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Overzichtsartikel

Embryotransplantatie bij het paard: onmisbaar in de moderne fokkerij

Embryo transfer in horses: essential to modern breeding
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SAMENVATTING

Embryotransplantatie bij het paard is een voortplantingstechniek waarbij een embryo van een
waardevolle donormerrie wordt uitgespoeld en overgeplant in een draagmerrie. Dit heeft tal van
voordelen. Praktisch behelst deze techniek verschillende aspecten. Vooraf dient de cyclus van de
draagmerrie gesynchroniseerd te worden met die van de donor. Daarna dient men op het juiste tijd-
stip het embryo uit de baarmoeder van de drachtige donormerrie te spoelen. Na het opzoeken en
wassen van het embryo wordt het ingeplant bij de draagmerrie of receptor. Na de geboorte wordt
het veulen nog geruime tijd door de receptor gezoogd.

Bij het spoelen van de donormerrie wordt in ongeveer 50% van de gevallen een embryo gecol-
lecteerd en na het overplanten van een embryo wordt uiteindelijk gemiddeld 70% van de receptor-
merries drachtig. Uiteraard worden deze percentages in de praktijk door verschillende factoren
beinvloed. Deze factoren hebben zowel betrekking op de donor als op de receptor.

ABSTRACT

Nowadays, a valuable competition mare can produce offspring without interrupting its sport career
which is made possible by a technique called embryo transfer. The valuable mare is inseminated and an
embryo is flushed seven days later. The early embryo is then transferred to the uterus of a recipient mare
that carries the pregnancy to term.

In 50% of the cases, flushing of the donor mare results in an embryo. After transfer, an average of
70% of the recipient mares become pregnant. These percentages are influenced by several factors related
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to both the donor and recipient mares.

INLEIDING

De paardenhouderij in Belgi€ kent de laatste jaren
een geweldige opmars. Niet alleen voor het fokken van
paarden voor recreatief gebruik maar ook wat de pro-
ductie van topsportpaarden betreft kent ons land inter-
nationaal aanzien. In 2008 werd in opdracht van
Vlaams minister van landbouw en plattelandsbeleid,
Kris Peeters, onderzocht wat het economisch belang is
van de paardensector in Vlaanderen (Vlaamse Land-
maatschappij, 2008). Naar schatting telt onze regio
meer dan 150 000 paarden en zijn maar liefst 200 000
Vlamingen actief in de paardenwereld. De hippische
sector was op dat ogenblik goed voor een toegevoegde
waarde van ongeveer 215 miljoen euro. De jaarlijkse
omzet van bedrijven, zoals spermawinstations, insemi-
natiecentra en embryotransplantatiecentra werd op circa
10,4 miljoen euro geschat. Een vierde van dit bedrag
werd verwezenlijkt door de embryotransplantatiecentra
resulterend in meer dan 800 drachtige receptormerries
per jaar. Dit is ongeveer 10% van het totaal aantal veu-

lens waaraan in 2007 een EU-paspoort werd toegekend
door Vlaamse stamboekverenigingen. Ook in de ons
omringende landen is de paardenfokkerij een belangrijke
en winstgevende sector. Een deel van de in Belgié ge-
transplanteerde embryo’s is dan ook van buitenlandse af-
komst.

Embryotransplantatie (ET) is een voortplantings-
techniek waarbij een embryo van een waardevol donor-
dier wordt uitgespoeld en vervolgens wordt overgeplant
in een receptor. Nadat de techniek in de jaren vijftig van
de vorige eeuw met succes werd toegepast bij het rund
en het varken, werd in de jaren *70 gestart met em-
bryotransplantatie bij het paard (Betteridge, 2003). De
geboorte van het eerste veulen na embryotransplanta-
tie vond plaats in 1974 (Oguri en Tsutsumi, 1974).
Pas in de jaren ‘90 kende ET een echte commerciéle
doorbraak. De techniek werd vooral in Argentini€ bij
polopony’s toegepast (Pashen et al., 1993; Allen, 2005).
Tegelijk nam ook in Noord-Amerika, Brazilié en Eu-
ropa de interesse voor deze voortplantingsmethode in
de paardenfokkerij toe. Dit heeft geleid tot het ontstaan
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van gespecialiseerde embryotransplantatiecentra. In
Belgi€ telde men in 2010 twintig embryotransplanta-
tiecentra voor het paard (elf nationale en negen erkend
door de Europese Unie) (Vlaamse Overheid, 2010).

Het kernidee van embryotransplantatie is het feit dat
het embryo van een donormerrie wordt overgeplant en
zijn ontwikkeling doormaakt in de uterus van een
draagmoeder, die verschillend is van de biologische
moeder. Dit concept brengt tal van voordelen met zich
mee. Om te beginnen voorkomt embryotransplantatie
dat de sportcarriéere van de donormerrie vanwege
dracht onderbroken dient te worden en is men in staat
om te fokken met donormerries die slechts twee jaar
oud zijn (Vanderwall, 2000). Deze factoren zorgen
voor het verkorten van het generatie-interval, wat bij
het paard vrij lang is (acht tot twaalf jaar; Strom en Phi-
lipsson, 1978) en vaak kunstmatig verlengd wordt door
een eventuele sportcarriere. Dit gegeven is vooral van
belang bij warmbloeden, met name jumping- en dres-
suurpaarden, die vaak tot op hoge leeftijd blijven pres-
teren en dus in die periode niet drachtig kunnen zijn.
Een lang generatie-interval houdt in dat men minder
snel genetische vooruitgang boekt, aangezien er pas op
latere leeftijd veulens geboren worden uit topdieren.
Terwijl bij de natuurlijke voortplanting slechts één
veulen per jaar per merrie geboren wordt, zorgt ET er-
voor dat jaarlijks meerdere veulens van eenzelfde mer-
rie geregistreerd kunnen worden (Squires, 2009). Dit
impliceert dat ET de moderne fokker in staat stelt om
beter te selecteren aangezien men meer nakomelingen
kan verkrijgen van genetisch interessante merries. Ook
merries met bepaalde vormen van subfertiliteit kunnen
op deze manier alsnog hun genetisch materiaal door-
geven (Wilsher en Allen, 2004). Dit vormt een derde
toepassing van embryotransplantatie. Twintig jaar ge-
leden was men in de veronderstelling dat ET dé manier
was om ‘laatstekansembryo’s’ te verkrijgen van oudere
subfertiele merries. Helaas is gebleken dat oudere mer-
ries (> 20 jaar) geen ideale kandidaten zijn voor ET
aangezien de dalende eicelkwaliteit een bijkomende li-
miterende factor vormt (Vanderwall, 2000). In de prak-
tijk ziet men dat fokkers voornamelijk geinteresseerd
zijn in ET bij hun probleemdonoren en sportpaarden en
dat het registreren van meerdere veulens per merrie per
jaar vaak van ondergeschikt belang is.

Hoewel ET tegenwoordig niet meer weg te denken
valt uit de wereld van de moderne paardenfokkerij
waren de resultaten in het begin echter redelijk teleur-
stellend. Embryotransplantatie heeft dan ook een tra-
gere ontwikkeling gekend bij het paard dan bij het
rund. Dit was deels te wijten aan de beperkte onder-
steuning vanuit verscheidene stamboeken. Tegen-
woordig vormen deze restricties geen hinderpaal meer
en is het registreren van veulens verkregen door em-
bryotransplantatie toegestaan in de meeste stamboeken
met uitzondering van de Jockey Club, de Thoroughbred
Association (Long et al., 2003) en de Franse Draver
(Stamboekreglement van de Franse Draver).

De belangrijkste redenen voor de minder efficiénte
ET bij het paard zijn enerzijds de bijzondere voortplan-
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tingsfysiologie van de merrie, waardoor slechts een be-
perkt aantal geovuleerde eicellen per cyclus (één a twee)
vrijgezet kunnen worden en anderzijds de lage vitaliteit
van paardenembryo’s na het invriezen en ontdooien
(Scherzer et al., 2008). Deze factoren vormen de voor-
naamste minpunten van ET vanuit commercieel oog-
punt.

Ondanks deze “schoonheidsfoutjes” kent embry-
otransplantatie bij het paard een geweldige opmars in
Europa. In dit artikel worden de procedure en de be-
langrijkste factoren die invloed hebben op het sla-
gingspercentage besproken.

TECHNIEK

De procedure van embryotransplantatie bestaat uit
drie verschillende onderdelen: (1) het spoelen van het
embryo, (2) het transplanteren van het embryo en (3)
het synchroniseren van de donor- en receptormetrie.
Elke stap heeft specifieke risicofactoren die het succes
van deze techniek in de praktijk bepalen.

Synchronisatie van donor- en receptormerrie

De synchronisatie is een van de meest cruciale stap-
pen in het embryotransplantatieproces. De uterus van
de receptormerrie moet namelijk klaar zijn om het em-
bryo onder ideale omstandigheden te ontvangen (Wils-
her et al., 2010). Bij het paard beschikt men over een
tijdsvenster van ongeveer vier dagen waarbinnen de
transfer kan plaatsvinden. De receptormerrie kan één
dag eerder tot drie dagen later geovuleerd hebben dan
de donor zonder dat het drachtigheidspercentage hier-
onder lijdt (Squires en Seidel, 1995). Verscheidene
synchronisatieprocedures kunnen worden toegepast af-
hankelijk van het aantal receptormerries dat men ter be-
schikking heeft (Stout, 2006). Idealiter streeft men naar
de synchronisatie van minimaal twee a drie receptor-
merries per donormerrie (McKinnon en Squires, 2007).

Indien men een groot aantal receptormerries ter be-
schikking heeft, kan men de receptormerries op regel-
matige basis echografisch onderzoeken (Stout, 2006).
Op deze manier heeft men een overzicht en weet men
exact op welk tijdstip in de cyclus elke merrie zich be-
vindt.

Beschikt men echter maar over een beperkt aantal
merries dan dient de synchronisatie plaats te vinden
met behulp van hormonale therapie (Allen, 2005). Dit
kan door middel van prostaglandines (PGF,,) in aan-
wezigheid van een gevoelig corpus luteum. Ongeveer
twee a vijftien dagen na de toediening van PGF,, vindt
dan een volgende ovulatie plaats (Bristol, 1981). Om-
dat dit een te grote variatie inhoudt, heeft men gepro-
beerd om dit tijdsvenster te vernauwen. Dat is moge-
lijk met behulp van een tweede injectie veertien dagen
later. Hierbij vindt ovulatie plaats zeven tot tien dagen
(met een variatie van nul tot zeventien dagen) na de
tweede injectie (Holtan et al., 1977; Bradecamp, 2007).
Dit impliceert opnieuw een vrij grote variatie met be-
trekking tot het ovulatietijdstip. Een andere mogelijk-
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heid bestaat uit het echografisch opvolgen van het cor-
pus luteum bij de merrie. Indien een receptief corpus
luteum op het ovarium aanwezig is, kan het toedienen
van prostaglandines gemiddeld acht dagen (met een va-
riatie van twee dagen) later tot een ovulatie leiden
(Palmer, 1978).

Een alternatief biedt zich aan onder de vorm van
progestagenen. Progestagenen worden tien dagen toe-
gediend (intramusculair of per oraal) met op de laatste
dag van de toediening een bijkomende PGF,, -injectie
(Allen, 2005). Recent kunnen progestagenen ook intra-
vaginaal worden toegediend (Cue-Mare®), zoals bij het
rund (Grimmett et al., 2002). De intravaginale proge-
sterontherapie is niet geregistreerd voor het paard in Bel-
gié.

Een derde mogelijkheid is het gebruik van geova-
riéctomiseerde merries of merries in anoestrus. Deze
merries moeten voorbereid worden met behulp van
progestagenen (Hinrichs et al., 1986) en oestrogenen.

Het spoelen van de donormerrie

De donormerrie wordt bevrucht via natuurlijke dek-
king of kunstmatige inseminatie met vers, gekoeld of
diepvriessperma. Hiertoe is het noodzakelijk de do-
normerrie nauwgezet op te volgen door middel van
echografische controle van de follikelgroei en het tijd-
stip van ovulatie. De kennis van het exacte tijdstip
van ovulatie is van cruciaal belang aangezien op dag
zeven of acht na de ovulatie de baarmoeder gespoeld
moet worden om het eventuele embryo te recupereren
(Iuliano et al., 1985). Indien men eerder spoelt dan op
dag zeven, loopt men het risico dat het embryo de
baarmoeder nog niet bereikt heeft (Boyle et al., 1989).
Het embryo bereikt de uterus als late morula of vroege
blastocyst, ongeveer 156 tot 168 uur na de ovulatie
(Battut et al., 2001). Spoelt men later dan op dag acht,
dan is het snelgroeiende embryo te groot om met het
conventionele materiaal een vlotte manipulatie toe te
laten, met eventueel schade tot gevolg (Wilsher et al.,
2010). De diameter van het embryo verdubbelt name-
lijk dagelijks vanaf de eerste dag na aankomst in de ute-
rus (Squires et al., 1985) (Tabel 1). Op dag acht na de
ovulatie kan het embryo een grootte van 1132 um be-
reiken terwijl de commerci€le embryorietjes die ge-
bruikt worden voor de transfer, gemaakt zijn voor em-
bryo’s kleiner dan 1000 wm (Squires et al., 1985;
Vanderwall, 2000). Na afloop dient de donormerrie
geinjecteerd te worden met prostaglandines om het
corpus luteum te vernietigen (McCue et al., 2010). Dit

Tabel 1. Diameter van het paardenembryo in de uterus
(naar Squires et al., 1985)

Dagen na ovulatie = Gemiddelde Grenswaarden
grootte (um) (um)
6 208 132 -756
7 406 136 — 1460
8 1132 120 — 3980
9 2220 730 — 4520
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voorkomt een eventuele dracht wanneer het embryo
onverhoopt niet uit de uterus werd gespoeld en ver-
oorzaakt een geinduceerde oestrus, hetgeen een even-
tuele iatrogene infectie bekomen door het manipuleren
van de uterus tijdens dioestrus, kan overwinnen.

Zoals reeds vermeld bereikt het paardenembryo
ongeveer zes a zeven dagen na ovulatie de baarmoeder
(Ginther, 1983; Battut et al., 2001) en kan het rond dag
zeven dus vlot uit de baarmoeder gespoeld worden.
Daartoe wordt, na het grondig reinigen en desinfecte-
ren van het perineum van de merrie, een steriele fo-
leykatheter ingebracht in de uterus waarna de cuff op-
geblazen en naar caudaal getrokken wordt teneinde het
ostium internum cervicis af te sluiten (Wilsher en Al-
len, 2004). Het aantal liter vloeistof dat men aanwendt,
is afhankelijk van de pariteit van de merrie en aldus ook
van het volume van de baarmoeder (McCue et al.,
2010). Tijdens het spoelen masseert men rectaal de
baarmoeder zodat de vloeistof zich goed verdeelt en het
embryo uit de endometriale plooien wordt losgemaakt
(Vanderwall, 2000). De ingebrachte vloeistof wordt
afgeheveld en de procedure wordt drie tot zes maal her-
haald. Het herhaaldelijk spoelen verhoogt namelijk de
kans op het verkrijgen van een embryo (Hinrichs,
1990). Ook het toedienen van oxytocine vlak voor de
laatste spoelbeurt zou door het stimuleren van de baar-
moedercontracties een positieve invloed hebben op
het verkrijgen van het embryo (Hudson en McCue,
2004).

Alhoewel verschillende spoelmedia gecommercia-
liseerd zijn voor het uitspoelen van het embryo bij het
paard, kan een eenvoudige ringerlactaatoplossing, al
dan niet gesupplementeerd met 0,5% foetaal kalfserum,
met goed resultaat gebruikt worden (McCue et al.,
2003).

Men onderscheidt twee manieren van spoelen: de
open en de gesloten methode. Bij de gesloten methode
leidt men door middel van een Y-vormig spoelsysteem
de verkregen spoelvloeistof rechtstreeks doorheen een
75um-embryofilter (Vanderwall, 2000) (Figuur 1). Dit
in tegenstelling tot de open methode waarbij men eerst
de vloeistof opvangt en deze later in het labo handma-
tig filtert of decanteert (Figuur 2).

De inhoud van de filter wordt overgebracht in een
petrischaaltje en onderzocht op de aanwezigheid van
het embryo (lichtmicroscoop: 10-15x vergroting). De
meerderheid van de embryo’s heeft op dag zeven of
acht na ovulatie een gemiddelde diameter van 0,5 tot
I mm en is in theorie met het blote oog zichtbaar
(Squires et al., 1985; Stout, 2006). Toch is het nood-
zakelijk om het embryo op te zoeken met behulp van
een lichtmicroscoop (Figuur 3). Alleen zo kan men met
zekerheid zeggen of er een embryo aanwezig is. Bo-
vendien kan men de kwaliteit van het embryo beoor-
delen (vergroting 40 - 80x). Dit kan van belang zijn
aangezien de kwaliteit in direct verband staat met het
drachtigheidspercentage na transfer (McKinnon en
Squires, 1988; Carnevale et al., 2000). Tijdens het op-
zoeken dient men te vermijden dat het embryo over-
matig wordt blootgesteld aan plotse temperatuur-
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Figuur 1. Schematische voorstelling van de spoeling van
de donormerrie via het gesloten systeem (naar Aquilar en
Woods, 1997; http://www.svp-wessel.nl/index.php?
page=3&sub=11; 28/11/2011).

schommelingen en niet-isotone oplossingen (Vander-
wall, 2000).

Na het microscopisch onderzoek wordt het embryo
overgebracht in een speciaal samengesteld medium en
vervolgens herhaaldelijk gewassen. Voor het wassen
kan men gebruik maken van een cultuurplaatje met
welletjes die enkele milliliter wasmedium bevatten.
Het spoelen van het embryo is noodzakelijk om cel-
debris en andere vormen van contaminatie te verwij-
deren (Daels, 2007).

Na het wassen kan men het embryo meteen over-
planten, gekoeld transporteren of invriezen. Voor het
transport (24 uur bij 5°C) beschikt men over een aan-
tal gebufferde media, zoals Emcare® en Vigro Holding
Plus® (Stout, 2006). Het transport kan gebeuren met be-
hulp van een Equitainer®. Dit is een handige container
ontwikkeld voor het vervoer van gekoeld sperma en
embryo’s waarbij een koeltemperatuur gegarandeerd
wordt van 4 tot 6°C gedurende 36 uur (Douglas-Ha-
milton et al., 1984). Dit gekoeld transport wordt vaak
in de praktijk gebruikt met goede resultaten (Carney et
al., 1991). Het invriezen van paardembryo’s is arbeids-
intensief en de resultaten zijn nog niet optimaal. Een ac-
ceptabel drachtigheidspercentage (50 tot 60%) kan tot
nu toe enkel bekomen worden wanneer het embryo zich
in een vroegembryonaal stadium bevindt (dag 6 tot 6,5:
diameter < 0,250 mm) (Tharanasit et al., 2005). Recent
onderzoek naar het gebruik van cryopreservatie is ech-
ter veelbelovend en zou in de toekomst kunnen leiden
tot betere resultaten in de praktijk (Choi et al., 2011).

Het transport van het embryo laat de dierenarts toe
embryotransplantatie uit te voeren zonder zwaar te in-
vesteren in receptormerries. De dierenarts spoelt de
merrie thuis en verzendt het embryo vervolgens naar
een transplantatiecentrum. Bovendien hoeft de waar-
devolle donormerrie hiervoor haar vertrouwde omge-
ving niet te verlaten (Squires et al., 2003). De ontwik-
keling van het gekoeld transport betekent dan ook een
belangrijke evolutie en expansie van embryotrans-
plantatie in de praktijk.

277

Transplanteren van het embryo

Het embryo kan op verschillende manieren over-
geplant worden bij de receptormerrie: chirurgisch en
niet-chirurgisch. Op chirurgisch vlak heeft men de
keuze tussen een aantal technieken: laparotomie ter
hoogte van de linea alba onder algemene anesthesie
(Allen, 1982) of via de flank, staand met sedatie (Squi-
res et al., 1985). Recent heeft men twee nieuwe me-
thoden uitgetest: transvaginale punctie van de baar-
moeder en laparoscopische injectie via de flank (Muller
en Cunat, 2010). Aangezien de niet-chirurgische me-
thode goedkoper, sneller en ethisch meer verantwoord
is, wordt chirurgie niet meer toegepast en hier ook
niet verder besproken (Squires et al., 2003; Stout,
2006).

Wanneer het embryo niet-chirurgisch wordt over-
geplant, kan men gebruik maken van een cassoutrans-
ferpipet of een inseminatiepipet die transcervicaal, on-
der vaginale begeleiding, in de uterus wordt gebracht.
Het embryo zelf bevindt zich in een 0,25 - 0,5 ml-rietje.
De cassoupipet wordt omgeven door een steriele, harde
plastic beschermhuls met eromheen een flexibel plas-
tic omhulsel (‘chemise’). Wanneer de pipet zich in de
cervix bevindt, wordt het omhulsel of de ‘chemise’

.

Figuur 2. Het handmatig filteren van de spoelvloeistof.

M
e

Figuur 3. Het microscopisch onderzoek van het embryo.
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doorprikt en de pipet wordt verder opgeschoven tot in
de baarmoeder (Daels, 2007). Men zorgt er steeds voor
minimaal trauma toe te brengen aan de cervix waarbij
men zo steriel mogelijk te werk gaat. Vroeger werd
aangenomen dat oxytocinevrijstelling als gevolg van de
manipulatie van de cervix aanleiding zou geven tot
vroegembryonale sterfte (Handler et al., 2002). In meer
recent onderzoek heeft men deze hypothese verworpen
(Handler et al., 2006). Vooral inflammatie van het en-
dometrium en endometritis als gevolg van de iatrogene
inbreng van bacterién in de baarmoeder onder proge-
steroninvloed, zouden de oorzaak zijn van een gedaald
drachtigheidspercentage na embryotransplantatie
(Squires et al., 1999).

Omwille van deze redenen werd een nieuwe trans-
fertechniek ontwikkeld (Wilsher en Allen, 2004). Bij
deze methode maakt men gebruik van een polansky-
speculum, waarmee men de cervix visualiseert, en van
een speciale weefselklem die de portio vaginalis cer-
vicis naar caudaal trekt. De tractie op deze weefselklem,
de “Wilsher equine embryo transfer forceps”, zorgt er-
voor dat het cervicale kanaal wordt gladgestreken en in
het verlengde van de baarmoeder komt te liggen, het-
geen het vlot inbrengen van de transferpipet mogelijk
maakt (Wilsher en Allen, 2004) (Figuur 4). Het embryo
brengt men rechtstreeks in de inseminatiepipet omgeven
door 2,5 ml “holding medium”. Dit volume verkleint de
kans dat het embryo aan de pipet blijft kleven en bijge-
volg verloren gaat (Allen, 2005). Deze techniek zou niet
alleen de schade aan het endometrium voorkomen en
een goede steriliteit garanderen, maar is ook eenvoudig
aan te leren en zeer efficiént met een drachtigheidsper-
centage van 85% (Wilsher en Allen, 2004).

De maternale herkenning van de dracht is een fy-
siologisch proces dat cruciaal is voor het onderhouden
van de dracht (Klein en Troedsson, 2011). Het is mo-
gelijk dat het falen van dit proces de oorzaak is van
een verminderd drachtigheidspercentage na de trans-
fer van het embryo (Brinsko et al., 2011). Een medi-
camenteuze behandeling van de receptormerrie tijdens
en na de transfer kan de maternale herkenning onder-
steunen. De transfer van een embryo in de baarmoeder
van de receptormerrie brengt namelijk een subklinische
ontstekingsrespons teweeg die leidt tot het vrijstellen
van prostaglandine F2a (PGF2a) (Koblischke et al.,
2010). Een massale vrijstelling van PGF2a kan leiden
tot het vernietigen van het corpus luteum (luteolyse).
Het corpus luteum produceert progesteron, dat bij het
paard noodzakelijk is om de dracht tot dag 100 in
stand te houden (Allen, 2000). Nadien neemt de pla-
centa de progesteronproductie over (Brinsko et al.,
2011). Onder normale omstandigheden maakt het em-
bryo zijn aanwezigheid in de uterus kenbaar door de
productie van prostaglandine E2 en het verhinderen
van de vrijstelling van cyclo-oxygenase 2 (Allen, 2001;
Klein en Troedsson, 2011). Cyclo-oxygenase 2 speelt
een belangrijke rol in de vrijstelling van PGF2a door
het endometrium (Zavy et al., 1978). De toediening van
niet-steroidale ontstekingsremmers (bijvoorbeeld flu-
nixine meglumine) tijdens de transfer zou een positief
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Figuur 4. De transfertechniek met behulp van de cervix-
klem en het polanskyspeculum.

effect hebben op het drachtigheidspercentage na ET
door het inhiberen van cyclo-oxygenase (Koblischke et
al., 2010). Bovendien kunnen de noodzakelijke pro-
gesteronspiegels gegarandeerd worden door het exo-
geen toedienen van progesteron gedurende de dracht of
men kan de endogene progesteronproductie stimuleren
met behulp van een hCG-injectie op het moment van
de transfer (Arruda en Fleury, 2005). Indien men ge-
bruik maakt van een geovariéctomiseerde merrie als re-
ceptor, dan is langdurige progesterontoediening so-
wieso noodzakelijk: vanaf ongeveer vijf dagen voor de
transfer tot dag 100-140 van de dracht (McKinnon en
Squires, 2007). Bijkomend kan tijdens de transfer ge-
bruik worden gemaakt van antibiotica (bijvoorbeeld
sulfamethoxazole en trimetoprim), aangezien het ma-
nipuleren van de baarmoeder onder progesteronin-
vloed altijd risico’s met zich meebrengt. De duur van
de antibiotica- en progesteronbehandeling moet op in-
dividuele basis worden ge€valueerd (Brinsko et al.,
2011). In de meeste gevallen worden evenwel geen an-
tibiotica of hormonen toegediend en ook het gebruik
van niet-steroidale ontstekingsremmers kan achter-
wege worden gelaten zonder verminderde resultaten.

Een eerste drachtigheidscontrole bij de receptor-
merrie vindt vervolgens plaats op dag vijf of zeven na
de transfer. Daarna kunnen controles volgen op dag 35,
45 en 60 van de dracht (McKinnon en Squires, 2007).

BEINVLOEDENDE FACTOREN EN SUCCES

Factoren met betrekking tot de donor en het spoel-
percentage

Zowel de hengst als de donormerrie speelt een cru-
ciale rol. De donormerrie dient namelijk bevrucht te
worden alvorens een embryo kan worden gespoeld. Het
percentage bekomen embryo’s is aldus athankelijk van
de kwaliteit van het sperma en de bewaring (Squires et
al., 1998), alsook van de vruchtbaarheid en de leeftijd
van de donormerrie (Squires et al., 2003). Recent on-
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derzoek heeft ook aangetoond dat merries in training,
vooral onder warme en vochtige omstandigheden, ver-
anderingen vertonen in hun follikelontwikkeling en
ovulatie, hetgeen aanleiding kan geven tot een lager
spoelpercentage (Mortensen et al., 2009). Het spoel-
percentage bedraagt in theorie meer dan 70% indien de
merrie jong is en geinsemineerd wordt met vers sperma
van een fertiele hengst (Stout, 2006). In de praktijk ligt
dit percentage lager aangezien de donormerrie vaak ou-
der is (Carnevale en Ginther, 1995, Squires et al.,
2003), een voorgeschiedenis heeft van infertiliteit of
met diepvriessperma geinsemineerd is (Squires et al.,
2003).

Superovulatie kan het percentage bekomen em-
bryo’s drastisch verhogen, maar deze techniek werkt bij
het paard niet optimaal (Losinno et al., 2001). Bij het
rund heeft deze procedure gezorgd voor het commer-
ci€le succes van embryotransplantatie, aangezien hier-
door gemiddeld vijf tot zes embryo’s per spoeling kun-
nen verkregen worden (Kafi en McGowan, 1997).
Een beperkte superovulatie bij het paard kan be-
werkstelligd worden met equine FSH (eFSH), waar-
bij een hoger aantal ovulaties (3,6 versus 1,0) en al-
dus een hoger aantal embryo’s bekomen worden (1,9
versus 0,5 embryo’s) (Niswender et al., 2003). Des-
alniettemin hebben enkele studies aangetoond dat
deze embryo’s een lagere kwaliteit hebben en resul-
teren in een lager drachtigheidspercentage bij de re-
ceptor (Raz et al., 2011). Er dient te worden opge-
merkt dat eFSH in Belgi€ niet geregistreerd is voor
gebruik bij het paard.

Wanneer superovulatie niet wordt toegepast, is het
herhaaldelijke spoelen tijdens opeenvolgende cycli
van de donormerrie noodzakelijk om meerdere veulens
te verkrijgen. Het inbrengen van vloeistof in de uterus
kan een ontsteking veroorzaken van het endometrium
(Palm et al., 2008). Onderzoek heeft echter niet kunnen
aantonen dat het herhaaldelijke spoelen voor embryo-
transplantatie een negatieve invloed zou hebben op de
vruchtbaarheid van de donormerrie (Aurich et al.,
2011).

Factoren met betrekking tot de receptormerrie en
het drachtigheidspercentage

Het management van de receptormerries is een cru-
ciaal onderdeel van embryotransplantatie. Zowel de
synchronisatie als de selectie van de juiste receptor
beinvloedt in sterke mate het drachtigheidspercentage.
Zoals eerder werd vermeld, is synchronisatie moeilijk
maar essentieel. De receptor moet namelijk in staat zijn
het embryo te onderhouden en te doen ontwikkelen tot
een veulen, dat ze na de geboorte ook moet zogen.

Een goede receptormerrie moet over voldoende uier-
ontwikkeling, een normale cyclus en goede moeder-
eigenschappen beschikken (Crowell-Davis en
Weeks, 2005). Zij dient in goede gezondheid te ver-
keren met een normaal voortplantingsstelsel. De re-
ceptormerrie mag geen endometritis, cysten of een
pneumo/urovagina hebben. Het is belangrijk om voor
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de transfer de baarmoeder op inhoud/vocht te contro-
leren en de tonus van de cervix na te gaan (Carnevale
et al., 2000). Idealiter is de draagmoeder drie tot twaalf
jaar oud (Squires et al., 1998). Onderzoek heeft aan-
getoond dat de grootte van de microcotyledonen opti-
maal is bij een multipare merrie tussen vijf en negen
jaar oud (Wilsher en Allen, 2003). In de praktijk ver-
kiest men nullipare merries of jonge merries die één a
twee gezonde veulens ter wereld hebben gebracht
(McKinnon en Squires, 2007). Ook de stokmaat speelt
hierin een belangrijke rol. De stokmaat is gecorre-
leerd met de uteruscapaciteit en de voorziening van
voedingsstoftfen door de placenta (Allen et al., 2002).
De grootte van de uterus is namelijk bepalend van-
wege de diffuse niet-invasieve epitheliochoriale pla-
centa (Wilsher en Allen, 2003). Een eventuele achter-
stand of voorsprong die het veulen heeft opgelopen bij
een te kleine respectievelijk te grote merrie kan later
niet meer gecorrigeerd worden (Allen et al., 2002). De
stokmaat van de receptormerrie moet dus vergelijkbaar
zijn met de stokmaat van de donormerrie.

Onder ideale omstandigheden is er ongeveer 75 -
85% kans dat het embryo na transplantatie bij de re-
ceptor verder ontwikkelt (Iuliano et al., 1985; Allen,
2005).

DE TOEKOMST

Het mag duidelijk zijn dat ET een uitermate be-
langrijke techniek is om de voortplantingscapaciteit
van topmerries te verveelvoudigen, maar de donor-
merrie moet voldoende vruchtbaar zijn om het embryo
te kunnen onderhouden voor zes a acht dagen. Be-
paalde merries, met name deze met ovulatiestoornissen,
uterus/oviductpathologie en hoge leeftijd, zijn niet aan
te raden voor ET (Carnevale, 2008). Deze problemen
kan men omzeilen met odcytentransfer (OT)/ “gamete
intrafallopian transfer” (GIFT) en in-vitrofertilisatie
(IVF). Ondanks de vele pogingen van onderzoekers
over de hele wereld slaagt men er niet in om I'VF bij het
paard efficiént en herhaalbaar te maken. Het beperkte
succes van deze techniek heeft geleid tot het introdu-
ceren van de meer succesvolle intracytoplasmatische
sperma-injectie (ICSI), gebaseerd op de positieve re-
sultaten bij de mens (Palermo et al., 1992). Niet enkel
biedt ICSI een bruikbaar alternatief voor klassieke
IVF maar het vormt ook een mogelijke behandeling
voor de mannelijke subfertiliteit, wat niet mogelijk is
met ET en OT (Hinrichs, 2005).

Hoewel bepaalde artifici€le reproductietechnie-
ken bij het paard nog maar in de kinderschoenen
staan, zijn wetenschappers en fokkers steeds meer
gaan geloven in het potentieel van deze technieken om
vruchtbaarheidsproblemen op te lossen en genetische
vooruitgang bij het paard te bewerkstellingen. Daar
waar embryotransplantatie reeds frequent wordt toe-
gepast, zijn in-vitrofertilisatie en in-vitro-embryocul-
tuur momenteel van slechts weinig commercieel be-
lang. De oorzaak ligt in het feit dat in-vitroreproductie
bij het paard geen eenvoudige zaak is. In tegenstelling
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tot het rund, waarbij men deze technieken reeds op
grote schaal toepast, is het onderzoek bij het paard
minder snel geévolueerd. Zowel technische factoren,
zoals de beperkte beschikbaarheid van slachthuis-
ovaria als diersoortspecifieke eigenschappen, liggen
aan de basis van de problematiek met betrekking tot
in-vitroreproductie bij het paard. Desalniettemin zijn
verscheidene onderzoeksteams erin geslaagd om de
geboorte van een levend veulen te realiseren na in-vi-
tromaturatie van een eicel (IVM), in-vitrofertilisa-
tie/intracytoplasmatische sperma-injectie en in-vitro-
embryocultuur (Li et al., 2001; Hinrichs, 2005; Galli
etal., 2007). In Belgié werd het eerste proefbuisveu-
len geboren in 2009 (Smits et al., 2010). Momenteel
wordt verder gewerkt aan het in praktijk brengen van
deze voortplantingstechniek.

CONCLUSIE

Hoewel embryotransplantatie in het verleden bij
het paard maar traag op gang kwam, biedt deze tech-
niek tal van voordelen voor de moderne fokker. Em-
bryotransplantatie valt dan ook niet meer weg te den-
ken in landen als Argentini€, Brazili€ en de Verenigde
Staten (Squires et al., 2003). Ook Belgié, Frankrijk, Ne-
derland en Duitsland erkennen het potentieel van deze
techniek (Allen, 2005). Daarnaast blijft ET van essen-
tieel belang bij meer doorgedreven reproductieve tech-
nieken als IVM en ICSI. In Belgi¢ wordt ET in ver-
scheidene Kl-centra commercieel aangeboden.
Embryotransplantatie is echter niet louter en alleen voor-
behouden voor de grotere paardenkliniek of Kl-cen-
trum, ook de praktijkdierenarts kan zijn steentje bijdra-
gen. Hij of zij kan het embryo spoelen en verzenden naar
een embryotransplantatiecentrum. Ook grotere paar-
denklinieken kunnen deze rol vervullen of enkele re-
ceptormerries huisvesten, wat voldoende is bij een be-
perkte vraag van het cliénteel. Is de vraag naar ET groter,
dan dient men zich te wenden tot een embryotransplan-
tatiecentrum dat beschikt over voldoende receptormer-
ries. Het management van een receptorkudde is echter
geen eenvoudige opgave. Er dient aandacht te worden
besteed aan huisvesting, dierenwelzijn en ziektepreven-
tie. Bij het houden van een kudde receptormerries mag
een correct vaccinatie- en ontwormingsschema niet ont-
breken. Verder brengt het beheer van een receptor-
kudde heel wat administratie met zich mee onder de
vorm van correcte identificatie (chip en paspoort) en
verzekeringen. De voorwaarden met betrekking tot het
ter beschikking stellen van de receptormerrie worden
opgenomen in een overeenkomst tussen het embryo-
transplantatiecentrum en de klant. Ook in het kader van
fertiliteitsbegeleiding dient men het overzicht te kun-
nen bewaren waarbij het gynaecologisch opvolgen van
deze merries zeer arbeidsintensief is. Bovendien is een
correcte synchronisatie van de donor- en receptormer-
rie niet eenvoudig maar ze oefent wel een belangrijke
invloed uit op het slagingspercentage (Jacob et al.,
2002; Scherzer et al., 2008).
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