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CZ 32522 U1

Kultiva¢ni medium pro eliminaci defektii zrani sav¢ich oocytii vyvolanych glyfosatem

Oblast techniky
Reseni se tyka zvySeni vyvojové schopnosti savéich oocytl ziskanych od zvifat, ktera byla

vystavena nepiiznivym ucinkdim herbicidu glyfosatu. Toto kultivaéni medium ma velky vyznam
zejména pii asistované reprodukci hospodaiskych zvirat.

Dosavadni stav techniky

Nariistajici zne€isténi Zivotniho prostfedi ma za nasledek poruchy plodnosti. K polutantiim, které
se na tom vyznamné podileji, patii i endokrinni disruptory, €ili latky schopné narusit hormonalni
rovnovahu organismu. Mezi nimi zaujimaji vyznamné misto 1 herbicidy pouzivané v zemedélstvi
véetné glyfosatu. Tyto latky jsou v Zivotnim prostiedi velmi rozsifené a jejich negativni efekt se
projevuje uz ve velmi nizkych koncentracich. Je proto krajné€ obtiZzné, ne-li nemozné, zajistit, aby
lidé ¢i zvirata nebyli U€inku téchto latek vystaveni.

V soucasné dob¢ se pro asistovanou reprodukci savci, napf. pro klonovani, in vitro oplozeni,
transgenozi, véetné hospodaisky vyznamnych druhd, vyuZivaji oocyty dozralé v podminkach in
vitro. Ty mohou pochazet od zvirat, jez byla vystavena G¢inkiim latek zneciStujicich Zivotni
prostfedi. Kvalita takovych oocytll je sniZzena a jejich schopnost dozrat v podminkach in vitro
byva naruSena. Plati to i pfi expozici zvirat glyfosatem, ktery se vyskytuje v krmivech a je s to
nasledné naruSit zrani oocytdl in vitro. Proto se vyvijeji systémy kultivace, které by riziko
naruSeni in vitro zrani u oocytl ze zvifat exponovanych glyfosatem eliminovaly. Pro tyto
kultivaéni systémy se hledaji latky, které by u oocytd kultivovanych in vitro zabranily
vyznamnym vyvojovym defektlim.

Pokud by se podatilo zajistit plnohodnotné zrani i u oocytl ze zvirat, ktera byla predtim

v disledku znecisténi Zivotniho prostredi vystavena piisobeni glyfosatu, zvysilo by se vyuZiti
Slechtitelského potencialu samic a zefektivnily by se i postupy asistované reprodukce.

Podstata technického feSeni

Uvedené problémy odstranuje kultivatni medium pro eliminaci defektl zrani savéich oocytl
vyvolanych glyfosatem, podle technického feSeni, jehoZ podstata spociva v tom, Ze 1 1 tohoto
media obsahuje

Chlorid vapenaty 0,139600 g/
Dusi¢nan Zelezity * 9 H,O 0,000720 g/l
Siran hotfe¢naty (bezvody) 0,097670 g/l
Chlorid draselny 4,000000 g/l
Fosfore¢nan draselny 0,060000 g/
Octan sodny (bezvody) 0,050000 g/
Uhlic¢itan sodny 2,200000 g/l

Chlorid sodny 8,000000 g/l
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Fosfore¢nan sodny (bezvody)

L-alanin

L-arginin « HCI
L-kyselina asparagova
L-cystein « HCI » H,O
L-cystin » 2 HCI
L-kyselina glutamova
L-glutamin

Glycin

L-histidin « HC] « H,O
Hydroxy-L-prolin
L-isoleucin

L-leucin

L-lysin « HCI
L-methionin
L-fenylalanin

L-prolin

L-serin

L-threonin
L-tryptofan

L-tyrozin* 2 Na * 2 H,O
L-valin

Kyselina askorbova * Na
D-Biotin

Kalciferol

Cholin chlorid

Kyselina listova

CZ 32522 U1

0,047880 g/l
0,025000 g/1
0,070000 g/l
0,030000 g/1
0,000110 g/
0,026000 g/l
0,066800 g/l
0,100000 g/l
0,050000 g/1
0,021880 g/l
0,010000 g/1
0,020000 g/l
0,060000 g/1
0,070000 g/l
0,015000 g/1
0,025000 g/l
0,040000 g/1
0,025000 g/l
0,030000 g/1
0,010000 g/1
0,057660 g/l
0,025000 g/l
0,0000566 g/1
0,000010 g/l
0,000100 g/1
0,000500 g/1

0,000010 g
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Menadion

Myo-inozitol

Niacinamid

Kyselina nikotinova
Kyselina pantotenova
Kyselina p-aminobenzoova
Pyridoxal « HCI

Pyridoxin « HCI

Retinol acetat

Riboflavin

DL-a-tokoferol fosfat « Na
Thiamin « HCI

Adenin sulfat

Adenosin trifosfat « 2 Na
Adenosin monofosfat « Na
Cholesterol

Deoxyribdza

Glukoza

Glutathion (redukovany)
Guanin * HCI
Hypoxanthin

Fenolova Cerveini » Na
Polyoxyethylensorbitanmonooleat
Riboza

Thymin

Uracil

Xantin ¢ Na

Resveratrol

CZ 32522 U1

0,000016 g/l
0,000050 g
0,000025 g
0,000025 g
0,000050 g
0,000010 g
0,000025 g
0,000025 g
0,000140 g/
0,000010 g
0,000010 g
0,000010 g
0,010000 g
0,001000 g
0,0002385 g/l
0,0002000 g/
0,0005000 g/l
1,0000000 g/
0,0000500 g/
0,0003000 g/l
0,0003000 g/1
0,0213000 g/
0,0200000 g/l
0,0005000 g/l
0,0003000 g/1
0,0003000 g/1
0,0003440 g/l

S5uM
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CZ 32522 U1

Cystathionin 5uM
Kyselina merkaptopyrohroznova 10 uM
Xestosaprol C 50 mM.

Kultivaéni medium podle technického feseni je charakterizovano tim, Ze se oocyty s ukoncenou
ristovou fazi kultivuji in vitro s xestosaprolem C po dobu, kterd je u daného druhu zvirat bézné
nutna pro postup zrani oocytll do metafaze II. Kultivaéni medium podle technického feSeni je
dale charakterizovano tim, Ze se na oocyty s ukon¢enym riistem a Upln¢ vyvinutou vyvojovou
schopnosti béhem jejich zrani in vitro plsobi v in vitro kultufe xestosaprolem C v koncentracich
od 10 do 100 nM, pri¢emz tato kultivace trva po dobu, ktera odpovida dobé nutné v podminkach
kultivace in vitro pro postup zrani oocytll do stadia metafaze II.

Kultiva¢ni medium podle technického feSeni pro zvySeni ochrany oocytil proti efektiim glyfosatu
se konkrétné vyhodné pouziva tak, Ze se nezralé¢ sav¢i oocyty s ukoncenym ristem a uplné
vyvinutou vyvojovou schopnosti in vitro kultivuji v médiu s xestosaprolem C v koncentraci 50
mM. Kultivace trva dobu, ktera je u daného druhu potiebna pro dozrani oocytli s ukoncenou
ristovou fazi a plnou vyvojovou schopnosti v podminkach in vitro, tj. u prasete asi 44 aZ 48
hodin, u skotu 22 az 24 hodin, u vice nez 85 % oocytl pro dalsi pouZiti.

Kultivaénim mediem podle technického feSeni jsou oocyty vystaveny plisobeni xestosaprolem C,
coZ ma pozitivni vliv na kvalitu zrani oocytl, predev§im pak na integritu déliciho vieténka a
euploidni stav chromozom dozralého oocytu. To se ukazuje jako velmi vyhodné, protozZe
experimenty plvodcii prokazaly, ze kultivace s xestosaprolem C ma pfiznivy efekt na zrani
oocytll od zvirat, jez byla predtim vystavena ucinku glyfosatu. Pokud neni pouzito kultivacni
medium podle technického feSeni, pak vétSina kultivovanych oocytl ze zvirat, jez byla pfedtim
vystavena ucinkim glyfosatu, ma narusené dé¢lici vieténko a pii vydé€leni prvniho pdlového
téliska dochazi k aneuploidiim. Takové oocyty jsou pro vétSinu biotechnologii nepouZitelné.
Zptsobem podle technického feseni je dosazeno uplného zrani oocytl do metafaze II u vice nez
85 % oocytl. Tyto oocyty lze pouzit pro dalsi reprodukéni biotechnologie, protoZe jsou s to se
vyvijet v kvalitni embrya.

Plsobenim kultivatniho media podle technického feSeni dojde k podstatnému zvySeni podilu
oocytll, jez dokon¢i zrani a jsou vyuzitelné pro dalsi reprodukéni biotechnologie. Ve srovnani
s tradi¢nimi postupy kultivace je narist podilu dozralych oocytil zhruba dvoj- az trojnasobny, coz
ma velky hospodarsky vyznam. Zpiisob kultivace uvedenym kultivacnim mediem in vitro oocytl
od zvirat, jez byla pfedtim vystavena ucinku glyfosatu, kultivaénim mediem podle technického
feSeni lze vyuZit zejména pii reprodukénich biotechnologiich hospodaiskych zvirat, napf. pro
klonovani ¢i ICSI.

Kultiva¢ni medium podle technického feSeni pro zvySeni vyvojové schopnosti oocytll od zvifat
vystavenych pied kultivaci pisobeni glyfosatu in vitro s xestosaprolem C bylo pivodci uspésné
ovéfeno v laboratofich a stajich u pfihlasovatele, kterym je Vyzkumny astav Zivoci§né vyroby,
v.v.i., v Praze, CZ.

Nasledujici ptiklady kultivaéni medium podle technického feSeni pouze dokladaji, aniz by ho
jakkoliv omezovaly.

Piiklady uskute¢néni technického feSeni

Priklad 1
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Kultivaéni medium podle technického feSeni pro eliminaci defektd zrani savéich oocyti

CZ 32522 U1

vyvolanych glyfosatem mélo v 1 I nasledujici sloZeni:

Chlorid vapenaty
Dusicnan zelezity « 9 H,O
Siran hotfe¢naty (bezvody)
Chlorid draselny
Fosfore¢nan draselny
Octan sodny (bezvody)
Uhli¢itan sodny

Chlorid sodny
Fosforecnan sodny (bezvody)
[-alanin

L-arginin « HCI
L-kyselina asparagova
L-cystein « HCI « H,O
L-cystin » 2 HCI
L-kyselina glutamova
L-glutamin

Glycin

L-histidin « HCI] « H,O
Hydroxy-L-prolin
L-isoleucin

L-leucin

L-lysin « HCI
L-methionin
L-fenylalanin

L-prolin

L-serin

0,139600 g/l
0,000720 g/l
0,097670 g/l
4,000000 g/l
0,060000 g/1
0,050000 g/1
2,200000 g/l
8,000000 g/l
0,047880 g/l
0,025000 g/1
0,070000 g/l
0,030000 g/1
0,000110 g/
0,026000 g/l
0,066800 g/l
0,100000 g/1
0,050000 g/l
0,021880 g/l
0,010000 g/l
0,020000 g/1
0,060000 g/1
0,070000 g/l
0,015000 g/1
0,025000 g/1
0,040000 g/1

0,025000 g/
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L-threonin

L-tryptofan

L-tyrozin* 2 Na * 2 H,O
L-valin

Kyselina askorbova * Na
D-Biotin

Kalciferol

Cholin chlorid

Kyselina listova
Menadion

Myo-inozitol

Niacinamid

Kyselina nikotinova
Kyselina pantotenova
Kyselina p-aminobenzoova
Pyridoxal « HCI

Pyridoxin « HCI

Retinol acetat

Riboflavin
DL-a-tokoferol fosfat « Na
Thiamin « HCI

Adenin sulfat

Adenosin trifosfat « 2 Na
Adenosin monofosfat « Na
Cholesterol

Deoxyribdza

Glukoza

Glutathion (redukovany)

CZ 32522 U1

0,030000 g/1
0,010000 g/1
0,057660 g/l
0,025000 g/1
0,0000566 g/l
0,000010 g/l
0,000100 g/l
0,000500 g/1
0,000010 g/l
0,000016 g/l
0,000050 g/l
0,000025 g/l
0,000025 g/l
0,000050 g/l
0,000010 g/l
0,000025 g/l
0,000025 g/l
0,000140 g/l
0,000010 g/l
0,000010 g/l
0,000010 g/l
0,010000 g/1
0,001000 g/l
0,0002385 g/l
0,0002000 g/l
0,0005000 g/1
1,0000000 g/l

0,0000500 g/l
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Guanin * HCI 0,0003000 g/l
Hypoxanthin 0,0003000 g/
Fenolova Cerveini » Na 0,0213000 g/

Polyoxyethylensorbitanmonooleat 0,0200000 g/

Ribdza 0,0005000 g/1
Thymin 0,0003000 g/1
Uracil 0,0003000 g/1
Xantin ¢ Na 0,0003440 g/
Resveratrol 5uM
Cystathionin S5uM
Kyselina merkaptopyrohroznova 10 uM
Xestosaprol C 50 mM.

Pii klasické kultivaci prasecich oocytll od prasnic, jez byly pfedtim vystaveny ucinktim glyfosatu,
dochazi v podminkach in vitro k dokonceni zrani do stadia metafaze II u 38 % oocytl. Praseci
oocyty s ukoncenou rlstovou fazi byly kultivovany 44 hodin v kultivaénim médiu s pfidavkem
50 mM xestosaprolu C. Pfi tomto postupu stoupd vyznamné podil dozralych oocytl, které
dosahnou stadia metafaze II s Cetnosti pies 85 %. Takto ziskané oocyty lze podrobit standardni
partenogenetické aktivaci a navodit u nich vyvoj do stadia blastocysty. Takto ziskané sav¢i
partenogenetické zarodky ve vyvojovém stadiu blastocyty lze vyuzit napiiklad pro tvorbu
embryonalnich kmenovych bunék.

Piiklad 2

Pii tradi¢ni kultivaci oocytli skotu s ukon¢enym riistem od krav, jez byly predtim vystaveny
ucinkiim glyfosatu, dochazi v podminkach in vitro k dokonc¢eni zrani do stadia metafaze II u 41
% oocytl. Oocyty skotu s ukoncenou riistovou fazi od krav, jez byly pfedtim vystaveny U€inku
glyfosatu, byly kultivovany 24 hodin v kultivaénim médiu s 50 mM xestosaprolu C. Pfi tomto
postupu stoupa vyznamné podil dozralych oocytl, které dosahnou stadia metafaze 1I s Cetnosti
pies 85 %. Takto ziskané oocyty lze podrobit standardnimu oplozeni in vitro. Usp&sné oplozené
oocyty se dale vyvijeji v embrya vhodna pro pfenos nahradni matce.

Primyslova vyuzitelnost

Nové¢ kultiva¢ni medium pro eliminaci defektli zrani sav¢ich oocytli vyvolanych glyfosatem se
tyka zdokonaleného kultivacniho postupu oocytll in vitro, jenz vyuZiva ucinkii xestosaprolu C,
coz ma velky vyznam pfi reprodukénich biotechnologiich hospodaiskych zvirat.

NAROKY NA OCHRANU
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1. Kultivacni medium pro eliminaci defektl zrani savCich oocytld vyvolanych glyfosatem,

CZ 32522 U1

vyznacujici se tim, Ze 1 | tohoto media obsahuje

Chlorid vapenaty
Dusicnan zelezity « 9 H,O
Siran hotfe¢naty (bezvody)
Chlorid draselny
Fosfore¢nan draselny
Octan sodny (bezvody)
Uhli¢itan sodny

Chlorid sodny
Fosforecnan sodny (bezvody)
[-alanin

L-arginin « HCI]
L-kyselina asparagova
L-cystein « HCI « H,O
L-cystin » 2 HCI
L-kyselina glutamova
L-glutamin

Glycin

L-histidin « HCI] « H,O
Hydroxy-L-prolin
L-isoleucin

L-leucin

L-lysin « HCI
L-methionin
L-fenylalanin

L-prolin

0,139600 g/l
0,000720 g/l
0,097670 g/l
4,000000 g/l
0,060000 g/1
0,050000 g/1
2,200000 g/l
8,000000 g/l
0,047880 g/l
0,025000 g/1
0,070000 g/l
0,030000 g/1
0,000110 g/l
0,026000 g/1
0,066800 g/l
0,100000 g/1
0,050000 g/1
0,021880 g/l
0,010000 g/1
0,020000 g/1
0,060000 g/1
0,070000 g/1
0,015000 g/1
0,025000 g/1

0,040000 g/
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L-serin

L-threonin

L-tryptofan

L-tyrozine 2 Na « 2 H,O
L-valin

Kyselina askorbova * Na
D-Biotin

Kalciferol

Cholin chlorid

Kyselina listova
Menadion

Myo-inozitol

Niacinamid

Kyselina nikotinova
Kyselina pantotenova
Kyselina p-aminobenzoova
Pyridoxal « HCI]

Pyridoxin « HCI

Retinol acetat

Riboflavin
DL-a-tokoferol fosfat « Na
Thiamin « HCI

Adenin sulfat

Adenosin trifosfat « 2 Na
Adenosin monofosfat « Na
Cholesterol

Deoxyribdza

Glukoza

CZ 32522 U1

0,025000 g/l
0,030000 g/l
0,010000 g/1
0,057660 g/l
0,025000 g/1
0,0000566 g/1
0,000010 g/l
0,000100 g/l
0,000500 g/1
0,000010 g/l
0,000016 g/1
0,000050 g/1
0,000025 g/l
0,000025 g/l
0,000050 g/l
0,000010 g/l
0,000025 g/l
0,000025 g/l
0,000140 g/l
0,000010 g/l
0,000010 g/l
0,000010 g/l
0,010000 g/l
0,001000 g/l
0,0002385 g/l
0,0002000 g/l
0,0005000 g/l

1,0000000 g/
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Glutathion (redukovany)

Guanin * HCI

Hypoxanthin

Fenolova Cerven * Na
Polyoxyethylensorbitanmonooleat
Riboza

Thymin

Uracil

Xantin ¢ Na

Resveratrol

Cystathionin

Kyselina merkaptopyrohroznova

Xestosaprol C

CZ 32522 U1

0,0000500 g/l
0,0003000 g/1
0,0003000 g/1
0,0213000 g/
0,0200000 g/1
0,0005000 g/
0,0003000 g/1
0,0003000 g/1
0,0003440 g/l
S5uM

5uM

10 uM

50 mM.
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