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Zpusob zdokonalené partenogenetické aktivace oocytt in vitro
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Zpisob partenogenetické aktivace oocytli se stimulaci protein kinaz C nezavislych na
vapniku

Oblast techniky

Vynalez se tyka zpisobu partenogenetické aktivace oocytii in vitro s vyuzZitim latek stimulujicich

protein kinazy C nezavislé na vapniku. Tato aktivace ma velky vyznam zejména pii klonovéani
hospodafskych zvitat.

Dosavadni stav techniky

V soudasné dobé se aktivace zejména zvifecich oocytd, coz jsou sami&i pohlavni buriky, provadi
v podminkach in vitro mnoha zpiisoby. Jednim ze zpiisobt je napf. partenogeneticka aktivace
vapnikovymi ionofory a sou¢asnou aktivaci enzymi protein kinaz C. Protein kinazy C piedstavu-
Ji Sirokou skupinu enzymi s velmi rozdilnymi vlastnostmi. D&li se obecné na ti skupiny - zavislé
na vapniku, nezavislé na vépniku a netradi¢ni protein kinizy C. Pro dokonalejsi aktivaci se
vyuzivaji forbol estery, které stimuluji prvni dvé uvedené skupiny protein kinaz C. Enzymy obou
skupin - na vapniku zavislé a na vapniku nezavislé - maji ale v butikach odligné role. Utinky for-
bol esterd jsou proto silné nespecifické a aktivace oocytii proto neprobiha stejn€. Obecné je
aktivace oocytli hospodafsky vyznamnych druhii savei vyuzivana pro Sirokou Skalu G&eld, jako
napf. pro klonovani metodou pfenosu jader somatickych bunék, tvorbu embryonalnich kmeno-
vych bunék z partenogenetickych embryi nebo pro tvorbu embryi metodou intracytoplasmatické
injekce spermie (ICSI). Je proto zadouci, aby aktivace oocytii in vitro probihala vzdy co nej-
efektivnéji a nedochazelo ke zbyte&nym nékladim pii klonovéni zvitat.

Podstata vynalezu

Uvedené nevyhody odstraiiuje zpisob partenogenetické aktivace oocytil se stimulaci protein
kinaz C nezéavislych na vapniku, podle vynalezu, jehoz podstata spociva v tom, Ze na oocyty in
vitro piisobi kromé& zakladniho aktiva¢niho ¢inidla, zejména vapnikového ionoforu, elektrickych
stimuli nebo iontl stroncia, i latky, které specificky stimuluji protein kinazy C nezavislé na
vapniku.

Zpisob podle vyndlezu se dale provadi tak, Ze na oocyty in vitro, o$etiené tradiéné aktiva&nim
Cinidlem, se dale po 2 az 3 hodiny pisobi latkami, které specificky stimuluji protein kinazy C
nezavislé na vapniku.

Zpisob podle vynalezu se vyhodné provadi tak, Ze na oocyty in vitro, oSetfené tradiéné aktivad-
nim Cinidlem, se dile po 2 az 3 hodiny ptsobi heptaamoniovou soli dipalmi-
toyl-L-alfa-fosfatidylinositol-3, 4, 5-trifosfatu v koncentraci 1 a¥ 2 mM.

Zplsob partenogenetické aktivace oocytli podle vynalezu se konkrétné provadi tak, ze se dozralé
sav¢i oocyty in vitro, nachazejici se ve stadiu zrani metafize 11, zbavi kumularnich bungk
opakovanym pipetovanim tizkou sklen&nou pipetou, proplachnou se v kultivaénim médiu (napt.
médium M199 obohacené o 10 % bovinniho teleciho séra) a pak Jsou vystaveny u¢inku tradiéni-
ho aktiva¢niho ¢inidla (napf. kalcium ionoforu A23187 v koncentraci 50 mikroM pro dobu 5 mi-
nut) a nasledné jsou pieneseny do kultivaéniho média bez ionoforu obohaceného o aktivétor
kalcium-independentnich izotypi protein kinaz C. V tomto médiu se oocyty kultivuji po dobu 2
az 3 hodin. Nasledn& jsou oocyty oplachnuty v médiu, které neobsahuje aktivator kalcium-
independentnich izotypi protein kinéz C a jsou pak kultivovany b&znym laboratornim postupem.
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Zpisobem podle vynalezu jsou v oocytech specificky stimulovany jen protein kinazy C nezavislé
na véapniku a aktivita izotypi kinaz zavislych na vapniku neni timto o3etfenim vyznamnéji ovliv-
néna. To se ukazuje jako velmi vyhodné, protoZe experimenty pivodci prokazaly, Ze stimulace
na vapniku zavislych protein kindz C ma na partenogenetickou aktivaci oocytii nepfiznivy efekt,
nebot’ jejich zvySena aktivita brzdi zdarny vyvoj zarodku. Vysledkem zpiisobu aktivace podle
vynalezu je podstatn€ efektivngjsi aktivace vyssiho podilu oocyti a partenogeneticky vyvoj takto
aktivovanych oocytli je podstatné vyssi, nez pti dosud pouzivanych zpiisobech, co# ma velky
hospodaisky vyznam. Zpisob aktivace oocyti in vitro s cilenou stimulaci na vapniku nezavislych
protein kinazy C podle vynalezu Ize vyuZit zejména pii reprodukénich biotechnologiich hospo-
dafskych zvitat (napt. klonovéni. ICSI) i v asistované reprodukei v humanni medicing, kdy pfi
soucasném snizovani porodnosti tato metoda zvI4§té nabyva na vyznamu.

Nasledujici pfiklady provedeni zpiisob podle vynalezu pouze dokladaji, aniz by ho jakkoliv
omezovaly.

Priklady provedeni

Priklad 1

Pii klasické partenogenetické aktivaci vapnikovym ionoforem (A23187,50 mikroM, 5 minut)
dochazi k partenogenetické aktivaci u 70 % oocytii in vitro. Podle zptisobu podle vynélezu jsou
dozrdlé prase¢i oocyty ve stadiu metafaze 11 po aktivaci ionoforem kultivovany po 2 az 3 hodiny
v kultiva¢nim médiu s ptidavkem 2 mM heptaamoniové soli dipalmitoyl-L-alfa-fosfatidylino-
sitol-3, 4, 5-trifosfatu. P¥i tomto postupu stoupd vyznamng podil aktivovanych oocytli a vyznam-
n¢ se zvySuje nasledna vyvojova schopnost partenogenetickych embryi do stadia blastocysty.
Takto ziskané sav¢i partenogenetické zarodky ve vyvojovém stadiu blastocyty 1ze vyuzit napfi-
klad pro tvorbu embryonalnich kmenovych bungk.

Priklad 2

U nekterych Zivo€idnych druhi (napf. kiift) provazi oplozeni v podminkach in vitro problémy s
penetraci spermie do vajicka. Tento problém se obchdzi tzv. intracytoplasmatickou injekci sper-
mie, pfi kterém je spermie vpravena do vajicka mikroinjekci. Tento postup nachazi uplatnéni i v
huménni medicing pii 16¢b& neplodnosti nebo pii zachrang druhi savci ohrozenych vyhubenim.
Mikroinjekce spermie ale nemusi navodit podminky aktivace nezbytné pro zahdjeni vyvoje
vzniklého zérodku. Také v tomto pfipadé se miize uplatnit aktivace oocytu. Po aktivaci tradi¢nim
zpisobem (napf. elektrickymi pulzy) jsou oocyty kultivovany po 2 a 3 hodiny v kultivanim
médiu s pridavkem 2 mM heptaamoniové soli dipalmitoyl-L-alfafosfatidylinositol-3, 4, 5-trifos-
fatu. V nasledujicich hodinach nastane u znaéného podilu takto oSetfenych vajicek aktivace a
zarodek pokraCuje ve vyvoji az do stadia blastocyty, kdy je schopen pienosu do délohy nahradni
matky.

Priklad 3

Pfi klonovéni saved dochézi ke vnaseni jaderné dédiené informace somatické buriky do cytoplas-
my vajicka, jez bylo vlastni jaderné dédi¢né informace zbaveno (bylo enukleovano). Pro nasled-
ny vyvoj embrya klonu je nezbytna aktivace takto vzniklé buiiky. Adekvatni aktiva¢ni stimul je
nezbytny pfedevsim v ptipadé vyuzZiti tzv. honolulské techniky, kde Jje jadro somatické buriky
vneseno do cytoplasmy enukleovaného vajicka mikroinjekei. Pro aktivaci takto vznikiého zérod-
ku klonu lze vyuzit po tradi¢nim aktivacnim stimulu (napt. stronciovymi ionty) kultivaci oocyti
po 2 az 3 hodiny v kultivatnim médiu s ptidavkem 2 mM heptaamoniové soli dipalmi-
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toyl-L-alfafosfatidylinositol-3, 4, 5-trifosfatu. V nasledujicich hodinich nastane u zna¢ného
podilu takto oSetfenych zarodki aktivace a zarodek pokraduje ve vyvoji az do stadia blastocyty,
kdy je schopen pienosu do délohy nahradni matky.

Primyslova vyuzitelnost

ReSeni se tyka zdokonalené partenogenetické aktivace oocytd in vitro vyuZivajici specifické
stimulace na vapniku zavislych protein kindz C, coz mé velky vyznam pfi reprodukénich bio-
technologiich hospodaiskych zvifat i v asistované reprodukci v humanni mediciné.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob partenogenetické aktivace oocyt zvifat se stimulaci protein kindz C nezavislych na
vapniku, vyzna€ujici se tim, Ze se na oocyty in vitro pisobi kromé tradi¢nimi akti-
vatnimi €inidly, jako jsou zejména vapnikovy ionofor, ionty stroncia a elektrické stimuly, hepta-
amoniovou soli dipalmitoyl-L-alfa-fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfatu v koncentraci 1 az 2 mM,
tedy latkou stimulujici specificky izotypy protein kinazy C, které pro svou aktivaci nepotrebuji
ionty vapniku, aniz by zarovefi byly stimulovany protein kinazy C, které ke své aktivité vyzaduji
vazbu vapnikovych iontd, a jejichZ zvy3ena aktivita brzdi vyvoj zarodku.

2. Zpisob podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze se na oocyty in vitro pisobi
kromé tradi¢nimi aktivatnimi &inidly heptaamoniovou soli dipalmitoyl-L-alfa-fosfatidylino-
sitol-3,4,5-trifosfatu v koncentraci 1 az 2 mM, tedy latkou stimulujici specificky izotypy protein
kinazy C, po dobu 2 az 3 hodin.

Konec dokumentu
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