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Kultivaéni medium na prodloufeni Fivotnosti savlich oocytii in vitro a zptusob tohoto
prodlouZeni

Oblast techniky

Vynalez se tyka kultivaéniho media na prodlouZeni Zivotnosti savéich oocytl in vitro, zejména
pfi pouZiti subtoxickych koncentraci sulfanu (sirovodik, H,S) pro p#pravu kultivatniho media na
prodlouZeni Zivotnosti odebranych sav&ich oocyth uchovavanych pro reprodukei po delsi dobu
v podminkéch in vitro. Déle se vynilez tyké zplisobu tohoto prodlouZeni Zivotnosti oocytd
in vitro.

Dosavadni stav techniky

Je znimo, e oocyty saved (samiéi pohlavni burky) maji po vyjmuti z téla samice omezenou
sivotnost a pii nasledné kultivaci v podminkach in vitro po dokonéeni zrani podléhaji spontanné
tadé procest, jeZ je znehodnocuji pro daldi vyuZiti v reprodukénich biotechnologiich hospodafs-
kych zvifat (klonovani, in vitro oplozeni, transgenoze) i v huménni mediciné (asistovana repro-
dukce). Nejvyznamnéj§i z procesii je fragmentace oacylli, jeZ je projevem apoptozy, a lyza
oocytd, jez je disledkem nekrozy. Proto jsou hledana o3etfeni, ktera by témto procestim zabra-
nila. Moznosti potlaéit apoptoézu a nekrdzu oocytd jsou zatim ale velmi omezené a tim stile
dochazi k velkym ztratdm pii pouZivani soucasnych reproduk&nich technik.

Podstata vynélezu

Vyie uvedené nedostatky odstraftuje kultivaéni medium na prodlouZeni Zivotnosti savich oocyti
in vitro, podle vyndlezu, jehoZ podstata spociva v tom, 7e kultivaéni medium pro kultivaci ode-
branych sav&ich oocytll v podminkach in vitro obsahuje ptidavek sulfanu.

Zplisob prodlouZeni Zivotnosti sav€ich oocytil in vitro kultivaénim mediem podle vynalezu je
také podstatou vynalezu, jehoz podstata spoliva v tom, #e se odebrané dozralé savéi oocyty
in vitro kultivuji pfed oplodnénim v kultivaénim mediu se subtoxickymi koncentracemi sulfanu
po dobu 3 aZ 5 dnil, poté jsou oocyty oplachnuty kultivaénim mediem, ptipadné jsou pfeneseny
do &erstv& plipraveného kultivaéniho media se subtoxickymi koncentracemi sulfanu pro kultivaci
dalsich 1 aZ 3 dnfi.

Zpisob podle vynalezu je dale charakterizovan tim, Ze se odebrané dozralé savei oocyty kultivuji
in vitro po dobu az 5 dnd s latkou uvoliiujici subtoxicke koncentrace sulfanu, poté jsou po pfi-
padném oplachnuti kultiva¢nim mediem cocyty pfeneseny do &erstvé plipraveného kultiva¢niho
media, kde jsou dale kultivovany a pak jsou pouZity pro reprodukéni biotechnologie (napf. parte-
nogenetickou aktivaci, oplozeni in vitro, pro piipravu cytoplastil k pfenosu jader somatickych
bunék, tj. klonovani).

Podstata pouziti sulfanu pro pfipravu kultivaéniho media na prodlouzeni Zivotnosti sav¢ich oocy-
ti in vitro podle vynilezu dale spodiva v tom, Ze se dozralé savéi oocyty kultivuji a2 po dobu 5
dnit se subtoxickymi koncentracemi sulfanu. Poté jsou oocyty oplachnuty v kultivaénim mediu
bez sulfanu a pouZity pro reprodukéni biotechnologie (napt. partenogenetickou aktivaci, oplozeni
in vitro, pro pripravu cytoplastd k pfenosu jader somatickych bunék, j. klonovani}.

PouZiti suifanu pro pifpravu kultivaéniho media podle vynalezu na prodlouZeni Zivotnosti ode-
branych sav&ich oocytil uchovéavanych pro reprodukei po delsi dobu v podminkach in vitro se
vyhodné provadi tak, Ze se savéi oocyty dozrdleé do stadia metafaze II zbavi kumularnich bun€k
opakovanym pipetovanim dzkou sklenénou pipetou, proplachnou se kultivaénim mediem (napt.
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medium M199, které je na bazj earleovych soli, a Jje obohacené o 10 % hmotn. bovinniho teleciho
séra) a pak jsou pfeneseny do kultivaéniho media s pridavkemn molekul uvoliiujicich do media
subtoxické koncentrace sulfanu (napf. Na,S nebo NaHS). V tomto mediu se oocyty kultivuji po
dobu 3 dné. Pro dal3i kultivaci je vyhodné, aby po 3 dnech kultivace byly oocyty oplachnuty
v Cerstvé pripraveném mediu obohaceném o latky uvoliiujici subtoxické koncentrace sulfanu
a nasledné byly kultivovany v gerstvé pfipraveném mediu obohaceném o latky uvolfiujici sub-
toxické koncentrace sulfanu. Po ukondeni kultivace s cilem prodlouzit Zivotaschopnost oocyti
Jsou oocyty pred dal$im pouzitim proplachnuty v mediu bez sulfanu a kultivovany b&znym labo-
ratornim postupem.

Pivodci vynalezu ovétili, e pouzitim litek uvolfiujicich subtoxické koncentrace sulfanu pro pki-
pravu kuitivaéniho media podle vynalezu Jsou u oocytlt kultivovanych po dlouhou dobu v pod-
minkach in vitro potlageny procesy fragmentace a lyzy. Napiiklad pfi kultivaci v mediu s
I milimol sirniku sodného (Na,$) po dobu tii dni nedochazi u oocyti prasete vilbec k fragmen-
taci ani lyze, zatimco pii kultivaci standardnim zpisobem dosahuje za stejnou dobu podil frag-
mentovanych oocytii zhruba 25 % a podil lyzovanych oocyti zhruba 10 %, Vysledkem kultivace
oocytd v pfitomnosti inhibitora draslikovych kandlé zavislych na ATP Jje tedy eliminace nez4-
doucich procesi fragmentace a Iyzy oocytii. Podil oocytil, které si uchovavaji Zivotaschopnost, je
podstatné vy3si.

Pfi oplozeni oocyti in vitro hospodatskych zvitat (at’ jiz metodou kultivace ooCytil se spermiemi
nebo metodou mikroinjekece spermie do cytoplasmy oocytu) jsou ziskivany zralé oocyty bud’
odbérem z téla samice nebo po kultivaci v podminkach in vitro. Pokud se ale z jakéhokoli divo-
du nezdafi tyto oocyty okamzite oplodnit (nap¥. pft zpozdéni dodavky spermatu vybraného ple-
menika, napf. plemenného kance, byka, hfebce), odebrané oocyty rychle ztriceji na své kvalité,
prochdzeji procesem starnuti, coz shizuje pravdépodobnost Gspéiného oplozeni i Gspésného a
zdravého vyvoje zarodku. Nasledujici nezadouci skody v reprodukci savcd jsou velké.

Rovnéz pti oplozeni oocytl ¢lovéka pfi 1€Ebé neplodnostt metodami asistované reprodukce (at’
JiZ metodou kultivace oocytii se spermiemi; nebo metodou mikroinjekce spermie do cytoplasmy
oocytu) jsou ziskavény zralé oocyty bud’ odbérem z t&la budouci matky, nebo jsou tyto oocyty
ziskany po dozrani v podminkéch in vitre. Pokud se ale z jakéhokoli ditvodu nezdati tyto oocyty
okamzité oplodnit (nap#. pii potizich s odb&rem spermatu potencialniho otce), oocyty rychle ztra-
ceji na kvalité, prochazeji procesem starnuti, coZ snizuje pravdépodobnost uspésného oplozeni a
tim i (sp&ného a zdravého vyvoje zdrodku. Negativni nasledky jsou pak velmi citelné.

Z uvedeného jasn¢ vyplyva, 7e pouziti litek uvoliujicich subtoxické koncentrace sulfanu pro
pfipravu kultivaéniho media na prodlouzeni kultivace cocytii za souc¢asného pouZiti subtoxickych
koncentraci sulfanu podle vynalezu lze vyuZit zejména pfi reprodukénich biotechnologiich
u hospodatskych zvifat (napk. klonovani, in vitro oplodnéni; IVF, ICSI, transgenozi).

PFi klonovani savel obecné dochdzi ke vnaseni Jaderné dédicné informace somatické buitky do
cytoplasmy oocytu, jez bylo vlastni Jaderné dédiéné informace zbaveno (bylo enukleovano).
Kvalita pouZitého cocytu vyznamng ovliviiuje dspéSnost celého postupu pro klonovani. Pii
naroéném postupu pfenosu jsou oocyty pfipravené pro klonovani uchovavany v podminkach
in vitro, Pfitom v nich ale samovoln& probihaji procesy starnuti, které poskozuji odebrany oocyt.
Pro nasledny vyvoj embrya klonu je nezbytna aktivace takto vzniklg buiiky. Pro takové dodasné
uchovavani oocytl pted enukleaci nebo i pro uchovéavani enukleovanych oocytii pred vlastnim
prenosem jadra somatické buiiky Ize s vyhodou pouzit media obohaceného o sulfan. Pavodci
vynalezu bylo zjisténo, ze takto pouzité oocyty nebo cytoplasty (oocyty zbavené enukleaci Jader-
n¢ dédicné informace) jsou opé&t kvalitngjsi a embrya klonii, ktera Jsou z nich vytvofena pieno-
sem jader somatickych bungk, jsou Zivotaschopnéji, nez pii dosud pouZivanych postupech. To
ma pro budouci vyvoj v této oblasti dalekosdhlé monosti VyuZiti.
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Nasledujici pfiklady provedeni pouZiti latek uvolitujicich suifan pro pfipravu kultivaéniho media
podle vynalezu pouze dokladaji, aniz by ho jakkoliv omezovaly. Kultivacni medium a zpusob
podle vynalezu byly aspésn€ ovéfeny plivodcei v prostorach Vyzkumného Gstavu zivogisné vyro-
by, v.v.i. a v Ceské zemédéiské univerzité v Praze, CZ.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Dozralé prasedi oocyty (600 oocytd) ve stadiu metafaze 11 byly po dozrani v podminkach in vitro
kultivovany pred oplozenim v mediu obohaceném o 1 mM Na,S. V tomto kultivaénim mediu
podle vynalezu byly kultivovany aZ do chvile, kdy bylo vie pripraveno k jejich oplozeni. Pak
byly oocyty oplachnuty mediem bez sulfanu a nasledné podrobeny obvyklym proceduram
potfebnym k oplozeni in vitro. Takto odetfené oocyty mély vy$3i kvalitu neZ oocyty, které by
byly pied oplozenim kultivovany podle dosavadnich postupi bez latek uvolhujicich subtoxicke
koncentrace sulfanu, a i vznikla embrya byla Zivotaschopnéjsi. Uspésnost reprodukce s oocyty
kultivovanymi v mediu podle vynalezu byla pii opakovanych pokusech v priméru 80 %
(u reprodukce podle dosavadniho zpusobu zachazeni s cocyty byva cca 45 %).

Pt ovétovani pouziti latek uvoliujicich subtoxické koncentrace suifanu pro pfipravu kultivacni-
ho media podle vynalezu na prodlouzeni ivotnosti odebranych oocytii in vitro u telat, hiibat,
jehiiat a kiizlat bylo pivodci vynalezu potvrzeno zvyseni zivotaschopnosti oocytl v pruméru o
30 % oproti soucasné pouzivanym zplisobiim reprodukce hospodafskych zvifat.

Piiklad 2

Dozralé praseéi oocyty (40 oocyti) ve stadiu metafaze I1 byly po dozrani v podminkach in vitro
kultivovany v mediu obohaceném o 2 mM NaHS. V tomto mediu byly drzeny aZ do chvile, kdy
z nich byly enukleaci pfipraveny cytoplasty pro nasledny pfenos jader somatickych bungk. Po
pienosu jader do cytoplastil z takto odetfenych oocytd byl pozorovan vyvoj do stadia blastocyty
v 18 % ptipadii. Pokud byly oocyty nechany pfed pripravou cytoplastu stejné dlouhou dobu bez
latky uvoliiujici subtoxické koncentrace sulfanu, jejich kvalita se zhor3ila natolik, Ze je nebylo
mozné pro klonovani pouzit v dasledku vysoké nachylnosti k fragmentaci (zaniku programova-
nou smrti — apoptdzou).

Primyslova vyuZitelnost

Reseni se tyka prodlouzencho uchovavani savéich oocytii v podminkéch in vitro v mediu obsa-
hujicim subtoxické koncentrace sulfanu, coz ma velky vyznam pfi reprodukénich biotechnolo-
giich u hospodatskych zvifativ asistované reprodukci v humanni mediciné€.

Vysvétleni zkratek pouZitych v textu

IVF  in vitro oplodnéni (in vitro fertilization)
ICSI  intracytoplazmaticka injekce spermie (intra cytoplasmic sperm injection)
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PATENTOVE NAROKY

1. Kultivaéni medium na prodlouzeni ivotnosti savtich oocytd inviro, vyzna&ujici
se tim, Ze kultivatni medium pro kultivaci odebranych savéich oocyti v podminkach in vitro
obsahuje pfidavek sulfanu.

2. Zpisob prodlouzeni Zivotnosti saviich oocytil in vitro kultivaénim mediem podle naroku 1,
vyznacujici se tim, e se odebrané dozralé savéi oocyty in vitro kultivuji pied oplod-
nénim v kultivanim mediu se subtoxickymi koncentracemi sulfanu po dobu 3 az 5 dnd, poté jsou
oocyty oplachnuty kultivaénim mediem, pfipadné jsou pieneseny do Gerstvé piipravencho kulti-
vaéniho media se subtoxickymi koncentracemi sulfanu pro kultivaci dalsich | az 3 dni.

3. Zplsob podle naroki 1 a 2, vyznalujici se tim, Ze jsou odebrané dozralé savéi
oocyty kultivovany in vitro po dobu az 5 dnd s latkou uvolitujici subtoxické koncentrace sulfanu,
poté jsou po piipadném oplachnuti kultivadnim mediem oocyty pfeneseny do Eerstvé priprave-
ného kultivaéniho media, kde Jsou dale kuitivovany.

Konec¢ dokumentu
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