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(57) Anotace:
Reseni se (vki zplisobu zvySeni vyvojové schopnosti
rostoucich vocytd aktivaci protein kinaz C, coZ je
charakterizovano tim, Z¢ sc na oocyty. jez dosud ncukondéily
svou rustovou fazi. béhem zrani in vitro pasobi v urCité fazi
kultivace latkami, Kieré specificky aktivuji protein kinazy C.
Tate kultivace ma velké vyuZiti pfi reproduk&nich
biotechnologiich hospodarskych zvifat.
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Zpusob zvyseni vyvojové schopnosti rostoucich oocytl aktivaci protein ”"'/13')(
kinaz C

Oblast techniky

Vynalez se tyka zvySeni vyvojové schopnosti rostoucich oocytl v
podminkach kultivace in vitro s vyuZitim latek aktivujicich protein kinazy C.
Tento zplsob kultivace ma velky vyznam zejména pii asistované reprodukci
hospodarskych zvifat.

Dosavadni stav techniky

V soucCasné dobé se pro asistovanou reprodukci savcu (klonovani, in
vitro oplozeni, transgenoze) véetné hospodarsky vyznamnych druh( vyuzivaji
oocyty, coz jsou samici pohlavni burky, které ukoncily v téle samice rlistovou
fazi. Téchto oocytl je vdany okamzik od jednoho zvifete dostupny jen
omezeny pocCet a to limituje vyuziti metod asistované reprodukce. Kromé
oocytd s ukonc¢enou rastovou fazi se nachazi ve vajeCnicich samice i
mnohonasobné vyssi pocet oocytl, které jesté ristovou fazi neukondily. Tyto
oocyty ale maji snizenou vyvojovou schopnost a pro metody asistované
reprodukce je nelze pouzit. To vyznamné sniZuje moznosti vyuziti
Slechtitelského potencialu samic s vysokou plemennou hodnotou a omezuje
moznosti asistované reprodukce, protoze se Casto nedafi ziskat dostatek
vajicek ve fazi ukonfeného rustu. Pokud by se podarilo zvysit vyvojové
schopnosti oocytll s neukonéenou rustovou fazi, vyuziti $lechtitelského
potencialu samic by se zvySilo a zefektivnily by se i postupy asistovane
reprodukce.




Podstata vynalezu

Uvedené problémy odstrafiuje zplsob zvySeni vyvojové schopnosti
rostoucich oocytl aktivaci protein kindz C, podle vynalezu, jehoz podstata
spoCiva vtom, Zze se na oocyty, jez dosud neukoncily svou ristovou fazi,
béhem zrani in vitro pusobi v urité fazi kultivace latkami, které specificky
aktivuji protein kinazy C.

Zplusob podle vynalezu je dale charakterizovan tim, Ze se oocyty
s neukonéenou rastovou fazi kultivuji in vitro bez aktivator(i protein kinaz C po
dobu, ktera je u daného Zivocisného druhu bézné nutna pro dosazeni stadia
metafaze |, nasledné jsou oocyty kultivovany v médiu se specifickym
aktivatorem protein kinaz C po dobu, ktera je bézné u daného druhu nutna pro
postup zrani z metafaze | do metafaze Il.

Zplusob podle vynalezu je také charakterizovan tim, Zze se na oocyty
s neukoncenym rustem béhem kultivace in vitro v urdité fazi pisobi latkami,
jez jsou obecné znamy jako aktivatory protein kinaz C, zejména forbol-12-
myristat-13-acetatem v koncentracich od 10 do 100 nM, 1-stearoyl-2-
arachidonoyl-sn-glycerolem v koncentracich od 20 do 200 mikroM, popfipadé
kombinaci  1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerolu  (OLE) s dipalmitoyl-L-alfa-
fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat heptaammoniovou soli (DIPALM)
v koncentracich 10 mikroM OLE a 100 nM DIPALM, piiéemZz pasobeni
aktivatorem protein kinaz C trva po dobu, ktera odpovida dobé nutné
v podminkach kultivace in vitro pro postup zrani oocytl ze stadia metafaze |
do stadia metafaze Il

Zpusob podle vynalezu se vyhodné provadi tak, ze se na oocyty
s neukonéenym rustem a nedplné vyvinutou vyvojovou schopnosti b&hem
jejich zrani in vitro pusobi latkami obecné znamymi jako aktivatory protein
kinazy C, zejména prostrednictvim forbol-12-myristat-13-acetatu (PMA), 1-
stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycerolem  (STEAR) nebo  kombinovanym
odetfenim aktivatort, které aktivuji bud jen kalcium-dependentni nebo jen

kalcium-independentni protein kinazy C. Tak lze vyuzit kombinované os$etreni




oocytl specifickym aktivatorem kalcium-dependentnich protein kinaz C 1-
oleoyl-2-acetyl-sn-glycerolem (OLE) spolu se specifickym aktivatorem kaicium-
independentech protein kinaz C dipalmitoyl-L-alfa-phosphatidylinositol-3,4,5-
trifosfat heptaammoniovou soli (DIPALM).

Zpusob zvySeni vyvojové schopnosti oocytd podle vynalezu se
konkrétné provadi tak, ze se nezralé savéi oocyty s neukonéenym rustem a
neuplné vyvinutou vyvojovou schopnaosti in vitro nejprve kultivuji v meédiu bez
aktivator( protein kinaz C. Doba této kultivace odpovida ¢asu, za jaky nezralé,
dorostlé oocyty s plnou vyvojovou schopnosti dosahnou stadia metafaze | (24
hodin u prasete, 12 hodin u skotu, ovce). Nasledné jsou oocyty vystaveny na
24 hodin Uginku specifickeho aktivatoru protein kinaz C, napf. forbol-12-
myristat-13-acetat se pouziva v koncentracich od 10 do 100 nM, 1-stearoyl-2-
arachidonoyl-sn-glycerol se pouziva v koncentracich od 20 do 200 mikroM, 1-
oleoyl-2-acetyl-sn-glycerolem (OLE) spolu S dipalmitoyl-L-alpha-
phosphatidylinositol-3,4,5-trifosfat heptaammoniovou soli se pouzivaji
v koncentracich 10 mikroM OLE a 100 nM DIPALM. S aktivatory protein
kinazy C jsou oocyty kultivovany po dobu, za jakou dorostié oocyty s plnou
vyvojovou schopnosti dospéji ze stadia metafaze | do stadia metafaze Il a
dokondi tak zrani (napr. prase 20 hodin, skot a ovce 10 hodin).

Zpusobem podle vynalezu jsou v oocytech specificky aktivovany protein
kinazy C, které nasledné fosforyluji své intracelularni substraty. To se ukazuje
jako velmi vyhodné, protoze experimenty plUvodc( prokazaly, Ze aktivace
protein kinazy C po podatecni kultivaci oocytl ma pfiznivy efekt na dalsi
prubéh zrani oocytld. Pokud neni pouzit zplisob podle vynalezu, zastavi
vétsina kultivovanych oocytl s neukonéenym ristem a neudplnou vyvojovou
schopnosti zrani ve stadiu metafaze | a jsou pro vétSinu biotechnologii
nepouzitelné. Zpisobem podle vynalezu je dosazeno uplného zrani oocytl do
metafaze 1l u 80 % oocytd. Tyto ococyty lze pouzit pro dalsi reprodukéni
biotechnologie, protoZe jsou s to se vyvijet v embrya.

Vysledkem zplUsobu podle vynalezu je podstatné zvy$eni podilu oocytq,

jez dokonéi zrani a jsou vyuZzitelné pro dalsi reprodukéni biotechnologie. Ve
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srovnani s tradiénimi postupy kuitivace je narust podilu dozralych oocytu
zhruba trojnasobny, coz ma velky hospodarsky vyznam. Zplsob kultivace
oocytl in vitro s cilenou aktivaci protein kindzy ve specifické fazi podle
vynalezu lze wyuZit zejména pii reprodukénich biotechnologiich
hospodarskych zvifat (napf. klonovani, ICSI).

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

Priklady provedeni

Priklad 1

Pii klasické kultivaci prasecich oocytd s neukonéenym rastem dochazi
v podminkach in vitro k dokonéeni zrani do stadia metafaze 1l u 20 % oocytl.
Zpusobem podle vynalezu jsou prasedi oocyty s neukonéenou rlstovou fazi
kultivovany nejprve po 24 hodin v kultivaénim médiu bez piidavku aktivatorQ
protein kinaz C, nasledné& pak jsou kultivovany 20 hodin s pfidavkem 100 nM
forbol-12-myristat-13-acetatu. Pfi tomto postupu stoupa vyznamné podil
dozralych oocytl, které dosahnou stadia metafaze Il (kolem 80 %). Takto
ziskané oocyty Ize podrobit standardni partenogenetické aktivaci a navodit u
nich vyvoj do stadia blastocysty. Takto ziskané savli partenogenetické
zarodky ve vyvojovém stadiu blastocyty lze vyuzit napfiklad pro tvorbu
embryonalnich kmenovych bunék.

Priklad 2

Pfi tradicni kultivaci oocytli skotu s neukonéenym rastem dochazi
v podminkach in vitro k dokon€eni zrani do stadia metafaze Il u 15 % oocytu.
Zplusobem podle vynalezu jsou oocyty skotu s neukonéenou rlstovou fazi
kuitivovany nejprve po 12 hodin v kultivaénim médiu bez pfidavku aktivatoru

protein kinaz C, nasledné jsou kultivovany 10 hodin v kultivaénim médiu s 100
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mikroM 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycerolu. Pfi tomto postupu stoupa
vyznamné podil dozralych oocytd, které dosahnou stadia metafaze I (76 %).
Takto ziskané ovocyty Ize podrobit standardnimu oplozeni in vitro. Usp&sné

oplozené oocyty se dale vyvijeji v embrya vhodna pro pfenos nahradni matce.

Priklad 3

Pfi klasické kultivaci prasecich oocytu s neukonéenym rastem dochazi
v podminkach in vitro k dokonceni zrani do stadia metafaze Il u 20 % oocytu.
Zpusobem podle vyndiezu jsou praseéi oocyty s neukonéenou rustovou fazi
kultivovany nejprve po 24 hodin v kultivaénim médiu bez pfidavku aktivator(
protein kinaz C a nasledné jsou kultivovany 20 hodin v kultivaénim médiu
s pfidavkem 10 mikroM 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerclu spolu se 100 nM
dipaimitoyl-L-alfa-phosphatidylinositol-3,4,5-trifosfat heptaammoniové soli. Pfi
tomto postupu stoupa vyznamné podil dozraiych oocytu, které dosahnou
stadia metafaze Il (80 %). Takto ziskané oocyty Ize pouzit pro produkci
cytoplastd pro klonovani pfenosem jader somatickych bunék.

Prumyslova vyuzitelnost

Reseni se tyka zdokonaleného kultiva&niho postupu oocyt in vitro, jen2
vyuziva specificke aktivace protein kinaz C v urcité fazi kuitivace, coz ma velky
vyznam pfi reprodukénich biotechnologiich hospodarskych zvirat.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob zvySeni vyvojové schopnosti rostoucich oocytl aktivaci protein
kinaz C, vyznacujici se tim, Ze se na oocyty, jez dosud neukoncily svou
ristovou fazi, b&hem zrani in vitro plsobi v uréité fazi kultivace latkami, které
specificky aktivuji protein kinazy C.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze se oocyty s neukonéenou
rastovou fazi kultivuji in vitro bez aktivatort protein kinaz C po dobu, ktera je u
daného Zivoéisneho druhu béZzné nutna pro dosaZeni stadia metafaze |,
nasledné jsou oocyty kultivovany v médiu se specifickym aktivatorem protein
kinaz C po dobu, ktera je béZzné u daného druhu nutna pro postup zrani

z metafaze | do metafaze Il.

3. Zpusob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze na oocyty s neukonéenym
rastem se b&hem kultivace in vitro v urcité fazi plisobi latkami, jeZ jsou obecné
znamy jako aktivatory protein kinaz C, zejména forbol-12-myristat-13-acetatem
v koncentracich od 10 do 100 nM, 1-stearoyl-2-arachidonoyl-sn-glycerolem
v koncentracich od 20 do 200 mikroM, popfipadé kombinaci 1-oleoyl-2-acetyl-
sn-glycerolu  (OLE) s  dipaimitoyl-L-alfa-fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat
heptaammoniovou soli (DIPALM) v koncentracich 10 mikroM OLE a 100 nM
DIPALM, pficemz pUsobeni aktivatorem protein kindz C trva po dobu, ktera
odpovida dobé nutné v podminkach kultivace in vitro pro postup zrani oocyti

ze stadia metafaze | do stadia metafaze IlI.
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