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57) Anotace:
Reseni se tyka pouziti inhibitoru MAP kinazy JNK pro
pfipravu kultivaéniho média na prodlouzeni Zivotnosti savéich
ovocytl in vitro, kdy se odebrané savéi oocyty kultivuji v
podminkéch in vitro v kultivanim médiu s pfidavkem
specifického inhibitoru MAP kinazy JNK. Uchovéavani
odebranych sav¢ich oocyth v podminkach in vitro za sou¢asné
inhibice MAP kinazy JNK zajist'uje zvySenou Zivotaschopnost
oocytli a ma velky vyznam pii reprodukénich biotechnologiich
u hospodatskych zvifat i v asistované reprodukci v humanni
mediciné.
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Pouziti inhibitoru MAP kinazy JNK pro piipravu kultivaéniho média na prodlouZeni
Zivotnosti savéich oocyti in vitro

5 Oblast techniky
Vynaélez se tykad pouziti inhibitoru MAP kinazy JNK pro piipravu kultivatniho média na pro-

dlouzeni Zivotnosti odebranych savéich oocytd uchovavanych pro reprodukci po delSi dobu v
podminkach in vitro.

Dosavadni stav techniky

Je znamo, Ze oocyty savcu (samiéi pohlavni buriky) maji po vyjmuti z téla samice omezenou

15 Zivotnost pfi nasledné kultivaci v podminkach in vitro. Po dokonceni zrani podléhaji spontanné
radé nezadoucich procesi, jez je znehodnocuji pro dalsi vyuZiti v reprodukénich biotechnolo-
giich hospodaiskych zvifat (klonovani, in vitro oplozeni, transgenoze) i v humanni mediciné
(asistovana reprodukce). Nejvyznamnéjsi z procesi, které ohrozuji dal$i Zivotnost oocytdl, je
fragmentace oocytl, jez je projevem apoptdzy, a lyza oocytd, jeZ je disledkem jejich nekrozy.

20  Proto jsou intenzivné hledana takova oSetfeni oocyti, ktera by témto procesim zabranila. Moz-
nosti potladit apoptozu a nekrdzu oocytll jsou zatim ale velmi omezeny a tim stale dochazi k
velkym ztratam pfi pouzivani souéasnych reprodukénich technik.

25 Podstata vynalezu

Vyse uvedené nedostatky odstraiiuje pouziti inhibitoru MAP kinazy JNK pro pfipravu kultivac-

niho média na prodlouzeni zivotnosti savéich oocytili in vitro podle vynélezu, jehoz podstata spo-

¢iva v tom, Ze se odebrané savéi oocyty kultivuji v podminkach in vitro v kultivanim médiu s
30  pridavkem specifického inhibitoru MAP kinazy JNK.

Pouziti inhibitoru MAP kinazy JNK pro pfipravu kultivaéniho média na prodlouzeni Zivotnosti
savCich oocytl in vitro podle vynalezu se dale vyznaCuje tim, Ze se odebrané dozralé savci
oocyty in vitro kultivuji pfed oplodnénim v kultivaénim médiu s obsahem inhibitoru MAP kinazy

35 JNK po dobu nejméné 3 az 5 dnd, pfi¢emz inhibitor MAP kinazy JNK je pouZivan v koncentra-
cich od 5 do 50 uM. Poté jsou oocyty oplachnuty kultivaénim médiem, ptipadné jsou pfeneseny
do Cerstvé piipraveného kultivaéniho média s inhibitorem na dobu alespoit 1 az 3 dni.

Podstata pouziti inhibitoru MAP kinazy JNK pro pfipravu kultivaéniho média na prodlouzeni

40 Zivotnosti sav¢ich oocytd in vitro podle vynilezu dale spociva v tom, Ze se odebrané sav<i
oocyty kultivuji a zraji in vitro po dobu az 5 dnii s inhibitory MAP kinazy JNK, pfi¢emz vyhodna
koncentrace inhibitoru MAP kindzy JNP v kultivaénim médiu je 5 az 50 pM, nacez se po pripad-
ném oplachnuti kultivaénim médiem oocyty jiZ po 3 dnech prenesou do Cerstvé ptipraveného
kultiva¢niho média s inhibitorem.

45
Pouziti inhibitoru MAP kinazy JNK pro pfipravu kultivaéniho média na prodlouZeni Zivotnosti
savCich oocytil in vitro se podle vynalezu konkrétné provadi tak, ze se dozralé sav¢i oocyty,
nachazejici se ve stadiu zrani metaféze II, zbavi kumularnich bunék opakovanym pipetovanim
Uzkou sklen€nou pipetou, potom se proplachnou v kultivaénim médiu (napf. médium M.199

50  obohacené o 10 % bovinniho teleciho Séra) a pak jsou pfeneseny do kultivainiho média s pfi-
davkem molekul inhibujicich MAP kindzu JNK (napf. SAPK inhibitor I: H-Gly-Arg-Lys-Lys-
Arg-Agr-Gln-Arg-Arg-Arg-Pro-Pro-Arg-Pro-Lys-Arg-Pro-Thr-ThrLeu-Asn-Leu-Phe-Pro-Gln-
Val-Pro-Arg-Ser-GIn-Asp-Thr-NH,; SAPK inhibitor II:1,9-pyrazoloantron; SAPK inhibitor 1II:
Ac-Tyr-Gly-Arg-LysLys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg-gaba-Ile-Leu-Lys-Gln-Ser-Met-Thr-Leu-

-1-



CZ 297528 B6

Asn-Leu-Ala-Asp-Pro-Val-Gly-Ser-Leu-Lys-Pro-His-Leu-Arg-Ala-Lys-Asn-NH,  nebo  JNK
inhibitor 1V: (D)-H-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg-Pro-Pro-Arg-Pro-Lys-Arg-Pro-
Thr-Thr-Leu-Asn-Leu-Phe-Pro-Gln-Val-Pro-Arg-Ser-GIn-Asp-Thr-NH,) v koncentracich od 1 do
100 puM. V tomto médiu se odebrané oocyty kultivuji az po dobu 3 dnii. Pro dalsi kultivaci je

5 vyhodné, aby po 3 dnech kultivace byly oocyty oplachnuty v Cerstvé pfipraveném médiu oboha-
ceném o vybrany inhibitor MAP kinazy JNK a nasledné byly kultivovany opét v Cerstvé pfipra-
veném médiu obohaceném o inhibitor MAP kinazy JNK. Po ukonceni kultivace s cilem prodlou-
7it zivotaschopnost oocytli in vitro jsou oocyty pied dal$im pouzitim proplachnuty v médiu bez
inhibitoru a kultivovany bézné znamym laboratornim postupem.

Piivodci vyndlezu ovéfili, Ze pouzitim inhibitoru MAP kinazy JNK pro ptipravu kultivaniho
média podle vynalezu jsou u oocytd kultivovanych po dlouhou dobu v podminkach in vitro
potladeny procesy fragmentace a lyzy oocytd. Naptiklad pii kultivaci oocyti v médiu s obsahem
30 uM 1,9 parazoloantronu po dobu tif dni nedochazi u oocytu prasete viibec k fragmentaci ani
15 lyze, zatimco pfi kultivaci dosavadnim standardnim zpisobem dosahuje za stejnou dobu podil
fragmentovanych oocytii zhruba 25 % a podil lyzovanych oocytl zhruba 10 %. Vysledkem kulti-
vace oocytl v pfitomnosti inhibitord MAP kindzy JNK podle vynalezu je tedy eliminace neza-
doucich procest fragmentace a lyzy oocytil. Podil oocytdl, které si uchovavaji prodlouzenou
Zivotaschopnost pouzitim inhibitoru MAP kindzy JNK pro piipravu kultivatniho média podie
20 vyndlezu, je podstatné vyssi.

Pii oplozeni oocytl in vitro hospodafskych zvifat (at’ jiz metodou kultivace oocytli se spermiemi
nebo metodou mikroinjekce spermie do cytoplasmy oocytu) jsou ziskavany zralé oocyty bud’
odbérem z téla samice nebo po kultivaci v podminkach in vitro. Pokud se ale z jakéhokoli

25 dbvodu nezdafi tyto oocyty okamzité oplodnit (napf. pfi zpozdéni dodavky spermatu vybraného
plemenika, napf. plemenného kance, byka, hiebce), odebrané oocyty rychle ztraceji na své kva-
lit¢, prochézeji procesem starnuti, coz snizuje pravdépodobnost ispéiného oplozeni i ispéSného
a zdravého vyvoje zarodku. Nasledujici nezadouci $kody v reprodukci savei jsou velké.

30 Rovnéz pfi oplozeni oocytii ¢lovéka pfi 16¢bé neplodnosti metodami asistované reprodukce (at’
jiz metodou kultivace oocytd se spermiemi nebo metodou mikroinjekce spermie do cytoplasmy
oocytu) jsou ziskavany zralé oocyty bud’ odbérem z téla budouci matky nebo jsou tyty oocyty
ziskany po dozrani v podminkach in vitro. Pokud se ale z jakéhokoli diivodu nezdafi tyto oocyty
okamZité€ oplodnit (napt. pfi potizich s odbérem spermatu potencidlniho otce), oocyty rychle

35 ztraceji na kvalité, prochézeji procesem starnuti, coz snizuje pravdépodobnost Gspésného oplo-
zeni a tim i Gspésného a zdravého vyvoje zarodku. Negativni nasledky jsou pak velmi citelné.

Z uvedeného jasné vyplyva, ze pouziti inhibitoru MAP kinazy JNK pro pfipravu kultivaéniho
média na prodlouzeni kultivace oocytl za soucasné inhibice MAP kinazy JNK podle vynalezu

40 lze vyuzit zejména pti reprodukenich biotechnologiich u hospodafskych zvitat (napt. klonovani,
in vitro oplozeni. IVF, ICSI, transgenozi) i v asistované reprodukci v humanni medicing, kdy pfi
soucasném sniZovani porodnosti tato metoda zv1ast€ nabyva na vyznamu.

Pfi klonovani saveh obecné dochazi ke vnaseni jaderné dédi¢né informace somatické buiky do
45 cytoplasmy oocytu, jez bylo vlastni jaderné dédi¢né informace zbaveno (bylo enukleovano).
Kvalita pouzitého oocytu vyznamné ovlivituje uspésnost celého postupu klonovani. Pfi ndroéném
postupu pfenosu jsou oocyty pripravené pro klonovani uchovavany v podminkach in vitro. Pfi-
tom v nich ale samovoln¢ probihaji procesy starnuti, které poskozuji odebrany oocyt. Pro
nasledny vyvoj embrya klonu je nezbytna aktivace takto vzniklé builky. Pro takové docasné
50 uchovavani oocytl pfed enukleaci nebo i pro uchovavani enukleovanych oocytl pted vlastnim
pfenosem jadra somatické buiiky lze s vyhodou pouzit média obohaceného o inhibitory MAP
kinazy JNK. Plvodci vynalezu bylo zjisténo, Ze takto pouzité oocyty nebo cytoplasty (oocyty
zbavené enukleaci jaderné dédi¢né informace) jsou opét kvalitngjsi a embrya klond, ktera jsou z
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nich vytvofena prenosem jader somatickych bungk, jsou Zivotaschopnéjsi, nez pti dosud pouZi-
vanych postupech. To mé pro budouci vyvoj v této oblasti dalekosahlé moznosti vyuZiti.

Nasledujici priklady provedeni pouziti inhibitoru MAP kinazy JNK pro pfipravu kultivaéniho
média podle vynalezu pouze dokladaji, aniz by ho jakkoliv omezovaly.

Ptiklady provedeni

Priklad 1

Dozralé praseci oocyty (600 oocyti) ve stadiu metafaze II byly po dozrani v podminkach in vitro
kultivovany pfed oplozenim v médiu obohaceném o 20 pM inhibitoru MAP kinazy JNK 1,9-
pyrazoloantron. V tomto kultivanim médiu byly kultivovany az do chvile, kdy je vSe pfipraveno
k jejich oplozeni. Pak byly oocyty oplachnuty médiem bez inhibitoru a nasledné podrobeny
obvyklym proceduram potiebnym k oplozeni in vitro. Takto oSetfené oocyty mély vyssi kvalitu
neZ oocyty, které by byly pted oplozenim kultivovany podle dosavadnich postupii bez inhibitoru
MAP kinazy JNK, a i vznikla embrya byla Zivotaschopnéjsi. Uspé&snost reprodukce s oocyty
kultivovanymi podle vynalezu byla pfi opakovanych pokusech u selat v priiméru 52 az 86 % (u
reprodukce podle dosavadniho zptsobu zachazeni s oocyty byva cca 45 %).

Pii ov&fovani pouziti inhibitoru MAP kinazy JNK pro pfipravu kultivatniho média podle vyna-
lezu na prodlouzeni Zivotnosti odebranych oocytii in vitro u telat, hiibat, jehiiat a kizlat bylo
pvodci vynélezu potvrzeno zvyS$eni Zivotaschopnosti oocytd v praméru o 15 az 25 % oproti
soucasné pouzivanym zpusobim reprodukce hospodaiskych zvitat.

Ptiklad 2

Dozralé lidské oocyty (20 oocyti) ve stadiu metafaze II byly kultivovany pred oplozenim v
médiu obohaceném o 20 uM inhibitoru MAP kinazy JNK 1,9-pyrazoloantron. V tomto kultivac-
nim médiu byly kultivovany az do chvile, kdy je vSe pfipraveno k jejich oplozeni. Pak byly
oocyty oplachnuty médiem bez inhibitoru a nasledné podrobeny obvyklym postupim potfebnym
k oplozeni in vitro. Takto oSetiené oocyty maji vy$si kvalitu a i vznikla embrya jsou Zivota-
schopnéjsi o cca 10 az 15 % nezZ oocyty, které by byly pfed oplozenim kultivovany bez inhibitoru
MAP kinazy JNK.

Ptiklad 3

Dozralé praseci oocyty (50 oocytl) ve stadiu metafaze Il byly po dozrani v podminkéch in vitro
kultivovany v médiu obohaceném o 20 pM inhibitoru MAP kinazy JNK 1,9-pyrazoloantron. V
tomto médiu byly drzeny az do chvile, kdy z nich byly enukleaci pfipraveny cytoplasty pro
nasledny pifenos jader somatickych bunék. Po pfenosu jader do cytoplasti z takto oSetfenych
oocytll byl pozorovan vyvoj do stadia blastocyty v 20 % piipadi. Pokud byly oocyty nechany
pied pfipravou cytoplasti stejné dlouhou dobu bez inhibitoru MAP kinazy JNK, jejich kvalita se
zhorsila natolik, Ze je nebylo mozné pro klonovani pouzit v disledku Vysoké nachylnosti k
fragmentaci (zaniku programovanou smrti - apoptdzou).
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Primyslova vyuzitelnost

Regeni se tyka prodiouzeného uchovavani Savéich oocytii v podminkach in vitro za sou€asné
inhibice MAP kinazy JNK, coz ma velky vyznam pfi reprodukénich biotechnologiich u hospo-
dafskych zvifat i v asistované reprodukci v humanni medicing.

Vysvétleni zkratek pouzitych v textu:

MAP mitogeny aktivovana protein kinaza

JNK c-Jun NH, koncova kinaza (c-Jun NH, terminal kinase)

SAPK synonymum k JNK, (stress-activated protein kinase) stresem aktivo-
vana protein kinaza

MAP kindza JNK ¢-Jun NH, koncova kinaza patfici do skupiny mitogeny aktivovanych
protein mindz

IVF in vitro oplodnéni (in vitro fertization)

ICSI intracytoplazmaticka injekce spermie (intracytoplasmic sperm
injection)

PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti inhibitoru MAP kinazy JNK pro pfipravu kultivaéniho média na prodlouZeni Zivot-
nosti savéich oocytl in vitro, kdy se odebrané savéi oocyty kultivuji v podminkach in vitro v
kultivaénim médiu s pfidavkem specifického inhibitoru MAP kinazy JNK.

2. Pouziti inhibitoru MAP kinazy JNK pro pfipravu kultivaéniho média, podle naroku 1, kdy
se odebrané dozrale sav&i oocyty in vitro kultivuji pfed oplodnénim v kultivaénim médiu s obsa-
hem inhibitoru MAP kinazy JNK po dobu nejméné 3 az 5 dni, pfi¢emz koncentrace inhibitoru
MAP kinazy JNK v kultivatnim médiu je 5 az 50 uM, poté jsou oocyty oplachnuty kultivacnim
médiem, ptipadné jsou preneseny do Cerstvé piipraveného kultiva¢niho média s inhibitorem na
dobu alesponi 1 az 3 dn.

3. Pouziti inhibitoru MAP kinazy JNK pro pfipravu kultivaéniho média, podle naroku 1, kdy
se odebrané sav&i oocyty kultivuji a zraji in vitro po dobu az 5 dni s inhibitory MAP kinazy
JNK, pficemz vyhodna koncentrace inhibitoru MAP kinazy JNK v kultiva¢nim médiu je 5 aZ
50 uM, poté se po piipadném oplachnuti kultivaénim médiem oocyty jiz po 3 dnech pienesou do
erstvé pfipraveného kultivaéniho média s inhibitorem.

Konec dokumentu
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