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1. UvoD

Termin ,embryo transfer’ prelozeny doslova, spociva ve vyplachnuti embrya z reprodukéniho traktu
(délohy) jedné klisny (darkyné) a vlioZeni do délohy druhé klisny (pFijemkyné). Nicméné cely proces je
mnohem komplexnéjsi, zahrnuje synchronizaci darkyné a pfijemkyné, zisk embrya, uchovavani a
manipulaci s embryi in vitro.

Hlavnim cilem embryotransferu obecné je produkce mladat od geneticky cennych rodic, pfenos a
konzervace embryi ohroZzenych druh( v ramci genovych rezerv.

Embryotransfer u koni ma urdita specifika, kterd souviseji s anatomickymi a fyziologickymi
vlastnostmi klisen, ktera zahrnuji:

e vlivro¢niho obdobi

e nemoznost superovulace darkyn

e obtiZznou synchronizaci pfijemkyn
e obtiZznou kryokonzervaci embryi.

Hlavni vwvhody embryotransferu u koni:

I.  vyuZiti u klisen zafazenych do sportu
» Moznost ziskavani embryi ze sportujicich klisen béhem celé sportovni sezony, ktera
se vzajemné kryje s letnim pfipoustécim obdobim.
Il.  zisk vice hfibat od jedné klisny v pribéhu jednoho roku
lll.  zkraceni generacéniho intervalu
» Zkraceni generacniho intervalu znamena vyufziti jiz 2—3letych klisen jako darkyn
embryi, tzn. klisen, které nejsou jesté schopny donosit a porodit hiibé. Nasledné tedy
dochazi ke zkraceni generacniho intervalu o dobu danou rozdilem pohlavni a télesné
dospélosti.
V. feSeni neplodnosti
> Moinost reprodukce klisen, které maji problémy s donosenim h¥ibéte. Regeni tzv.
sekundarni neplodnosti, napf. déloznich cyst, chronickych endometritid, aj.
V. eliminace zdravotnich rizik spojenych s brezosti a porodem
VI. moznost kryokonzervace embryi, transfer na delsi vzdalenosti
VII.  zisk embryi od chranénych equidi a transfer do domestikovanych klisen
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Uspéénost pfenosu embryi mdZe byt vypoditdna nasledujicim vzorcem:

ET Pregnancy Rate per Cycle = Embryo Collection Rate (%) x Transfer Pregnancy Rate (%)

Vzhledem k tomu, Ze moznosti superovulace u klisen jsou minimalni, obvykle je mozné od klisny po
oplodnéni ziskat 1 embryo za jeden tijovy cyklus. Ve skutecnosti, obvykla Uspésnost po vyplachu
embrya (Embryo Collection Rate) je 50-65 % za cyklus, v zavislosti na plodnosti darkyné a hrebce,
typu pouZitého semene, a dalSich faktorech. Zabfeznuti pfijemkyn (Transfer Pregnancy Rate) se
udava mezi 70-90 %, v zavislosti na technice vyplachu a pfenosu, kvalité embrya, aj. faktorech.

ET Pregnancy Rate per Cycle = (50-65 %) x (70-90 %) = 35-59 %

Ve vypoctu je také tfeba zapoditat pravdépodobnost ztraty brezosti mezi dnem detekce (den 12-16) a
dnem porodu. Tento Udaj je srovnatelny s ranou embryondlni odumrti u klisen, které nosi vlastni
htibé, a ¢ini cca 8-10 %.

Majitelé koni by méli byt informovani o faktorech, které ovliviiuji pfenos embryi a jeho Uspésnost,
aby jim byla poskytnuta realna ocekavani pro naslednou brezost prijemkyné a narozeni Zivého
hribéte. Tato ocekavani jsou velmi individualni, zavisi pfedevsim na individualité klisny (darkyné) a
hiebce, zapojenych do ET.
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2. HISTORIE EMBRYOTRANSFERU

Prinasime strucné shrnuti historie embryotransferu, v pfipadé hlubsiho zdjmu doporucujeme:

W. R. (Twink) Allen, Sandra Wilsher: Historical Aspects of Equine Embryo Transfer,
Journal of Equine Veterinary Science 89 (2020) 102987

Keith J. Betteridge: A history of farm animal embryo transfer and some associated
techniques, Animal Reproduction Science 79 (2003) 203—-244

Historicky prvni embryotransfer byl provedeny na kralicich pred vice neZ sto lety (Walter Heape,
1890). Jeho Uspésné poufZiti u potravinovych zvitat pfislo ale mnohem pozdéji. Az v roce 1934
Warwick a Berry Uspésné prenesli embryo ovce, v roce 1951 bylo narozeno prvni tele (Willett et al.).
Jeho poutZiti bylo na vzestupu pfedevsim v chovech skotu, kde se stale vyuziva k rychlému dosazeni
chovatelskych cil(i. AZ v roce 1978 doslo k prvnimu UspéSnému pienosu embryi u ¢lovéka, po kterém
nasledovaly ET u psl i koc¢ek (1978-1979).

Prvni Uspésny embryotransfer u koni byl proveden az v roce 1972, kdy Iékafi Allen a Rowson poutZili
zkuSenosti z pfedchozich ET provedenych u skotu a ovci a chirurgickou cestou ziskali embrya

z mezidruhového kfiZzeni koné a osla, ktera nasledné prenesli do prijemkyné opacného druhu, tzn.
embryo muly do oslice, embryo mezka do klisny.

Zhruba ve stejné dobé probéhl embryotransfer konzervativni metodou, ktery byl proveden
japonskou skupinou védca. Ackoliv prvni pokusy byly nelspésné, brzy dosahli uspokojivé 40%
Uspésnosti zabfezavani po pfenosu 15 Sesti-dennich morul/¢asnych blastocyst do synchronizovanych
pfijemkyni. V té dobé se snazili vyhnout pasazi embryi skrz kréek délozni, transfer byl tedy provadén
za poutZiti dlouhé jehly, kterou byl punktovan fornix vaginy a embryo nasledné preneseno pfimo do
délohy skrz sténu délozni. Prvni htibé ziskané embryotransferem bylo narozeno az v roce 1974.

V rozvoji ET v chovech koni branily dvé skutecnosti. Prvnim problémem bylo, Ze plemenné knihy a jim
pfislusici organizace zakazovaly pouziti metod asistované reprodukce a druhym, ktery bohuzel trva
dodnes, je skutecnost, Ze stale neexistuje efektivni metoda indukujici superovulaci u klisen.

PouZiti embryotransferu v chovech koni zaznamenalo velky narist v roce 2003, kdy americka
asociace pro chov koni plemene Quater horse (AQHA) sniZila restrikce na pocet htibat, které mohou
byt narozené od jedné klisny za rok. Jejiho pfikladu nasledovala americka asociace pro chov koni
plemene Paint horse (The American Paint Horse Association) a arabského plnokrevnika (The Arabian
Horse Registry of America). The American Saddlebred Association limitovala pocet narozenych hribat
od jedné matky na 4 htibata za rok. Naproti tomu Jockey Club, odpovédny za registraci anglického
plnokrevnika stale nepovoluje pouziti Zadnych metod asistované reprodukce.
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V soucasné dobé je embryotransfer ¢asto vyuzZivanou metodou v chovu koni. Nicméné jeho rozsifeni
je v porovnani s embryotransferem u skotu stale limitované technickymi problémy a anatomickymi
zvlastnostmi klisen.
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3. ANATOMIE A FYZIOLOGIE REPRODUKCNIHO APARATU KLISNY

Pro uspésné provedeni embryotransferu je nezbytné duleZité porozumét zakladni reprodukéni
anatomii a fyziologii klisny.

Vajecnik klisny je upevnén k pfednimu okraji Sirokého déloZzniho vazu, pomoci zavésu zvaného
mesovarium, priblizné 8-10 cm od dorzalni stény bficha. Velikost vaje¢niku se pohybuje okolo 8-12
cm. Témér cely vajecnik je obalen vazivem tunica albuginea, vyjimku tvoti tzv. fossa ovularis, kde
dochazi k ovulaci. Fossa ovularis je kryta vrstvou zarode¢ného epitelu.

U samic jsou pohlavni bunky zalozeny jiz v prenatdlné. Po dosazeni pohlavni dospélosti dochazi

k postupnému zrani oocytll. BEhem sezény obsahuji vajecniky klisny folikuly a lutealni struktury

v rdznych stupnich vyvoje a regrese. Dominantni folikul se denné zvétsuje pfiblizné o 3-5 mm.
Velikost preovulacniho folikulu zavisi na plemeni klisny, teplokrevné klisny ovuluji, kdyz priimér
folikulu dosdhne 45—-55 mm. P¥i ovulaci ve fossa ovularis folikul praska a uvolni oocyt a tekutinu.

V misté prasklého folikulu se za¢ne tvofit lutedlni tkan a tvofi se Zluté télisko produkujici progesteron.
Po ovulaci je oocyt zachycen fimbrii a putuje do vejcovodu, kde je v ampule oplozen. Oplozené
vajicko dale putuje do délohy.

Déloha klisny ma kratké télo a dva délozZni rohy stfedni délky. Déloha je zavéSena v kaudalni ¢asti
bficha klisny na Sirokém vazu, zvaném mezometrium.

Sliznice délohy — endometrium vystyla délohu ze strany lumina. Tloustka endometria zavisi na stadiu
cyklu, ve kterém se klisna nachdzi. V této vrstvé se nachazeji Zlazy, které produkuji latky oznacované
jako histiotrof neboli déloZni mléko, které slouzi k vyZivé zarodku v rané fazi brezosti. K endometriu
se pri biezosti prostrednictvim struktur mikrokotyledon( pripojuje placenta. Dalsi strukturou délohy
je svalova vrstva zvand myometrium, ta se skldda z vnéjsi podélné a vnitini cirkularni vrstvy. Mezi
témito svalovymi vrstvami je tzv. stratum vasculare ve kterém se nachdzi bohaté vétvené cévy.
Povrch délohy je kryt serézou.

Kréek je tlustosténny tubularni sval umistény mezi télem délohy a pochvou. U klisny je kréek dlouhy
7,5 az 10 cm. Ostium externum délozniho Cipku vy¢niva asi 1-2 cm do pochvy. Sliznice je zfasena
c¢etnym malymi zahyby, které jsou spojené se zahyby endometria.

Tonizace krcku zavisi na fazi estralniho cyklus klisny. BEhem fije je kréek mékky, uvolnény, leZi na dné
pochvy a vlivem zvySené hladiny estrogenu se otevira. Otevieni krcku umoziuje snadny pranik
spermii do délohy a lepsi drendz mrtvych spermii, zanétlivych bunék a tekutiny z délohy ven.

V diestru vlivem progesteronu dochdzi k uzavreni a zvysené tonizaci délozniho kréku. Cervix funguje
jako fyzicka bariéra, kterd brani bakteriim a jinym mikroorganism(m ve vstupu do délohy. Kréek u
klisny neni hmatny rektalné!

Vagina je svalova struktura, sahajici od vestibuldrné-vaginalniho zahybu smérem kranialné

k déloznimu cipku. U nékterych klisen se mizZe ve vagina nachazet membrandzni struktura hymen
(panenska blana). Struktura hymen se mlze u jednotlivych klisen lisit — od tenkosténného pasu po
tlustosténnou prepazku zcela uzavirajici vnéjsi otvor pochvy. Panenska blana je pozlstatkem tkang,
ktera nékdy z(stava tam, kde se paramesonefrické kandly pfipojily k urogenitalnimu sinu v
embryonalnim vyvoji.

Vestibulum je ¢ast vaginy mezi vulvou a vestibularné-vaginalnim zahybem. Ostium urethrae exernum
je umisténo na ventralni plose vestibula pod transverzalnim zahybem a je vstupem do mocového
méchyre.
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Vulva je kaudalni zakonc¢eni reprodukéniho aparatu. Z kazdé strany je ohrani¢ena stydkym pyskem,
dorsalné a ventralné se nachazi komisura. Ve ventralni komisure se nachazi klitoris, ktery je
analogem penisu. U klisen se vyskytuje tzv. sinus clitoridis, ktery se nachdazi dorzalné od klitorisu a
miva tfi vyduté, medialni vydut je pfitomna u vsech klisen. Tato vydut byva povazovana jako jeden
z rezervoarl plvodcl infekéni metritidy klisen.

Vulva a jeji okolni oblast je oznacena jako perinedlni oblast. Posouzeni perinedlni oblasti je nedilnou
soucasti zakladniho gynekologického vysetfeni klisny, jelikoZ vulva slouZi jako prvni bariéra
kontaminace reprodukéniho traktu. Posouzeni perinedlni oblasti zahrnuje posouzeni konfigurace
vulvy (adspekce) a palpaci stydkych kosti (ossis ischii). Vulva klisny by méla byt ve svislé poloze.
PFiblizné 2/3 délky vulvy by mély byt umisténé pod kosténym podkladem panve. Stydké pysky by se
mély dotykat. Po oddaleni vulvalnich rtd a vizualizaci vestibulo-vaginalniho zahybu by nemél vzduch
vstupovat do pochvy. Se spatnou perinealni konformaci se ¢asto mlizeme setkat u starsich a
hubenych klisen, kdy je horni tfetina vulvy vtazena ke konecniku a tim naklonéna horizontalné. U
takovych klisen nasledné dochazi k nasavani vzduchu, vznika pneumovagina az pneumouterus, a je u
nich také vyssi riziko infekce. Nejcastéji se vyskytujici poruchy perinedlni konformace mohou byt
napraveny provedenim vulvoplastiky dle Caslicka, alternativni chirurgické postupy zahrnuji operaci
dle Poureta, vestibuloplastika dle Slushera ¢i Gadd technika.

- ledvina

- §iroky délozni vaz
- vajecnik

- infundibulum

- vejcovod

- délozni roh

- délozni télo

- cervix

-vagina

10 - vulva

11 -anus

12 - mocovy méchyr R

O NS WN =

O

Obrazek 1: Anatomie reprodukcniho apardtu klisny
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Klisna je polyestrické zvife s pohlavni sezonnosti. Pohlavni cyklus probiha v zavislosti na délce
svételného dne od jara do podzimu. Klisna dosahuje pohlavni dospélosti mezi 12. az 18. mésicem
stafi. Do chovu se klisny zatazuji az po dosazeni chovatelské dospélosti, coz je okolo tretiho az
Ctvrtého roku.

Reprodukéni aktivitu klisen mazeme rozdélit do 4 obdobi:

1. Jarni pfechodné obdobi
Toto obdobi probihd u klisen v nasich podminkach priblizné koncem Unora az za¢atkem
bfezna a trva v zavislosti na stabilizaci teplého pocasi, pfiblizné do poloviny dubna. V tomto
obdobi jsou na vajecnicich klisny pfitomny folikuly v rizném stadiu vyvoje. Tyto folikuly
dorUstaji do velikosti 3-3,5 cm, poté se zmensuji a zanikaji. MUZe se stat, Ze se se zvétsujicimi
folikuly a tim padem zvysenou hladinou estrogen( spusti u nékterych klisen fijové chovani,
k ovulaci a tedy i potencidlnimu zabfeznuti nedochazi. Jarni pfechodné obdobi kon¢i prvni
ovulaci a ndslednym vznikem CL.

2. Letni pfipou$téci sezona
PFipoustéci obdobi trva priblizné od poloviny dubna do poloviny zati. Na vajecnicich klisny se
v této Casti roku tvori jeden dominantni folikul, ktery poté praska a klisna ovuluje. Nékdy se
mUZe stat, Ze se vytvori dva dominantni folikuly a klisna mGzZe pocit dvojcata, ktera jsou u
koni nezadouci. V tomto obdobi klisna vykazuje pravidelné typické Fijové projevy.

3. Podzimni prechodné obdobi
Podzimni pfechodné obdobi u klisen nastava s postupujicim zkracovanim svételného dne.
Folikuly doristaji, ale jiz nedosahuji dostateéné velikosti, neovuluji a atrezuiji.

4. Zimni anestrus
K tomuto obdobi dochazi na konci listopadu a obvykle trva do konce Unora. Vajecniky klisny
jsou malé, bez znamek pohlavni aktivity. Folikuly na vajecnicich dosahuiji velikosti okolo 1,5
cm.

VIDEO 1

TRANSREKTALNi ULTRASONOGRAFICKE
VYSETRENI KLISNY
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Pohlavni cyklus klisny trva pfiblizné 21 dni (20 — 23 dni) a Ize ho rozdélit na 2 zakladni faze:

1. Folikuldrni faze (estrus)
Délka estru je individudlni, ale obvykle trva 5-7 dni. V této fazi dochazi k rGstu a zrani folikul(
na vajecnicich a je zakonéena ovulaci dominantniho folikulu.
Ptiznaky fije mGzZeme rozdélit na vnéjsi a vnitini.

a) Vnéjsi priznaky fije:
e zmeény chovani klisen - nékteré klisny jsou neklidné, vzrusivé a lekavé, druha cast klisen
je naopak v fiji klidné&jsi.
e Typickym priznakem fije u klisen je tzv. blyskani, jde o rytmické pohyby stydkych pyskua.
Stydké pysky jsou zdurelé a sliznice pochvy zarudld. DalSim pfiznakem je i ¢asté moceni,
odtahovani ocasu na stranu a vytok ¢irého hlenu z pochvy.

b) Vnitfni pfiznaky fije:
e snizeny tonus délohy
e uvolnény a na dné pochvy lezici délozni kréek
e edematizace délohy a vznik fas loukotovitého usporadani. Tésné pred ovulaci edém
mirné ustupuje a mdZe nam napovédét, Ze brzy dojde k ovulaci.

e Na obou vajecnicich dochazi k ristu nékolika folikulG do velikosti 2-3 cm, poté na jednom
z vajecnikl dochazi k vyselektovani tzv. dominantniho folikulu, ktery zabezpecuje
estrogenizaci klisny. Tento folikul ma zpocatku kulovity charakter, ale v priibéhu ristu se
méni a ziskava ovalny tvar, jelikoZ je nutné, aby se ,protlacil“ do fossa ovularis, kde
praska. Konzistence takového folikulu je mékka, tésné pred ovulaci se ale vnitini tlak
ve folikulu zvysuje. Folikul obvykle pfi velikosti 4-6 cm praska a klisna ovuluje.

FREEZE MENL

P »
Print Report

Obrazek 3: Preovulacni folikul 51,9 x 48,6 mm Obrdzek 2: Loukotovitad struktura déloZnich ras
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2. Luteaini faze (diestrus)
Diestrus trva 15-16 dni. V misté prasklého folikulu se formuje lutealni tkan, produkujici
progesteron. Progesteron ma za ukol pfipravit klisnu na pfipadnou brezost. Nejvétsiho
rozvoje dosahuje 7luté télisko 4. - 5. den po ovulaci. Zluté télisko mdze u klisen nabyvat dvou
fyziologickych podob — Utvar s centralni dutinou a bez dutiny. Na vajecnicich jsou v diestru
pritomné i drobné folikuly (1-1,5 cm), po ovulaci mlzZe probéhnout tzv. sekundarni velka
folikularni vina, kterd muaze byt v poloviné diestru zakoncena ovulaci, klisna je vsak pod
vlivem progesteronu.
V diestru klisna nejevi zajem o hfebce. Stydka Stérbina je pevné uzaviena a svrastéla, sliznice
pochvy je bleda az svétle rGzova, sucha, lepiva. Délozni kréek je tuhy a uzavreny.

Obrdzek 4: Corpus luteum
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4. MANAGEMENT PRIJEMKYN

1. Vybér prijemkyn:

zdravé klisny

dobré BCS — velmi hubené klisny inklinuji ke Spatné konfiguraci perinea

hmotnost (podle velikosti darkyné, 500 kg)

vék (3-12 let)

Zadné abnormality na pohlavnim aparatu (evaluace perinea, pfipadna Cashlickova sutura)
normalni estralni cyklus

dobry vyvin mlécéné Zlazy

YV VVYVYVY

VIDEO 2

PRIPRAVA DARKYNE A PRIJEMKYN

2. Sezdnni priprava:

Pfed sezonou — zvaZit provedeni mikrobiologického vys. (sterilné, stéry v estru!l — min. 35mm folikul,
edém délohy — vysledek jinak mize byt falesné negativni).

Idedlni je mit pfipraveno nékolik pfijemkyn zacatkem unora, kdy zacina pfipoustéci sezona. Nejlepsi
cestou k zajisténi prvnich ovulaci jiz zacatkem roku, je umélé osvétleni (viz Kapitola 5. Pfiprava
darkyné). Stejné daleZité je udriovat klisny v pohodé a nevystavovat je zbytecnému stresu.

3. Hormonalni stimulace prijemkyni:

S pfichodem pfipoustéci sezony je tifeba si u kazdé prijemkyné presné zaznamenat den, kdy klisna
ovuluje. Kazda klisna se v priibéhu estru opakované vysetfuje (idedlné kazdy den) transrektalni
ultrasonografii a vysledky se peclivé zaznamendavaji do protokolu kazdé klisny. Den ovulace se
oznacuje jako den 0, den po ovulaci se znadi +1, atd. Idealni synchronizace darkyné a pfijemkyné
nastava tehdy, kdyz je pfijemkyné v den prijmu embrya +4 aZ +8 dni po ovulaci.

Tento interval je idealni, protoze pouze v tomto intervalu je déloha ptijemkyné ptipravena na pfijem
embrya a ma dostatecnou hladinu progesteronu. Nicméné stupen synchronizace mezi darkyni a
pfijemkyni neni tak striktni, jako u ostatnich velkych domestikovanych zvitat. Studie od Squires et al.
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(1985) nenalezla Zzadny rozdil mezi tim, jestli pfijemkyné zovulovala -1 aZz +3 dny po darkyni.
K hormonadlni stimulaci ptijemkyné je pouzivan PGF,a , progesteron nebo hCG.

Stejné dullezité, jako USG kontrola pred ovulaci je kontrola po ovulaci idealné hned druhy den po
ovulaci — CL, tekutina v déloze (endometritis), atd. Pfipadna aplikace oxytocinu je mozna (Florida — 20
IU i.v. g vice neZ 4 hod).

Hormonalni stimulace pfijemkyn:

> PGF.a
> progesteron
> indukce ovulace - hCG, GnRH

Realita: Prijemkyné jsou kontrolovdny transrektdlni USG v priibéhu celého procesu pripravy, i
po ovulaci! Idedini synchronizace ddrkyné a pfijemkyrn je -1 aZ +3 dny.
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5. PRIPRAVA DARKYNE

Souhrn pripravy darkyné

1) Monitoring estralniho cyklu klisny, pravidelna transrektalni USG vysetfeni a pfiprava na
odbér jediného embrya. U klisen lze vyuZit hormonalni stimulace rastu folikuld.

2) Inseminace klisny

3) Odbér embrya —transcervikalné, katetr se umisti do téla délozniho a provede se vyplach
celé délohy (1 -4 1 média)

1. Vybér
Nejvhodnéjsimi darkynémi jsou klinicky a reprodukéné zdravé klisny s dobrou télesnou kondici. Dobry
celkovy zdravotni stav je zakladem k UspéSnému ziskani embrya.

Uspésnost zisku embrya byva nizsi u klisen mladsich 2 let, klisen starsich 15 let z ddivodu snizovani
kvality oocytl Ci klisen, které jiz v minulosti mély problém s neplodnosti. Embryonalni mortalita je
vyssi u prijemkyn, které obdrzi embryo od starsich darkyn.

Spravna a dlkladna priprava darkyné je klicem k zisku Zivotaschopného embrya. PfestoZe neni
nemozné ziskat embryo od darkyné s endometritidou, vyplasek s embryem je velmi zakaleny a jeho
Sance na preziti jsou rapidné snizené.

Doporucuje se, aby darkyni bylo minimalné jednou umoznéno donosit a odchovat hfibé do té doby,
nez dovrsi 8 — 10 let véku. Pfi opakovaném provadéni embryotransfer(l je doporuéeno umoznit
darkyni donoseni viastniho hiibéte jednou za 3 — 4 roky. Cilem je optimalizace reprodukéniho zdravi
darkyné. U klisen, kterym nikdy nebylo umoznéno donosit h¥ibé, se mohou vyskytnout problémy

s funkci délozniho kréku a sklon k naslednym chronickym endometritidam.
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2. Sezdnni priprava

Pro vyvolani prvni ovulace by darkyné mély byt vystaveny umélé fotoperiodé. Je tfeba zajistit, aby
délka sviceni byla 16 hodin, zbylych 8 hodin je tma. Pfiblizné po 60 dnech stimulace probéhne prvni
ovulace.

Realita: Priblizné v poloviné listopadu — zacdtkem prosince se zacind klisndm prisvécovat a
prvni ovulace se ocekdvd zacdtkem unora. V umélé fotoperiodé je tfeba pokracovat tak dlouho,
neZ si jeji ulohu prebere denni svit, tj. cca do konce brezna — zacdtku dubna. Svitit se zacind
rdno pred svitdnim a svétla se vypinaji kolem 23:00.

3. Reprodukéni vysetreni darkyné

Darkyni je idedlni vysetfit z reprodukéniho hlediska jiz na konci pfedchozi reprodukéni sezony, aby
bylo mozné identifikovat a fesit pfipadné problémy. Dalsi vySetfeni se provadi na zacatku pripoustéci
sezony. Cilem vysetfeni je identifikovat pfipadné problémy, zjistit v jakém stadiu estralniho cyklu se
nachazi, monitorovat stav délohy a vajecnika.

Vysetreni by mélo zahrnovat:

o Celkové klinické vysetreni

e Vysetfeni perinea

e Transrektalni palpaci a USG vysetieni

e Mikrobiologické a cytologické vySetieni obsahu délohy

Doplrikova vysetteni:

e Vaginoskopie (spekulum)
e Biopsie endometria

4. Rizeni reprodukéniho cyklu darkyné

Ptiprava darkyné spociva v pravidelném monitoringu estralniho cyklu klisny, pravidelnych
transrektalnich ultrazvukovych vysetieni a ptipravé na odbér jediného embrya. Kontrolovana je nejen
pro cas ovulace, stejné dulezity je i monitoring délohy.

Realita: Klisna je vysetfovdna kazdy den, nez folikul dosdhne velikosti cca 35mm. Kontrolovdna
je i edematizace délohy, méla by byt bez obsahu.

V pripadé prirozeného pripousténi/pouZiti chlazené ID, je inseminace napldnovdna vétsinou
pred ovulaci, v praxi to znamend, Ze klisna je vysetfovdna 1x denné a pripusténa/inseminovdna
i 24 hodin pred ovulaci. V pfipadé pouZiti mrazené ID je vhodné inseminovat tésné po ovulaci,

v praxi to znamend klisnu vysetfovat kaZdych 6-8 hodin a inseminovat v momenté, kdy
dominantni folikul zmizi.

Ultrazvukové vysetreni se provadi i po ovulaci, k uréeni pfesného ¢asu ovulace, po¢tu zovulovanych
folikuld, ale hlavné kv(li zhodnoceni stavu délohy. Ta musi byt peclivé zkontrolovana pro pfipadnou
detekci akumulace obsahu, ktery by mél byt eliminovan (vyplachy, oxytocin, atd.).
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K indukci ovulace mizeme klisné podat humanni choriovy gonadotropin (hCG) ¢i deslorelin acetat.

e hCG-25001U,i.v.
e deslorelinacetat 1,0— 1,8 mg, i. m.

Podanim této davky klisné s folikulem vétsSim nez 35 mm vyvoldme ovulaci pfiblizné do 36 az 40
hodin. PouZiti hormonalnich pfipravkud u klisen je vidy potreba zvazit, po Castéjsim (2-3x v sezoné)
pouziti hCG si klisna vytvari rezistenci a na dalsi aplikace jiz nezareaguje.

5. Reprodukéni komplikace u darkyni

Nejcastéjsim problémem, ktery se vyskytuje u darkyn embryi, jsou endometritidy (¢asto PMIE —
persistent mating induced endometritis). Akumulace naplné v déloze po inseminaci je patologicka a
je tfeba ji fesit. Proto je nezbytné pamatovat na transrektdlni USG vysetfeni darkyné, idedlné druhy
den po inseminaci. S PMIE se ¢asto setkavame u klisen starSich 15 let.

Ve vétsiné pripadl je endometritida spojena se sekundarni reakci na antigenni stimulaci od
spermatozoi, nikoliv bakterialniho plvodu. Terapie spociva v uterinni lavazi sterilnim fyziologickym
nebo Ringerovym roztokem (1 — 3 litry, mnozZstvi zavisi na charakteru vyplasku) v kombinaci

s pouZitim oxytocinu (10 — 20 IU intramuskularné nebo intravendzné). Prevenci vzniku PMIE je sniZeni
mnozZstvi pouZitych ID (idealni nacasovani inseminace), pripadné profylaktické provedeni lavaze 4 — 6
hodin po inseminaci a aplikace oxytocinu.

Dale se setkavame s komplikacemi jako: infekénimi endometritidami (Streptococcus equi subspecies
zooepidemicus, E. coli, Klebsiella pneumoniae a Pseudomonas aeruginosa, pfipadné zastupce z rodu
Fungi: Candida albicans a Aspergillus fumigatus), hemoragickymi folikuly, perzistentnimi CL,
perovaridlnimi cystami, atd.

Obrdzek 5: Obsah v déloze
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6. SUPEROVULACE

Vyvolani superovulace

Vyvolani superovulace u klisen je v porovnani s ostatnimi druhy zvifat velice obtizné. Do souhrnu
pripravkd, které byly pouzivany k vyvolani superovulace u klisen patfi:

» equinni choriovy gonadotropin (eCG), gonadotropin releasing hormone (GnRH), porcinni FSH,
kombinace porcinniho FSH + LH, EPE (extrakt z korniskych hypofyz), purifikovany equinni FSH
(eFSH) a rekombinantni equinni FSH (reFSH).

PfestoZe pouzitim porcinniho FSH, kombinace porcinniho FSH +LH nebo eCG jsou dosahovany
excelentni vysledky u ostatnich druhd zvitat, jejich aplikace u klisen prinesla velmi slabé vysledky.
Divodem toho, Ze klisny nejsou responsivni na eCG, je pravdépodobné fakt, Ze tento hormon se u
klisny vaze s LH receptory, zatimco u druh(l ostatnich zvifat se vaze na FSH i LH receptory a ma dvoji
ucinek. Ackoli se ukazalo, Ze klisny jsou pomérné responsivni na porcinni FSH, opakované podani
vysokych davek muze zpUsobit mirny narlst v po¢tu dvojitych ovulaci. Nicméné tento slaby nardst je
zanedbatelny v porovnani s financnimi naklady na aplikaci tohoto hormonu.

Klisny jsou navic aktivné imunizované proti inhibinu nebo aplikaci inhibinového antiséra za uc¢elem
vyvolani multipnich ovulaci

Uspéchy byly zaznamenany v pouziti velkych dévek extraktu z kofiskych hypofyz (EPE, equine
pituitary extract). Studie od Squires and McKinnon, 1986, popisuje pouZiti vysokych davek EPE kazdy
den v pribéhu diestru. V této studii byly ziskany 2 embrya od klisny, s porovnanim s 0,65 embrya od
klisny z kontrolni skupiny. Dalsi studie popisuji pfi pouZiti EPE efekt u 75 % klisen, s nalezem 3 -4
ovulaci.

MozZzné schéma aplikace EPE:

» ovulace

» za5-6dniinicidlni davka EPE

» nasledujici den EPE + PGF2a (luteolyza)

» aplikace EPE kazdy nasledujici den aZ do nalezu min. 2 folikuld > 35 mm (5 — 8 dni)
» indukce ovulace (hCG)

V dnesni dobé existuji pouze dva mozné scénare k vyvolani superovulace u klisen, a to je
administrace eFSH (Bioniche Animal Health, Bogart, Georgia) nebo reFSH (AspenBio Pharma Inc.,
Castle Rock, Colorado). Nicméné ani jeden z téchto preparatl neni komeréné dostupny na trhu

k pouZiti u koni.

MozZné schéma aplikace eFSH nebo reFSH:

» ovulace

» Cekani na endogenni produkci FSH

> aplikace FSH pti nalezu nékolika folikul( vétsich nez 15 — 20 mm v praméru
> opakovanad aplikace kazdych 12 hod

> aplikace PGF2a druhy den po aplikaci FSH

» pokracovanis apl. FSH q 12 hod, neZ folikuly dorostou > 30— 35 mm

» ,coast period” = 30— 36 hod bez dalsich aplikaci

> indukce ovulace (hCG)
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Faktory ovliviujici U¢innost responsivitu na aplikaci FSH:

v velikost a mnozZstvi folikulG p¥i zahdjeni aplikace FSH — nejlepsi vysledky jsou dosahovany u
klisen s velkym mnozstvim folikul( velikosti 15 — 20 mm. U klisen s folikulem vétsim nez 25
mm vétSinou dochazi k jedné ovulaci.

v frekvence aplikace FSH — aplikace 2 x denné zvy3uje pravd&podobnost multipnich ovulaci

v/ ,coast period” - prevence overstimulace folikul(, snizeni mnoZstvi potfebnych dédvek FSH

Komplikace spojené s pouZitim FSH:

v' selhani ovulace u viech dominantnich folikuld po aplikaci hCG
formace anovulatornich folikuld
vyvoj a ovulace jednoho folikulu
mozna nizsi prezitelnost embryi

ANERANERN
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7. PRIPOUSTENI / INSEMINACE

Ve chvili, kdy klisna vykazuje vnéjsi fijové priznaky, je vhodné provést ultrasonografické vysetreni
délohy a ovarii a podle toho nacasovat pfirozené pripousténi/inseminaci. V idedlnim pfipadé bychom
na USG méli nalézt na vajecnicich preovulaéni folikul (> 35 mm) a CL (tzn., Ze klisna je v letnim
pripoustécim obdobi a jiZ tento rok ovulovala). Stejné dllezZité je zkontrolovat délohu, ktera by méla
byt bez naplné a s pfitomnosti fas (loukotovita struktura).

1. Prirozené pripousténi

Tento zpUsob se v dnesni dobé u sportovnich koni, u nichZ je embryotransfer nejcastéji provadén,

z dlvodu bezpecnosti klisny i hfebce pfilis nevyuZiva. Podle zplsobu provedeni rozeznavame nékolik
typl. Prvni je harémové pripousténi, kdy je hiebec pres prfipoustéci obdobi zaclenén ve stadé
spole¢né s klisnami.

Dalsi z moZnosti je pfipousténi volné, kdy jsou klisna a hfebec vypusténi do ohrani¢eného prostoru a
pouze pozorovani. Nejcastéjsi metodou prirozeného pripousténi, vyuZivaného zejména u
plnokrevnych koni, je pfipousténi z ruky. Nejprve se klisna pfivede k pfipoustéci sténé, na druhé
strané stény stoji hfebec. Pokud klisna pfi o€ichani hfebcem jevi ptiznaky fije, pfistoupi se

k samotnému pripousténi.

2. Inseminace

Vyhodou umélé inseminace je ovéreni kvality inseminacéni davky. Dalsi vyhodou je, Ze klisna nemusi
byt prevazena za hfebcem a odpadaji s tim spojena rizika. VyuZit mdZzeme 3 typud inseminacnich
davek — Cerstvou, chlazenou a mrazenou ID.

Inseminace éerstvou/chlazenou davkou

V pripadé pouziti Cerstvé ID je tfeba ihned prejit k inseminaci, jelikoZ rychle klesa kvalita ejakuldtu. Pfi
rychlé inseminaci klisny ¢erstvou ID muZze Zivotnost spermii byt az 72 hod, v pfipadé poufZiti chlazené
ID je Zivotnost spermii vétSinou udavana do 48 hodin. Inseminace cerstvou/chlazenou ID je
planovdna pred ovulaci, pficemz druhy den po inseminaci je vhodné klisnu ultrasonograficky
presettit, zpresnit ¢as ovulace, pfipadné objednat dalsi ID k reinseminaci a zkontrolovat vyskyt
patologické ndplné v déloze (PMIE).

VIDEO 3

INSEMINACE CHLAZENOU INSEMINACNI
DAVKOU

IVA 2020 - Embryotransfer u koni - studijni material 19




Postup inseminace chlazenou ID:

1. Provedeme rektdlni USG vysetieni (kontrola preovulacniho folikulu a zfasené délohy).

2. Ocas klisny ovaZzeme obinadlem a pomoci druhého obinadla ho privaZzeme ke krku (pfipadné
nechame podrzet majitele/pomocnika).

3. Provedeme dikladnou ocistu perinea. Vulvu a okolni oblast peclivé vycistime mydlem a
nasledné otfeme susenim s dezinfekci. Volime desinfekcia na bazi jédu, jelikoz nejsou
spermicidni.

4. Inseminacni pipetu predplnime davkou (eliminace vzduchu v pipeté).

5. Pipetu zavedeme pres déloZni kréek do délohy a aplikujeme inseminaéni ddvku. Pipetu
nasledné proplachneme Hartmannovym roztokem, aby ndm zbytek ID nezlstal v pipeté.

6. Vysuneme ins. pipetu a provedeme masdaz délozniho krcéku.

Inseminace mrazenou inseminacni davkou

Vyhodou mrazené ID je moznost prepravy mezi kontinenty ¢i vyuZiti davky jiz mrtvych hiebcl. Mezi
nevyhody se fadi snizena pohyblivost spermii, sloZitéj$i manipulace a uchovavani v tekutém dusiku.
Dale se vyuziti mrazené davky nedoporucuje u subfertilnich klisen ¢i klisen s opakovanymi problémy
se zabfezavanim. Mezi dalsi ztéZujici faktory patfi nutnost presného nacasovani inseminace z divodu
kratké doby preZitelnosti spermii. Rektalni USG vysetreni klisny, kterd ma byt inseminovana
mrazenou ID, se provadi kazdych 6-8 hodin. K inseminaci se vétsinou pristupuje ihned po ovulaci (do
6 — 8 hod), néktefi Iékafi doporucuji inseminacni davku rozdélit, prvni polovinu aplikovat pred a
druhou kratce po inseminaci.

VIDEO 4

INSEMINACE MRAZENOU INSEMINACNI
DAVKOU

Postup inseminace mrazenou ID:

1. Provedeme rektdlni USG vysetieni (kontrola preovulacniho folikulu a zfasené délohy).

2. Ocas klisny ovaZzeme obinadlem a pomoci druhého obinadla ho ptivdzeme ke krku (pfipadné
nechame podrzet majitele/pomocnika).

3. Provedeme dikladnou ocistu perinea.

4. Rozmrazime inseminacni pejetu — vodni lazen 37 — 38°C po dobu 20 aZ 30 sekund a poté ji
dlkladné osusime.

5. Odstfihneme konec, kde neni vaticka! (tento krok je velmi dllezity, v opaéném pfipadé
z pejety nebudeme schopni dostat inseminacni davku).

6. Pejetu nasadime na inseminacni stylet a zaaretujeme.

7. Inseminacni pipetu nasledné pres délozni krcek vsuneme do délohy, pfipadné az do
délozniho rohu s preovulacnim folikulem a inseminujeme.

8. Vysuneme pipetu a provedeme masaz délozniho krcku.
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8. ODBER EMBRYA, FAKTORY OVLIVNUJIC[ ZISK EMBRYA

Vyplach embrya se provadi nejcastéji 6,5 - 8 dni po ovulaci klisny. Odbér je planovany na zakladé
data ovulace a dalsich faktord, jako jsou vék darkyné, typ pouZitého spermatu a zkusenosti
s predchozim odbérem embryi.

V soucasné dobé jsou embrya ziskdvana neinvazivni cestou, transuterinni cervikdlni lavazi, tzn.
vyplachem délohy a déloZnich roh( za pouZiti Foleyho katetru.

Deviti-denni embrya se ukazala jako méné vhodn4, pravdépodobné kvli své velikosti (viditelna
pouhym okem ve vyplasku), jsou pravdépodobnéji zni¢itelnd v pribéhu procesu a nejsou mrazitelna.
Pti kryoprezervaci provadime vyplach dfiv, nej¢astéji sedmy den po ovulaci, ale provadi se i dfiv. U
starSich klisen a pfi inseminaci mrazenym spermatem se vyplach provadi o 12-24 hodin pozdéji.

V priméru je embryo Uspésné ziskano z 50-65 % pokusd.

Darkynim by ihned po odbéru mél byt aplikovan prostaglandin, aby doslo k luteolyze. Den po
vyplachu by méla byt klisna sonograficky vySetfena, aby se v€as mohly resit pfipadné komplikace.

Faktory ovliviiujici vysledek odbéru a prezitelnost embrya:

1. Reprodukéni zdravi darkyné
e pfipousténim indukovana endometritida (PMIE) — vyrazné nizsi pravdépodobnost
zisku E
e U starsich klisen a klisen, které zovulovaly z malych folikul( je vhodné zvazit peroraini
suplementaci progesteronem (Altrenogest, 0,044 mg/kg/den q 24 hod).
2. Vékdarkyné (2 —15 let)
e starsi klisny s horsi plodnosti — méné embryi, defektni oocyty
3. Typ pouzitého semene, plodnost hiebce
e mrazend x chlazend ID x erstvé semeno
4. Nacasovani inseminace/pFipusténi a ovulace
5. Den vyplachu embrya
e 6.den—mensiE, lepSi mrazitelnost
e 7.-8.den—obvykle provadény odbér
e 9.den—vhodné u starsich klisen (retardovany prostup vejcovodem)
6. Technika vyplachu

Vyvoj equinnich embryi:

Rand korska embrya rostou rychle a ta vétsi mohou byt vidét ve vyplasku pouhym okem. Jejich
velikost je 0,1 — 4,5 mm v priméru (6-9 dni stafi po ovulaci). Velkd embrya (>1,5-2,0 mm) se poji

s problémy spojenymi s jejich velikosti, jsou kiehdi a ¢asto je i tézsi najit dostatecné velky aparat na
jejich prenos, aby pfi pfenosu neutrpéla poskozeni.

Na druhou stranu, pokud je vyplach délohy darkyné proveden pfilis brzy, embryo se stale jesté muze
nachazet ve vejcovodu a jeho zisk je nemozny. Volba spravného dne je tedy klicova, obvykle se
vyplach embrya provadi 7. den po ovulaci, kdy embryo méti v priméru 400-500 um. Ale ani to neni
zarukou Uspéchu. Doba sestupu embrya se udava mezi 144 hod (6 dni) az 156 hod (6,5 dni) po
ovulaci. Vysetieni tvoficiho se CL je tedy dobrym ukazatelem na vypocet vyplachu embrya.
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Realita: Ve vétsiné praxi se provddi vyplach sedmidennich embryi. Tzn., pokud pondéli ne prvni
den, kdy se objevilo CL, vyplach délohy bude proveden ndsledujici pondéli. Vyjimku tvori starsi
ddrkyné (nad 18 let), klisny inseminované subfertilnim hfebcem nebo mrazenou ID. U téch je
vyplach délohy proveden 8. den.

Vybaveni pro vyplach embrya:

Obrdzek 6: Vybaveni na vyplach embrya

Doporucené vybaveni:

Vsechny materialy by mély byt vysterilizované a pfipravené k poufZiti.

Foleyho katetr s balonkem

systém prodluZovacich hadicek ve tvaru Y (propojuje Foleyho katetr jednim koncem

s vyplachovym mediem a druhym je nasazeny na filtr, vybaveny svorkami)

vyplachové medium)
o idedlIné ohfdté na pokojovou teplotu (20 — 25°C), prevence chladového Soku embrya
o vlastni vyplach. medium, Dulbecco’s phosphate buffered saline (PBS), Laktdt-ringer,

atd.

filtr na embrya

strikacka (60 ml)

odmérny vdlec

Pridatné vybaveni:

sedace

Buscopan

oxytocin
ultrasonograficky pfistroj
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Pribéh ziskdvani embrya (transcervikalni uterinni lavaz)

Standardnim postupem je nechirurgicka metoda transcervikalni uterinni lavaze. Tento zakrok trva
obvykle 15 — 20 minut, podle zvolené techniky a poctu provadénych vyplachi. Zakrok musi byt
provadén v Cistém a bezpecném prostiedi. Idedlni je pouziti fixani klece. Vétsinu klisen neni treba
sedovat. Sedace je doporucena u mladych, vzrusivych &i agresivnich klisen. Pokud je nutné sedovat,
je vhodné zvolit mirnou sedaci, aby klisna stale byla schopna stdt na obou panevnich koncetinach.

Pfed vyplachem je vhodné zopakovat transrektalni ultrasonografické vysetfeni, k zjisténi prezence
jednoho/vice CL (podle toho poté oéekavame vice embryi ve vyplasku) a kontrole délohy. Déloha by
meéla byt bez obsahu, v pfipadé pritomnosti echogenni tekutiny je pravdépodobnost zisku
Zivotaschopného embrya velmi nizka.

Pfed vyplachem je dobré zkontrolovat, Ze je vyprazdnény také mocovy méchyr. Nadmeérna distenze
mocového méchyie muize zpUsobit posun délohy a nasledné, pokud délohu plnime vyplachovym
mediem, ta svou vahou padd na jednu stranu mocového méchyre a nejsme schopni fadné
vyplachnout jeden z déloznich rohd.

Ocas klisny je nasledné vyvdzan obinadlem a
zvednut (foto). Poté je provedena dikladna
oCista perinea, vulvy a vestibula k zajisténi
prevence kontaminace délohy. Je nutné dbat
na pouziti dezinfekce, kterd je bezpecna pro
embryo (vétSinou se pouZiva dezinfekce na
bazi jodu — napf. Betadine).

Obrdzek 7: Vyvdzdni ocasu

Vyplachové medium by mélo byt zahfato na pokojovou teplotu, aby byl sniZen risk teplotniho Soku
embrya. Katetr, vSechny spojovaci hadicky i filtr jsou pfedplnény vyplachovym mediem, aby bylo
zabranéno pfitomnosti bublin ve vyplachovém systému. RozliSujeme dva typy systému napojeni
embryondlniho filtru — otevieny a uzavieny. V uzavieném systému je jedna z hadicek Y-systému
napojena pfimo na embryonalni filtr, zatimco v otevieném systému je hadicka pouze vloZena, bez
upevnéni.

Foleyho katetr je opatrné vsunut pres délozni kréek do téla délozniho, manzeta balonku nafouknuta
pomoci stiikacky, u vétsiny klisen pfiblizné 40-60 ml vzduchu. Katetr je potom jemné zatazen
kaudalné, aby bezpecné uzavrel vnitini ¢ast krcku. Jakmile je katetr bezpecné fixovan v déloze,
déloha je naplnéna vyplachovym mediem za pomoci gravitace.
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Obrdzek 8: Systém zapojeni hadicek, otevieny systém napojeni embryondiniho filtru
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Existuje spoustu technik, jak provést vyplach embrya. Vybér techniky zalezi na vybéru darkyné a
zkusenostech osoby provadéjici vyplach. Nejcastéji byva pouzivana minimalné trikrat opakovana
lavaz délohy 0,5 — 2 litry vyplachového media (tzn., Ze celkové je pouZito mezi 3 — 4 | vyplachového
media). Pfredpokladem Uspéchu je naplnéni vSech ¢asti délozniho lumen, véetné zahybli endometria
a obou déloznich roh(. Toho se lehce dosahuje u mladych klisen, ale mGze byt obtiznéjsi u starsich,
pfip. laktujicich klisen. MnoZstvi média potfebného na jednu lavaz délohy zavisi na jeji velikosti,
parité klisen a osobni preferenci. Mladé klisny vétSinou zac¢nou byt diskomfortni pfi mnoZstvi kolem
400-500 ml, naopak starsi klisny, multipary, mohou udrZet aZ 1-2 litry roztoku. Zda je naplnéni délohy
dostatecné je mozné zkontrolovat transrektalni palpaci. U nékterych klisen lIze k lepsi distribuci media
v déloze pouzit perrektalni masaz délohy, kdy je cilem vmasirovat medium do obou déloZnich rohd.

V tomto pripadé je vhodné klisnu premedikovat spasmolytiky (napf. Buscopan). DéloZzni vyplasek je
nasledné za pomoci gravitace systémem Y-hadi¢ek ven pres embryonalni filtr.

Obrdzek 9: Vyplach embrya, uzavreny systém napojeni embryondlniho filtru

MnoZstvi vyplachové tekutiny je vhodné shromazdovat v odmérném valci, ktery nam dava presny
prehled o mnoZstvi ziskané tekutiny vyplaskem. Méli bychom ziskat >95% tekutiny, kterou jsme
pouzili. Je tfeba pocitat s mnozstvim zbyvajici tekutiny v systému hadicek. Ke kontrole pfitomnosti
tekutiny v déloze mizZe byt provedena transrektdlni ultrasonografie. Pokud je nutné podpofrit
kontraktilitu délohy, Ize u nékterych klisen aplikovat ke konci vyplachu oxytocin (20 IU, intravendzné).

Embryo Ize vyhledavat v pribéhu vyplachu nebo po dokonceni viech lavazi. Pokud je embryo ve
stadiu blastocysty, Ize ho identifikovat pouhym okem.

Realita: V praxi je casto po provedeni lavaZe Foleyho katetr docasné ponechdn na misté,
zatimco filtr je zkontrolovdn pro pritomnost embrya. Pokud embryo neni nalezeno, je
pristoupeno k druhé lavazi délohy. Pokud ani tak neni embryo nalezeno, Ize vyplach zopakovat
jesté tentyZ den (napr. odpoledne) nebo den ndsledujici.
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Jakmile je vyplach ukoncen, balonek na Foleyho katetru je vypustén a vyndan z reprodukéniho traktu
klisny. VSechna zbyvajici tekutina, ktera se nachazi v systému hadicek, je vypusténa ven skrz
embryonalni filtr.

Po Uspésném vyplachu embrya se doporucuje klisné aplikovat prostaglandiny (Cloprostenol, 250 pg,
intramuskuldrné). To zpUsobi zkraceni lutealni faze, rychly navrat klisny do estru a pomuze rychlejsi
evakuace mozného obsahu v déloze, tzn. minimalizaci pfipadné endometritidy. K aplikaci
prostaglandinl ovSsem nepfistupujte v pripadé, Ze vyplach embrya byl neldspésny a majitel klisny si
preje pockat na diagnostiku gravidity u darkyné (za dalSich cca 7 dni po vyplachu).

VIDEO 5

VYPLACH EMBRYA
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10.VYHLEDANI, POSOUZENI EMBRYA A MIKROMANIPULACE

VIDEO 6

VYHLEDANiI EMBRYA A
MIKROMANIPULACE

Doporucené vybaveni:

e stereomikroskop
e vyhleddvaci miska na embryo
e pejeta (0,25ml nebo 0,5ml)

Embryo je vyhledavano idealné pomoci stereomikroskopu v pribéhu vyplachu nebo po finalnim
vyplasek presunout do vyhledavaci misky. NeZ zaéneme vyhleddvat, je nutné oplachnout sito filtru
cca 20 — 30 ml vyplachového media pro pfipad, Ze by embryo bylo zachyceno na ném. Poté vloZzime
filtr/vyhleddvaci misku pod mikroskop a systematicky prohleddme. Embryo a celularni debris
vétsinou klesaji na dno misky, ale mizZe se stat, Ze embryo zlstane ,plavat” na hlading, proto je
nezbytné dikladné proostfit cely preparat.

Obrdzek 10: Embryondilni filtry
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Obrdzek 11: Mikropipeta a strikacka s pejetou

Obrdzek 12: Stereomikroskop

Nalezené embryo je nasledné posouzeno. Je hodnocena jeho kvalita (stupen 1 — 4, excelentni —
degenerované/mrtvé), velikost (150 — 2500 um), stadium embryonalniho vyvoje (morula, ¢asna
blastocysta, blastocysta a expandovana blastocysta) a dalsi mozné abnormality embrya. Stadium
embryondlniho vyvoje by mélo korelovat se stafim embrya. Je nutné odlisit embryo od neoplozeného
oocytu (UFO — unfertelized oocyte) a neembryonalnich struktur (celuldrni debris, mocové krystaly,
organicky materidl, atd.).

IVA 2020 - Embryotransfer u koni - studijni material 28




EVALUATION OF EQUINE EMBRYOS

EMBRYO QUALITY or GRADE (4-Point Scale)

Grade |Comment |Description

1 Excellent No abnormalities observed; spherical in shape; cells of uniform size, color and
texture; size and developmental stage appropriate for age post-ovulation
2 Good Minor imperfections, such as a few extruded blastomeres or debris; slight

irregularities in shape, size, color, or texture; limited separation between
trophoblast layer and zona pellucida or capsule

3 Fair to Poor | Moderate level of imperfections, such as a larger percentage of extruded or
degenerated blastomeres or debris; partial collapse of blastocoele; or moderate
shrinkage of trophoblast from zona pellucida or capsule

4 Degenerate | Severe problems easily identified, such as a high percentage of extruded
or Dead blastomeres, complete collapse of blastocoele, rupture of zona pellucida and/or
capsule, or complete degeneration and embryonic death
UFO UFO Unfertilized oocyte

Grade 3 Morula

GRS = Noiuin P Grade 1 Early Blastocyst Blastocyst

in zona pellucida ) (cells attached) (debris attached)

Non-Embryo B
(cell mass) (uﬂﬁ‘:',;:Ef?z?:,,,, | Size Determination (um) | | Unfertilized Oocyte |
% @N\'H\IE Equine Reproduction Laboratory Col()g*taa(zg
kepoducion - Colorado State University LAle

Obrazek 13: Evaluace koriskych embryi
Zdroj: https://www.academia.edu/19659987/EVALUATION OF EQUINE EMBRYQOS

V ptipadé hlubsiho zajmu o studium hodnoceni kvality embrya doporucujeme:

MCCUE, Patrick M. a Edward L. SQUIRES, 2015. Equine Embryo Transfer: Evaluation of equine
embryos. Equine Embryotransfer. Jackson: Teton NewMedia, 67 - 81. ISBN ISBN 978-1-4987-3476-9.
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Nalezené embryo je nasledné premisténo do pejety (0,25 ml pejeta pro embrya velikosti 150 — 1000
pum, 0,5 ml pejeta pro embrya > 1000 pum). K natazeni je mozné pouZzit 2 ml stfikacku nebo
inseminacni pipetu. Embryo je pfemisténo z originalniho filtru s minimalnim mnozstvim
vyplachového media a embryo je nasledné nékolikrat promyto za Ucelem odstranéni potencionalnich
kontaminantl (bakterie, celularni debris). Doporucuje se premisténi embrya minimalné 3 — 10 x

v jednotlivych petriho miskach s promyvacim mediem (obvykle komeréné dostupné).

Pokud je embryo do 2 — 4 hod pfemisténo do prijemkyné, neni tfeba ho mrazit. Doporucuje se
uchovat v ,holding” mediu pfi 20 -22°C a premistit do pfijemkyné, jakmile je to mozné. Pokud je
interval od vyplachu po transfer delsi, doporucuje se embryo prepravovat v chladicim systému pfi 5 —
8°C (napf. Equitainer).

Obrdzek 14: Pejeta s nataZzenym embryem uprostred

Obrdzek 15: Sedmi-denni embryo
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11. TRANSFER EMBRYA

Jedna z nejvétsich vyhod ET u koni je jednoznacné moZnost transportu embryi v transportnich boxech
zchlazenych na 5 °C bez vyznamného ovlivnéni kvality embrya. K odbéru embrya dochazi ¢asto

v domdcich podminkach darkyné, vyplachnuté embryo je nasledné zchlazeno a pfepraveno do
inseminacniho centra, kde je pfeneseno do pFijemkyné.

Naopak vyzkum v mrazeni equinnich embryi je pomalejsi. V sou¢asné dobé je moZzné mrazit jen mal3,
Sesti denni embrya. Vysledky pokusl mrazit 7 - 8denni embrya byly neuspokojivé a budou vyZadovat
dalsi vyzkum.

Transfer embrya muZe byt proveden konzervativni cestou, transcervikalné, nebo chirurgicky pres tzv.
flank incizi.

Vysledky zabrezavani jsou zavislé na kvalité embrya, zkusenostech technika/veterinarniho lékare,
provadéjiciho transfer. Stejné jako u skotu plati, Ze embrya prenesena transcervikalni cestou jsou
viabilnéjsi. Zkuseny technik/veterinarni lékaf mlZe dosahovat zabfezavani az 50-70 %.

Prenos:

> Cerstva embrya
> Chlazena embrya (5°C) za 12-30 h po odbéru
> MrazZena embrya (experimenty)

Viz VIDEO 4

INSEMINACE MRAZENOU INSEMINACNI
DAVKOU
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12. VYSETRENI GRAVIDITY PO EMBRYOTRANSFERU

Faktory ovliviiujici zabrezavani:

>
>
>
>

metoda transferu

synchronizace darkyné a pfijemkyné
kvalita E

management pfijemkyné

Prvni diagnostika gravidity u pfijemkyné je provedena vétSinou 4 — 7 dni po ET, coZ odpovida stafi
embrya 11 — 14 dni. Nejpozdéji se provadi 16. den. Vyhodou rané diagnostiky (tzn. 4 dny po
transferu) je, Ze darkyné akorat prichazi do estru. V pfipadé absence embryonainiho vacku Ize tedy
darkyni zacit pfipravovat na dalsi cyklus embryotransferu.

Druha diagnostika gravidity je provddéna rutinné kolem 35. dne.

Embryonalni mortalita (gravidita den 12, den 35, den 50) je vyssi u starsich darcu.

Obrdzek 16: gravidita den 12 a den 16

Obrdzek 17: gravidita den 27
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Management prijemkyné po transferu:

» minimalizace stresu
» (suplementace progesteronem)

Vétsina prijemkyn po transferu nepotrebuje exogenni suplementaci progesteronem. Rozhodnuti,
zda-li klisnu suplementovat je individualni, odviji se od klinickych zkuSenosti, individuality pfijemkyné
a hodnoty embrya. Suplementovat Ize:

o Altrenogest (0,044 mg/kg, PO g 24 hod), short-acting progesteron (200 mg, IM q 24 hod)
nebo long-acting progesteron (1500 mg, IM q 7 dnech)

Suplementace progesteronem muze byt ukonéena v jakékoli fazi rané brezosti, pokud endogenni
hodnoty progesteronu jsou dostatec¢né k udrzeni brezosti (> 4,0 ng/ml). Vysazuje se vétSinou po 45 —
70 dnech gravidity, kdy je ultrasonografickym vySetfenim potvrzena pfitomnost sekundarnich CL a
pfitomnost plodu v déloze. Pfipadné Ize progesteron vysadit po 100 — 120 dnech gestace, kdy jiz
equinni placenta produkuje dostate¢ni mnozstvi progestind k udrZzeni gravidity.
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13. DALSI METODY ASISTOVANE REPRODUKCE

Prinasime pouze struény prehled, pro vice informaci doporucujeme:

HINRICHS, Katrin a Young-Ho CHOI, 2005. Assisted Reproductive Techniques in the Horse. Clinical
Techniques in Equine Practice. (4), 210-218. Dostupné z: doi:10.1053/j.ctep.2005.07.002

Embryo muzZe byt produkovano in vitro, za poufZiti ICSI (intra-cytoplasmatic sperm injection) nebo
nuklearnim transferem somatickych bunék. Konvencni in vitro fertilizace (IVF) je u koni hodné
problematicka, zatim byly hlaseny jen 2 narozend hfibata z in vivo maturovanych oocytl ve Francii
v roku 1991.

Oocyte transfer

Tradiéni embryotransfer u koni dfive zahrnoval chirurgicky pfenos oocytu a do pfijemkyné, kterd byla
inseminovana, a jeji vlastni oocyt byl odstranén. Cely proces fertilizace, raného embryonalniho vyvoje
a nasledného vyvoje plodu probihal tedy jiz v pfijemkyni. Tato metoda je vyuZivana predevsim u
klisen, u kterych je zisk embrya z konvencni lavaze délohy nemozny, nebo v emergentnich situacich,
kdy je mozZné po euthanazii ziskat nékolik oocytd, které je nasledné mozné prenést do oviduktu
pfijemkyné.

Intra-cytoplasmatic sperm injection (ICSI)

Intracytoplasmaticky pfenos spermii je pokrocilou metodou asistované reprodukce, kterd zahrnuje
pfenos jednoho spermatozoa do cytoplasmy oocytu, ktery byl ziskan z ovaridlniho folikulu a nasledné
maturovan in vitro. Tato metoda je vyuZivana u starSich klisen s reprodukénimi abnormalitami,

v pfipadé, Ze mame limitovany pocet spermatozoi nebo v pfipadé oocytl ziskanych postmortalné u
klisen v emergentnich situacich.

PouZitim této metody eliminujeme nutnost maturace nezralych oocyt(, ktera je u koni nelspésna.
Spermatozoon je pfenesen pfimo do cytoplasmy oocytu, tim odpada nutnost vazat se a penetrovat
pres zonu pellucidu koriského oocytu, cozZ je pravé ta ¢ast IVF, kterd je u koni problematicka.

Ovum-pick up

Tato metoda zahrnuje transvaginalni aspiraci nezralych oocytl pod ultrasonografickou kontrolou.

Gamete intrafallopian transfer (GIFT)

Tato technika zahrnuje transfer oocytu i spermii do oviduktu. Je provddéna metodou tzv. flank
laparotomy na stojici klisné. Jeji potencionalni vyhodou je, Ze vyZaduje malé mnoZstvi méné
kvalitnich spermii a sniZuje riziko naslednych endometritid. Tato metoda méla Uspéch pouze

v pfipadé pouZiti chlazenych inseminacnich davek a u koni se momentalné nevyuziva.
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14. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CL
eCG
EPE
ET
FSH

GnRH

PO

PGF.a

corpus luteum

equinni choriovy gonadotropin

equine pituitary extract, extrakt koriskych hypofyz
embryotransfer

folikulostimulaéni hormon

gonadorelin (gonadotropin releasing hormon)
humanni choriovy gonadotropin

inseminacni davka

intramuskularni podani

peroralni podani

prostaglandin F.a
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