5 ml zkumavky obsahujici 1 ml Tyrodova albuminu
modifikovaného laktatem a pyruvatem (TALP), (Parrish et al., 1988) a inkubovéno
v atmosféfe 5 % CO,. Po dvaceti minutach bylo odebrano 0,6 ml média a centrifugovano pfi
327 g po 3 minuty v 1, 7 ml polypropylenové zkumavce. Spermie byly znovu rozptylené a
jednou vymyty ve stejném médiu a supernatant na povrchu byl odebran a spermie pouzity pro
ICSI. Pted injekci spermie se vlozil 1 pl suspenze se spermii do 3 ul sp-TALP obsahujici 10
% polyvinylpyrrolidonu v oleji. (Choi et al., 2002).

Injekce spermie je realizovana v oddélené 50 ul kapce Hepes pufru TCM-199
obsahujicim 10% FBS (fetdlni bovinni sérum). TCM-199 je tkéanové kultivaéni médium a
pouziva se jako zdkladni kultivaéni médium (Li et al., 2002). VSechny manipulace jsou
provadény v pokojové teploté (Choi et al., 2002).

Injekce spermie byla provedena Grendhalem et al. (1997) pod inverznim
mikroskopem. Dva mikrolitry spermatické suspenze byly pfidany do 10 pl kapky Sperm-prep
(ptipravné médium) doplnéné polyvinylpyrrolidonem, ktera byla umisténa centraln¢ v Petriho
misce o priméru 5 cm. Potom byly 2 nebo 3 obnaZené oocyty vloZzené do kazdé z deviti 5 pl
kapek EBSS (Earliv solny roztok) a 1% HSA (lidsky sérovy albumin) pod mineralnim
olejem, které byly dany na kraj Petriho misky. Byla izolovdana samotna buiika spermie
schopna pohybu, bi¢ik byl traumatizovan mezi kultivaéni miskou a jehlou a spermie byla
nasana spolu s bi¢ikem do injekéni pipety. Potom byla jehla vsunuta do ooplasmy do pozice

»tf1 hodiny* s polarnim téliskem v pozici ,,12 hodin“, bylo navozeno vakuum za ucelem

31



prasknuti oolemy a odsatd ¢ast ooplazmy do injekéni pipety. Nésledné byly aspirovana
ooplasma a spermatozoon umisténé do ooplasmy s minimalnim objemem média. Deset
oocyti bylo fingované injektovano vsunutim prazdné pipety a byla porusena oolema.
Vsechny injektované oocyty byly pozorovany 5 minut za ucelem odhadnuti, jestli jsou oocyty
schopné ustat stres z injekce a obnovit jejich kulovity nebo vejcity tvar (Grendhal et al.,
1997).

Prvni hiib¢, narozené z in vitro uzralého oocytu oplodnéného ICSI, uvedl Squires, et
al. (1996). Tento uspéch byl nasledovan obdobim proménlivych vysledkt az do vyvoje ICSI
pomoci piezo vrtdku, které odstranilo vétSinu nekonzistentnost technik v disledku
heterogenni a tlusté zony pellucidy, kterou je obtizné proniknout s konvenénimi ICSI
pipetami, zejména in vitro zralych oocyti. Kromé toho dals$i vyhoda ICSI je ta, Ze ve srovnani
s IVF je moznost rozsifit vybér hiebci, ktefi maji byt pouziti, v€éetné téch, kteti maji Spatnou
pohyblivost spermii a nizsi reprodukéni schopnosti in vivo, coz je hlavnim divodem, proc¢
byla ICSI vyvinuta. V pivodni studii srovnaval Lazzari, et al. (2002) vyvojovy potencial in
vitro zralych oocytl oplodnénych ICSI zmrazenym semenem ruzné motility. Nebyly nalezeny
zadné rozdily v ryhovani nebo ve vyvoji blastocysty mezi oocyty injektovanymi spermiemi
hiebct s dobrou, Spatnou, nebo Zadnou plodnosti, pokud byly spermie selektované pro ICSI
schopné pohybu. Naproti tomu, pokud v dobé ICSI nebylo mozné vybrat pied injekci zivé
spermie, neexistoval zadny vyvoj do stadia blastocysty. V jiné studii (Choi et al., 2006)
oocyty injektované nepohyblivou spermii izolovanou ze spermatu vystaveného dvéma cykli
zmrazeni a rozmrazeni, vedly k vyvoji blastocysty. V dalsi studii pouzili ti sami autoti (Choi
et al., 2011) lyofilizovanou spermii a aktivovali oocyt extraktem spermii pro ziskani
potomstva.

K dne$nimu dni roste pocet laboratofi, které hlasi narozeni hiibat po ICSI, a to jak z in
vivo, tak in vitro zralych oocyti. V soucasné dob¢ se u koni za¢ina pouzivat n€kolik praktik
pro klinickou lé¢bu neplodnosti. Nékteré skupiny zaznamenaly pfilezitostné narozeni hiibat
po ICSI in vitro zralych oocytti bud’ po chirurgickém pienosu ranych embryi do vejcovodu
(Cochran et al., 1998), nebo in vitro kultivaci embryi do stadia blastocysty a ptenos déloznim
krckem do délohy (Li et al., 2001). Vyvoj in vitro zrani a technologie ICSI zvysSuje usili
rozvijet vhodné kultivacni systémy pro ¢asné ryhovani embryi (Galli et al., 2014).

Ve studii ICSI v laboratofi (Jacobson et al., 2010) bylo obnoveno 72 oocyti po 19
TUGA odsatych obdobich (3,8 oocyti/klisna/obdobi). U téchto oocytd, 37 (51 %) dozralo in
vitro a 33% téchto folikuld se zformovalo v blastocystu po ICSI. To ma za nasledek produkci

63% blastocyst za odsaté obdobi. Naproti tomu, kdyz bylo provedeno odsati stimulovanych

32



ptedovularnich oocytil, maximum vyse znovuobnoveni oocytt byla 0,8 % oocytl u klisny za
obdobi a vyvoj blastocyst po ICSI bylo 41 %, podle odhadu 33 % vyvoje blastocyst u klisny
za odsati (Jacobson et al., 2010). Je pozoruhodné, ze vyvoj blastocysty z pfedovularniho, in
Vivo uzralych oocytti nebylo vyznamné vys$si, neZ u oocytu uzralych in vitro. Colleoni et al.
(2007) odebrali z klisny z nezralych folikuli 10 oocytti pomoci TUGA, z nichz 66 % dozralo
in vitro. Po ICSI, 40/313 (13 %) injikovanych oocytt se zformovalo do blastocysty, to je 85
% uspésnost formovani blastocyst za odsaté obdobi (Hinrichs, 2010a).

U prace Grondhala et al. (1997) byly oocyty aspirovany z jate¢nych vajecnikll a zraly
in vitro po dobu 36 hodin pfi teploté 38°C. ICSI byla provedena pomoci zmrazeného a znovu
rozmrazeného spermatu hiebce poté, co byly kultivovany v médiu obsahujicim lidsky sérovy
albumin. Oocyty po injekci spermie bylyl) kultivovany in vitro po dobu 10, 20, nebo 72
hodin; 2) ptevedeny do vejcovodu pseudopregnantnich mysi; nebo 3), pieneseny do
synchronizované klisny po prvotni kultivaci in vitro. Transferované oocyty byly vyjmuty po
72 hodin a vSechna tato vajicka byla zafixovana, obarvena a zpracovana pro elektronovy
mikroskop. Tvorba prvojadra byla pozorovdna u 2 ze 12 ptedpoklddanych zygot 10 h po
injekci, kdy byly pozorovany kortikalni granule v oblasti plazmatické membrany. Dvacet
hodin po injekci, byla pozorovana 2 prvojadra u 6 z 12 injektovanych oocytt (50% uspésnost
oplozeni). Mira ryhovani in vitro byla 16 % po 72 hodinach kultivace a nejvyvinutéjsi embryo
mélo 6 az 8 bunék. Mira ryhovani in vivo byla velmi nizka, jelikoz pouze jedno z deseti
embryi se ryhovalo do faze 2 buné¢k. Metoda ICSI equinnich oocytd méla za nasledek
oplozeni, tvorbu prvojadra a uvoliiovani kortikdlnich granuli. Nicméné mezi uspéSnosti
oplozeni a aktivaci oocytti nebyla paralela s ryhovanim zygoty (Grendhal et al., 1997).

Oocyty podrobeny ICSI podle Dell’Aquila et al. (1996) byly kompletné obnazeny
pomoci 80 IU/ml hyaluroniddzy. Procento ryhovanych oocytli a vyvoje dvou prvojader bylo
29, 8 %, tj. 17/57, vyssich fertiliza¢nich schopnosti bylo dosaZeno pouzitim Ex oocytt 52,2%,
tj. 12/23, zatimco pii pouziti oocytti s Cp cumulem byla fertilizace nizka — 14, 7 %, tj. 5/34.
Po ICSI se 7 z 55 oocytt ryhovalo, z nichz 5 bylo expandovanych, a z téchto péti byly dva ve
stadiu 16 bun¢k a dalsi byly v osmi-, tii- a dvou-bunééném stadiu. Zbylé dva injikované
oocyty pochazejici z Cp oocytili doséhly 4- a 8- bunééného stadia (Dell Aquila et al., 1997a).

U studie od Choi et al. (2004b) byly pouzity pouze Ex oocyty, které byly ziskany
Z jateCné tkané. Z vajeCnika bylo ziskano 1014 Ex oocytl, které byly 24 hodin kultivovany
V matura¢nim médiu. Z nich bylo béhem obnazeni 25 poruseno. U 619 oocyti (63 %) byla
zjisténa piitomnost polarniho t€liska. Tyto oocyty byly podrobeny ICSI a 611 (99 %) byla

uspesné provedena injekce spermie. Z nich bylo ke studii pouzito 550 oocyti. Do klisen bylo
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preneseno 132 oocyti. Z Kklisen bylo nasledné vyjmuto 69 (52%) embryi. Z nich bylo 25
(36%) ve stadiu blastocysty. Ttinact (19%) vyjmutych embryi bylo ve stadiu moruly. U
oocytu kultivovanych in vitro v DMEM/F-12 (Dulbecco'vo modifikované Eagle médium:
zivny mix F-12) + 10% FBS (teleci plodové sérum) bylo po ICSI 5 (11%) ve stadiu moruly a
7 (15%) ve stadiu blastocysty a u oocyti kultivovanych v tom samém médiu s equinnimi
epitelidlnimi explantaty bylo 7 (66%) ve stadiu moruly a 10 (16%) ve stadiu blastocysty.

Ve studii Grendahla et al. (1997) bylo pieneseno 104 injikovanych oocytu (z toho 94
po injekci spermie a 10 fingovan¢ injektovanych oocyti) do kapek 750 pl Menezo B2 média
sestavajictho z5 % FES. Oocyty byly kultivovany jako u normadlnich zrajicich oocytu.
VSechny oocyty byly kultivovany in vitro minimaln¢ 10 hodin a nasledné byly podrobeny
riznym o$etienim. Deset oocytt bylo kultivovano po dobu 14-15 hodin in vitro po ICSI a
nasledn¢ bylo chirurgicky pieneseno do vajeéniku klisny, u které byla navozena ovulace, jak
bylo popsano u Grendahla et al. (1995a), tzn., Ze u klisen, které byly vybrané pomoci
ultrazvuku na zakladé vyskytu folikulu vétsiho nez 35 mm, byla navozena ovulace 24 hodin
pted prenosem pomoci injekce hCG. Celkova anestezie byla navozena pomoci thiopenthonem
a alcuronchloridem, a udrZzovana byla halothanem obsaZzenymm v kysliku v polouzavieném
okruhu. Skrz tez slabinou byly oocyty pfeneseny pomoci sterilniho lidského embryonalniho
katetru do ampule vejcovodu. Sedmdesat dva hodin po transferu byla klisna usmrcena, jeji
vejcovod byl vyjmut a nekolikrat vyplachnut 0,1 M Dulbeccovym fosfatovym pufrem
obsahujicim 10 % FES (fetilni equinni sérum) a oocyty byly oddéleny pod stereo
mikroskopem. Pravdépodobné zygoty byly kultivovany podle popisu vyse a kazdych 24 hodin
se jim vyménilo médium za Cerstvé. Byly pozorovany dvakrat denné pomoci inverzniho
mikroskopu za ti€elem zaznamenani ¢asu embryonalniho déleni (Grendhal et al., 1997).

Z celkového poctu 298 COC, které byly vybrany na normalnim cumulu a ooplazmé a
podrobily se zrani in vitro v Sesti po sobé jdoucich experimentech, piezilo obnazeni 256
oocytl. U celkem 132 (52 %) obnazenych oocytl se objevilo polarni télisko a neporusena
oolema, to znamena, ze se po zrani oocytu in vitro piedpoklada jejich vyvoj ve stadiu
metafaze II (Grendhal et al., 1997).

Dalsi ICSI byla provedena na 108 oocytech v Sesti po sob& jdoucich experimentech.
Po injekci zastalo 94 (87 %) Zivotaschopnych oocyt. U 14 (13 %) oocyta, které neptezily,
praskla nebo zkolabovala oolema pfi injekci, nebo se kratce po ni oocyt rozpadl. Deset

fingované injektovanych oocytl (bez zaneseni spermie) manipulaci piezilo (Grendhal et al.,
1997).
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V experimentu, ktery provedl Galli et al. (2013) bylo pouzito 117, 78, 91 a 46 oocytl
v metafazi II a podrobeno injekci. Z prvni skupiny se ryhovalo 88 (75, 2%) oocytt, u druhé
49 (62, 8%) oocytt, u tieti 72 (79, 1%) oocytii a u posledni to byly 4 (8, 7%) oocyty. Z téchto
skupin se u prvni do stddia moruly nebo blastocysty dostalo 42 (35, 9%) oocytil, u druhé 21
(26, 9%) oocytl, u tfeti 33 (36, 3%) oocytil a u ctvrté 0 oocytl.

7.5 Kultivacni systém vzniklych embryi

Po oplozeni metodou ICSI bylo pozorovano formovani samc¢iho a samic¢iho prvojadra,
které se objevuje 10 az 20 hodin po injekci. Toto nacasovani formovani prvojadra je
v souladu s pozorovanim in vivo a in vitro (Grendahl et al., 1995a; Hinrichs et al., 1995;
Enders et al., 1987), ackoli pozorovany ¢as zahajeni ryhovani byl ponékud opozdény oproti
tomu, co bylo pozorovano in vivo (Bezard et al., 1989; Betteridge et al., 1982; Grondahl et al.,
1993).

Proces aktivace oocytti zahrnuje nékolik probihajicich dé€ji po splynuti: znovuzahajeni
meidzy, vyliti kortikdlnich granuli a transformace z jader spermie a oocytu k sam¢imu a
sami¢imu prvojadru, coz vede Kryhovani (Yanagimachi, 1994). Mechanismus aktivace
oocytd in vivo ani in vitro zatim jesté neni pln¢ znamy. Nicméné se vi, Ze vzrust koncentrace
intracelularniho volného vapniku (Ca®") je nezbytny pro aktivaci oocytu. V huméannich
oocytech injekce spermie spousti aktivaci oocytti a vede k ryhovani (Van Steirteghem et al.,
1993a; Van Steirteghem et al., 1993b; Nagy et al., 1994; Tesarik, 1996). Mechanismus,
kterym jsou oocyty po ICSI aktivovany, neni upln€ znamy. Jsou navrhovany dv¢ alternativni
moznosti: bud’ je spusténa aktivace oocytll mechanicky pomoci jehly a oolema je porusena
partenogenetickym mechanismem (Edwards et Van Steirteghem, 1993), nebo je iniciovana
faktory v burice spermie (Swann, 1993; Tesarik et al., 1994). Pfekvapivé bylo zjisténo, Zze oba
stupné€ oplozeni a ryhovani mohou byt vylepSeny dodate¢nou aktivaci bud’ s pouZzitim vapniku
regulujicich preparatt (Tesarik et Sousa, 1995a), nebo zvysSenim Ca** pomoci intenzivni
injekéni techniky. Nutnost dals$i aktivace oocytd po injekci spermie je vysoce druhové
specificka (Tesarik et Sousa, 1995b). Aktivace konskych oocytl byla zaznamenana Hinrichs
and Schmidt (1995) za pouziti vapnikového ionoforu a dalSich vapnikovych pfitok
regulujicich preparatt (calcium influx-regulating chemicals).

U equinni embryi je vidét vyvoj blastocysty od 7. dnu kultivace. Tento vyvoj zahrnuje
mirné zvétSeni a utvareni organizované vnéjsi vrstvy bunék, trofoblastu (Hinrichs et al.,
2007). U konskych emryi in vitro nedochazi k rozvoji blastocoelu s tenkou trofoblastovou

vrstvou a utvareni vnitini bunééné hmoty, jak je tomu u embryi skotu. Do klisny pfijemkyné
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mohou byt embrya pfenesena, jakmile je vidét néjaky naznak vyvoje blastocysty. Embrya se
mohou zacit vyvijet do stddia blastocysty v jakémkoliv case mezi 7. a 10. dnem kultivace.
Nebyl zaznamenan zadny rozdil v uskutecnéné biezosti nebo uspésnosti narozeni zivych
hiibat v souvislosti se stafim embrya v dobé vyvoje blastocysty (Hinrichs, 2010b).

Uspésnost biezosti po pienosu vyprodukovanych blastocyst in vitro je 70 az 80 %.
Zatimco nedavné studie ukazaly sklon ve vyvoji embryi pouze do stadia trofoblastu (Hinrichs
et al. 2007), nasledujici studie ziskala 13 biezosti po pienosu 17 embryi (76 %) s 12 nebo 13
biezostmi vyvijejicimi se normalné (plodu bilo srdce). Jednim z divodi zdokonaleni
zivotaschopnosti embryi muize byt souvislost se zajiSténim konsistentnich kultivacnich
podminek (Hinrichs, 2010b).

Interval mezi ovulaci a transferem oocytti musi byt mezi 36 a 44 hodinami. VétSina
oocytli odebrana 24 hodin po injekci hCG je v metafazi I a vyZaduje dalsi ¢as pro kompletni
dozrani (Carnevale et al., 2005).

Po sbéru a roztiidéni jsou oocyty preneseny do kultivaéniho média TCM-199, coz je
fetalni teleci sérum a 0,2 mM pyruvatu, a pak jsou inkubovany pfi 38, 5 az 39 °C v atmosféie
S 5-6% CO2 po 12 — 18 hodin pted transferem. VéEtSina oocytlh by méla byt po 36 hodinach
po aplikaci hCG v metafazi Il a mohou byt pfeneseny do vajecniku ptijemkyné. (Carnevale et
al., 2002).

O ucinku specifickych faktort média na rozvoj equinnich embryi in vitro nebylo
evedeno mnoho praci. Dobry rozvoj do 4 dni (8-16 bunécnych stadii) miize byt ziskan
v rozmanitych médiich. Kultiva¢ni médium pouzivana u jinych druhi, jako je G1/G2 ,
nenapomaha utvaret equinni blastocysty. G1 a G2 média jsou kultivaéni média pouzivana
V huméanni medicing, jejichz zédkladem je NaCl, KCIl, laktat, pyruvat, HSA (lidsky sérovy
albumin) a NaHCO3 (Choi et al. 2003a,b; 2004a,b). Dobré tspésnosti pii tvorbé blastocyst
(25 az 35% injikovanych oocytll) bylo dosaZeno pouzitim kultivace embryi v DMEMAF-12
médiu (Dulbeccovo modifikované Eagle medium: zivny mix F-12) s 10% fetalnim bovinnim
sérem, ve vySi 1 pl média pro embryo, v namixované plynné atmosfére z 5% O,, 5% CO; a
90% N pti 38,2°C (Hinrichs et al., 2005). Ttebaze specifické faktory v DMEM/F-12, které
podporuji vyvoj equinni blastocysty nebyly prozkoumany, toto médium obsahuje 17mM
glukézu. Lepsi vyvoj equinnich embryi do stddia moruly a blastocysty byl dosazen
v modifikované SOF (syntetickd oviductalni tekutina) doplnéné 19 mM glukdzy, nez v tom
samém médiu se 1,5 mM glukozy (Herrera et al., 2008). Produkce equinni blastocysty mize
byt ziskdna zahijenim kultivace v modifikovaném SOF a dile pfenosem do DMEMAF-12
ptiblizné paty den (Hinrichs, 2010a).
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Kumularni-oocytarni komplexy a granulujici ooplazma zraly in vitro podle metody,
kterou popsal Grendahl et al. (1995b), ktera sestava z TCM 199 obsahujici 2,92 mM calcium-
laktat, 2 mM sodium-pyruvat, 25 mM bikarbonat sodny, 2,5 pg/ml fungizone a 50 pg/ml
gentamycinu; 1,0 pg/ml estradiol-17B; 5,0 ug/ml konského hypofyzarniho LH, 1,0 pg/ml
prase¢iho hypofyzarniho FSH; a 10% fetalni equinni sérum. Bylo kultivovéno 5 - 8 oocytl ve
skupin€ v 750 pl kapkach média ve ¢tyfmiskové desticce po 36 hodin pii 38,0°C ve zvlhcené
atmosfére s 5% CO, ve stacionarnim Henning Knudsen CO; inkubatoru. Na konci kultiva¢ni
doby bylo vyjmuto okoli expandovaného cumulu, ktery je ponofen po 30 sekund do 2%
hyaluronidazy v Hepes-buffered Sperm-prep médiu doplnéném 1% lidskym albuminovym
sérem (HSA). Pomoci dvou sklenénych pipet s rozdilnym primérem se oddéleni zona od
kumuldrnich bun€k. Obnazeny oocyt byl posouzen na pifitomnost polarniho téliska
Vv inverznim mikroskopu (Grendhal et al., 1997).

Bylo zaznamendno mnoho riznych kultivacnich podminek pro preimplantacni vyvoj
oplozenych oocytti u koni pomoci ICSI, v¢etné stanovenych médii jako jsou G1/2 (Choi et al.,
2002), Dulbeccovovo modifikované Eagle médium/zivna smés F-12 a CZB, coz je
modifikované  médium  obsahujici  laktdt nebo  pyruvat, 0,IlmM  kyselinu
ethylendiaminotetraoctovou, ale bez gukozy (Choi et al., 2004b) a synteticky upravena
byla vyhodnocena za pouziti Vero bun¢k (Dell’Aquila et al., 1997), oviduktalnich
epitelialnich bun¢k (Battut et al., 1991), kumularnich bunék (Li et al., 2001), granul6znich
bunék (Rosati et al., 2002), nebo kultivace v upraveném médiu (Choi et al., 2001). Nicméné
ve vetsSing z téchto systémil ziistavaji mnozstvi ziskanych blastocyst nizké, v rozmezi od 4%
do 16%, coz je mnozstvi, které je srovnatelné s partenogenetickou aktivaci (Lazzari, 2002).
Srovnani mezi zvefejnénymi zpravami o in vivo kultivaci ICSI ranych embryi ve vejcovodu
klisen (Choi et al., 2004b) nebo doc¢asnych recipientnich ovci (Lazzari, 2002; Galli, 2002) a
in vitro kultivaci v rtznych kultivaénich médiich jasné prokazal, Ze kultivace in vivo
podporuje vétsi rozvoj blastocysty. V jiné studii in vitro poskytuje kultivacni systém,
zalozeny na Dulbeccové modifikovaném Eagle médiu/zivna smés F-12 v atmosfére se smési
plyni, vyvoj blastocysty podobny jako je vidét in vivo (27% -38%) (Jacobson et al., 2010;
Alm et al., 2008). Nicméné kdyz odpovida pocet bunék sedmi denni blastocysty, in vitro
produkovand embrya, kultivovana v modifikované syntetické tekutiné vejcovodu, méla
vyznamné mén¢ bun¢k a byla mnohem vice podobna péti dennim in vivo embryim. Tento
rozdil je tieba brat v tvahu, kdyz jsou in vitro produkovana embryi pfenesena za pouziti

ptijemkyn 5. den po ovulaci (Tremoleda et al., 2003).
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Existuje nicméné vyhoda mit embrya v raném vyvojovém stadiu, protoZe dochézi ke
zlepSeni jejich preziti pii kryokonzervaci. Je znamo, ze In vivo ziskana koniska embrya
vyplachnuta z dé€lohy se nedaji uspésné zmrazit, vzhledem K jejich velikosti. Kryokonzervace
in vitro produkovanych embryi ve fazi rané blastocysty nebo blastocysty, vede k velmi
vysoké mife preziti po rozmrazeni a mnozstvi zabfeznuti mize piresahnout 60% (Galli et al.,
2007). Tato schopnost in vitro produkce embryi neni popsana u jinych druhd hospodaiskych
zvirat (Galli et al., 2014).

U studie Grendahla et al. (1997) bylo kultivovano dvanact oocytli podrobenych ICSI
po 10 hodin a nasledn¢ zafixovany a dvanact oocyt po ICSI bylo kultivovano po 20 hodin a
nasledné zafixovano. Nasledn¢ byla provedena analyza pomoci elektronového mikroskopu po
10 a 20 hodinach kultivace na 24 oocytech. Ze 12 zafixovanych oocyti se po 10 hodinach
kultivace u 6 (50 %) oocyti objevila ekvatorialni rovina a 1 poélové télisko, u 2 (17 %) 2
polarni téliska a 1 prvojadro a u 4 (33 %) byla nalezena degenerace. Z 12 oocytl
zafixovanych po 20 hodinové kultivaci, se u 6 (50 %) objevila 2 prvojadra, u 2 (17 %) bylo
pouze jedno prvojadro a u 4 (33 %) zdegenerovalo. Za zdegenerované oocyty byly
povazovany ty, které mély viditeln¢ poskozenou oolemu nebo kdyz byla ooplazma poskozena
vakuoly.

Deset fiktivné injektovanych oocytti bylo zafixovano a zpracovano po 20 hodinach.
Analyzou pomoci svételné mikroskopie bylo odhaleno, Ze 4 oocyty (40 %) zGstalo v metafazi
Il a 6 (60 %) zdegenerovalo. Zadné znamky aktivace oocytii jako napf. tvorba prvojadra,
druhé polarni télisko, dé€leni nebo ryhovani, nebylo u fiktivné injektované skupiny oocytl
vidét (Grendhal et al., 1997).

Ve skuping, kterd byla kultivovana 10 hodin, u 6 oocytt (50 %) byla vidét ekvatorialni
rovina a délici vfeténko. V cytoplazmé byly lokalizovany tukové kapénky, které daji
ooplazmé polarizovany vzhled. Pocetné kortikalni granule byly pozorovany v tésné blizkosti
oolemy. Injekce burniky spermie neni identifikovatelna kvtli ziedéni. U dvou oocyti (17 %) se
objevily 1 prvojadro a dvé pélova téliska, ale nebyla nalezena Zadnd buiika spermie. U Ctyt
oocytl (33 %) se zjistila degenerace, zobrazily se pocetné vakuoly, porusené organely a
plazmatickd membrana. Dvacet hodin po ICSI byla u Sesti oocyti (50 %) objevena dvé
prvojadra a dva oocyty (17 %) mély po jednom prvojadru. Ctyti oocyty (33 %) zdegenerovaly
(Grondhal et al., 1997).

U dalsiho experimentu bylo prvni déleni pozorovano 36 hodin po ICSI. Jen u velmi
malo oocyttl (16 %) se objevilo ryhovani a nejvyvinutéjsim stadiem po 72 hodinové kultivaci

byla 6 az 8 buné¢na embrya (Grendhal et al., 1997).
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Pét zdeseti injektovanych oocytti (50 %), které byly chirurgicky pfeneseny do
vejcovodu klisny piijemkyné, bylo vyjmuto a z nich jeden (20 %) se jednou ryhoval. Zbylé
¢tyfi oocyty mély kulovity tvar ve stadiu jedné bunky s neporusenou oolemou (Grendhal et
al., 1997).

Vysledkem vyzkumu je, ze equinni oocyty uzralé in vitro mohou byt oplozeny injekci
zamrazené/rozmrazené spermie a objevi se formovani prvojadra. Pouze 13 % oocytil
nepfezilo injekci spermie, coz znamend, ze komiské oocyty toleruji stres z mechanického
vniknuti injekce se spermii do ooplazmy (Grendhal et al., 1997).

Pozorovany stupen oplozeni (stupeii formovani prvojadra 20 hodin po injekci) byl
Vv této studii relativné velky (50 %) a to znamena, ze equinni oocyty po zrani in vitro jsou
schopny do urcité miry projevit aktivaci po injekci spermie. Kortikdlni granule byly uvolnény,
hlavicka spermie a jadro oocytu byly pozorovany az po tvorbu prvojadra. Povrch jadra byl
kulaty a v nukleoplazmé byly nalezeny husté vlaknité NPB (nukleoplazmatické mosty).
Takovéhle NPB tvary byly diive spojovany s nepohyblivou rRNA syntézou u equinnich
oocyti (Grendahl et al., 1995; Grendahl et Hyttel, 1996). Pozorovany stupeii ryhovani
(pohybuje se mezi 0 — 20 %) neodrazi miru oplozeni (Grenghal et al, 1997).

Dell’Aquila et al. (1997a) zaznamenal miry oplozeni okolo 30 % po ICSI u in vitro
uzralych oocytt. Ackoli také zaznamenali niz$i stupenn ryhovani a to okolo 13 %. Tyto
vysledky naznacuji, Ze pouze injekce spermie z¢asti iniciuji fyziologickou kaskadu aktivace
oocytll. Mechanické naruSeni oolemy u fingovanég injektovanych oocytii ma zifejmé maly nebo
zadny efekt na aktivaci oocytu (Grendhal et al., 1997).

Na zavér injekce zmrazeného spermatu do in vitro uzralych equinnich oocytl vyustilo
ve formovani prvojadra a uvolnénim kortikalnich granuli. Aktivace oocytu nebyla ziejmé

kompletni, ale po injekci spermie ziidka vyustila v ryhovani (Grendhal et al., 1997).
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Zavér

In vitro produkce embryii u koni se ve svét¢ provadi pouze na nékolika
specializovanych pracovistich. Vyzaduje velkou Casovou naro¢nost, mnoZzstvi laboratorniho
materidlu pro sbér, kultivaci a pienos oocytl, vyskolené pracovniky a proto je zatim velmi
draha.

Oocyty se mohou ziskat z zivych klisen, nebo vajecnikt ziskanych z jatek. Procento
ziskanych oocytli pomoci ovum pick up =z zivych klisen je 43 - 58 %. LepS$i tspéSnost
ziskani oocyttl, 65 - 80 %, je pomoci transkutanni punkce pies slabinu.

Po ziskani oocytli se zkoumd, zdali jsou oocyty kompaktni nebo expandované.
Expandované oocyty se nechavaji dozrat do faze MIL Usp&snost dozrani je lepsi u
expandovanych oocytd (65 %), nez u kompaktnich oocyti (20 %), Expandované oocyty také
vyzaduji krat$i dobu kultivace. Doba zrdni nema zadny vliv na ryhovéani oocytu. Dozrélé
oocyty se nasledné oplodni. Klasicka in vitro fertilizace u koni nefunguje z dtvodu
problematické kapacitace spermii a tlouStce zony pellucidy. Pro produkci embryi se tedy
vyuziva ICSI, kdy se jedna znehybnénd spermie injikuje pfimo do oocytu. Spermie musi byt
nejprve znehybnéna a k tomu se pouzivaji pulzy injekci do bi¢iku, nebo polyvinylpyrrolidon.
Uspé&snost ryhovani oocytdi je po ICSI az 79, 1 %, usp&$nost tvorby blastocyst 36, 3 %.
Uspé&snost zabieznuti po prenosu blastocyst vyprodukovanych in vitro je 70 — 80 %. Embrya
vyprodukovana in vitro se snadnéji zamrazuji a po jejich rozmrazeni je uspé$nost zabteznuti

60 %.
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