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Embryotransfer v chovu skotu

Souhrn

Ukolem této prace bylo popsat jednotlivé kroky a nejnovéjsi poznatky v oblasti
embryo transferu u skotu. Embryo transfer se sestava z ptipravy darkyné a prijemkyné. Dale
navazuje vyplach, izolace, hodnoceni, pifenos a nakonec i uchovavani embryi.

Prvni telete vzniklé embryo transferem se narodilo v roce 1950, pod vedenim E. L.
Willeta a jeho kolektivu na Université ve Wisconsinu. Komeréné se embryo transfer zacal
vyuzivat o dvacet let pozd¢ji k rozmnozovani evropskych masnych plemen, ktera byla
dovazena do Ameriky.

Ptiprava déarkyné¢ zahrnuje nasledujici kroky: synchronizace estralnich cykld,
synchronizace vzniku folikularni vilny, superovulace a inseminace. Synchronizace estralnich
cykll se provadi za ucelem nacasovani superovulace, a to zkracovanim nebo prodluzovanim
lutealni faze pomoci hormonalnich pfipravki. Nasleduje synchronizace vzniku folikularni
viny, ktera se provadi hormonalné nebo mechanicky ablaci. Superovulace je zahdjena 24-36
hodin po folikularni ablaci. K vyvolani superovulace se pouzivaji gonadotropiny, mezi které
patiti hypofyzarni extrakty, eCG a hMG, které se uplatiiuji v nejriznéjSich superovulacnich
protokolech. Superovulované kravy se inseminuji nékolikrat v pribéhu fije.

Ptiprava piijemkyné zahrnuje pouze synchronizaci estralniho cyklu tak, aby byla ve
stejné fazi cyklu jako darkyn& v dobé& vyplachu. Synchronizaci estralniho cyklu provadime
bud’ stejnymi hormondalnimi ptipravky jako u darkyné, nebo miizeme vyuzit protokoly, které
nevyzaduji detekci fije. Mezi takové protokoly patii naptiklad protokol s ndzvem Ovsynch,
ktery byl vyvinut pro pevné nafasovani inseminace, ale nyni je s ispéchem vyuzivan i pro
synchronizaci estralnich cykla piijemkyn s darkynémi.

Vyplach embryi provadime 6 — 7 dni po inseminaci darkyné za pomoci katetru,
vyplachového média a filtrti k zachyceni embryi. Vyplach je mozné provést dvéma zpiisoby, a
to vyplachem délozniho téla nebo déloznich roht.

Dalsi krok, ktery nasleduje po vyplachu embryi, je jejich izolace. Embrya je mozné pfti
vyplachu zachytit spole¢né s médiem do odbérného valce, nebo se médium necha odtéct a
embrya se zachyti na filtr. Z filtru nebo valce se pfenasi do Petriho misek a nasleduje jejich

hodnoceni.



Embrya jsou hodnocena podle jejich vyvojové etapy a podle kvality. Embrya se tiidi
bodovym systémem, kdy pro vyvojovou fazi je stupnice 1 — 9 a pro kvalitu stupnice 1 — 4.
Podle faze vyvoje jsou nejvice zivotaschopna embrya v etapé Cislo 4 (kompaktni morula), 5
(rana blastocysta) a 6 (blastocysta). Z hlediska kvality jsou nejkvalitnéj$i embrya ve skupiné
¢islo jedna. Tato embrya jsou vhodna k zmrazovani a mezinarodnimu obchodu. Po hodnoceni
jsou embrya nasata do 0,25ml pejety a prenaseji se do ptijemkyn nebo se zamrazuji.

Pfenos se uskutecituje pomoci pienosové zbrané, do piijemkyn, které jsou ve stejné
nebo co nejpodobnéjsi fazi cyklu, jako darkyné ze které byla vajicka vyplachnuta. Dnes se u
skotu pouziva pouze nechirurgicky zptsob prenosu a vyplachu embryi ptes délozni kréek,
zatim co v minulosti se vyuzival chirurgicky zptisob ptes bfisni sténu nebo bok kravy.

Embrya se daji uchovavat jako Cerstvd nebo jako zmrazena. V Cerstvém stavu lze
embrya uchovévat v médiu pouze par hodin. K dlouhodobému skladovani a mezinarodnimu
obchodu slouzi kryokonzervace. Dnes se ke kryokonzervaci vyuzivd systému postupného
ochlazovéani az na teplotu tekutého dusiku nebo vitrifikace. Ke kryokonzervaci se vyuzivaji

embrya v etapé vyvoje 4 — 7 a stupn¢ kvality 1.

Klic¢ova slova: skot, embryotransfer, embryo, superovulace, darkyné, ptijemkyné



Embryotransfer in cattle breeding

Summary

The main task of this seminary work has been the closer look on the each step of the
process of the embryotransfer of cattle and the newest information in this specialization. The
own procedure has the several parts - the preparation of the donor cow and the recipient cow
and the subsequent flushing, isolation, evaluation, transfer and also the freezing
(cryoconservation) of the embryos for the storage.

The first calf from ET was born in 1950, managed by Mr.E. L. Willeta and his team in
the University of Wisconsin. The embryotransfer became the commercially used 20 years
later for the breeding of the European beef for the export to North America.

The management of the recipient is following: the synchronization of the oestrus,
synchronization of the follicles” formation, superovulation and insemination. The main aim of
the synchronization of the oestrus is the timing of the superovulation, by the shortening or the
protraction of the luteal phase using the hormonal treatment. The following step is the
synchronization of the follicles” formation, which is made hormonally or mechanically by the
ablation.

The superovulation begins 24 — 36 hours after the follicle” ablation. The gonadotropins
(hypophysis extracts, eCG, hMG and so on) are used to cause the superovulation. The donor
cows are inseminated several times during the heat.

The management of the recepient include only the synchronization of the oestrus to be
in the same phase of the cycle as the donor cow in the time of the flushing. We can use the
same hormonal threatment as for the donor cows or the different way, which does not need
the detection of the heat. One way is called Ovsynch, which has been developed for the fixed
timing of the insemination, but now Ovsynch is successfully used for the synchronization of
the cycles of the recipients and the donors.

The flushing of the embryos si made 6-7 days after the insemination using the
catheter, the flushing medium and the filters to catch the embryos. The flushing can be made
using 2 ways, the flushing of the uterine body or uterine horn.

The ensuing step, after the flushing, is the isolation of the embryos. The embryos can

be catched together with the fushing medium to the cylinder, we let the medium drain off and



the embryos will stay on the filter. We transfer the embryos to the petri dish and we evaluate
them there.

The embryos are evaluated on the base of their evolutionary stage and their quality.
The system of the points is used to select the embryos. The evolutionary stage has the scale 1-
9 and for the quality 1-4.

The most viable embryos are in their evolutionary stage numbers: 4 (compact morula), 5
(early blastocyst) and 6 (blastocyst). The highest quality embryos are carring the number 1. These
embryos are suitable for the freezing and the international market. After the evaluation the embryos
are collected to 0,25ml pejets and can be transfered to the recipient or to be freeze.

The transfer weapon is used for the transmission of the embryos to the recipient cows, which
are in the same or the most like same stage of the heat as the donor cow. We use only non-surgical
technique of the embryotransfer and the flushing now (neck of the womb (uterine)), in comparison to
the surgical method (through the abdominal wall or the side of the cow) in the past.

The embryos are preserved as the fresh or the frozen. The fresh embryos can be preserved in
the medium only several hours. The freezing (cryoconservation) is used for the long-term storage or
the international trade. The system of the progressive cooling down to the temperature of the liquid
nitrogen or the vitrification is used these days for the cryoconservation. Only the embryos in the

evolutionary stage 4-7 and the quality 1 can be utilized for this process.

Keywords: cattle, embryotransfer, embryo, superovulation, donor, recipient



Obsah

L VO oo 10
P 6 11 1) T TP PP PSP 11
3 Anatomie samicich pohlavnich organii..............cccocoiiiiiiiiiiic e 12
4 Hormonalni Fizeni pohlavniho CyKIU............cocooiiiiiiii e 15
4.1  Hormony a jeJich StrUKLUFa .........cccoeiiiiiiie e 15
4.2  Hypotalamické hormony — NEUrONOIMONY .........ccoiiiiiiiiiiiiieecee 15
4.3  Hypofyzarni pohlavni hormony...............cccooiiiiiiiii e 16
4.4  Hormony adenohypofyzy............ccccooiiiiiiiiiiiii e 16
45 Hormony neurohypofyzy...........ccccoooiiiiiiiiiii e 18
4.6  Extrahypofyzarni gonadotropni hormony.................cccooiniiiniiiiinenne 18
4.7 Epifyzarni ROrmoONY .............ccoooiiiiiiiiiiiii e 19
4.8  Ovarialni a steroidni pohlavni hormony.................cccoooiiiiiiiis 20
4.9  Sekundarni hormony reprodukce ..............c.ccooiiiiiiiiiiiiiii s 22
L @ ToTo 1= 0174 PRSP 23
B FOIKUIOGENEZE ...ttt 24
T EMDIYOQENEZE ... bbbttt 26
8 EStralni CYKIUS .......cccooiiiiiiii e 27
8.1 PIOBSIIUS ....oeiiiiiiiicc 28
8.2 ESHIUS....ciiiiii 29
8.3 IMIBLESTIUS ... s 29
8.4 DHESIIUS ..ottt 30
8.5  FOLKUIAINI VINY ....oooiiiiiiiiiii e 30
9 Historie prenosu eMDBIYI.........ccooiiiiiiiiiiii e 32
9.1  Superovulace a SynChromnizace ..........ccccoveiveiii i 33
9.2 Metody ziskavani a prenosu embryi............ccocoviiiiiiiiienici e 33
9.3  Kratkodobé uchOVAVANI.............cccooiiiiiiii e 34
9.4  Zmrazovani emDIYi...........ccoooiiiiiiiiii 35
10 PFIPrava darkKyneE............cooiiiiiiiiiie e 35
10.1 Synchronizace estralnich cyKIl...............ccocoiviiiiii 36
10.2 Synchronizace vzniku folikularni vIny..............ccccccooiiiiniini 37
10.3  FoliKularni ablace..............cccooiiiiiiiiin e 37
10.4 Gonadotropiny a SUPErOVUIACE .........cccveeiiiiiieiie e 38
10.5 Protokoly pouzivané k aplikaci gonadotropinti ...............cccocoeevvrniinnnnnnnn. 39
11 PFiprava prijemKYINE ............cccooiiiiiiiiiiiiciec ettt nre e 42



12 VYPIach emDIYi... ..o 43

12,1 Vyplach téla ...........oooooiiiiiiiii s 44
12,2 VYPIACK FORT ... 44
13 1Z01ACE @MDY .....c.eiiiiiiiicc e b bbb 45
14 Hodnoceni @MDIYI..........cccooiiiiiiiiiiiiiee bbb 45
141 FAZE VYVOJE...oeiiiiiieiiii ittt ettt ettt sttt e et e e et e e 46
14.2 KVAITA ..o 46
15 PFEMOS €IMDTYH......oiuiiiiiiiiiiiiiiiie et bbbt bt bbb b e r e 47
16 UchOVANT @MIDTYI.....cooiiiiiiiiieei e e r e 48
16.1  KIYOKONZEIVACE........ciiiiiiiitiiieee et 48
L7 ZLAVET ...t b e bbb b e bt b nbe e e nbe et e 49
18 Seznam PouZité HtEratury ............ccccoiiiiiiiiieie e e 50
18.1  OStatni ZAYOJe ........ccveeieiiiiiei s 53



1 Uvod

vvvvvv

chovu a je nezbytnd k produkci mléka, masa a jinych zivociSnych produkti. Kazd4d nove
narozena jalovicka ma teoreticky schopnost vyprodukovat az 300 tisic vajicek. V piirozené
reprodukci je vSak schopna vyuzit jen zlomek z nich, protoze muize porodit jen jedno tele
ro¢n€. V soucasnosti, kdy je délka produkcniho zivota kravy ve velkochovu na trovni 2 — 3
let je jedna krava schopna vyprodukovat asi jen 2 — 3 telata.

Alesponi ¢asteéného vyuziti tohoto potencialu se muze dosdhnout pomoci
biotechnologickych metod v chovu skotu. Jednou z téchto metod je embryotransfer. Touto
technologii je mozno znékolikanasobit pocet potomkl ziskanych od jedné kravy. Hlavni
vyuziti embryotransferu spo¢ivad v rozmnozovani vynikajici genetiky. V disledku pokroku
Vv oblastech jako je kryokonzervace embryi, je mozné tuto vynikajici genetiku S§ifit po celém
svéte. V podobé zmrazenych embryi je také mozno uchovavat genetickou informaci plemen

skotu, ktera jsou zafazena mezi genové zdroje.
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2 Cil prace

Cilem prace je sepsat literarni reSer$i shrnujici nejnovéjsi poznatky o embryotransferu

u skotu.
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3 Anatomie samicich pohlavnich organi

Pohlavni organy plemenic maji dilezité funkce, zejména tvorbu pohlavnich bunék,
hormonti, probiha v nich pafeni, slozi jako prostiedi, v némz dochazi k oplozeni, vyvoji
embrya a plodu az po jeho vypuzeni s téla matky pti porodu (Riha a kol., 2003). Pohlavni
organy samice se d€li na vnitini a vnéjs$i. Mezi vnitini pohlavni organy patii vajeCnik,
vejcovod, déloha a pochva, zevni pohlavni organy jsou posSevni ptedsin, vulva a postévacek
(Marvan a kol., 2011).

Vulva piedstavuje vstup do samiéich pohlavnich organt (Riha a kol., 2003) a uzavira
ptedsiii posevni (Grolig a kol., 1963). Je umisténa pod fitnim otvorem. Krajina mezi vulvou a
fitnim otvorem se nazyva hrazka (Riha a kol., 2003). Vulvu tvoii dva stydké pysky, které
mezi sebou sviraji stydkou $térbinu a stykaji se v horni zaoblené a dolni ostré spojce (Grolig a
kol., 1963). Vn&jsi kiize prechazi ve stydké §térbing ve sliznici posevni predsing (Riha a kol.,
2003).

PosSevni predsiii je 8 — 10 cm dlouhd dutina (Marvan a kol., 2011.), kterd zacina
stydkou $térbinou a v misté vytsténi mocové roury piechazi v pochvu. U jalovic byva v této
Casti i p¥iéna slizniéni Fasa, zvand panenska blana (Riha a kol., 2003). Na dn& poSevni
predsing pred ustim kratké moCové roury je suburetralni vydut’ hluboka 3 az 4 cm (Marvan a
kol., 2011).

Pochva neboli vagina je Siroka, svalovitd trubice, kterd je uloZena v dutiné panevni
pod kone¢nikem. Je dlouhd 15 az 35 cm a spole¢né s poSevni pfedsini predstavuje kopulaéni
organ a porodni cestu (Riha a kol., 2003). Pochva ma pruznou, tfivrstevnou sténu skladajici se
z adventicie, hladké svaloviny a sliznice (Marvan a kol., 2011).

Déloha je duty organ, ktery slouzi k vyvoji plodu z oplozeného vajicka a na kterém
rozeznavame délozni krcek, de€lozni télo a dva délozni rohy (Grolig a kol., 1963), tento typ
délohy se nazyva deéloha dvouroha (Marvan a kol., 2011). Cela dé€loha je zavésena na dvou
Sirokych déloZnich vazech, které se po strandch upinaji na stropu bfiSni dutiny a odtud
sestupuji k déloZznim rohiim a déloznimu kréku. Vptedu prechazi Siroky délozni vaz v zavésny
vaz vajeéniku. Siroké délozni vazy piivadéji do délohy cévy a nervy (Riha a kol., 2003).

Sténa délohy se sklada ze tii vrstev a to z pobfisnice neboli perimetria, ktera se
nachazi na povrchu a po stranach prechazi v Siroké délozni vazy. Stfedni vrstvu pfedstavuje
hladka svalovina, ktera je uspofadana podéIn¢ i kruhové jako tzv. myometrium. Uvniti délohy
je narizovéla sliznice zvana endometrium. Endometrium obsahuje ¢etné tubuldézni délozni

zlazy dlouhé az 2 mm, které se v obdobi fije zvétSuji a vymeésSuji hlen a je tvoreno
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vicevrstevnym epitelem z cylindrickych bunék (Riha a kol., 2003). Barva endometria je
Sedortizova az hnédocervena a je slozend v ¢etné podélné a pfi¢né fasy (Marvan a kol., 2011).
U prezvykavctu vyvaii endometrium vyvysené svétlejsi hrbolky zvané karunkuly, ty jsou u
kravy rozlozeny ve Ctyfech fadach v déloznich rozich po 10 az 14. Jejich celkovy pocet je 80
az 120 (Grolig a kol., 1963). Vznikaji v embryonalnim zivoté a béhem biezosti jako ovalné
okrsky bez zlaz nazloutlé¢ barvy z fidkého vaziva protkaného krevnimi cévami a bunkami
hladké svaloviny. Karunkuly jsou dlouhé asi 10 az 18 mm, Siroké 4 az 10 mm a vysoké 2 az 5
mm, béhem biezosti se zveétSuji do velikosti Svestky. Na jejich povrchu jsou cetné
prohlubeniny, ke kterym se pfikladaji klky klkové blany. Placentony vznikaji spojenim
karunkulti s choriovymi kotyledony a predavaji vyzivu zkrve matky do krve plodu
v plodovych obalech (Riha a kol., 2003).

Dé&lozni kréek je silny, svalnaty ttvar, dlouhy 5 — 10 cm spojujici pochvu s déloznim
télem. Primér je 2 az 5 cm a jeho povrch tvofi pobfiSnice, po které nasleduje vrstva
podélnych vlaken hladké svaloviny. Poté je zde nezietelnd vrstva rozvétvenych cév a nervi a
pod ni je silné vyvinuta vrstva s kruhovymi vlakny hladké svaloviny a s elastickymi vlakny.
Vnitiek je tvofen sliznici délozniho krcku, kterd je tvofena jednovrstevnym cylindrickym
epitelem, ktery v dobé fije vyméSuje hlen (Riha a kol., 2003). Tato sliznice neni hladka, ale
vytvari Ctyfi vysoké kruhové zahyby s podélnymi tfasami, na kterych jsou jesté nizsi
sekundarni fasy (Marvan a kol., 2011). Stfedem délozniho krcku probihd uzky, klikaty
kanalek, jehoz délka je az 20 cm (Riha a kol., 2003). Tento kanalek je trvale uzavieny stahem
silné vrstvy hladké svaloviny a zitkou hustého cirého hlenu (Marvan a kol.,, 2011).
Fyziologicky se tento kanalek otevird pouze ve dvou piipadech a to pfi fiji a pti porodu. Pii
pfechodu do pochvy se kréek 2 az 4 cm vychlipuje a tvoti razici délozniho kréku tzv. délozni
gipek (Riha a kol., 2003), jehoz sliznice je paprskovité zfasena (Marvan a kol, 2011) a
prechazi v podélné fasy (Riha a kol., 2003). Toto zfaseni davé ¢ipku pii pohledu z kaudalni
strany vzhled rGZice (Marvan a kol., 2011). Otvor do kandlku déloZzniho krcku se vétSinou
nachdzi v horni levé Ctvrtiné délozniho ¢ipku a je oznacovan jako zevni branka kanalku
dé&lozniho kréku (Riha a kol., 2003).

D¢lozni telo je neparovy duty orgéan, ktery vede od interni branky krcku délozniho po
interni uterinni bifurkaci a je dlouhy pouze 2 az 5 cm. V kranidlni ¢asti je rozdéleno
svalnatou piepazkou na dvé samostatné dutiny, které prechazeji v dutiny déloznich roht (Riha
a kol., 2003).

D¢lozni rohy jsou pokra¢ovanim délozniho téla. Z bifurkace probihaji samostatné jako

pravy a levy délozni roh a jejich délka je 30 az 35 cm, tloustka stény déloznich rohti je asi 2
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mm (Riha a kol., 2003). Dé&loZni rohy nejprve probihaji vedle sebe, zde jejich medialni stény
srastaji. Nasledné se délozni rohy vidlicovité rozd€luji a staceji tak, ze opisuji asi tii ctvrtiny
kruhu (Marvan a kol., 2011). V misté kde se d€lozni rohy rozdvojuji, jsou mezi sebou spojeny
hornim a dolnim vazem. Mezi témito vazy ze zesilené pobfisSnice, kterd ma mezi svymi
listami ¢etnd svalovad vlakna, je dopfedu oteviena dutinka, kterd je dobrym voditkem pfii
vysetieni délohy (Riha a kol., 2003).

Vejcovody jsou parové tenké trubicky dlouhé 25 — 30 cm s tloustkou 2 mm, které
probihaji mirn¢ klikaté v zavésnych déloznich vazech od vajecniku a déloznim otvorem
vejcovodu Usti do d&lozniho rohu (Riha a kol., 2003). U vaje¢niku se vejcovod rozsituje
Vv nalevku, jejiz volny slizni¢ni okraj vytvari trasné (Grolig a kol., 1963). Sliznice vejcovodu
je vystlana vicetfadym epitelem z cylindrickych buné¢k s fasinkami a vytvari vysoké podélné
fasy, na kterych jsou jest¢ sekundarni a tercidlni fasy. V obdobi fije vyméSuje sliznice
oviduktalni tekutinu, ktera piedstavuje optimalni kultivaéni prostiedi (Riha a kol., 2003). Nad
sliznici se nachazi svalova vrstva a na povrchu vejcovodu se nachdzi pobfisnice (Grolig a
kol., 1963). V horni tfetiné vejcovodu dochazi k oplozeni a k prvnim vyvojovym stadiim
embrya (Riha a kol., 2003).

Vajecniky jsou parové samici pohlavni zlazy (Grolig a kol., 1963) Sedortizové barvy a
tuhoelastické¢ konzistence (Marvan a kol.,, 2011). Ve vaje¢nikach doristaji a dozravaji
pohlavni buiiky a tvofi se zde pohlavni hormony (Riha a kol., 2003). Vajeéniky jsou zavésené
na fase pobfiSnice, jeZ odstupuje od stropu dutiny biiSni za ledvinami (Grolig a kol., 1963)
a jsou Castecné ukryty v tzv. vajecnikovém vaku, coz je prohluben, tvofend vajecnikovym
okruzim, vajecnikovym vazem, kterym je piipojen k déloZznimu rohu a okruzim vejcovodu
(Marvan a kol., 2011). Velikost a tvar vajecnikli se méni podle jejich funkéniho stavu, u skotu
maji tvar §vestky a délku asi 2 az 3 cm, §itku 1 az 2 cm (Riha a kol., 2003) a hmotnost 15 — 20
g. Povrch vajecniku je vétSinou hladky (Marvan a kol., 2011), jen na ovula¢ni ploSe vaje¢nikii
miZeme nahmatat riizné velké folikuly, Zluta téliska a jejich zbytky (Riha a kol., 2003). Cévy
a nervy do vajeniku vstupuji v misté zvaném vajecnikova branka, ke které piirtsta i
vajenikové okruzi a ke kranidlnimu konci se pfipojuji tfdsn€¢ vejcovodu (Marvan a kol.,
2011). Vajecnik se sklada ze zarodecného epitelu, bilého vazivového obalu, korové a dieniové
vrstvy (Riha a kol., 2003). Epitel je u mladych samic jednovrstevny cylindricky, pozdé&ji se
méni na kubicky a u starych samic na dlazdicovy. Pod epitelem je bélavy obal z kolagenniho
vaziva, ktery obaluje vlastni tkan vajecniku, kterd je sloZena z povrchové korové vrstvy a
Z vnitini dieniové vrstvy. Zakladem korové vrstvy je vazivova kostra neboli stroma, které

obsahuje fibrocyty, které se ucCastni vétSiny pochodii ve vajecniku jako je vyziva
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vajecnikovych bun¢k, nebo tvorba pohlavnich hormonti a dale obsahuje malé mnozstvi
kolagennich a retikularnich vlaken. Ve stromatu jsou rozmistény folikuly a jejich derivaty.
Drien se sklada z fidkého kolagenniho vaziva, obsahuje bunky hladké svaloviny a je protkana

cévami a nervy (Marvan a kol., 2011).

4 Hormonalni Fizeni pohlavniho cyklu

Hormonalni systém je regulacni systém, vysilajici informaci chemickou cestou a je
regulovan zpétnovazebnimi smyckami a impulsy z nervového systému a nékterych organd.
Hormony mizeme definovat jako chemickou latku, kterou produkuje Zlaza nebo tkan a které
evokuje specifickou reakci v hormonélné senzitivni tkani (Riha a kol., 2004). Hormony se dle
vztahu K pohlavnim funkcim déli do dvou skupin. Prvni skupinou jsou primarni hormony
reprodukce, to jsou takové hormony, které bezprostfedné fidi pohlavni funkce. Patfi sem:
hypotalamické neurohormony nebo gonadotropiny uvoliujici hormony, hypofyzarni a
extrahypofyzarni gonadotropiny a gonadalni a placentarni sexageny. Druhou skupinu tvoii
sekundarni hormony reprodukce, coz jsou ostatni hormony tvofené v téle, které maji neptimy
vztah Kk pohlavnim funkcim. Rizeni pohlavnich funkci dale ovliviuji latky nehormonalni

povahy, mezi které patii neurotransmitery, prostaglandiny a feromony (Kudla¢ a kol., 1987).

4.1 Hormony a jejich struktura

Podle chemické struktury jsou hormony reprodukce rozdéleny do ¢tyt skupin: Proteiny
coz jsou polypeptidové hormony v rozsahu molekulové hmotnosti od 300 do 70000 daltont,
napt. oxytocin, folikuly stimulujici hormon (FSH) a luteinizacni hormon (LH). Déle steroidy,
které jsou odvozeny od cholesterolu a maji molekulovou hmotnost 300 az 400 daltonti, napft.
testosteron. Mastné kyseliny, jez jsou odvozeny od kyseliny arachidonové a maji
molekulovou hmotnost asi 400 daltont. A nakonec aminy, které jsou odvozeny od tyrozinu a

tryptofanu a patii sem napt. melatonin (Hafez, E. S. E. a kol., 2000).

4.2 Hypotalamické hormony — neurohormony

Hypotalamus zaujima pouze velmi malou ¢ast mozku (Hafez, E. S. E. a kol., 2000). Je
soucasti mezimozku a tvofi dno a ¢astecné i strany tfeti mozkové komory. Nervové buiky
jsou zde slouceny do skupin zvanych jadra. Téchto jader se zde nachdzi vice nez dvacet a
kazdé produkuje jiné hormony. Tyto hormony ovliviiuji pfedevsim endokrinni ¢innost

hypofyzy (Kliment a kol., 1989). Existuje nervové spojeni mezi hypotalamem a zadnim
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lalokem hypofyzy pies hypotalamo-hypofyzéarni tstroji a cévni spojeni mezi hypotalamem a
pfednim lalokem hypofyzy (Hafez, E. S. E. a kol., 2000). Hypotalamické hormony nevykazuji
druhové specifické rozdily (Kudlac a kol., 1987). Rozd¢lujeme je podle svého ucinku na
spoustéci hormony — releasing hormons, zkracené RH, nebo inhibi¢ni hormony — inhibiting
hormons, zkracené¢ IH (Kliment a kol., 1989), které¢ tidi Cinnost adenohypofyzy, a na
neurohypofyzarni hormony (Kudla¢ a kol.,, 1987). Hypotalamické spoustové hormony
gonadotropinit jsou produkovany dvéma centry jader a to centrem cyklickym a centrem
tonickym (Kliment a kol., 1989).

Hypotalamické hormony zasahujici do reprodukénich funkci jsou tfi. Gonadotropin
realising hormons (GnRH) je dekapeptid (10 aminokyselin) s molekulovou hmotnosti 1183
daltonti, ktery je syntetizovan a pak uloZen v medidlnim bazalnim hypotalamu. GnRH
poskytuje humoralni spojeni mezi nervovym a endokrinnim systémem. (Hafez, E. S. E. a
kol.,2000). GnRH je transportovan hypotalamo-hypofyzarnim portalnim systémem do
piedniho laloku hypofyzy a zde stimuluje gonadotropni buiiky naptiklad k sekreci FSH a LH.
GnRH je uvoliiovan v pulsech (Riha a kol., 2004). Dalsim hormonem je thyreotropin
releasing hormon, ktery stimuluje sekreci LTH (Kliment a kol., 1989) a proto, ze je schopen
indukovat 1 uvolfiovani prolaktinu je nazyvan nékterymi autory jako prolaktin uvoliujici
hormon (Kudla¢ a kol., 1987). Prolaktin inhibiting hormon inhibuje sekreci LTH. VSechny
tyto hormony pusobi na adenohypofyzu (Kliment a kol., 1989). Spoustové hormony
prechédzeji do krve v nepatrném mnoZstvi a biologicky polo¢as GnRH je kratky a s urcitou

druhovou rozdilnosti t/2 = 4 — 8 min (Kudla¢ a kol., 1987).

4.3 Hypofyzarni pohlavni hormony

Hypofyza se nachazi v tureckém sedle, kostnaté prohlubni, ve spodni ¢asti mozku
(Hafez, E. S. E. a kol., 2000). Je to endokrinni Zlaza dvojiho ptivodu d€lici se na dvé casti,
adenohypofyzu a neurohypofyza. Kazda ¢ast ma jinou strukturu a jinou sekretorickou ¢innost.
Bunky neurohypofyzy maji charakter nervovych bunék, buiikky adenohypofyzy maji charakter
bunc¢k zlazovych, které se zde vyskytuji ve Ctyfech druzich: acidofilni, bazofilni a

chromofobni (Kliment a kol., 1989).

4.4 Hormony adenohypofyzy

Piimy vztah k reprodukci maji tfi adenohypofyzarni hormony (Kliment a kol., 1989),
tzv. gonadotropiny. Patii sem folikuly stimulujici hormon (FSH) nazyvany téz jako prolan A,

folikuliza¢ni hormon, gonadotropin I nebo thylakentrin (Kudla¢ a kol., 1987). Chemicky se
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jedné o glykoprotein, ktery je produkovany bazofilnimi buiitkami adenohypofyzy (Kliment a
kol., 1989). Dalsi je luteiniza¢ni hormon (LH) oznacovany také jako prolan B, gonadotropin
IT nebo metakentrin (Kudlac a kol., 1987), ktery je chemicky také glykoprotein (Kliment a
kol., 1989) a je produkovany amfofilnimi buitkami (Kudla¢ a kol., 1987). Oba tyto hormony
maji molekulovou hmotnost 32000 daltonti a skladaji ze dvou riiznych podjednotek
nazyvanych alfa a beta. Alfa podjednotka je spole¢na pro FSH a LH v rdmci druhu, zatim co
beta podjednotka je odlisna a udéluju specificitu kazdému gonadotropinu. Alfa a beta
podjednotka kteréhokoliv z téchto hormont nemaji sami o sobé zadnou biologickou aktivitu
(Hafez, E. S. E. a kol., 2000). Ttetim adenohypofyzarnim hormonem je luteotropni hormon
(LTH) jehoz synonyma jsou prolaktin P, gonadotropin I, mammotropin (Kliment a kol.,
1989), laktogenni hormon, luteotropin nebo galaktin (Kudla¢ a kol., 1987). Chemickym
sloZzenim se jednd o protein, ktery je produkovany acidofilnimi arminofilnimi bunikami
adenohypofyzy (Kliment a kol., 1989).

FSH svym ucinkem stimuluje rist a zrani vaje¢nikovych folikuld a Graafova folikulu
(Hafez, E. S. E. a kol., 2000). Jeho t¢inek na vajecniky se projevuje mitotickym délenim
bunck granulozy, jakoz i pfeménou bunék stromatu v builky théky a tvorbou folikularni
tekutiny. Spole¢né s LH ovliviiuje tvorbu estrogenii. Biologicky poloc¢as t/2 ¢ini asi 2h
(Kudla¢ a kol., 1987).

LH navazuje na u¢inek FSH (Kudla¢ a kol., 1987) a dokoncuje u samic zrani Graafova
folikulu (Kliment a kol., 1989). Preovula¢ni vlna LH je zodpovédna za prasknuti stény
folikulu a ovulaci (Hafez, E. S. E. a kol., 2000). Dale zasahuje pozitivn¢ do syntézy
steroidnich hormonti v Graafové folikulu a vznikajicim zlutém télisku (Kliment a kol.,1989)
jehoZ formovani stimuluje. U kravy stimuluje LH Zluté télisko k tvorbé progesteronu (Kudlac¢
a kol., 1987) a po oplozeni se spolu s FSH podileji na udrzeni zlutého téliska ve funkci a na
zabranéni nastupu dalSich pohlavnich cyklt (Kliment a kol., 1989). Je to glykoprotein slozeny
z alfa a beta podjednotky s molekularni hmotnosti 30000 daltoni (Hafez, E. S. E. a kol.,
2000) a biologickym polo¢asem t/2 asi /2 h (Kudla¢ a kol., 1987).

LTH (prolaktin) je velmi dileZitym hormonem pro funkéni rozvoj mlécné Zzlazy
(Kliment a kol., 1989) a je nezbytné nutny K vyvolani a udrzeni laktace (laktogeneze a
laktopoeza) (Kudla¢ a kol., 1987). Krom¢ toho pusobi spole¢né¢ s LH v navozeni syntézy
steroidnich hormontd v pohlavnich Zlazach (Kliment a kol., 1989). Jeho sekreci upravuje
inhibi¢ni hormon nazyvany prolaktin inhibujici faktor (PIF) (Hafez, E. S. E. a kol., 2000).
Biologicky polocas je velmi kratky a ¢ini t/2 = 7 min (Kudla¢ a kol., 1987). Prolaktin ma
sez6nni a laktacni efekt v reprodukci hospodarskych zvitat (Hafez, E. S. E. a kol., 2000).
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Obsah jednotlivych gonadotropnich hormonii v hypofyze je druhové rozdilny, velky
rozdil je zvlasteé v poméru FSH a LH. Z domadcich zvifat hypofyza kravy obsahuje nejméné
FSH, ale nejvice LTH. Tyto rozdily v produkci gonadotropnich hormont zptisobuji rozdily
Vv prib¢hu pohlavniho cyklu. Zvlasté ovliviiuji délku a intenzitu projevu fije, a také dobu
nastupu ovulace. Obsah téchto hormonti ovlivituje i nékteré poruchy pohlavniho cyklu jako je

ticha fije ¢i vznik ovaridlnich cyst (Kudlac a kol., 1987).

4.5 Hormony neurohypofyzy

Z neurohypofyzy neboli zadniho mozku jsou do krevniho fecisté uvoliovany dva
hormony a to oxytocin a vazopresin neboli antidiureticky hormon. Skute¢nym mistem jejich
tvorby je hypotalamus, oxytocin vznika v nucleus paraventricularis (Kudla¢ a kol., 1987) a
je skladovan a uvoliiovan z neurohypofyzy (Kliment a kol., 1989). Vazopresin vznikd
v nucleus supraopticum (Kudlac a kol., 1987). Tyto hormony nejsou piivadény z hypotalamu
k zadni hypofyze pies cévni systém, ale putuji podél axonti nervového systému (Hafez, E. S.
E. a kol., 2000).

Vazopresin ma k reprodukei jen velmi maly vztah, ale je vyznamny pro hospodatfeni
svodou v organismu (Kliment a kol., 1989). Po chemické strance se jedna o oktapeptid
(Kudla¢ a kol., 1987).

Naopak velky vyznam pro reprodukci ma oxytocin (Kliment a kol., 1989). Oxytocin je
také produkovan zlutym téliskem, takZe ma dvé mista ptivodu (Hafez, E. S. E. a kol., 2000).
Oxytocin vyvolava kontrakce hladké svaloviny pohlavniho Ustroji a to zejména ve vypuzovaci
fazi pti porodu (Kliment a kol., 1989) nebo napomaha transportu gamet. Roztazeni délozniho
hrdla pfi porodu zpisobené prichodem plodu stimuluje reflexni uvolnéni oxytocinu
(Fergusntliv reflex). Déle na zaklad¢ vizualnich a hmatovych stimuld spojenych s kojenim
nebo dojenim (Hafez, E. S. E. a kol., 2000) zplsobuje kontrakce myoepitelidlnich bunék
mlécné Zlazy a tim ejekci mléka (Kudla¢ a kol., 1987). Chemickou stavbou se jednd o
nonapeptid (Kliment a kol.,1989).

Ovarialni oxytocin je zapojen do lutedlni funkce. Pisobi na dé€lozni sliznici k vyvolani

uvolnéni prostaglandinu F,, (PGF,,), ktery ptsobi luteoliticky (Hafez, E. S. E. a kol., 2000).

4.6 Extrahypofyzarni gonadotropni hormony

Placenta vylucuje fadu hormonti bud’ stejné, nebo podobné biologické aktivity, mezi
které patii konsky choriovy gonadotropin (eCG), lidsky choriovy gonadotropin (hCQG),
placentarni laktogen (PL) a protein B (Hafez, E. S. E. a kol., 2000)..
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Kotisky choriovy gonadotropin (eCG, PMSG) je glykoprotein s a a f podjednotkou
podobné LH a FSH, ale s vy$§im obsahem sacharidi, zejména kyseliny sialové. Cim vyssi je
obsah kyseliny sialové, tim vice se prodlouzi polocas rozpadu. Tudiz, jedna injekce eCG ma
biologicky t¢inek na cilové zlazy vice nez tyden (Hafez, E. S. E. a kol., 2000). Jeho zdrojem
je koniska placenta, tedy konkrétné endometridlni poharky (Frandson a kol., 2009). Poharky
vznikaji asi 40 den biezosti a pietrvavaji az do 85 dne (Hafez, E. S. E. a kol., 2000). Béhem
tohoto obdobi dochazi k folikularnimu vyvoji na vaje¢niku biezi klisny a eCG podporuje
luteinizaci téchto folikulti. Tato pfislusna zlutd téliska slouzi jako sekundarni zdroje
progesteronu (Frandson a kol., 2009). eCG ma biologicky tc¢inek LH i FSH, FSH pievazuje.
eCG cirkuluje v krvi bfezich klisen a neni vyluCovan moci. eCG byl jeden z prvnich
komeréné dostupnych gonadotropint pouzivanych k vyvolani superovulace u hospodatskych
zvitat (Hafez, E. S. E. a kol., 2000).

Lidsky choriovy gonadotropin (hCG) je glykoprotein, ktery se sklada z podjednotek a
a B s molekulovou hmotnosti 40000 daltond. a podjednotka je podobna o podjednotce
lidského, praseciho, ov¢iho a kravského LH. hCG je primarné luteinizacni a luteotropni a ma
malou FSH aktivitu. hCG syntetizuji syncytiotropoblastické buiiky v placenté primati a je
ptitomny jak v krvi, tak i v moci. Jeho pfitomnost v mo¢i v raném stadiu téhotenstvi je

zakladem rtiznych laboratornich testli pro zjisténi téhotenstvi (Hafez, E. S. E. a kol., 2000).

4.7 Epifyzarni hormony

Epifyza je mald endokrinni Zldza (Kliment a kol., 1989), kterd vznika jako
neuroepytelidlni evagination ze stfechy tfeti komory pod zadnim koncem corpus callosum
(Hafez. E. S. E. a kol., 2000). Epifyza produkuje fadu biologicky aktivnich latek. Z nich je
pro reprodukci vyznamny melatonin, ktery patii mezi indoly a arginin véazotocin, fadici se k
peptidim. Oba tyto hormony maji depresivni vliv na rozvoj pohlavnich organu a na funkci
gonad. Endokrinni funkce epifyzy je vyrazn€ ovliviiovana svétlem, pfi¢emZ svétlo tlumi
sekreci obou hormoniti a tma naopak jejich sekreci stimuluje (Kliment a kol., 1989). Zlaza
pfevadi neuronové informace o délce denniho svétla zo¢i do endokrinni produkce
melatoninu, ktery je vylucovan do krevniho feciSté a mozkomiSniho moku (Hafez. E. S. E. a
kol., 2000). Epifyza ovlivituje vSechny Zlazy, tedy 1 pohlavni a je tedy odpovédna za denni a
ro¢ni rytmy v procesu reprodukce (Kliment a kol., 1989).

19



4.8 Opvarialni a steroidni pohlavni hormony

Ovaria hraji u samic dvoji roli: tvorbu zarodecnych bunck (gametogeneze) a sekreci
pohlavnich hormont (Hafez, E. S. E. a kol., 2000). Hormony vytvarejici se béhem pohlavniho
cyklu v ovariich jsou estrogeny, gestageny, relaxin a v nepatrné mife téz androgeny.
Estrogeny, gestageny a androgeny patii mezi steroidni hormony (Kudla¢ a kol., 1987), zatim
co relaxin je protein (Hafez, E. S. E. a kol., 2000). Steroidni hormony jsou rozpustné v tucich,
a ackoliv jsou podobného chemického slozeni, znacné se 1iSi svymi fyziologickymi uc¢inky
(Kudla¢ a kol., 1987). Steroidni pohlavni hormony vznikaji v pohlavnich zlazach, kure
nadledvin a v placenté. Jsou odvozeny od benzenového jadra, ze kterého vznika napojenim
dalSich jader steran. Takto vznikd velky pocet hormont s rliznymi U¢inky nejen na
reprodukéni organy a tkané, ale i na celkovy latkovy metabolismus. Steroidni hormony
vznikaji z acetatu pies cholesterol a do své biologicky ucinné podoby jsou syntetizovany
specifickymi enzymy. Tvorba steroidnich hormont je ovlivnéna nejen druhové, ale i
pohlavim (Kliment a kol., 1989). Biosyntetické drahy ve vSech endokrinnich orgénech, které
produkuji steroidni hormony, jsou podobné. Organy se li§i pouze v enzymovych systémech,
které obsahuji, a jejich sekre¢ni aktivita steroidnich hormonti pohlavnich Zlaz je pod
endokrinni kontrolou pfedniho laloku hypofyzy. PoloCas rozpadu ptirozené se vyskytujicich
steroidil v téle je velmi kratky (Hafez, E. S. E. a kol., 2000).

Estrogeny jsou hormony, které vznikaji v bunikach granuldzy a theky interny zrajiciho
17, dalSimi mén¢ biologicky aktivnimi hormony jsou estron a estriol. U jednotlivych druht
zvifat je rizné estrogenni spektrum napf. u biezi kravy prevlada estrandiol 17 (Kliment a
kol., 1989). Ze vsech steroidit maji estrogeny nejsirsi $kalu fyziologickych funkci (Hafez, E.
S. E. a kol.,, 2000). Stimuluji rist vyvodnych pohlavnich cest, vytvofeni sekundarnich
pohlavnich znak, rlst a vyvoj vyvodného systému mlécné Zlazy a u kravy 1 alveolarniho
systému (Kudla¢ a kol., 1987). Rijové chovani u samic vyvolava CNS, ale u krav je k tomu
zapotiebi malé mnoZzstvi progesteronu a estrogenu. Déle pisobi na délohu a to tak, Ze zvySuje
amplitudu a frekvenci kontrakci a zesiluje u¢inek oxytocinu a PGF,, (Hafez, E. S. E. a kol.,
2000). Estrogeny ovliviuji aktivitu enzymi v cilovych tkanich (Kliment a kol., 1989) a
zasahuji do latkového metabolismu, dale maji zpétnou vazbu na hypotalamus a hypofyzu
(Kudla¢ a kol., 1987). Negativni vliv je na tonické centrum v hypotalamu, pozitivni efekt na
preovulacni centrum. Estrogeny lze pouzit k pferuseni biezosti u krav a ovci, protoZze maji

luteolytické vlastnosti (Hafez, E. S. E. a kol., 2000).
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zdrojem jsou buiiky granul6ozni vrstvy Graafova folikulu (Kliment a kol., 1989) a hlavné Zluté
télisko (Kudla¢ a kol., 1987). Progesteron je transportovan krvi vézany na globulin pro
androgeny. Sekreci progesteronu primarn¢ stimuluje LH (Hafez E. S. E. a kol., 2000).
Progesteron svym biologickym uc¢inkem navazuje na zmény na pohlavnim ustroji vyvolané
estrogeny, dale se podili na vyvoji alveolarniho systému mléné zlazy a pii vzniku
matefského pudu a pti ovulaci (Kudla¢ a kol., 1987). Jeho Gc¢inek na organismus se méni
podle reprodukéni faze, pred zabfeznutim posiluje anabolicky tuc¢inek androgeni a
pti gravidité oslabuje zdsahem do enzymatické ¢innosti G¢inek estrogent konverzi aktivnich
estrogent na méné aktivni estriol (Kliment a kol., 1989), ¢imZ chrani bfezost. Také ptipravuje
endometrium pro implantaci a udrzeni bfezosti zvySenim aktivity sekreCnich zlaz
v endometriu a tim, ze inhibuje pohyblivost myometria (Hafez E. S. E. a kol., 2000). M4 také
termogenni efekt a je nositelem zpétné vazby na hypotalamus (Kudla¢ a kol., 1987).
Syntetické progestiny jsou k dispozici pro synchronizaci estralniho cyklu ptezvykavci (Hafez
E. S. E. akol., 2000).

Androgeny jsou hormony, které vznikaji ve vmezetené tkani vajeéniku jen v malém
mnozstvi. Nejvice jsou produkovany kirou nadledvin a u samct ve vmezetfené tkéani varlat.
Mezi androgeny fadime testosteron a androstendion. Maji mohutny anabolicky ucinek na
sexualné ladénou tkan (Kliment a kol.,1989). Chemicky se jedna o 19C steroidy s ydroxylem
nebo kyslikem na polohach 3 a 17 a dvojnou vazbou na poloze 4 (Hafez E. S. E. a kol., 2000).

Relaxin nepatii mezi steroidni hormony, svym chemickym sloZenim se jednd o
polypeptid (Kudla¢ a kol., 1987), sestavajici se za a B podjednotky, které jsou spojeny
dvéma disulfidickymi vazbami, s molekulovou hmotnosti 5700 daltonti (Hafez E. S. E. a kol.,
2000). Vznika ke konci biezosti ve zlutém télisku (Kliment a kol.,1989) a u n¢kterych druhti
jej vylucuji také placenta a déloha (Hafez E. S. E. a kol., 2000). Jeho tkolem je hlavné
pfiprava porodnich cest k porodu, jako je uvolnéni symfyzy panevni a vazi kiizokycelniho
kloubu (Kudl&¢ a kol., 1987). Déle uvoliuje a rozsifuje délozni kréek (Kliment a kol.,1989).
S estrogeny a progesteronem se podili na stimulaci ristu mlééné zlazy (Kudlac a kol., 1987).

Inhibin produkuji folikularni granuldzni buiiky u samic a je pfitomen ve folikularni
tekutin€. Inhibin je protein o molekulové hmotnosti pfiblizné 32 000 daltont a sklada se z a
(18 900) a z B podjednotky (Peters a Ball, 1995). Inhibin hraje dtlezitou roli v hormonalni

regulaci ovaridlni folikulogeneze béhem estralniho cyklu. Funguje jako chemicky signal na
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hypofyzu a na pocet rostoucich folikuld ve vajecniku, ¢imz ovliviiuje druhové specificky
pocet ovulaci (Hafez, E. S. E. a kol., 2000).

Aktiviny jsou silné FSH uvoliujici dimery, které jsou pfitomny v pohlavnich
tekutinach, napt. ve folikularni tekutiné. Tyto heterodimerni hormony se skladaji z a-
podjednotky a jedné nebo dvou B-podjednotek (BA nebo BB). Aktivin je plné funkénim
¢lenem ristovych faktort (Hafez, E. S. E. a kol., 2000).

4.9 Sekundarni hormony reprodukce

Prostaglandiny jsou po chemické strance mastné kyseliny (Kliment a kol., 1989), které
zasahuji do priibéhu mnoha reprodukénich procesi (Kudlac a kol., 1987). Vylucuji je témét
vSechny télesné tkdn¢ a nejsou lokalizovany v konkrétni tkéni. Do cilové tkané jsou
dopravovany krvi. VSechny prostaglandiny jsou z 20C nenasycené¢ho hydroxylu mastné
kyseliny s cyklopentanovym krouzkem (Hafez E. S. E. a kol., 2000). Jejich u¢inek je podobny
hormontim, jsou oznacovany jako tkanové nebo mistni hormony (Kudla¢ a kol., 1987) a to
proto, ze vétSina prostaglandini plsobi lokdln¢ v misté jejich vyroby v interakci builka —
bunka (Hafez E. S. E. a kol., 2000) tak, ze zesiluji nebo zeslabuji G¢inek hormont. Tyto
hormony zaroven kontroluji jejich sekreci (Kliment a kol.,1989). Nejvétsi vztah k reprodukci
ma PGF,, (Kudla¢ a kol., 1987), a castecné 1 PGE;, které jsou derivaty kyseliny
arachidonové. PGF,, je tvofen ve folikulech, endometriu, myometriu a v tzv. placentarnim
komplexu a nervové tkani. PGF,, ma velky ucinek na ¢innost vajecnikidi a mechanismus
porodu (Kliment a kol., 1989). Dokaze zpisobit regresi zlutého téliska (Kudla¢ a kol., 1987) a
inhibuje produkci progesteronu u nepravého zlutého téliska i u zlutého téliska biezosti
(Kliment a kol., 1989). Zluté té&lisko je citlivé na PGF,, jen v uréité ¢asti pohlavniho cyklu
(Kudlac a kol., 1987). Na zacatku porodu vyvolava kontrakce myometria a usnadiuje porod
zvySovanim hladiny oxytocinu. Jeho dal$i uplatnéni je pfi ovulaci, také tlumi tvorbu
progesteronu V placent¢ a kufe nadledvin. U obou pohlavi napomaha sekreci GnRH
V hypotalamu, sekreci gonadotropini v hypofyze a produkci steroidii v pohlavnich zlazach.
Existuji mezidruhové rozdily v sekreci PGF,,, napt. u kravy je v endometriu produkovana
kyselina arachidonovd, ktera je ve Zlutém télisku pfeménéna v PGF,,, ktery pfivodi jeho
regresi (Kliment a kol., 1989). Schopnost PGF,, indukovat luteolyzu se vyuziva k manipulaci

s estralnim cyklem a k vyvolani porodu (Hafez E. S. E. a kol., 2000).
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5 Oogeneze

Oogeneze je proces, kterym oogonie rostou a dospivaji, az se z nich stanou dospélé
samic¢i pohlavni bunky — vajicka (Kliment a kol., 1989). Proces probiha ve tfech obdobich, je
to obdobi rozmnozovani, riistu a zrani (Jelinek a kol., 2003).

Produkce vajicek probihd ze skupiny buné¢k na oogoniich, které¢ se vyvijeji v pasy
v zérode¢ném epitelu kolem vajecniku plodu (Peters a Ball, 1995). Tyto buiiky se nazyvaji
gonocyty a mnohonasobnym mitotickym délenim z nich vznikaji oogonie (Kliment a kol.,
1989). Z posledni generace velkého poétu oogonii vznikaji oocyty I. fadu (Jelinek a kol.,
2003), jez sousedni bunky obklopi a poskytuji jim ziviny (Peters a Ball, 1995). Stadium
rozmnozovani probiha pouze v embryondlnim vyvoji, po narozeni se oogonie jiZ nemnozi
(Kliment a kol., 1989).

Hlavni rdstu oogonii pokracuje az v obdobi pohlavni dospélosti (Kliment a kol., 1989)
a urychluje se v prubéhu pohlavnich cykli (Jelinek a kol., 2003). Roste jen ¢ast oogonii,
ostatni podléhaji atrézii. Oocyty I. fadu se v obdobi rstu nachazeji v rostoucich a Graafovych
folikulech (Kliment a kol., 1989). V obdobi rustu dochazi k zmnozovanim cytoplazmy oocytl
a folikularnich bunék a k vytvofenim vajecné blany (Jelinek a kol., 2003), v jadie oocyti I.
fadu nastavaji zmény, které jsou stejné s profazi I. meiotického déleni. V této fazi se proces
zastavi (Kliment a kol., 1989).

Obdobi zrani (Jelinek a kol., 2003), n€kdy téZ nazyvané, jako obdobi meidzy (Kliment
a kol., 1989) je posledni stadium vyvoje vajicka, které charakterizuji dvé po sob& nasledujici
zraci déleni. V prvnim zracim neboli redukénim déleni dochézi v jadie oocytu ke konjugaci
chromozomli a vyméné genového materidlu (prvni meiotické déleni). Pfi ném se primarni
oocyt rozdé€li na dvé nestejné velké bunky s haploidnim poctem chromozomi (Jelinek a kol.,
2003). V jedné z bunék zlstava vsechna cytoplasma a té fikame oocyt II. fadu, druhou buiku
predstavuje jen jadro s nepatrnym mnozstvim cytoplasmy a oznacuje se jako prvni pdlové
télisko (Kliment a kol., 1989).

Druhé zraci nebo téz ekvacéni d€leni nastupuje bezprostiedné po dokonceni prvniho,
avSak k jeho dokonceni dochazi az po ovulaci ovocytu II. fadu a zavisi to na tom, zda bylo
vajicko oplozeno (Jelinek a kol., 2003). Pokud ano, oocyt II. fddu se znovu rozdéli na dvé
nestejné buiiky s haploidnim poctem chromozomt. Jedna buiika obsahujici velké mnozstvi
cytoplasmy tvofi zralé vajicko a druhd s nepatrnym mnozZstvim cytoplasmy druhé poloveé
télisko, které zanikd. Obvykle zanika i druhé polové télisko, jen nékdy se rozdéli (Kliment a

kol., 1989) a pak ma vajicko i tfi polova téliska (Frandson a kol., 2009). Jestli-ze nedojde
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k oplozeni oocytu II. fadu, druhé zraci déleni se nedokonci a bunka zanika (Jelinek a kol.,
2003).
Vysledkem oogeneze je tedy pouze jedno zralé vajicko (Frandson a kol., 2009), které

Vv pribéhu jeho ristu vyZivuji sousedni folikularni burniky (Kliment a kol., 1989).

6 Folikulogeneze

Folikul je prostor ve vaje¢niku, ktery umoziuje vajeniku plnit jeho dvoji funkci a to

gametogenezi a steroidogenezi (Hafez, B. a Hafez, E.S.E., 2000a).
Prvotni zasoba folikull je vytvofena béhem fetilniho Zivota nebo brzy po narozeni (Frandson
a kol., 2009). Primordialni folikuly tvofi jedna vrstva plochych epitelovych bunék ze $ndry
zarode¢nych bunék, kterd kondenzuje kolem oocyti (Adams a kol., 2008). Primordialni
folikuly obsahuji v priméru 6,44 + 0,21 zplostélych granuldznich bunék a maji primér 35,23
+ 12,37 pum. Zah4jeni ristu folikult zahrnuje ptechod primordialnich folikult z klidové do
rustové faze a je charakterizovan zménou tvaru granuléznich bun¢k z dlazdicového na
kvadrovy, proliferaci granul6znich buné¢k a rozsifenim oocytu. Takto vznikd primarni folikul,
ktery obsahuje 19,93 + 0,81 kvadrovych granuldéznich bunégk, které tvoii jednu nebo jednu a
pul vrstvy bunék kolem vajicka. Primér primarnich folikult byl 55,06 + 1,22 um (Braw-Tal a
Yossefi, 1997).

V dobé¢ narozeni ma jalovi¢ka az 300 000 primarnich folikuli (Jelinek a kol., 2003).
U vSech zvitat obvykle za¢ina sviij vyvoj v prib&hu jednoho estralniho cyklu vice primarnich
folikulti. U kravy se jeden folikul obvykle vyviji rychleji neZ ostatni a béhem ovulace se
uvolni pouze jedno vajicko. Zbytek rozvijejicich se folikulti ustoupi a vytvati atreticky folikul
(Frandson a kol., 2009). Kone¢ny folikularni rust u krav se pohybuje mezi 12 az 32 dny,
celkova délka rastu folikuld je delSi neZ 20 dni a podle vSeho je to asi 6 mésict (Hafez, B.,
Hafez, E.S.E. a kol. 2000a). Uniparni zvifata maji obvykle jen jeden nebo dva folikuly za
estralni cyklus, které rostou a vyvijeji se rychleji nez ostatni, témto folikulim fikame
dominantni folikuly (Frandson a kol., 2009).

Béhem Zivota kravy dozraje a uvolni se asi 50 vajicek, jejichz celkovy pocet pfii
narozeni je 75 000 na kazdém vaje¢niku. Tento pocet se do tii let zmensi na 21 000 a mezi 12.
a 14. rokem Zivota je na kazdém vajecniku jesté 2 500 vaji¢ek. Ne vSechny folikuly dozraji a
uvolni se z nich vaji¢ko, vétsina z nich b&hem vyvoje degeneruje (Riha a kol., 2004).

Dalsi rozvoj primarnich folikulG zahrnuje rozSifeni oocytu a replikaci okolnich

folikularnich bunék, které vytvareji kolem oocytu n¢kolikavrstevny obal a zacinaji vytvaret
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kolem oocytu prihlednou zénu pellucidu (Frandson a kol., 2009). Ta u skotu tvoii kompletni
kruh kolem vajicka az v pozdni preantralni fazi folikulu. Pocate¢ni vyvoj k tomuto bodu je
nezavisly na hormonalni stimulaci gonadotropiny (FSH a LH) (Braw-Tal a Yossefi, 1997).

Rozvoj folikulu je oznaCovan jako sekundarni folikul, kdy je oocyt rozSifen a
obklopen rozvijejici se granul6zou (Frandson a kol., 2009), kterd je v této fazi tvofena dvéma
az Sesti vrstvami (Adams a kol., 2008). V této fazi se vytvari theca sestavajici se z vrstev
theka externa a theka interna. Theka externa obsahuje hodné fibrézni tkané, zatim co vnitini
vrstva je mobilni a obsahuje mnoho krevnich cév (Peters a Ball, 1995).

Granulosa a theka sekundarnich folikuli vedou v kone¢ném dusledku ke zvyseni
schopnosti folikulti produkovat estradiol a reagovat na gonadotropiny. Produkce estradiolu
urcuje, ktery folikul ziskd FSH a LH receptory nezbytné pro ovulaci a luteinizaci (Hafez, B.,
Hafez, E.S.E. a kol. 2000a). Od tohoto bodu, je potfeba koordinované uc¢inky FSH a LH pro
normalni vyvoj folikulti (Frandson a kol., 2009). Poruchy v reakcich granulosy a theky na
gonadotropni signaly vedou k zastaveni rustu folikulu a zahajeni folikularni atrézie (Hafez,
B., Hafez, E.S.E. a kol. 2000a).

Pod vlivem LH se mnoZzi thekdlni buiiky a produkuji androgeny (androstendion

a testosteron), které difunduji do granulézy (Frandson a kol., 2009). FSH vyvolava citlivost
granuldznich bun¢k na LH zvySenim poctu receptort LH (Hafez, B., Hafez, E.S.E. a kol.
2000a), podporuje vyvoj bun&nych enzyml nezbytnych pro pfeménu androgenii na
estrogeny (estradiol) a sekreci nckterych dalSich latek potfebnych pro parakrinni folikuly
a dale hraje dilezitou roli pfi zahdjeni tvorby antra. Gonadotropin stimuluje granul6zni bunky
k mit6ze a tvorbé folikularni tekutiny (Frandson a kol., 2009).
Vyvijeji se tercidlni (Graafovy) folikuly, maji vice nez 6 vrstev granuldéznich bunék
a kapalinové antrum (Adams a kol., 2008). Graafuv folikul vyrazné vystupuje nad povrch
vajeCniku a u kravy jej Ize nahmatat pfi rektalni palpaci. U kravy jeho primér ¢inni 1 —2 cm
a vétSinou je na vajecniku jen jeden Graaftv folikul (Kudlac a kol., 1987).

Estrogeny produkované granuléznimi bunikami podporuji vyvoj folikulu, kterym jsou
produkovany. Tento pozitivni efekt zpétné vazby je jednim z faktori v procesu vybéru, ktery
urcuje, ktery zrozvojovych folikulii bude nakonec ovulovat. Druhym faktorem je, Ze
cirkulujici estrogeny a inhibin maji negativni zpétnovazebny ucinek na sekreci FSH
Z adenohypofyzy. Pokles FSH v tomto obdobi pfispiva k atrézii pomalu se vyvijejicich
folikuld (Frandson a kol., 2009).

Vyvoj folikuld je ukoncen ovulaci nebo atrézii, coz je degenerativni zména vedouci

k jejich zaniku. U skotu dochazi ke spontanni ovulaci (Hafez, B., Hafez, E.S.E. a kol. 2000a).
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7 Embryogeneze

Vyvoj nového jedince zacind oplozenim vajicka spermii. Po oplozeni se vytvori
zygota, kterd podstoupi divizi, migraci a diferenciaci bunék a postupné se z ni stane morula,
blastula, gastrula a pak embryo (Frandson a kol., 2009). Bfezost je rozdélena do tiech etap a
to na etapy vaji¢ko (den 0 — 13), embryo a plod (Peters a Ball, 1995). Doba embrya konéi po
vytvofeni riznych organli a organovych soustav, pak se embryo stavd plodem. U skotu
k tomu dochazi piiblizné na konci druhého mésice biezosti. Plod se po narozeni nazyva
novorozencem (Frandson a kol., 2009).

Jednobunécné zygoty kratce po oplodnéni podstupuji prvni mitotické déleni, znamé
jako ryhovani (Frandson a kol., 2009). Ryhovani znamena postupny nartst poctu bun¢k,
zvanych blastomery, geometrickou fadou, vzniké 2, 4, 8, 16 atd. blastomer (Jelinek a kol.,
2003), ale nezvySuje se objem vyvijejiciho se embrya (Frandson a kol., 2009). Ryhovani
pokracuje tak, Ze po péti az Sesti dnech se vytvoii pevny shluk blastomer zndmy jako morula
(Peters a Ball, 1995).

S dal$im mnozenim blastomer vznikd v morule dutinka naplnéna tekutinou zvana
blastocel (Jelinek a kol., 2003), takto vznikajici duta koule se nazyva blastula (Frandson a
kol., 2009). Ta se sklada z jedné vrstvy kulovych bunék trofoblastu, s dutym centrem, ale také
ze skupiny bunck vnitini bunééné hmoty. Vnitini bunéénd hmota je urcena k vytvoreni
embrya, zatimco trofoblast poskytuje Ziviny (Peters a Ball, 1995) a vyvine se do extra
embryondalnich tkani, véetné placenty. Cast vnitini bun&éné hmoty, ktera je nejblize
trofoblastu se nazyva epiblast a ¢ast pfiléhajici k blastocelu je hypoblast (Frandson a kol.,
2009). V prubéhu prvnich péti az osmi dni ryhovani zlstava zachovana zona pellucida, ktera
v disledku dalSiho dé€leni bunck a zvétSujici se dutiny blastocysty praska a dochazi k tzv.
vyklubani (Jelinek a kol., 2003). Ve fazi blastuly jsou embrya vyplachovany z darcovskych
zvitat pro pfenos embryi (Frandson a kol., 2009).

Pfed koncem druhého tydne vyvoje, zatne na podélné ose embrya pomoci
proliferujicich bun€k houstnout epiblast. Toto zahu$téni je primitivni pruh a zde builky
epiblastu migruji do vnittku embrya, usidli se hluboko do vnéjsi vrstvy bunék nyni nazyvané
ektoderm a pfemisténim hypoblastu vytvofi hluboké vrstvy zvané endoderm. Mezi
ektodermem a endodermem je zaloZena tieti zarodecna vrstva bunék mezoderm. Tato migrace
bunék je gastrulace, tim embryo stanovi tfi primarni bunééné linie, které se vedou do vSech

tkani v t€le dospélého (Frandson a kol., 2009).
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Z ektodermu vznikaji externi struktury, jako je klze, vlasy, kopyta, mlé¢na zlaza a
také nervovy systém (Peters a Ball, 1995). Endoderm je zdrodecnd bunécna linie predurcena
aby se stala vnitikem gastrointestinalniho a dychaciho systému, ¢asti epitelu zlaz spojenych
S travicim systémem a ¢asti reprodukéniho systému. Z mezodermu vznikaji svaly, kosti,

mocové cesty, kardiovaskularni systém a cast reprodukéniho systému (Frandson a kol., 2009).

8 Estralni cyklus

Od doby dosazeni pohlavni dospélosti dochazi u samic k periodicky se opakujicim
zméndm na pohlavnich organech, ale i v celém organismu, které ptetrvavaji az do zéniku
pohlavni aktivity (Riha a kol., 2003). Soubor téchto zmén se nazyva pohlavni nebo estralni
cyklus, jehoz nejvyraznéj§imi piiznaky jsou projevy pohlavniho pudu a svolnosti k pareni
(Jelinek a kol., 2003). Estralni cyklu je fizen neurohormonalng, hlavnim fidicim organem je
centralni nervova soustava a dale se uplatiiuji hormony (Riha a kol., 2003), které produkuje

hypofyza, vajeéniky a déloha (Riha a kol., 2004).

Puberta je v podstaté vysledkem postupného prizpisobeni mezi zvySenim aktivity
gonadotropinu a schopnosti gonad soucasné prevzit steroidogenezi a gametogenezi (Hafez B.
a Hafez E. S. E., 2000b). U skotu je nastup puberty ovlivnén piedev§im vyZivou a
podminkami chovu (Frandson a kol., 2009) dale pak vékem, plemenem a télesnou hmotnosti.
V béznych podminkach chovu u skotu puberta nastava piiblizné¢ ve 12 mésicich véku (Hafez
B. a Hafez E. S. E., 2000b). Puberta nastava, kdyz jalovice doroste asi do dvou tfetin velikosti
dospélého téla, méteno spise délkou a vySkou nez hmotnosti (Frandson a kol., 2009).

Estralni cyklus je obdobi od jedné #ije do dalsi (Riha a kol., 2003) a rozdélujeme ho do
nckolika fazi podle zmén v chovani nebo podle zmén na vnitfnich a vnégjSich genitaliich
(Frandson a kol., 2009). Tyto faze jsou Ctyfi a nazyvaji se proestrus, estrus, metestrus a
diestrus (Peters a Ball, 1995). Proestrus je obdobi pted fiji, pozorovatelny 20. az 21. den
cyklu, estrus neboli fije je 1. az 2. den cyklu (Riha a kol., 2003), tyto dvé faze se oznaduji jako
estrogenni neboli proliferacni a to proto, Ze v nich v organismu ptevazuje hladina 17f-
estradiolu a na pohlavnim Ustroji dochéazi k proliferativnim zménam (Jelinek a kol., 2003).
Metestrus je obdobi po fiji, které trva od 2. do 5. dne cyklu a diestrus je obdobi mezi fijemi
trvajici 6. az 19. den cyklu (Riha a kol., 2003), obé tyto faze pohlavniho cyklu jsou souhrnné
nazyvany jako progesteronova neboli sekrecni faze, protoze béhem téchto fazi prevazuje v

téle hormon progesteron a na pohlavnim Ustroji probihaji sekrecni zmény (Jelinek a kol.,
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2003). Nekdy mize u krav dojit i k tzv. poporodnimu anestru, coz je obdobi bez pohlavni
aktivity, jehoz délka zéavisi na zivotnim prostiedi, genetickych, fyziologickych a
metabolickych faktorech, jako je napf. nutri¢ni Groven, produkce mléka, rychlost involuce
d€lohy a hladiny hormonti. U kojiciho masného skotu se interval od porodu do prvni fije
pohybuje od 60 do 100 dni (Hafez B. a Hafez E. S. E., 2000b).

Cyklus mizeme také rozdélit z hlediska funkce vajeénikti a pievazujici funkce
steroidnich hormonid na folikularni a lutealni fazi (Peters a Ball, 1995). Folikularni faze
zahrnuje proestrus a estrus a lutealni faze metestrus a diestrus. Sledovani zmén probihajicich
béhem esrtralniho cyklu je dilezité k urceni stadia estralniho cyklu a ke stanoveni optimalni
doby pro inseminaci (Riha a kol., 2003).

Krava je polyestrické zvife (Peters a Ball, 1995), to znamend, ze u ni fijjové cykly
probihaji béhem celého roku a jsou ptferuseny jen v dobé biezosti a kratce po porodu.
Primérna délka estralniho cyklu je u kravy 21 dni (Jelinek a kol., 2003), s moznym rozpétim

délky cyklu od 17 do 25 dnt. U jalovic je vét§inou o jeden den krat$i (Riha a kol., 2003).

8.1 Proestrus

Prvni faze estrdlniho cyklu je charakterizovdna tadou fyziologickych procesti a
morfologickych zmén (Riha a kol., 2003), kdy se pod vlivem FSH a LH zvétiuji ovarialni
folikuly a zacinaji vylucovat estrogeny (Frandson a kol., 2009). Dale pod vlivem PGF;,
probihd regrese zlutého téliska z predchoziho cyklu (Jelinek a kol., 2003) a na povrch ovaria
vystupuje rostouci folikul o priméru asi 10 mm (Riha a kol., 2003).

Estrogeny jsou absorbovany z folikuld do krve (Frandson a kol., 2009). Zvysuji ptivod
krve do pohlavniho uGstroji a dochazi ke zdufeni a silné proliferaci sliznic vyvodnych cest
(Riha a kol., 2003) v souvislosti s pfipravou na fiji a biezost (Frandson a kol., 2009). Dale se
uvolnuje tonus hymendlniho prstence, otevira se délozni krcek (Jelinek a kol., 2003), zvySuje
se epitel endometria, roste vaginalni epitel a zvySuje drazdivost svalové vrstvy vyvodnych
pohlavnich cest (Jelinek a kol., 2003). Sliznice poSevni piedsin€ se pirekrvuje a stavad se
nartizovélou (Riha a kol., 2003), na zevnim genitalu se miize zvysit prokrveni, objevuje se
otok a zarudnuti a zacina tvorba cervikalniho hlenu (Jelinek a kol., 2003). Dochazi k zvyseni
pohlavniho pudu samic, hlavni psychickou zménou je zvySena erotizace, neklid (Jelinek a
kol., 2003), buceni, plemenice maji mensi zdjem o krmivo, a mize dochazet ke snizovani
dojivosti. Objevuji se také pokusy o naskakovani na jina zvifata, ale tyto plemenice jesté
nejsou ve stadiu svolnosti k pafeni. Toto stadium trva u skotu 2 az 4 dny a vnéj$i projevy jsou

pozorovatelné 5 aZ 15 hodin (Riha a kol., 2004).
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8.2 Estrus

Estrus je doba sexualni vnimavosti, ktera je iniciovana zvySenim hladiny estrogent ze
zralych folikull tésné ptfed ovulaci (Frandson a kol., 2009). Estrogeny zpétné ptisobi na
hypotalamus tak, ze GnRH da povel hypofyze a ta snizi sekreci a uvoliiovani FSH
a spusti sekreci a uvoliiovani LH (Riha a kol., 2003), jehoz hladina se kratkodobé zvysi
a zapticini dozrani folikull a jejich ovulaci. K ovulaci u krav dochazi az po fiji a dostavuje se
spontanné (Jelinek a kol., 2003).

V estru dojde k dokonceni proliferativnich zmén na pohlavnim ustroji (Jelinek a kol.,
2003), na vaje¢niku je dokoncena regrese zlutého téliska, folikul dorostl do Graafova folikulu,
ktery ma primér 15 az 25 mm a vyklenuje se na povrch ovaria. Délozni kréek je otevien
a déloha vykazuje na pohmat silné kontrakce, vulva je edematickd (Riha a kol., 2003)
a vytéka z ni ¢iry a tahly hlen. Vrcholi pohlavni podrazdéni a dostavuje se fije (Jelinek a kol.,
2003). Chovani plemenice v estru se oproti proestru stava pasivnim, krava na sebe nechava
skékat ostatni zvifata, coZ je tzv. reflex nehybnosti a zaujima postoj k pateni (Riha a kol.,
2004). Tyto viditelné zmény se pouzivaji k urCeni ¢asu vhodného pro inseminaci (Peters
a Ball, 1995). Obecné se kravy, které se fiji rano zapousti odpoledne a ty které se fijeli vecer,
se zapou$ti druhy den rano (Frandson a kol., 2009). Rije trva v priméru 24 + 12 hodin

(Jelinek a kol., 2003) a u jalovic je o néco kratsi nez u krav (Frandson a kol., 2009).

8.3 Metestrus

Metestrus je charakterizovan sniZenim hladiny estrogenti (Riha a kol., 2003),
zvySenim hladiny progesteronu (Frandson a kol., 2009) a vysokou aktivitou LH, které pfi
optimalnim poméru s FSH vyvol4d za 10 aZz 12 hodin po skonceni fije ovulaci. Na misté
prasklého Graafova folikulu se vytvoii zluté télisko (Riha a kol., 2003), které je tvofeno
luteinovymi buiikami (Jelinek a kol., 2003) a které produkuje progesteron (Riha a kol., 2003).

PIn€ rozvinuté Zluté télisko ma pozoruhodny vliv na délohu. Endometridlni sliznice
délohy zhoustne, dé€lozni Zlazy se zvétsi a délozni svaly vykazuji zvySeny rozvoj (Frandson
a kol., 2009), nastupuje tzv. sekre¢ni stadium. Mizi piekrveni vnitinich i vnéjSich samicich
pohlavnich organt (Riha a kol., 2003), uzavie se délozni kréek a déloha ztraci sviij zvyseny
tonus a stava se méné drazditelnou (Jelinek a kol., 2003). Z vulvy vytékd snizené mnozstvi
houstnouciho hlenu a za 24 az 48 hod. po skonceni fije se objevuje krvavy vytok, ktery se
vyskytuje u viech plemenic (Riha a kol., 2004). Tento jev se nazyva metestrické krvaceni

(Frandson a kol., 2009). Sexualni chovani zvifat je charakterizovano uklidnénim, plemenice
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na sebe jiz nenechd skakat, ale snéasi jesté oCichévani jinymi plemenicemi a ojedinéle se

vyskytuji i pokusy o skakani na ostatni zvifata, tato fize trva 3 az 4 dny (Riha a kol., 2004).

8.4 Diestrus

Diestrus je typicky aktivitou progesteronu (Riha a kol., 2003) a dokon&enim vyvoje
zlutého téliska (Jelinek a kol., 2003), které se od 8. do 15. dne cyklu rozviji a dosahuje
velikosti 18 az 30 mm. Progesteron pfipravi délohu na pfijeti casného embrya, a pokud dojde
k zabieznuti (Riha a kol., 2004), vyvijejici se blastocysta drazdénim receptorti délozni sliznice
zamezi uvolnovani luteolyticky ptisobiciho PGF,, a zluté télisko zlstava na vajecnicich
a produkuje progesteron az do porodu (Jelinek a kol., 2003). V ptipadé, ze nedoslo k oplozeni
a samice nezabiezla, dochazi okolo 17. dne (Riha a kol., 2004) k produkci prostaglandinu z
endometria, ktery vyvola regresi Zlutého téliska, pterusi produkci progesteronu (Jelinek a kol.,
2003) a tak doje k uvolnovani negativni zpétné vazby na systém hypotalamo-hypofyzarni a
pod vlivem FSH K rtstu folikulu dalsiho estralniho cyklu (Riha a kol., 2003).

8.5 Folikularni viny

Studie, které pomoci ultrazvuku sledovali folikulové populace prokazaly, ze
folikularni rist u skotu se vyskytuje ve vinovém zptisobu. Vznik folikulérni viny u skotu se
vyznacuje nahlym (béhem 2-3 dni) rastem 8-41 malych folikult, které jsou nejprve zjisténé
ultrasonograficky v priméru 3-4 mm. Tempo rustu je podobné u vSech folikuli ve ving az do
cca 2. dne (Adams a kol., 2008), kdy je z kohorty vybrany tzv. dominantni folikul (DF), ktery
stanovi dominanci (Lucy, 2007), zatimco zbytek se stava atreticky a ustoupi (podiizené
folikuly) (Adams a kol., 2008).

Bylo prokazano, ze vice nez u 95% estralnich cykli u skotu je slozeno bud’ ze dvou,
nebo tii folikularnich vin, jejichz pomér ve skupiné krav je rizny. Jedno vinné cykly byly
pozorovany u jalovic v dobé puberty a u dospélych krav béhem prvniho intervalu po porodu.
Ctyf vInné cykly jsou pozorovany piilezitostné u skotu Bos indicus. Podil zvifat s dvémi nebo
ttemi vlnami v cyklu se 1i8i (Mapletoft a kol., 2002). Opakovatelnost stejnych vzort cykli je
vice nez dvojnasobné vyssi, nez je podil cykld, které zménily vzory (70% oproti 30%) a neni
ovlivnéna obdobim roku. Zvyseni podilu tfi vinnych vzort je spojena s nizkou trovni vyzivy
a tepelného namahani (Adams a kol., 2008). Na pocet folikularnich vin ma nejvétsi vliv
individualita jedincti (Mapletoft a kol., 2002).

Jednoduse feceno, vzorec viny folikulil se vztahuje na pravidelné, synchronné rostouci

skupiny antralnich folikulii. U skotu, se vznik folikularni viny vyznacuje ndhlym (béhem 1 az
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2 dni) ristem vice nez 20 malych folikult. Asi 2 dny je ristova rychlost podobna u celé viny
folikulti, pak je jeden folikul zvolen tak, aby i naddle rostl (dominantni folikul), zatimco
zbytek se stal atreticky (Mapletoft a kol., 2002). U obou dvou a tfi vinnych estralnich cykla
dochazi ke vzniku prvni folikularni viny v den ovulace (den 0). Ke vzniku druhé viny dochazi
9. nebo 10. den u dvou vinnych cykli, a 8. nebo 9. den u tii vinnych cykli. Ve trech vinnych
cyklech, se tieti vina objevuje 15. nebo 16. den (Adams a kol., 2008). Kravy s dvémi vinami
maji z druhé viny dominantni folikul, ktery jde k ovulaci, u krav se tfemi vinami vznika
ovulacni folikul az z tfeti viny (Lucy, 2007).

Postupné folikularni viny zGstanou neovulované az do luteolyzy, po té se dominantni
folikul stane ovulacnim folikulem, a vznik dalsi viny je zpozdén az do dne ovulace (Mapletoft
a kol., 2002). Dominantni folikul je fyziologicky projev koordinace vyvoje na matetfskou péci
u uniparnich zvitat. Zakladni funkce dominantniho folikulu je Zivit a nakonec uvolnit vajicko
a syntetizovat hormony, které fidi reprodukci. Dominantni folikul se 1i8i od ostatnich folikula
proto, ze mize uniknout atrézii (osud vSech ostatnich folikull), a pokud je vystaven LH, jeho
buniky se diferencuji do zlutého téliska. Pokud dominantni folikul dozrava v prib&hu lutealni
faze, podléha také atrézii. Dominantni folikul Ize fidit farmakologicky do protokoll pro
casovanou inseminaci a synchronizaci fije (Lucy, 2007). Vaje€nik, na kterém se vyviji
dominantni folikul je vybran nahodné, bez vlivu pfedchoziho dominantniho folikulu nebo CL
(Adams a kol., 2008). CL se diive objevi ve dvou vinnych cyklech (den 16), nez ve tiech
vinnych cyklech (den 19), coz vede k odpovidajicim rozdilim mezi délkou estralnich cykla
(20 — 23 dni) (Mapletoft a kol., 2002). Z toho divodu, tzv. 21 denni estralni cyklus dobytka
existuje pouze jako prumeér dvou a tii vinnych cykli (Adams a kol., 2008).

Maximalni pocet folikulti béhem folikularni viny byl v priméru 21,5 + 0,8 (rozmezi 8
— 54 folikult) a byla podobna u jalovic (20 + 1,1, rozpéti = 8 — 42) a krav (22.8 + 1.3, rozsah
=11 - 54). Kravy maji ve srovnani s jalovicemi delsi intervaly mezi ovulacemi (23,7 + 0,6 vs.
21,3 + 0,8 den), vétsi dominantni folikuly (15,8 £ 0,3 vs. 14,7 £ 0,5 mm) a delSi obdobi
dominance (7,6 = 0,3 vs. 6 £ 0,6 den). Opakovatelnost po¢tu folikula béhem viny pro
jednotlivce je 0,86 - 0,96, bez ohledu na roénim obdobi, pocet folikularnich vin v estralnim
cyklu, fazi laktace. Tak je tomu do 8 — 10 let, po té se pocet folikuli snizuje, ziejme
v disledku vycerpani primordialnich folikuli. Tato pozorovani naznacuji, Ze existuji
vyrovnavaci mechanismy, které¢ udrzuji vysokou opakovatelnost poctu folikuli b&hem
folikularni viny. Primér folikult byl v rozmezi 3-20 mm béhem folikularnich viny a nejvyssi

pocet folikuld byl ve velikosti od 3 do 3,9 mm (tii az pétinasobné vice) (Burns, 2005).
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Terminy recruitment, selekce a dominance se obvykle pouzivaji k popisu procesu,
jehoz prostifednictvim se dominantni folikul rozviji. Recruitment znamend, ze folikul (y)
zaCind zrat v prostiedi s dostateCnou stimulaci hypofyzarnich gonadotropini, umoziuje
pokrok smérem k ovulaci. Kohorta mtize mit riznou velikost. Selekce je proces, pii kterém je
vybran jeden folikul a pokud je kompetentni k dosazeni v€asné ovulace, miize se vyhnout
atrézii. Dominance zahrnuje prostfedky, které vybiraji (dominantni) folikul, nebo jeho
nastupce, zluté télisko. Folikul trva na své dominanci bilateralné nad vSemi ostatnimi folikuly,
urcuje déni v hypotalamu, hypofyze a na vajecnicich (Lucy, 2007).

Dalsi dva pojmy, emergence a deviace popisuji dalsi vlastnosti procesu. Emergence je
posledni den nebo vySetfeni (pokud je vice nez jedna zkouska na den) a budouci dominantni
folikul je velky 4 mm. Deviace je zacatek nejvétsiho rozdilu v tempech riistu mezi dvéma
nejveét§imi folikuly pfi nebo pied vySetfenim, kdy druhy nejvétsi folikul doséhne svého
maximalniho priméru (Lucy, 2007).

Vznik folikuldrni viny pfedchazi nartstu plazmatickych koncentraci FSH (Adams a
kol., 2008). Volba dominantniho folikulu zahrnuje zménu ve volném IGFI a zvySeni LH
exprese receptoru v granulézni bunécné vrstvé. Prostfednictvim téchto mechanismi,
dominantni folikul pfesouva svou zavislost z FSH na LH a nasledné potlacuje FSH k vyvolani
atrézie u dalsich folikulti v ramci kohorty. Poté, co se stane dominantni folikul LH-zavisly,

jeho osud je atrézie nebo ovulace (Lucy, 2007).

9 Historie prenosu embryi

Prvni pokusy o pfenos embryi byly provedeny v druhé poloviné 19. stoleti. V dubnu
roku 1980 se Waltrovi Heapovi podafilo provést prvni uspe€Sny embryo transfer a to u kralika
plemene angora a belgicky zajic (Betteridge, 2003). Heape popsal svou techniku pro
manipulaci s kralicimi embryi, ktera nabodaval na $picku jehly a prevadél je do piijemkyné
bez jejich drzeni v médiu (Hasler, 2014).

Prvni zaznamenané pouziti embryo transferu u hospodéaiskych druhi bylo na
Zemédelské a strojni Vysoké skole v Texasu, kde Warwick, Berry a Horlacher v roce 1932 a
1933 pouzili tuto techniku u ovci a koz. Usp&$né vyjmuli vajicko, ale protoze neméli
pfipravenou zadnou piijemkyni, vlozili vajicko zpét do jeho matky, kterd ho tispéSné donosila
a po 147 dnech porodila. Prvni pfenos embryi v pravém slova smyslu probéhl u ovci az v roce
1950 v Sovétském svazu a v roce 1957 v Polsku (Betteridge, 2003).
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Prvni telete vzniklé embryo transferem se narodilo v roce 1950, pod vedenim E. L.
Willeta a kolektivu na Univerzit¢ ve Wisconsinu. U kon¢ byl proveden prvni pfenos embryi
v roce 1974 v Japonsku (Hasler, 2014).

Prvni komer¢ni pfenosy embryi u skotu byly provadény v Severni Americe a v Anglii
v roce 1970. Pokrok v embryo transferu vyrazné ovlivnil dovoz evropskych masnych plemen
do USA a Kanady. Protoze byla tato zvifata velmi zadand a drahd, zacal se k jejich mnozeni
vyuzivat ve velké mife embryo transfer. Od roku 1973 az 1975, se zde po embryo transferu
narodilo 1500 simentalskych telat (Hasler, 2014). V Ceskoslovensku se prvni tele vzniklé
pfenosem cerstvého embrya narodilo v roce 1976 a v roce 1982 se narodilo prvni tele po
prenosu zmrazeného embrya (Riha, 1996).

Aby mohlo dojit k tspésnému provadéni embryo transferu, muselo dojit k pokroku
v nékolika jeho oblastech jako je superovulace a synchronizace, metody ziskavani a pfenosu
embryi, kratkodobé uchovavani a kryokonzervace (Hasler, 2014). Po roce 1980 doslo také k
doprovodnému pokroku v oblastech, jako je embryonalni mikromanipulace, oplodnéni in

vitro a molekularni biologie, ¢i ur€ovani pohlavi embrya (Betteridge, 2003).

9.1 Superovulace a synchromnizace

VétSina postuptt U embryotransferu skotu obvykle zaéina superovulaci darkyn.
K vyvolani se vyuziva bud’ komerén€ dostupné FSH, které bylo ziskdno z hypofyzy prasat
nebo eCG (Hasler, 2014). eCG bylo poprvé objeveno na Univerzité v Kalifornii a za druhé
svétové valky bylo vynaloZeno velké usili na jeho produkci, avsak ne za ucelem superovulace,
ale za ucelem rustu telat v Britanii (Betteridge, 2003). eCG zacal pouzivat P. Elsden v
Australii, kde FSH nebylo k dispozici, a tak udélal svij vlastni extrakt z koniské hypofyzy
a krve klisen v 80 — 120 dni biezosti. Vysledna séra mohla byt pouzita jen jednou, protoze zde
bylo riziko vzniku anafylaktického Soku. (Hasler, 2014).

Dal$im vyznamnym pokrokem bylo po roce 1970 pouZzivani PGF,, a jeho analogl
k synchronizaci fije u hospodarskych zvifat. Synchronizace umoznila to, ze embryo transfer
nebyl zavisli na pfirozeném cyklu zvifat, a tak nemusela byt chovana velkd a drahd stada

potencialnich piijemkyn (Betteridge, 2003).

9.2 Metody ziskavani a pFenosu embryi

Chirurgické metody ziskavani embryi byly nejprve vyvinuty u pst a byly pouzity
v pocatcich embryo transferu u ovci, koz a skotu (Betteridge, 2003). U skotu byla embrya

témet vyhradné prendsena chirurgicky pies bfisni sténu. Bohuzel, tato metoda neumoznovala
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provadét embryo transfer jinde, nez v dobfe vybavenych ordinacich. Dalsi nevyhodou bylo to,
ze prenos nesel provést u laktujicich krav a nékdy mohl zpusobit i neplodnost. Do roku 1980
byl vyuzivan pienos embryi ptes bok kravy, ktery byl mnohem rychlejsi nez predesly zplsob,
bylo mozné ho provést pfimo na farmé a vyZzadoval minimalni vybaveni. Tento zplisob mél
vysokou spésnost a byl pomérné snadny (Hasler, 2014).

Nicméné uz od roku 1950 se Rowson a jeho tym snazili provadét prenosy embryi u
skotu ptes d€lozni Cipek, coz vsak bylo komplikovano problémy s infekci a vyloucenim
vajicek. Prvni zprava o narozeni telete z nechirurgickych metod pienosu embrya pfisla az
vroce 1964. V Japonsku Sugie pod vedenim Moora a Rowsona v roce 1965 také dosahl
uspéchu s transvaginalnim pfenosem a to tak, ze prochdzel déloznim c¢ipkem ve spojeni
s insuflaci CO2, aby se ujistil, Ze jehla slouZici k ulozeni embrya byla skutecné v délozni
dutiné. Navzdory urCitym uspéchiim, transcervikalni pfenos docasné ztratil na popularité
v konfrontaci s mnohem lepsimi vysledky dosazenymi chirurgickymi metodami v Cambridge
na konci roku 1960 (Betteridge, 2003).

Nechirurgické vyplachovani od roku 1975 prakticky nahradilo komeréni chirurgické
pfenosy embryi. Pfechod z chirurgickych metod na nechirurgické byl pomérné slozity, a to
proto, ze nebyly jesté zcela vyvinuty nastroje na jeho provedeni a také byly zapotiebi odborné
znalosti pracovnik hlavné z oblasti rektalni palpace a inseminace. Z pocatku se vyuzivali
upravené Foley katetry, které nahradili silikonové katetry vyrabéné v rtiznych délkach a

velikostech (Hasler, 2014).

9.3 Kratkodobé uchovavani

Pincus a Kirsch v roce 1936 zjistili, Ze embryo mize byt na uréitou dobu pieneseno do
vejcovodu kralika, bez nutnosti synchronizace (Betteridge, 2003). Tato technika se v malém
meéftitku pouzivala pro pievazeni embryi skotu na delsi vzdalenosti. Embryo mohlo byt takto
umisténo ve vejcovodu kralika az Ctyfi dny a po té uspésné pieneseno do piijemkyné (Hasler,
2014).

V zacatcich embryotransferu se asto pouzivalo na vyplachovani a uchovavani embryi
homologni sérum (Hasler, 2014). V roce 1969 Rowson a jeho kolektiv srovnavali toto
homologni sérum a TCM 199, které vybrali jako alternativni médium proto, Ze bylo snadno
k dispozici v laboratotich. Vysledek byl prekvapivy, protoze po pouziti séra nebylo dosazeno
zadné brezosti. Naopak TCM 199 mélo velky uspéch (Betteridge, 2003). Nekteti odbornici si

také vyrabéli své vlastni sérum na vyplachovani a uchovavani embryi (Hasler, 2014).
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9.4 Zmrazovani embryi

V roce 1947 M. C. Chang uspésné prenesl krali¢i embrya, ktera ochladil na 10°C. O
dva roky pozd¢ji byl v Anglii Ch. Polgem objeven kryokonzervaéni vliv glycerolu na savci
spermie a m¢l nesmirny dopad na Zivoc¢isnou vyrobu a zvlasté pak na embryo transfer
(Betteridge, 2003).

V roce 1972 byla zmrazena embrya mysi, ktera byla nasledné rozmrazena a uspésné
pfenesena. Na tento uspéch navazali v roce 1973 Wilmut a Rowwson a to narozenim prvniho
telete po ptenosu kryokonzervovaného embrya (Hasler, 2014). Nicméné, s aplikaci v praxi byl
problém, protoze mladsi embrya ve fazi §tépeni nebo brzké moruly, ktera byla v t¢ dobé
pfenaSena, tento postup neptezila. Praktickd aplikace pfiSla az pozd¢ji v tomto desetileti, kdy
Trounson a Willadsen a jejich tym v Cambridge piesli k transcervikalnimu vyplachu
a prenosu pozdni moruly a brzké blastocysty, které mnohem Iépe sndsi zmrazovani
a rozmrazovani (Betteridge, 2003).

V roce 1977 se vyvinula technologie zmrazovani ve sklenénych ampulich, sériové
plnénych ziedénym DMSO a dvoustupnové, tii hodinové programy, zahrnujici zchlazovani o
0,1°C a 0,3°C za minutu. V roce 1980 se zacalo vyuzivat mrazeni v 0,5 ml pejetach, embrya
ekvilibrovala ptimo v 10 % glycerolu a byl jen jednostupiiovy program chlazeni klesajici asi 0

0,4°C za minutu, ktery trval jen hodinu a pil (Hasler, 2014).

10 Priprava darkyné

Ptiprava darkyn€¢ zahrnuje n¢kolik krokti. Prvnim z nich je synchronizace estralnich
cykld, nasleduje synchronizace vzniku folikularni viny, superovulace a nakonec inseminace.
Embryo transefer se vyuziva nejen u riznych plemen, ale i u riznych druht skotu, jako je Bos
taurus nebo Bos indicus (Baruselli a kol., 2006). Mezi t€émito druhy vSak existuji vyznamné
rozdily v reprodukéni fyziologii, které mohou mit vliv na U€innost superstimulacnich
programt (Baruselli a kol., 2011). Konkrétné, B. indicus je citlivéjsi na gonadotropiny, ma
kratsi fije s CastéjSim prube¢hem v noci (Baruselli a kol., 2006). B. indicus ma oproti B. Taurus
vice folikult pfijatych do folikularni viny (30 — 60 ve srovndni s 15 — 33), mens$i primér
dominantniho folikulu (6,0 oproti 8,5 mm) a mens$i maximalni primér dominantniho folikulu
(10 — 12 proti 14 — 20 mm) a s tim spojeny men$im primér zlutého téliska (17 - 21 oproti 20
- 30 mm). Tyto rozdily mezi B. taurus a B. indicus je tfeba vzit v Gvahu pii planovani

programti superovulace a embryo transferu. Kravy pouzivané jako darkyné¢ by mély byt
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reprodukéné zdravé, 50 — 120 dni po porodu a mély by u nich probéhnout alespoii dva fijové

cykly (Baruselli a kol., 2011).

10.1 Synchronizace estralnich cykli

K synchronizaci estradlnich cykll vyuzivame hormondlni pfipravky na bazi
prostaglandind, syntetického progesteronu (P4) nebo progestiny. Synchronizace fije znamena
manipulaci s estralnim cyklem (Islam, 2011). Synchronizaci je mozno zkratit interval mezi
dvéma fijemi (z 21 dnti na méné€ nez 5). Existuji dva zakladni postupy synchronizace fije a to
zkracovani nebo prodluzovani lutealni faze cyklu (Kralova a Sichtat, 2014).

Zkracovani lutealni faze cyklu se provadi aplikaci ptipravki s luteolytickym ucinkem.
Tim je vyvolana regrese zlutého téliska, pokles hladiny progesteronu a nasledné se zahdji rust
a zrani Graafova folikulu (Murugavel a kol., 2003).

Podani PGF,, a jeho analogi je jeden z nejstarSich zptisobti synchronizace fije. PGF,,
pusobi jako luteolytické ¢inidlo, ale je u¢inny pouze pii aplikaci v 8. — 17. dni estralniho
cyklu, kdy je ptitomno zluté télisko (Islam, 2011). Podani PGF,, Vv jedné davce je dostacujici,
pokud je na vaje¢niku piitomno funkéni CL (Murugavel a kol., 2003). Pokud neni znama faze
estralniho cyklu, doporucuje se aplikovat dvé injekce prostaglandinli v rozmezi 10 az 14 dnt.
Vsechny cyklujici kravy by mély reagovat na druhou aplikaci PGF,,, nezavisle na fazi cyklu
ve kterém byla 1écba zah4jena.

Prodluzovani lutealni faze nebo umélé navozeni lutealni faze se provadi aplikaci latek
S progestatnim ucinkem, jako jsou progestiny, napif. melengestrolacetat - MGA nebo
synteticky progesteron (P4) (Islam, 2011).

Melengestrolacetat (MGA) je progesteron, ktery se podava v krmivu a existuje nékolik
variant jeho podavani (Patterson a Smith, 2007). Nejjednodussi je podavani 0,5 mg/ks/den po
dobu 14 dna (Islam 2011), kdy se fije dostavuje v priméru za 10 dni po ukonceni 1éCby
(Patterson a Smith, 2007). Dalsi variantou je podani injekce prostaglandinu za 15 az 19 dni
po odstranéni MGA z krmiva (Islam 2011). Pti aplikaci PGF2a jsou zvifata v pozdni lutealni
fazi, coz zkracuje dobu synchronizace (Patterson a Smith, 2007). Rije by se méla u plemenic
objevit 48 hodin po vysazeni MGA (Wood a kol., 2007). Také je mozno aplikovat dveé
injekce prostaglandinu, jedenu v dobé ukonéeni podavani MGA a dalsi za 15 dnl. Tim se
snizuje Cas na detekci fije a dochazi k lepsi synchronizaci (Islam 2011). Existuji i dal$i variaty
aplikace MGA (Wood a kol., 2007).

Progesteron (P4) a jeho derivaty je dalsi zpiisob jak regulovat funkci zlutého téliska

(Peters a Ball, 2004). Synchronizace fije progestogeny, udrzuje vysoké hladiny progesteronu

36



Vv téle samice i po regresi zlutého téliska (Islam 2011), potlacuje uvoliiovani gonadotropinti a
tim zrani folikulti. Pokud je progesteron podavan skupiné plemenic v ndhodné fazi estralniho
cyklu, je nejvhodnéjsi zvolit 1écbu trvajici 16 dni (délka lutedlni faze cyklu). Progesteron je
mozné podavat i 18-21 dni nebo jen 7-12, ale tyto zpiisoby nemaji tak dobré vysledky (Peters
a Ball, 2004). Rije se dostavuje za 2-5 dni po odstranéni progestinu (Islam 2011).

Progesteron Ize aplikovat pomoci podkoznich (napt. Crestar) nebo intravaginalnich
insertt, které se vyuzivaji ¢astéji. Mezi intravaginalni inserty patii PRID-Delta (progesterone-
releasing intravaginal device) obsahujici 1,55g P4 a CIDR (controlled internal drug release),
obsahujicich 1,38g P4 (Kralova a Sichtat, 2014), ktery je navrZen tak, aby zvysil koncentraci
progesteronu v krvi alespoii na 2 ng/ml po dobu az 10 dni. CIDR se snadno vklada do pochvy
a ma pruznou $iirku k snadnému vyjmuti. CIDR se aplikuje na 7 dni a po vyjmuti vyvola
rychly pokles hladiny progesteronu v plazmé, coz vede k synchronizaci tije (Islam 2011).

Tyto vyrobky lze Gsp&§nd vyuzit pro cyklujici i necyklujici kravy (Kralova a Sichtat, 2014).

10.2 Synchronizace vzniku folikularni viny

Variabilita superovula¢ni odpovédi a Cas a Usili potfebné k oSetieni a detekci fije byly
hlavnimi limitujicimi faktory ovlivilujici GspéSnost technologie embryo transferu
v genetickych Slechtitelskych programech (B6 a kol., 2008). Hlavnim zdrojem variability v
superovula¢ni odpovédi u skotu je vyvojovy stav ovaridlnich folikulii v dobé zahajeni
podavani gonadotropint. I pfesto, Ze byly vyvinuty protokoly, kterymi je fizen vznik
folikularni viny, nebyla kompletné odstranéna variabilita superovulacni reakce. (Mapletoft a
kol., 2002).

Nejcastéji pouzivany pfistup k synchronizaci vzniku folikularni viny pro superovulaci
je estradiolova lécba, kterou nelze pouzit v mnoha zemich kvili obavam z G¢inku
estrogennich latek v potravinovém fetézci (B6 a kol., 2008). Kromé¢ estradiolu se k vyvolani
folikularni vlny pro synchronizaci vyuziva jest¢ GnRH, LH, hCG a progesteron (P4). MoZné
je 1 mechanické ovladani pomoci folikularni ablace (Baruselli a kol., 2011). Tyto metody se
vyuzivaji u skupiny skotu Bos taurus i Bos indicus (Baruselli a kol., 2006). Alternativou také
muze byt pouziti FSH nebo eCG k zahdjeni nové viny, bez ohledu na pfitomnost

dominantniho folikulu, po kterém nasleduje superovulacni oSetieni (B6 a kol., 2008).

10.3 Folikularni ablace

Alternativou k pouziti estradiolu v superovulacnich protokolech je odstranit supresivni

ucinek dominantniho folikulu (Mapletoft a Bo, 2015). K tomu se vyuziva folikularni ablace
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provedena za pomoci transvaginalniho ultrazvukového vysSetieni (Bergfelt a kol., 1997). Pii
folikularni ablaci je mozno odstranit v§echny folikuly > 5mm, nebo jen dva nejvétsi folikuly
(B6 a kol., 2008). Bylo zjisténo, ze ablace pouze dvou nejvétSich folikulti je dostacujici
k vyvolani nové viny, ktera se vyskytuje o 24 az 36 hodin pozdéji. V této dobé je zahajena
superovulace (Mapletoft a Bo, 2015). Folikularni ablaci lze elektivné odstranit dominantni
folikul v kterékoli fazi estralniho cyklu, bez ptedchozi znalosti o jeho stavu, a vyvolat vznik
viny s vysokym stupném konzistence (Bergfelt, 1997). Nevyhodou folikularni ablace je, Ze
vyzaduje ultrazvukové zatizeni a vyskoleny personal, coz limituje jeji vyuziti v terénu
(Mapletoft a B6, 2015). Po té co je provedena folikularni ablace nésleduje podani

gonadotropint

10.4 Gonadotropiny a superovulace

Faktory spojené s podavanim exogennich gonadotropint, které maji vliv na

superovulaéni reakci zahrnuji zdroj, davky a biologickou aktivitu gonadotropinu. K vyvolani
superovulace se pouzivaji tfi rizné druhy gonadotropnich ptipravkd. Jsou to gonadotropiny
ziskané z vytazkii hypofyzy prasat, nebo jinych domacich zvitat, konsky choriovych
gonadotropin (eCG) nebo lidsky menopauzalni gonadotropin (Mapletofta kol., 2002). Lidsky
menopauzalni gonadotropin nenabizi Zadné vyhody u skotu a nepouZivd se v komer¢nich
prenosech embryi. Naopak nejCastéji se vyuzivaji vytazky z hypofyzy prasat (Mapletoft a Bo,
2015).
Hypofyzarni extrakty obsahuji FSH a LH. Jejich biologicky polo¢as u kravy se odhaduje na 5
nebo méné hodin. K uspé€Snému vyvolani superovulace musi byt aplikovan dvakrat denné
(Mapletoft a Bo, 2015). Obvykly lécebny rezim FSH je intramuskularni oSetfeni dvakrat
denné na 4 nebo 5 dni v celkové davce 28 — 50 mg z surového extraktu hypofyzy (Mapletoft a
kol., 2002), nebo 260 — 400 mg NIH-FSH-PI castecné cisténého extraktu hypofyzy
(Folltropin®-V, Bioniche Animal Health Inc., Belleville, Ontario, Kanada). Za 48 nebo 72
hodin po zahajeni 1é¢by, je podavan PGF, na indukci luteolyzy. Rije se dostavi za 36 az 48
hodin po podéani prostaglandinu a ovulace zac¢ind o 24 az 36 hodin pozdéji (Mapletoft a Bo,
2015).

Konisky choriovy gonadotropin je komplexni glykoprotein jak s FSH tak 1 LH
aktivitou. Jeho polocas rozpadu u skotu ¢ini 40 hodin a v krevnim ob¢hu skotu ptetrvava az
po dobu 10 dnti (Mapletoft a kol., 2002). Obvykle se tedy aplikuje jednorazoveé, ve forme
intramuskularni injekce, po které za 48 hodin nasleduje injekce PGF,,. Tento dlouhy polocas

muze zpusobit 1 fadu vedlejSich ucinkt, jako je trvald stimulace vaje¢niki, neovulovani
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folikulti, abnormalni endokrinni profily a snizena kvalita embryi. Tyto problémy lze do
znané miry piekonat podanim intravenozni injekce protilatek proti eCG v dobé& prvni
inseminace, 12 — 18 hodin po nastupu fije. Doporué¢ené davky eCG jsou v rozsahu 1500 —
3000 IU (Mapletoft a B6, 2015).

V nékolika pokusech zkoumajicich plisobeni FSH a eCG bylo zjisténo, ze
superovula¢ni odezva po pouziti eCG je nizsi, nez pii pouziti FSH (Hasler, 2014). V jinych
pokusech v8ak nebyl zjistén vyrazny rozdil mezi témito hormony (Mapletoft a Bo, 2015).
Napftiklad ve studii krav opakované superovulovanych v intervalu Sedesati az devadesati dni,
vice nez 1 rok pomoci hypofyzarnich extrakti (Folltropin®-V nebo FSH-P) a eCG, a to s
nebo bez pouziti protilatky k eCG (Neutra-PMSG, Intervet, Boxmeer, Holandsko). I piesto
vSak bylo po pouziti Folltropin®-V ziskano vice embryi nez s eCG (Mapletoft, 2002).

Folikulogeneze u saveu vyzaduje jak FSH, tak LH. V komeréné vyrabénych
pripravcich existuje variabilita v obsahu FSH a LH. Pomoci testid byl zjistén rizny pomér
FSH a LH v eCG. Tento pomér se lisil jak u jednotlivych biezich klisen mezi sebou, ale i v
ramci stejné klisny v riznych ¢asech v pribéhu biezosti (Murphy a Martinuk, 1991).

Vycisténé hypofyzarni vytazky s nizkym obsahem LH maji lepsi superovulacni
odezvu. Vysoké davky LH maji za nasledek horsi kvalitu embryi a miize zpusobit pfedcasnou
aktivaci oocytu. Né&kolika experimenty bylo zjiSténo (Mapletoft a Bo, 2015), ze LH v
ptipravcich FSH ovliviiuje superovulacni reakci a Ze maximalni pfijatelné mnozstvi LH se

zda byt mezi 15 a 20%. Idealni pomér FSH/LH je tedy 5:1 (Willmott a kol., 1990).

10.5 Protokoly pouzivané k aplikaci gonadotropint

V soucasné dobé existuje mnoho komer¢nich ptipravkd pozivanych k superovulaci
darkyn, napiiklad piipravek Stimufol®(Stimufol®, Reprobiol SPRL, Lorcé, Stoumont,
Belgie) a Pluset®(Pluset®, LaboratoriesCalier, S.A., Barcelona, gpanélsko).

Stimufol® je lyofilizovana latka obsahujici 500 pg praseciho FSH a 100 ug praseciho
LH. Podéavani a davkovani: lyofilizovana latka se rozpusti v 10ml rozpoustédla a aplikuje se
intramuskularné v 8 frakcich. Aplikace se provadi dvakrat denné po 12 hodinach po dobu 4
dnti od 9. do 12. dne estralniho cyklu. Davka mtzZe byt rozdélena na 8 stejnych davek nebo na
8 davek, které se v pribehu podavani zmensuji. Podavani Stimufolu dopliiuje luteolyticka
1écba.

Pro kravy se doporucuje davka 450-500 pg praseciho FSH pro 4-denni 1écbu. Pri
rozdéleni davky na 8 stejnych ¢asti to odpovida 1,1 az 1,25 ml v kazdé injekci. Pokud se

Stimufol® aplikuje v protokolu se snizujici se davkou, miZe se vyuzit nasledujicich schémat:
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1. ptiklad:

1. den: 1,7 az 1,9 ml v kazdé z obou injekci,
2. den: 1,4 az 1,6 ml v kazdé z obou injekect,
3. den: 0,8 az 0,9 ml v kazdé z obou injekci,

4. den: 0,6 ml v kazdé z obou injekei.

2. ptiklad:

1. den: 1,4 az 1,6 ml v kazdé z obou injekect,
2. den: 1,2 az 1,4 ml v kazdé z obou injekect,
3. den: 1,0 ml v kazdé z obou injeket,

4. den: 1,0 ml v kazdé z obou injekci.

Pro jalovice je doporuc¢ena celkova davka na 4 denni protokol 320-360 pg prase¢iho FHS,

kdy pii 8 stejnych davkach je vjedné injekci 0,8 do 0,9 ml. Pro snizujici se davku je

doporuceno toto schéma podavani:

1. den: 1,1 az 1,2 ml v kazdé z obou injekci,
2. den: 0,9 az 1,0 ml v kazdé z obou injekci,
3. den: 0,6 az 0,7 ml v kazdé z obou injeket,

4. den: 0,6 az 0,7 ml v kazdé z obou injekci.

Pluset® je lyofilizovany prasek, jehoZ jedna lahvicka obsahuje 500 IU prase¢iho FSH a

500 IU praseciho LH. Tento prasek se pted aplikaci rozpusti v 10,5ml rozpoustédla. Podavani

je intramuskularni a mélo by byt zahajeno mezi 9. — 12. dnem estralniho cyklu, pficemz

nejlepsich vysledkt je dosazeno pii zahajeni aplikace v 11. dni. Za 60 anebo 72 hodin po

prvni aplikaci Plusetu by se mé&la intramuskularné aplikovat luteolyticka davka PGF,,. Rije se

dostavi 40-48 hodin po aplikaci PGF,, a inseminace by se méla provést 12 hodin po nastupu

fije s naslednou reinseminaci po 12 hodinéch.

Celkova doporucend davka je v rozsahu 800 az 1000 IU, pticemz 800 IU je doporucena

davka pro jalovice a masny skot. Dojnicim je mozno aplikovat az davku 1000 IU. Pluset”® se

podava 4-5 dni, dvakrat denné s odstupem mezi aplikacemi 12 hodin.

Doporucené davkovaci schéma pii aplikaci 800 IU, které budou podany v priabéhu 4 dnt je:

1. den: 1. davka — 3,0ml (150 IU FSH + 150 TU LH); 2. davka — 3,0ml (150 IU FSH +
150 U LH)

2. den: 1. davka — 2,5 ml (125 TU FSH + 125 TU LH); 2. davka — 2,5 ml (125 U FSH
+125 U LH)
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- 3.den: 1. davka— 1,5 ml (75 IU FSH + 75 IU LH); 2. davka — 1,5 ml (75 IU FSH + 75
IU LH)
- 4.den: 1. davka — 1,0 ml (50 IU FSH + 50 IU LH); 2. davka — 1,0 ml (50 IU FSH + 50
IU LH)
Doporuc¢ené davkovaci schéma pfi aplikaci 1000 IU, které budou podany v prubéhu 5 dnt je:
1. den: 1. davka — 3,0ml (150 IU FSH + 150 IU LH); 2. davka — 3,0ml (150 IU FSH +
150 IU LH)
- 2.den: 1. davka — 2,5 ml (125 TU FSH + 125 U LH); 2. davka — 2,5ml (125 IU FSH +
125 1U LH)
- 3.den: 1. davka — 2,0 ml (100 TU FSH + 100 IU LH); 2. davka — 2,0 ml (100 1U FSH
+100 IU LH)
- 4.den: 1. davka — 1,5 ml (75 IU FSH + 75 TU LH); 2. davka — 1,5 ml (75 IU FSH + 75
IU LH)
- 5.den: 1. davka — 1,0 ml (50 IU FSH + 50 IU LH); 2. davka — 1,0ml (50 1U FSH + 50
IU LH)

Tradi¢ni protokoly, pfi kterych se aplikuji intramuskularni injekce dvakrat denné, jsou

Casové naro¢né a dochazi pii nich k nezadoucimu stresovani darce. Proto byly vyvinuty
zjednoduSen¢ superovula¢ni protokoly (Mapletoft a Bo, 2015).

Byly provedeny studie, které zkoumaly ucinek pouziti Folltropin®-V jako jediné
subkutanni bolusové injekce na vyvolani superovulace u skotu. Tato injekce aplikovana
v davce, ktera odpovida 400 mg NIH-FSH-P1 vyvolava srovnatelnou superovulacni odezvu,
jako tradi¢ni protokol, s aplikaci dvakrat denné po 4 dny. Dobrych vysledki bylo dosazeno,
pokud tato injekce byla aplikovana za rameno (Mapletoft a kol., 2002). Tento zptsob podani
vSak doséhl dobrych vysledkli pouze u darkyin s bodem télesné kondice vice nez tii (na
stupnici do péti). Aby se superovulacni odpovéd zlepsila i u krav s niz§Sim bodovym
ohodnocenim, byla tato jedna davka rozdélena do dvou. Prvni den 1écby bylo subkutanné
aplikovano 75% davky FSH a zbyvajicich 25% bylo podano o 48 hodin pozdéji (Mapletoft a
Bo, 2015). V jedné studii u jalovic Bos indicus vyvolala jedna podkozni injekce Folltropin®-
V podstatné vétsi superovulacni odezvu nez aplikace dvakrat denné v tradiénim 1écebném
rezimu. Tento rozdil by mohl byt zplsoben vyrazny sniZenim stresu u oSetfovanych zvirat
(Mapletoft a kol., 2002).

Dalsi alternativou pro vyvolani superovulace s jedinou injekci FSH je kombinace extraktu

hypofyzy s latkami, které zplsobuji postupné uvoliiovani hormonu v pribéhu nékolika dni.
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Tyto latky se oznacuji jako polymery a jednd se o biologicky rozlozitelné latky, které jsou
nereaktivni ve tkanich, coz usnadnuje jejich pouziti u zvifat (Baruselli a kol., 2011).

Byla provedena série pokust, ve kterych FSH bylo zifedéno 2 % roztokem hyaluronanu a
bylo aplikovano ve form¢ jedné intramuskularni injekce. Tato aplikace vyvolala stejnou
superovula¢ni odezvu jako tradi¢ni superovula¢ni protokol. Protoze se vSak 2 % hyaluronan
obtizn¢ michal s FSH a niz§i koncentrace byla méné ucinnd, doSlo k vyvinuti nového
protokolu. V tomto protokolu doslo k rozdéleni jedné injekce na dvé davky v rozestupu 48
hodin, FSH je roziedéno 10 ml 1 % nebo 0,5 % roztoku hyaluronanu. Dvé tietiny davky FSH
jsou podany prvni den a zbyvajici jedna tietina davky se aplikuje o 48 hodin pozdé&ji. Pouziti
tohoto protokolu vyvolava stejnou superovulaéni odpovéd’ jako pouziti tradi¢nich protokolil a
navic roztoky hyaluronanu se snadno michaji s FSH.

Inseminace se provadi za 12 az 24 hodin od zac¢étku fije a vétSinou nasleduje reinseminace

za dalSich 12 hodin (Mapletoft a Bo, 2015).

11 Priprava prijemkyné

Jako pfijemkyné jsou vétSinou pouzivany jalovice, a to z diivodu lepSiho zabfezavani.
Pokud jsou jako piijemkyné zvoleny kravy, mély by byt alesponi 45 dni po oteleni. U krav je
vyhodou znat jejich reprodukéni historii. Pfedpokladem pro Gspé$né pfijmuti embrya je jejich
dobry zdravotni stav a télesna kondice (Robertson, 2015). Ptijemkyné embryi mohou byt
vybrany po pfirozené fiji nebo je mozno vyvolat fiji pomoci synchronizacnich postupt.
Synchronizaci je nutno zahdjit tak, aby piijemkyné byla ve stejné fazi cyklu jako darkyné pfi
vyplachu (Peters a Ball, 1995). Bez ohledu na pouzitou metodu synchronizace fije je dilezita
spravna a Castd detekce fije. Pro synchronizaci piijemct se vyuzivaji stejné hormonalni
ptipravky jako pro synchronizaci estralnich cykli u darci. Jednd se o prostaglandin,
progesteron a melengestrolacetat, jejichz pouziti je popsano vySe. Piijemkyné
synchronizované s PGF,, jsou osetfeny 12-24 hodin pied darkynémi, protoze k PGF,
vyvolané fiji dojde za 60-72 hodin, zatim co u superovulovanych darkyn dojde k tiji uz za 36
az 48 hodin.

Techniky embryo transferu byly dale zdokonaleny, tak aby nepotiebovaly detekci fije.
U darkyné se k tomuto Gcelu pouZziva synchronizace folikularni viny. U pfijemkyné je mozZno
vyuzit protokoly k nacasovani inseminace na bazi GnRH nebo estradiolu (Mapletoft, 2006).

Jak jiz bylo uvedeno, pouzivani estradiolu je v mnoha zemich zakazano (B¢ a kol., 2008).
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Na bazi pouziti GnRH je zalozen protokol nazvany "Ovsynch". Sedm dni po prvni
injekce GnRH je aplikovana injekce PGF,,, po které za 48 hodin nasleduje injekce GnRH. Za
0-24 hodin je samice Vv tiji. Ovsynch protokol dosahuje lepSich vysledki u krav nez u jalovic.
dominantniho folikulu. Jistého zlepSeni vysledkii 1ze dosahnout po ptidani CIDR k tomuto
protokolu (Mapletoft, 2006).

12 Vyplach embryi

Vyplach se provadi za 6 — 7 dni poté, co darkyné byla inseminovéna, protoze v tento
Cas embrya nejlépe snasi manipulaci (Robertson, 2015). V tuto dobu uz také sestoupila do
délohy a tak je mozno je ziskat nechirurgickou metodou ptes délozni ¢ipek.

Darkyné je fixovana v Kleci a ma piedni nohy o 30 az 35 cm vySe nez zadni (Peters a
Ball, 1995). Timto postavenim se organy posunou dozadu a déloha ma tendenci zvednout se
nahoru, coz usnadiiuje pfistup pro manipulaci. Nejprve se vysetii oba vajecniky a odhadne se
pocet zlutych télisek (Robertson, 2015). Pokud je na vaje¢nicich pozorovana pozitivni reakce
na superovulaci aplikuje se kravé epiduralni anestezie (Peters a Ball, 1995), naptiklad 3-5 ml
2% Lidocainu. Nekdy se jesté pred epiduralni anestezii aplikuji sedativa (napt.0,1 ml Rompun
(Xylazin)). Po té se omyje nebo otfe perinealni oblast a ocas se pfivaze na stranu. Timto je
krava ptipravena k vyplachu (Robertson, 2015).

K nechirurgickému vyplachu embryi potfebujeme katetr, mandrén, filtry na zachyceni
embryi a vyplachovaci médium. Volba katétru je ovlivnéna typem vyplachu (rohy nebo télo)
a vékem kravy (Robertson, 2015). Katetry jsou vyrabény v riznych délkach a velikostech
(Hasler, 2014). V soucasné dobé se pouzivaji napf. 52cm silikonové 16 nebo 18 French
katetry s 5 ml baléonem, vhodné pro vSechny vyplachy (Bioniche). 5 ml balonek se v ptipadé
potieby nafoukne az do objemu 20 — 30 ml (Robertson, 2015). K prichodu déloznim hrdlem
se pouziva kovovy mandrén, ktery se vklada do katetru (Hasler, 2014). Prichod katetru je
podobny jako u umélé inseminace, s vyjimkou, ze katetr je podstatné vetsi. Béhem zavadéni
katetru je tieba byt opatrny a vyhnout se zranéni délohy. Pro prichod zakiivenym déloznim
hrdlem lze pouzit cervikalni dilatator (Robertson, 2015).

Pokud je katetr zaveden a upevnén balonkem, muze se piejit k vyplachu médiem. V
soucasné dobé¢ existuje fada firem, které vyrab&ji médium urcené k vyplachovani, uchovavani

a kryokonzervaci embryi skotu (Hasler, 2014). Napf. médium z Bioniche nazyvané Vigro
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Complete Flush™, které obsahuje povrchové aktivni latky (polyvinyl alkohol) a antibiotika

(gentamicin a kanamycin). VSechna pouzivana zatizeni musi byt sterilni (Robertson 2015).

12.1 Vyplach téla

vvvvvv

vyplachu téla se balonek nafoukne tak, aby zabranil Uniku média pies délozni Cipek. Aby
doslo k spravnému vyplachnuti je diilezité spravné nafouknuti balonku. Prefouknuty nebo
podhustény balonek miize zplsobit potize. Kdyz se balének nafoukne a spravné umisti,
mandrén se vyjme (Robertson 2015).

Jakmile je katétr spravné usazen, mize byt proplachovaci médium podavano
gravitaéné, injek¢ni stiikackou, nebo ¢erpadlem (Hasler, 2014). Robertson (2015) doporucuje
pouzit celkem 400 ml proplachovaciho média k vyplachu obou rohti najednou. Pét proplach
je provadéno s témito ¢astkami: Prvni a druha infuze - kazda 50 ml (25 ml do kazdého rohu),
tieti infuze - 100 ml (50 ml do kazdého rohu), ¢tvrta infuze - 150 ml (75 ml do kazdého rohu)
a pata infuze - 50 ml (25 ml do kazdého rohu). Po kazdé infuzi se cela déloha masiruje a pak
se odstrani proplachovaci médium. Pfiblizné¢ polovina média vytékd pomoci gravitace,

zatimco druhé polovina se musi vytlacit pomoci prstu.

12.2 Vyplach rohii

Klicem k uspésnému vyplachu rohli je mit perfektné sedicich katetr. Pfehustény
balonek zpusobuje trhani endometria. Pokud bude baloének podhustén, dojde Kk posunuti
katetru az k déloznimu ¢ipku. K vyplachu rohti je vhodnéjsi zplostély a protahly balonek.

Spravné umisténi manzety je dole v rohu. Rohy se obvykle proplachuji pétkrat az
Sestkrat do Spicky kazdého rohu. MnoZstvi média je takové, aby bylo dosaZzeno mirné expanze
rohu (15 — 50 ml v zavislosti na velikosti rohu). V prubéhu kazdé infuze se provadi masaz
Spi¢ky rohu. VétSina média odtéka samospadem. Po dokonéeni prvniho rohu se katetr vyjme,
vloZi se mandrén a katetr se zavede do druhého rohu.

Po vyplachu se kravé podavaji prostaglandiny, aby nedoSlo k nechténé biezosti.
Alternativou je podavat prostaglandiny intramuskuldrné dvakrat denné po dobu tii dnl

(Robertson 2015).
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13 Izolace embryi

Vyplachovaci médium mize byt po vyplachu zachytdvano dvéma zplsoby. Jednim
Z nich je zachytdvani embryi do sterilnich filtrG pro odbér embryi (napt. EZ Way filter, SPI™,
PETS, Canton, TX, USA), pficemz vyplachové médium odtéka (Stringfellow a Givens,
2010). Dalsi moznost je, ze se embrya i vyplachové médium zachyti do litrového, plastového,
autoklavovatelného odmeérného valce, nebo Erlenmeyerovy banky (Hasler, 2014).

Na filtrech se vyhledaji embrya pomoci stereomikroskopu a umisti se do Petriho
misky s uchovavajicim médiem (napt. Vigro ™ Holding Plus, Bioniche Animal Health
Europe Ltd., Dublin, Irsko) (Stringfellow a Givens, 2010).

Pii pouziti valce nebo banky se médium necha usadit po dobu pfiblizn¢ 45minut (Hasler,
2014). Béhem této doby embrya klesnou na dno a vétsina média se od¢erpa, az zbyde jen 10
az 20 milimetrt. Nyni Se i S malym mnozstvim embrya ptesunou do Petriho misek (Peters a

Ball, 1995). Po izolaci embryi nasleduje jejich hodnoceni (Stringfellow a Givens, 2010).

14 Hodnoceni embryi

Hodnocena embryi pfed zmrazenim nebo pred pfenesenim do piijemkyné je jednim z
Vyhodnoceni embryi skotu se obvykle provadi pod stereomikroskopem pii 50 az 100x
zvétSeni. Embrya jsou umisténa v malé sbérné misce, pficemz je nutné, aby embrya a zonu
pelucidu bylo mozno prohlédnout z riiznych stran. Primér embrya u skotu je 150 az 190 um a
od jednobunécéné faze do faze blastocysty se prakticky neméni (B6 a Mapletoft, 2013).

Embrya by svym vyvojem méla odpovidat fazi, ktera by méla byt ptitomna v den
odbéru. Naptiklad sedmi den (nejcastéjSi den vyplachovani) po inseminaci by to mélo byt
stadium kompaktnich morul nebo blatocyst (Riha, 1996). Ideilni embryo je kompaktni a
kulaté se zrnitou nebo vezikuladrni cytoplazmou. Prerivitellinni prostor je jasny a neobsahuje
zbytky bunék, zona pellucida by méla byt jednotna a bez necistot. Kvalita embryi se posuzuje
na zaklad¢é morfologické integrity (Bo a Mapletoft, 2013).

Podle IETS Manualu se embrya tfidi bodovym systémem, kdy pro fazi vyvoje je
stupnice 1 — 9 a pro kvalitu 1 — 4. Zatazeni do stupnice neni vzdy stejné, protoze zavisi na

zkuSenostech hodnotitele.
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14.1 Faze vyvoje

1. Etapa - neoplodnény embryo

3. Etapa - morula: Obsahuje nejméné 16 bunck, jednotlivé blastomery jdou obtizné
rozeznat od sebe a bunéénd hmota embrya zabird vétSinu perivitellinniho prostoru.

4. Etapa - kompaktni morula: Jednotlivé blastomery jiz splynuly, tvofi kompaktni
hmotu, ktera zabira 60 — 70 % z perivitellinniho prostoru.

5. Etapa - rand blastocysta: Embryo ma vytvofena dutinu nebo blastocel naplnény
kapalinou, zabira 70 az 80 % z perivitellinniho prostoru a obvykle vypada jako pecetni
prsten.

6. Etapa - blastocysta: Je viditelna vyrazna diferenciace vnéjsi vrstvy trofoblastu a
tmavsi, kompaktné&j§i vnitini bunécnd hmota. Blastocel je velmi vyrazny, s embryem
zabird vétSinu perivitellinniho prostoru, v této fazi je mozna vizualni diferenciace mezi
trofoblastem a vnitini bunéénou hmotou.

7. Etapa - roz$ifena blastocysta: Celkovy primér embrya se vyrazné zvySuje a asi o
dvé tretiny se ztencuje zona pellucida.

8. Etapa - vylihla blastocysta: Embrya ziskand v této vyvojové fazi mohou byt v
procesu lihnuti, nebo miize mit zcela odvrzenou zonu pellucidu. Vylihla blastocysta

muze byt kulovitd s dobfe definovanym blastocelem nebo miize byt zhroucena.

Nejvice zivotaschopnad jsou embrya v etapé 4, 5 a 6. Tato embrya jsou vhodna 1

k zmrazovani a rozmrazovani.

14.2 Kvalita

Kéd 1 - vyborny nebo dobry: Embrya v této kvalité jsou symetrickd a maji kulovitou
hmotu s jednotlivymi blastomerami, jejichz velikost, barva 1 hustota je stejna. Embryo
je Vv odpovidajicim stupni vyvoje s malymi nepravidelnostmi. Minimaln¢ 85%
bunééné¢ho materidlu by mélo byt intaktni, Zivotaschopnd zarode¢nd hmota a zona
pellucida by méla mit hladky povrch. Tyto embrya jsou vhodnd pro zmrazovani a
mezinarodni obchod.

Kod 2 — uspokojiva: Tato embrya maji mirné nesrovnalosti v celkovém tvaru
embryondlni tkané, nebo ve velikosti, barvé a hustoté jednotlivych bunék. Alespon
50% z embryonalni tkang, by mélo byt neporuSené. Tato embrya nejsou vhodna pro

zmrazovani, ale 1ze je GspeSné€ prenaset jako Cerstva.
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e Kod 3 — Spatna: Tato embrya maji zasadni nesrovnalosti ve tvaru embryonalni tkan¢,
nebo ve velikosti, barvé a hustoté jednotlivych bunék. Nejméné 25% z hmoty embryi
musi byt neporusend. Tato embrya zmrazeni nepfeziji a i jejich preneseni jako
cerstvych neni ptiliS Gspésné.

e Kod 4 - mrtvd nebo degenerovana: To jsou embrya, oocyty nebo jednobunécna
embrya, ktera nejsou Zivotaschopna a musi byt znicena. (Stringefellow a Givens,

2010).

Po hodnoceni jsou embrya nasata do pejety o objemu 0,25 ml a dale se prenaseji nebo

kryokonzervuji (Stringefellow a Givens, 2010).

15 Prenos embryi

Idedlni pfijemkyné se vyznacuje tim, Ze jeji reprodukéni organy se nachdzeji ve fazi, ktera
odpovida 7 dniim po fiji. Je vS8ak mozné pouzit i samice, které jsou po fiji v rozmezi 5. az 8.
dne. Vé&tsi rozdily v synchronizaci 1épe snasi Cerstva embrya, nez ta rozmrazena (Robertson,
2015).

Pted pfenosem je pifijemkyné fixovana (hlavova fixace) a provede se vySetfeni vajecnikii
na pfitomnost zlutého téliska. Pokud je zluté télisko dobré a dé€loha je pfijatelnd na pohmat,
aplikuje se pfijemkyni epiduralni anestezie ve formé injekce s 3 —5 ml 2 % Lidocainu. Pienos
se provadi pomoci IMV 52 cm embryo transfer zbrané s modrym plastém (Robertson, 2015),
balonkovym katetrem nebo jinou embryo transfer zbrani (Kimura a Matsuyama, 2014).
Nechirurgické ptenos embryi se provadi pfes délozni ¢ipek. Embrya by méla byt ulozena do
délozniho rohu, na stejnou stranu jako je Zluté télisko (Peters a Ball, 1995), tak hluboko, jak je
to mozné, aniz by bylo zpiisobeno trauma. Poranéni délozni stény ztézuje uchyceni embrya
(Robertson, 2015).

Ptenos zmrazenych embryi je stejny jako u Cerstvych, s tim rozdilem, Ze embrya po
rozmrazeni musi byt okamzité pfenesena, zatimco Cerstva embrya mohou byt pfenesena az za
6-8 hodin. Rozmrazovani lze provadét pomoci vody, vzduchu nebo jejich kombinaci
(Robertson, 2015) a rychlost rozmrazeni, by se méla rovnat rychlosti zmrazeni (Peters a Ball,
1995).
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16 Uchovani embryi

Embrya lze uchovavat jako cerstvd nebo pomoci kryokonzervace. Cerstvd embrya
mohou byt uchovéna po dobu pouze n€kolika hodin. Uchovavaji se ulozend v Cerstvém,

sterilnim roztoku v kultiva¢nim médiu, které ma télesnou teplotu. (Peters a Ball, 1995)

16.1 Kryokonzervace

Kryokonzervace embryi umoziuje celosvétovou prepravu embryi, uchovani
genofondu matky, zvySeny selek¢ni tlak plemenné genetiky, regeneraci chovné linie a
zachranu genetickych rezerv (Dobrinskya, 2002).

V soucasnosti se az 70% vyplachnutych embryi zmrazuje. Embrya vybrand pro
zmrazeni jsou ta nejkvalitnéj$i v rozmezi od 4. do 7. etapy. Embrya zmrazena v jednotlivych
stupnich vyvoje maji riznou GspéSnost prenosu: 4. stupen (53,7%), 5. (55,3%), 6. (52,1%) a
7. stupeii (43,8%).

Po vice nez 10 let, byl glycerol oblibenym Kkryoprotektantem u embryi skotu.
Protokoly se velmi zkratili a zjednodusili. 0,25 ml pejety s embryi byly vystaveny 10 %
glycerolu po dobu asi 10 minut a dany do programovatelného mrazaku do - 6,0°C. Po ustaleni
byla snizena teplota 0 0,4°C az 0,6°C za minutu do - 32°C a nasledné byly pejety ponoteny do
tekutého dusiku. Nevyhodou tohoto systému je, Ze po rozmrazeni musely byt embrya vyjmuta
z pejet a rehydratovana sachardzou a pak nabrana do pejety pro pienos do piijemkyné. V roce
1992 byl objeven ptimy pienos (DT) kryokonzervaéniho systému, kde se jako kryoprotektant
pouziva ethylenglykol. Tento zpisob je velmi podobny glycerolovému, ale pejety pouzité
k zmrazeni se pouzivaji i k pfenosu, coz Setfi Cas a potiebu mikroskopu (Hasler, 2014). Dnes
je systém postupného ochlazovani az na teplotu kapalného dusiku tizeny pocitacem (Peters a
Ball, 1995).

Vitrifikace je alternativou k zmrazovani embryi. Vitrifikace je fyzikalni proces, pfi
kterém je roztok pteveden na stabilni amorfni sklo rychlym ochlazenim, netvoii se pii ni
ledové krystaly, a roztok si zachova vlastnosti kapaliny ve zpevnéné formé. Aplikace
vitrifikace do polnich podminek snizuje naroky na vybaveni, technické dovednosti, ¢as a
snizuje naklady na pifenos embryi. Uspé$nost pienosu embryi pii pokusu byla 44,5% u
vitrifikace a 45,1% u konvencné mrazenych embryi. Byla vytvofena modifikace vitrifikace
snazvem open pulled straw (OPS). Pii této metodé se vyuziva pejeta se zmenSenym

prumérem a tim se zvysi rychlost chlazeni pfi vitrifikaci (Dobrinskya, 2002).
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17 Zavér

Embryo transfer miiZzeme vyuzit pro rtizna plemena, ale i druhy skotu jako je Bos
taurus a Bos indicus. Pro uspéch embryotransferu je vSak tieba respektovat jejich mirné
reproduk¢ni rozdily.

Ptiprava darkyné je provadéna v n€kolika krocich. Prvnim krokem je synchronizace
estralnich cykli, kterou provadime dvéma zplsoby. Zkracovani lutedlni faze se provadi
aplikaci PGF,, a jeho analogi, k prodlouzeni lutealni faze provadime aplikaci progestind
(MGA, nebo syntetického progesteronu).

Dal$im krokem je synchronizace vzniku folikuldrni viny, kterd se provadi hormonalné
nebo mechanicky ablaci. Pti ablaci dojde K odstranéni dvou nejvétsich folikuli nebo vSech
folikuld vétsich nez 5 mm. Nasledné dojde ke vzniku nové folikularni viny za 24 az 36 hodin,
Vv tuto dobu je zahajena superovulace.

Superovulace je vyvolana podanim gonadotropinii, mezi které patfi hypofyzarni
extrakty, eCG a hMG. Vsechny tyto gonadotropiny obsahuji rizny pomér FSH/LH, pficemz
byl zjistén idealni pomér pro vyvolani superovulace, ktery je 5:1. Nejpouzivangjsi jsou
prase¢i hypofyzarni extrakty, které se ve form¢ rtiznych komer¢nich vyrobki aplikuji riznymi
zpusoby. Tradi¢ni zpusob je aplikace dvakrat denné po dobu 4 — 5 dnil, kdy celkova davka a
jeji rozlozeni zavisi na volbé konkrétniho protokolu. Nyni jsou zkouSeny nové protokoly, ve
kterych je FSH aplikovano jednordzové subkutianné nebo intramuskularné v zdvislosti na
zvoleném protokolu a ptipravku. Dalsi alternativou je rozlozeni této jedné davky do dvou, kdy
v prvni dévce je podano 75 % pfipravku a v druhé o 48 hodin pozdéji zbyvajicich 25 %.
Aplikace mize byt opét subkutanni nebo intramuskularni. Inseminace se provadi za 12 — 24
hodin po nastupu fije s naslednou reinseminaci o 12 hodin pozdé;i.

Ptiprava ptijemkyné zahrnuje pouze synchronizaci estralniho cyklu s darkyni, kterou
provadime bud” stejnymi hormondlnimi ptipravky jako u darkyng&, nebo muzeme vyuzit
protokoly, které nevyzaduji detekci fije, jako Ovsynch, ktery byl vyvinut pro pevné
nacasovani inseminace. Nyni je s uspéchem vyuzivan i pro synchronizaci estralnich cykla
pfijemkyn s darkynémi.

Vyplach embryi provadime 6 — 7 dni po inseminaci darkyné za pomoci Katetru,
vyplachového média a filtri k zachyceni embryi. Bezprostiedn€¢ po vyplachu nasleduje
izolace embryi, na kterou navazuje jejich hodnoceni, po kterém jsou embrya pomoci

pienosové zbrané pienesena do piijemkyné, nebo jsou kryokonzervovéna.
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18.1 Ostatni zdroje

Stimufol®(Stimufol®, Reprobiol SPRL, Lorcé, Stoumont, Belgie)

Pluset®(Pluset®, LaboratoriesCalier, S.A., Barcelona, épanélsko)
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