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Reseni se tyka zplisobu zdokonalené kultivace oocytii s
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ma velké vyuziti pti reprodukénich biotechnologiich
hospodarskych zvirat.
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Zpiisob eliminace defektii zrani sav¢ich oocytii vyvolanych glyfositem B

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

vystavena nepiiznivym ucinkiim herbicidu glyfosatu. Tento zplsob kultivace ma velky vyznam
zejména pii asistované reprodukci hospodaiskych zvirat.

Dosavadni stav techniky

Nardistajici 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
rovnovéahu organismu. Mezi nimi zaujimaji vyznamné misto i herbicidy pouZivané v zemé&d¢lstvi
véetné glyfosatu. Tyto latky jsou v Zivotnim prostiedi velmi roz§itené a jejich negativni efekt se
projevuje uz ve velmi nizkych koncentracich. Je proto krajné obtiZné, ne-li nemozné, zajistit, aby
lidé ¢i zvirata nebyli u€inku téchto latek vystaveni.

V soucasné dobé se pro asistovanou reprodukci saveil, napt. pro klonovani, in vitro oplozeni,
transgenozi, véetné hospodarsky vyznamnych druhil, vyuZivaji oocyty dozralé v podminkach in
vitro. Ty mohou pochazet od zvifat, jeZ byla vystavena u€inklim latek znecistujicich Zivotni
prostiedi. Kvalita takovych oocytll je snizena a jejich schopnost dozrat v podminkach in vitro
byva naruSena. Plati to i pf1 expozici zvifat glyfosatem, ktery se vyskytuje v krmivech a je s to
nasledné naru$it zrani oocytll in vitro. Proto se vyvijeji systémy kultivace, které by riziko
naruSeni in vitro zrani u oocytll ze zvifat exponovanych glyfosatem eliminovaly. Pro tyto
kultivacni systémy se hledaji latky, které by u oocytl kultivovanych in vitro zabranily
vyznamnym vyvojovym defektiim.

Pokud by se podafilo zajistit plnohodnotné zrani i u oocytll ze zvirat, kterd byla predtim

v disledku zne€iSténi zivotniho prostfedi vystavena plsobeni glyfosatu, zvysSilo by se vyuZiti
Slechtitelského potencialu samic a zefektivnily by se 1 postupy asistované reprodukce.

Podstata vynalezu

Uvedené problémy odstranuje zpiisob kultivace in vitro oocytll hospodarskych zvifat podle
vynalezu, jehoz podstata spociva v tom, Ze oocyty s ukonCenym rlstem jsou béhem jejich zrani
v podminkach in vitro kultivovany s nepetalaktonem.

Zplsob podle vynalezu je charakterizovan tim, Ze se oocyty s ukoncenou ristovou fazi kultivuji
in vitro s nepetalaktonem po dobu, ktera je u daného druhu zvifat bézné€ nutna pro postup zrani
oocytll do metafaze II.

Zpusob podle vynalezu je dale charakterizovan tim, Ze se na oocyty s ukon¢enym rdstem a uplné
vyvinutou vyvojovou schopnosti béhem jejich zrani in vitro plsobi vin vitro kultufe
nepetalaktonem v koncentracich od 50 do 100 pM, pficemz tato kultivace trva po dobu, ktera
odpovida dob€ nutné v podminkach kultivace in vitro pro postup zrani oocytil do stadia metafaze
II.

Zplsob zvyseni ochrany oocytl proti efektim glyfosatu podle vynalezu se konkrétné¢ vyhodné
provadi tak, Ze se nezralé savéi oocyty s ukonCenym ristem a uplné¢ vyvinutou vyvojovou
schopnosti in vitro kultivuji v médiu s nepetalaktonem v koncentraci 75 uM. Kultivace trva dobu,
kterd je u daného druhu potiebna pro dozrani oocytll s ukoncenou rdstovou fazi a plnou
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vyvojovou schopnosti v podminkach in vitro, tj. u prasete asi 44 az 48 hodin, u skotu 22 az 24
hodin, nacez se ziska nejméné 75 % kvalitnich oocytil pro jejich dalsi pouZiti.

Zptsobem podle vynalezu jsou oocyty vystaveny plisobeni nepetalaktonu, coZ mé pozitivni vliv
na kvalitu zrani oocytli, pfedev§im pak na integritu dé¢liciho vieténka a euploidni stav
chromozomil dozralého oocytu. To se ukazuje jako velmi vyhodné, protoZe experimenty ptivodcti
prokazaly, ze kultivace s nepetalaktonem ma priznivy efekt na zrani oocytl od zvifat, jeZ byla
predtim vystavena U¢inku glyfosatu. Pokud neni pouzit zplsob podle vynalezu, pak vétSina
kultivovanych oocytll ze zvirat, jeZ byla pfedtim vystavena U¢inklim glyfosatu, ma narusené
délici vieténko a pii vydé€leni prvniho polového téliska dochazi k aneuploidiim. Takové oocyty
jsou pro vétsinu biotechnologii nepouzitelné. Zplsobem podle vynalezu je dosazeno Uplného
zrani oocytll do metafaze I u vice nez 75 % oocytll. Tyto oocyty lze pouZit pro dalsi reprodukéni
biotechnologie, protoze jsou s to se vyvijet v kvalitni embrya.

Vysledkem zpiisobu kultivace podle vynalezu je podstatné zvyseni podilu oocytdl, jez dokonci
zrani a jsou vyuZitelné pro dalsi reprodukéni biotechnologie. Ve srovnani s tradiénimi postupy
kultivace je narGist podilu dozralych oocytd zhruba dvoj- aZ trojnasobny, coZz ma velky
hospodaisky vyznam. Zplsob kultivace in vitro oocytll od zvifat, jez byla pfedtim vystavena
ucinku glyfosatu, podle vynalezu, lze vyuZit zejména pii reprodukénich biotechnologiich
hospodatskych zvirat, napt. pro klonovani ¢i ICSI.

Zpulsob zvySeni vyvojové schopnosti oocytll od zvitat vystavenych pied kultivaci glyfosatu jejich
kultivaci in vitro s nepetalaktonem podle vynalezu byl plivodci Gspésné ovéfen v laboratofich a
stajich u piihlaSovatele, kterym je Vyzkumny ustav Zivo€isné vyroby, v.v.i., v Praze, CZ.

Nasledujici priklady provedeni zplsob podle vynalezu pouze dokladaji, aniz by ho jakkoliv

omezovaly.

Priklady uskute¢néni vynalezu

Priklad 1

Pii klasické kultivaci prasecich oocytll od prasnic, jez byly predtim vystaveny ucinktim glyfosatu,
dochazi v podminkach in vitro k dokonceni zrani do stadia metafaze II u 38 % oocytt.

Zplsobem podle vynalezu jsou prase¢i oocyty s ukoncenou riistovou fazi kultivovany 44 hodin
v kultivaénim médiu s pridavkem 75 uM nepetalaktonu. Pii tomto postupu stoupa vyznamné
podil dozralych oocytil, které dosahnou stadia metafaze II s Cetnosti pies 75 %. Takto ziskané
oocyty lze podrobit standardni partenogenetické aktivaci a navodit u nich vyvoj do stadia
blastocysty. Takto ziskané savei partenogenetické zarodky ve vyvojovém stadiu blastocyty lze
vyuzit napiiklad pro tvorbu embryonalnich kmenovych bunék.

Priklad 2

Pfi tradi¢ni kultivaci oocytll skotu s ukonenym riistem od krav, jez byly pfedtim vystaveny
ucinkiim glyfosatu, dochazi v podminkach in vitro k dokon¢eni zrani do stadia metafaze II u
41 % oocytu.

Zplsobem podle vynalezu jsou oocyty skotu s ukoncenou ristovou fazi od krav, jez byly predtim
vystaveny u¢inku glyfosatu, kultivovany 24 hodin v kultivatnim médiu se 75 uM nepetalaktonu.
Pii tomto postupu stoupa vyznamné podil dozralych oocytl, které dosahnou stadia metafaze 11
s Getnosti pies 80 %. Takto ziskané oocyty Ize podrobit standardnimu oplozeni in vitro. Uspésné
oplozené oocyty se dale vyvijeji v embrya vhodna pro pfenos nahradni matce.
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Pramyslova vyuzitelnost

Novy zplsob eliminace defektl zrani sav€ich oocytd vyvolanych glyfosatem se tyka
zdokonaleného kultiva¢niho postupu oocytl in vitro, jenZ vyuziva ucinkii nepetalaktonu, coz ma
velky vyznam pfi reprodukénich biotechnologiich hospodaiskych zvirat.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob eliminace defektl zrani sav€ich oocytil vyvolanych glyfosatem, vyznacujici se tim,
Zze béhem zrani té€chto oocytd v podminkach in vitro jsou oocyty vystaveny plisobeni
nepetalaktonu.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze se na oocyty s ukon¢enym ristem a plné
vyvinutou vyvojovou schopnosti od zvifat, jeZ byla pfedtim vystavena U€inkiim glyfosatu, béhem
jejich zrani in vitro plisobi nepetalaktonem v koncentracich od 50 do 100 uM, pfic¢emz tato
kultivace trva po dobu, kterd odpovida dob¢€ nutné v podminkach kultivace in vitro pro postup
zrani oocytll do stadia metafaze 11, tj. u prasete 44 az 48 hodin a u skotu 22 az 24 hodin, nacez se
ziska nejméné 75 % kvalitnich oocytil.



