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CZ 299219 B6

Zpisob prodlouZeni Zivotnosti savéich oocytii v
podminkach in vitro

Anotace:

Resen se tyka prodlouZeného uchovéavani savéich oocyti v
podminkéch in vitro za soucasné aktivace protein kindz C.
Tento zpusob kultivace zajist'uje zvySenou Zivotaschopnost
oocyt a ma velky vyznam pfi reprodukénich biotechnologiich
u hospodatskych zvifat.
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Zpusob prodlouzeni Zivotnosti sav¢ich oocyta v podminkach in vitro

Oblast technik

Vynalez se tyka zplsobu prodlouZeni Zivotnosti savéich oocytll, aby se zachovala zivotaschop-
nost sav¢ich oocytl uchovavanych po delsi dobu v podminkach in vitro. ProdlouZeni Zivotnosti
oocyti savcll ma velky vyznam pro reprodukéni biotechnologie u hospodaiskych zvitat (klonova-
ni, in vitro oplozeni, transgenoze).

Dosavadni stav techniky

Oocyty savcl (samici pohlavni buriky) maji po vyjmuti z téla samice omezenou Zivotnost a pfi
15 nasledné kultivaci v podminkach in vitro to zpisobuje potize. Po dokonCeni zrani podléhaji

spontanné fadé procesu, jeZ je znehodnocuji pro dalsi vyuZiti v reprodukénich biotechnologiich

hospodarskych zvifat (klonovani, in vitro oplozeni, transgenoze). Nejvyznamngj$i z procesi je

fragmentace oocytll, jeZ je projevem apoptdzy, a lyza oocyti, jez je dusledkem nekrozy. Proto

jsou hledana osetrenti, kterd by témto procesim zabranila. MoZnosti potladit apoptozu a nekrozu
20 oocytl jsou zatim ale velmi omezené.

Podstata vynalezu

25 Uvedené nedostatky odstraiiuje zplsob prodlouZeni Zivotnosti sav¢ich oocytli v podminkéch in
vitro podle vynélezu, jehoz podstata spoCivad v tom, Ze savéi oocyty jsou pfi ném v savéich
oocytech aktivovany enzymy protein kindz C.

Zpusob podle vynalezu jesté spociva v tom, Ze se na sav¢i oocyty plsobi latkami se specifickym
30 aktivaénim u€inkem na protein kinaz C.

Zpisob podle vynalezu se dale vyznacuje tim, ze se savéi oocyty kultivuji in vitro aZ po dobu
5 dnii s aktivétory protein kindz C s tim, Ze se po 3 dnech oocyty pfenesou do &erstvé pripravené-
ho kultiva¢niho média s ptidavkem aktivatoru protein kindz C.

35
Zplisobem podle vyndlezu jsou u oocyti kultivovanych po dlouhou dobu v podminkach in vitro
potlaCeny procesy fragmentace a lyzy. Naptiklad pfi kultivaci v médiu s 50 mikroM forbol 12-
myristat 13-acetatu po dobu 3 dnii nedochazi u oocytl prasete viibec k fragmentaci ani lyze,
zatimeo pii Kultivaci standardnim zpusobem dosahuje za stejnou dobu podil fragmentovanych

40 oocytd zhruba 25 % a podil lyzovanych oocytd zhruba 10 %. Vysledkem kultivace oocyti v pii-
tomnosti aktivator protein kinaz C je tedy eliminace nezadoucich procest fragmentace a lyzy
oocytl. Podil oocytt, které si uchovavaji Zivotaschopnost, je podstatné vyssi. Zptsob prodlou-
Zené kultivace oocytidl za soucasné aktivace protein kindz C podle vynélezu Ize vyuZit zejména
pfi reprodukénich biotechnologiich u hospodatskych zvifat, napf. klonovani, oplozeni in vitro

45 (IVF), intracytoplasmatické injekci spermii (ICSI) &i transgenozi.

Je znamo, Ze pfi oplozeni in vitro oocytii hospodaiskych zvifat (at’ jiz metodou kultivace oocyti
nebo metodou mikroinjekce spermie do cytoplasmy oocytu) jsou ziskavany zralé oocyty bud’
odbérem z téla samice nebo po kultivaci v podminkéch in vitro. Pokud se ale z jakéhokoli dtivo-

50 du nezdaff tyto oocyty okamzité oplodnit (napf. pfi zpozdéni dodavky spermatu vybraného ple-
menika, napt. plemenného kance), oocyty rychle ztraceji na kvalit&, prochazeji procesem starnu-
ti, coZ snizuje pravdépodobnost ispésného oplozeni, Gsp&sného a zdravého vyvoje zarodku.
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Pii klonovani zivodichii (savel) dochazi ke vnaseni jaderné dédicné informace somatické buiiky
do cytoplasmy oocytu, jeZ bylo vlastni jaderné dédi¢né informace zbaveno (bylo enukleovéano).
Kvalita pouzitého oocytu vyznamné ovlivituje aspésnost celého postupu klonovani. Pii naro¢ném
postupu pfenosu jsou oocyty pfipravené pro pouziti uchovavany v podminkach in vitro. Pfi tom

5 vnich ale samovolné probihaji procesy starnuti, které poSkozuji oocyt. Pro nasledny vyvoj
embrya klonu je nezbytna aktivace takto vzniklé buiky. Pro takové doCasné uchovavani oocyti
pied enukleaci nebo i pro uchovavani enukleovanych oocyti pted vlastnim pienosem jadra
somatické buiiky lze s vyhodou pouzit médium obohacené o aktivatory protein kindz C. Takto
pouzité oocyty nebo cytoplasty (oocyty zbavené enukleaci jaderné dédi¢né informace) jsou kva-

10 litngj$i a embrya klont, ktera jsou z nich vytvofena prenosem jader somatickych bunék, jsou
zivotaschopnéjsi.

Bylo prokazano, ze vyznamného prodlouZeni Zivotaschopnosti oocytii potlacenim fragmentace
a lyzy savéich oocytli lze dosahnout oSetfenim oocytii podle vynalezu, jehoZ podstata spociva

15 v aktivaci (zvySeni aktivity) protein kinaz C, kdy se sav¢i oocyty dozralé v podminkach in vitro
nebo ziskané po dozrani in vivo dale kultivuji in vitro aZ po dobu 5 dnti se specifickymi aktivato-
ry protein kinaz C.

Nasledujici ptiklady provedeni zptisob podle vynalezu pouze dokladaji, aniz by ho jakkoliv ome-
20 zovaly.

Pfiklady provedeni

25
Priklad 1

Podle nového zptsobu podle vynalezu jsou dozralé praseci oocyty ve stadiu metafaze Il kultivo-
vany pied oplozenim v médiu obohaceném o 50 mikroM aktivatoru protein kinaz C forbol 12-

30 myristat 13-acetatu. V tomto kultivaénim médiu jsou kultivovany az do chvile, kdy je vSe pfipra-
veno k jejich oplozeni. Pak jsou oocyty oplachnuty médiem bez aktivatoru a nasledné podrobeny
obvyklym proceduram potfebnym k oplozeni in vitro. Takto oSetfené oocyty maji vyssi kvalitu
nez oocyty, které by byly pted oplozenim kultivovany bez aktivatoru protein kinaz C a i vznikla
embrya jsou zivotaschopnéjsi.

35

Piiklad 2

Dozralé savei oocyty nachazejici se ve stadiu zrani metafaze 11 se zbavi kumularnich buné&k

40  opakovanym pipetovanim tizkou sklenénou pipetou, proplachnou se kultivaénim médiem (napf.
médium M199 obohacené o 10 % hmotn. bovinniho teleciho séra) a pak jsou pfeneseny do kulti-
vacniho média s pridavkem molekul aktivujicich protein kinaz C (napf. forbol 12-myristat 13-
acetat) v koncentracich od 1 do 100 mikroM. V tomto médiu se oocyty kultivuji az po dobu
3 dnii. Pro dalsi kultivaci je vyhodné, aby po 3 dnech kultivace byly oocyty oplachnuty v &erstvé

45 pripraveném médiu obohaceném o vybrany aktivator kinaz C a néasledné byly kultivovany
v Cerstv€ pripraveném médiu obohaceném o aktivator protein kindz C. Po ukondeni kultivace
s cilem prodlouzit Zivotaschopnost oocyti jsou oocyty pfed dalsim pouzitim proplachnuty
v médiu bez aktivatoru a kultivovany béznym laboratornim postupem.

50
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Primyslova vyuzitelnost

ReSeni se tyka prodlouzeného uchovavani sav€ich oocytii v podminkach in vitro za soucasné
5 aktivace protein kinaz C, coz ma velky vyznam pii reprodukénich biotechnologiich u hospodar-
skych zvirat.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob prodlouzeného uchovavani savéich oocyti v podminkach in vitro, vyznaéuji-
15 c¢i se tim, Ze jsou pii ném v savéich oocytech aktivovany enzymy protein kinaz C.

2. Zptsobpodlendroku I, vyznac¢ujici se tim, Ze se na savlioocyty pisobi latkami
se specifickym aktivaénim G¢inkem na protein kinaz C.

20 3. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze sesavéi oocyty kultivuji in vitro

az po dobu 5 dni s aktivatory protein kinaz C s tim, Ze se po 3 dnech oocyty pienesou do Cerstvé
pfipraveného kultivaéniho média s pfidavkem aktivatoru protein kinaz C.

25
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