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(57) Anotace:
Reseni se tykd zplsobu zrychlené partenogenetické aktivace
zvitecich oocytil in vitro donory oxidu dusnatého, kdy se na
zviteci oocyty opakované st¥idavé kratkodob& pisobi latkami,
které obsahuji ¢i neobsahuji donory oxidu dusnatého. Tato
aktivace mé velké vyuZiti pfi reprodukénich biotechnologiich
hospodaiskych zvifat i v asistované reprodukei v humanni
medicing.
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Zpiisob partenogenetické aktivace zvifecich oocyti donory oxidu dusnatého

Oblast techniky

Vynalez se tyka zptisobu partenogenetické aktivace zvifecich oocytii donory oxidu dusnatého.
Tato aktivace mé velky vyznam zejména pti klonovani hospodaiskych zvitat

Dosavadni stav techniky

V soucasné dob€ se aktivace zvifecich oocytd, coZ jsou sami&i pohlavni buiiky, provadi mnoha
zpiisoby. Jednim ze zplisobii je napf. partenogeneticka aktivace podle publikace Petr J. a kol. z
roku 2005, pfi které se aktivace oocytii provédi latkami, které uvolituji molekulu oxidu dusna-
tého (tzv. donory NO). Tento zpisob aktivace vyzaduje dlouhodobou kultivaci oocytl s donory
NO, pfinejmensim 10 hodin, coz je dost nevyhovujici zejména z provozniho hlediska. Takto
aktivované oocyty maji dale nizkou kvalitu, pfedev§im nizkou vyvojovou schopnost. Obecné je
aktivace oocytl hospodatsky vyznamnych druhii savci vyuZivana pro Sirokou $kélu uceld, jako
napf. pro klonovéni metodou pfenosu jader somatickych bungk, tvorbu embryonélnich kmeno-
vych buné€k z partenogenetickych embryi nebo pro tvorbu embryi intracytoplazmatickou injekci
spermii (ICSI). Je proto Zadouci, aby aktivace oocytl probihala vzdy co nejefektivnéji.

Podstata vynilezu

Uvedené nedostatky odstratiuje zpiisob partenogenetické aktivace zvifecich oocyt donory oxidu
dusnatého podle vynalezu, jehoz podstata spo&iva v tom, Ze na zvifeci oocyty in vitro opakovand
stiidave kratkodob€ pisobi latky obsahujici &i neobsahujici donory oxidu dusnatého.

Zpisob podle vynalezu se déle provédi tak, Ze na zvifeci oocyty in vitro opakovang st¥idave po
dobu 5 az 30 minut piisobi latky obsahujici &i neobsahujici donory oxidu dusnatého.

Zpisob podle vynalezu se vyhodné provadi tak, Ze na zvifeci oocyty in vitro 6x a% 20x opako-
vané stiidavé po dobu 5 aZz 30 minut piisobi latky obsahujici &i neobsahujici donory oxidu dus-
natého.

Zpisob partenogenetické aktivace zvifecich oocytd donory oxidu dusnatého podle vynélezu se
konkrétn€ provadi tak, Ze se dozrlé zvifeci oocyty in vitro nachézejici se ve stadiu zrani meta-
faze 11 zbavi kumulagnich bunék opakovanym pipetovanim tizkou sklenénou pipetou, proplach-
nou se kultivaénim médiem (napf. médium M199 obohacené o 10 % bovinniho teleciho séra) a
pak jsou peneseny do kultivaéniho média s p¥idavkem molekul uvoliiujicich oxid dusnaty (napf.
nitroprusid sodny nebo (+)-S-nitroso—N-acetylpenicilamin - SNAP) v koncentracich od 0,1 do
3 mM. V tomto médiu se oocyty kultivuji po dobu 5 az 30 minut. Nasledn& jsou oocyty opléch-
nuty v médiu, které neobsahuje latky uvoliiujici oxid dusnaty a jsou v tomto médiu kultivovany
rovn€Zz po dobu 5 az 30 minut. Tento postup se opakuje tak, aby celkova doba pobytu oocytl v
médiu obsahujicim molekuly uvolitujici oxid dusnaty doséhla 1 az 3 hodin. Pak jsou oocyty kul-
tivovany béznym laboratornim postupem.

Zpusobem podle vynalezu jsou oocyty in vitro vystaveny jen po kratkou dobu, vyhodng cca 5 a2
30 minut a opakované asi 6x az 20x, donoru oxidu dusnatého a mezi tim jsou vzdy kultivovany
latkami bez donoru oxidu dusnatého. Tento donor pisobi tedy na oocyty opakovand v pom&rné
kratkych obdobich, tzv. pulzech, proto ptivodci vynélezu nazyvaji sviij novy zpisob aktivace
oocytl jako, "pulzalni aktivace". P¥i zpiisobu podle vynalezu jsou oocyty vystaveny G¢inku
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donoru oxidu dusnatého celkové nejvyse po dobu 3 hodin a proto jsou mnohem méng zatiZeny
piitomnosti tohoto donoru. Vysledkem zrychleného Setrného zpiisobu aktivace podle vynalezu je
aktivace vys§iho podilu oocyti a partenogeneticky vyvoj takto aktivovanych oocyti je podstatné
vy$8i, nez pfi dosud pouzivanych zpisobech, coz ma velky hospodéaisky vyznam. Zpuisob,,
pulzaéni" aktivace oocyti podle vynélezu Lze vyuZit zejména pii reprodukénich biotechno-
logiich hospodatskych zvifat (napf. klonovani. ICSI) i v asistované reprodukci v huménni
medicing, kdy pfi soucasném sniZzovani porodnosti tato metoda zvlasté nabyva na vyznamu.
Nasledujici piiklady provedeni zpiisob podle vynalezu pouze dokladaji, aniZ by ho jakkoliv ome-
zovaly.

Ptiklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1

Pfi klasickém dvouhodinovém kontinualnim oSetieni prasedich oocyti 2 mM SNAP dochazi k
partenogeneticke aktivaci u 11 % oocyti. Podle nového postupu jsou dozralé praseéi oocyty in
vitro ve stadiu metafize II kultivovany 6x po 20 minut v médiu obsahujicim 2 mM SNAP a
mezitim jsou 6x kultivovany po 20 minut v médiu bez SNAP. V nésledujicich hodinach je
partenogeneticky aktivovéno 77 % oocyti. Pfi klasickém kontinualnim zpéisobu se partenogene-
tickd embrya nevyvijeji za stadium 4 bun&k. P¥i pulzadnim zpiisobu aktivace latkami uvoliiuji-
cimi oxid dusnaty pokraduje vyvoj aZ do stadia blastocyty. Takto ziskané zviteci parthenogene-
tické zarodky ve vyvojovém stadiu blastocyty Ize vyuzit naptiklad pro tvorbu embryonélnich
kmenovych bunék.

Priklad 2

U nékterych Zivo€iSnych druhi (napf. kiti) provazi oplozeni v podminkach in vitro problémy s
penetraci spermie do vajitka. Tento problém se obchazi tzv. intracytoplazmatickou injekci sper-
mie, pii kterém je spermie vpravena do vaji¢ka mikroinjekci. Tento postup nachazi uplatnéni i v
huménni medicin€ pfi Lébé neplodnosti nebo pfi zachrang druhfi savel ohroZenych vyhubenim.
Mikroinjekce spermie ale nemusi navodit podminky aktivace nezbytné pro zahéjeni vyvoje
vzniklého zarodku. Také v tomto piipadé se miZe uplatnit, "pulzaéni aktivace" oocytu latkami
uvoliiujicimi oxid dusnaty. Po mikroinjekci spermie je vajicko kultivovano 9x po 20 minut v
médiu obsahujicim 2 mM SNAP a mezitim jsou 9x kultivovany po 20 minut v médiu bez SNAP.
V nasledujicich hodinach nastane u zna&ného podilu takto oSetfenych vajidek aktivace a zarodek
pokraluje ve vyvoji az do stadia blastocyty, kdy je schopen pfenosu do délohy nahradni matky.

Priklad 3

Pfi klonovani savel dochézi ke vnaSeni jaderné d&ditné informace somatické buiiky do cyto-
plasmy vaji¢ka, jez bylo vlastni jaderné dédi¢né informace zbaveno (bylo enukleovano). Pro
nasledny vyvoj embrya klonu je nezbytna aktivace takto vzniklé buiky. Adekvétni aktivadni
stimul je nezbytny ptedevs$im v piipad€ vyuZiti tzv. honolulské techniky, kde je jadro somatické
buriky vneseno do cytoplasmy enukleovaného vaji¢ka mikroinjekci. Pro aktivaci takto vzniklého
zarodku klonu lze vyuzit,, pulzatni aktivace" oocytu latkami uvoliiujicimi oxid dusnaty. Po vne-
seni jadra somatické buitky mikroinjekci do enukleovaného oocytu je vznikly zarodek kultivovén
9x po 20 minut v médiu obsahujicim 2 mM SNAP a mezitim je 9x kultivovany po 20 minut v
médiu bez SNAP. V nésledujicich hodinach nastane u znaéného podilu takto o$etfenych zarodki
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aktivace a zarodek pokraluje ve vyvoji az do stadia blastocyty, kdy je schopen prenosu do
délohy nahradni matky.

Primyslova vyuZitelnost

Re3eni se tyka zrychlené partenogenetické aktivace zvifecich oocytd in vitro donory oxidu dus-
nat¢ho, coZ ma velky vyznam pfi reproduk&nich biotechnologiich hospodéiskych zvitat i v asis-
tované reprodukci v humanni medicing.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob partenogenetické aktivace zvifecich oocytd donory oxidu dusnatého, vyzna &u-
jici se tim, Ze se na zvifeci oocyty opakovang st¥idavé kratkodobé pisobi in vitro latkami
obsahujicimi a neobsahujicimi donory oxidu dusnatého.

2. Zpisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze se na zvifeci oocyty opakovand
stfidavé po dobu 5 az 30 minut piisobi in vitro litkami obsahujicimi a neobsahujicimi donory
oxidu dusnatého.

3. Zpisob podle néroku 1, vyznaéujici se tim, Ze se na zvifeci oocyty 6x az 20x
opakované stiidavé po dobu 5 az 30 minut pisobi in vitro latkami obsahujicimi a neobsahujicimi
donory oxidu dusnatého.
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