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(57) Resumo: PROMOTOR E METODO PARA A INTRODUGCAO
DE UMA SUBSTANCIA EXTRACELULAR EM UM OOCITO DE
MAMIFERO Pretende-se fornecer um método, pela introdugéo de uma
substancia extracelular, tais como um esperma, um nucleo de célula,
um acido nucléico ou uma proteina em um 6vulo de mamifero, para a
introdugdo da substancia extracelular no évulo de mamifero, que é
segura para o 6vulo de mamifero, permite introdugéo eficiente e &
tecnicamente facil. Pelo tratamento do évulo de mamifero com um a
inibidor de polimerizagdo de tubulina tal como a vinblastina, é
promovida a fusdo da membrana entre o 6vulo e o esperma e sem
fazer um orificio na membrana da célula, o esperma e o évulo séo
fundidos e pode ser conseguida a fertilizagdo. O método da invengéao
pode ser aplicado ndo apenas ao caso em que um esperma €
introduzido em um 6vulo de mamifero, mas também em um caso em
que umasubstancia extracelular, tais como um nucleo de célula, um
acido nucléico ou uma proteina é introduzido em um o6vulo de
mamifero.
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“PROMOTOR E METODO PARA A INTRODUCAO DE UMA
SUBSTANCIA EXTRACELULAR EM UM OOCITO DE MAMIFERO”

A presente inveng¢do refere-se a um promotor para a introdugéo
de uma substancia extracelular em um odcito de mamifero que contém um
inibidor de polimeriza¢do de tubulina e método de introdu¢cdo em um odcito
de mamifero por utilizagdo do promotor de introducdo. Mais especificamente,
a presente invengdo refere-se a um método para a introdugdo de uma
substéncia extracelular tais como um esperma, um nucleo de célula, um éacido
nucléico e uma proteina, em um odcito de mamifero por utilizagdo de um
promotor para a introdugéo de uma substéncia extracelular em um odcito de
mamifero que contém um inibidor de polimerizagdo de tubulina como um
ingrediente ativo e um promotor para a introducdo de uma substincia
extracelular para um odcito de mamifero a ser usado com o mesmo. Uma
caracteristica da invengdo é fornecer um método para a promogdo de
fertilizagdo de um odécito de mamifero, por promogdo da introducdo de um
esperma em um oocito de mamifero, por melhoria da fertilidade de um odcito
de mamifero por um tratamento com um promotor para a introdugdo de uma
substancia extracelular para um o6cito de mamifero que contém um inibidor
de polimerizagdo de tubulina como um ingrediente ativo.

Técnica Fundamental

No campo de modificacdo de mamiferos que usa terapia
génica, tratamento para reprodugdo ou engenharia de desenvolvimento, a
introdugdo de uma substancia extracelular tais como um esperma, um nucleo
de célula e acido nucléico em um odcito de mamifero é conduzida para
modificar as células germinativas. Como um método para a introducdo de
substancias genéticas (acido nucléico) em uma célula tal como um odcito de
mamifero, um método de introducdo que usa vetores tais como retrovirus ¢
conhecido até agora (WO 97/18318). Como um método para a introducéo de

uma substancia extracelular tais como um esperma e um nucleo de célula um
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oocito de mamifero, geralmente € usado o método de ICSI (injegdo
intracitoplasmica de esperma), em que é feito um orificio em um oolema
usando-se um capilar de vidro, infundindo assim uma substancia extracelular.
O método de ICSI também € um método corrente para a introdu¢do de um
esperma em um o6cito de mamiferos inclusive de um ser humano (Pedido de
Patente Japonesa Depositado em Aberto N°. 5-38345) e que ¢ amplamente
usado para tratamento de infertilidade humana.

No entanto, o Método de ICSI apresenta alguns problemas
como um método para a introdugdo de uma substancia extracelular em um
obcito de mamifero. Mais especificamente, o Método de ICSI tem os
seguintes problemas: (1) é necessario treinamento técnico para introduzir uma
substancia extracelular em um o6cito de mamifero sem falhar pelo Método de
ICSI; (2) a taxa de sucesso da introdug@o de uma substancia extracelular em
um odcito de mamifero pelo Método de ICSI € baixa; (3) como o Método de
ICSI € utilizado pela realizagdo de um orificio em um oolema utilizando-se
um capilar de vidro, pode ser concebivel um efeito adverso sobre o
desenvolvimento do embrido causado pela realizagdo de um orificio. Até
mesmo se os problemas foram ressaltados, o Método de ICSI estd em uso pois
ndo ha alternativa para o Método de ICSI habitualmente.

Por outro lado, a introdu¢do de um esperma em um odcito de
mamifero é conduzida por fertilizagdo e sdo propostos diversos métodos para
promover a introdu¢do de um esperma em um odcito de mamifero. Por
exemplo, a tradugdo Japonesa Publicada da publicagdo de PCT internacional
8-503705 divulga um método para tratamento da infertilidade masculina de
mamiferos pela administragdo de um polipeptideo timosina que melhora a
fertilidade tal como timosina o, para promover a fertilizagdo. O Pedido de
Patente Japonesa Depositado em Aberto N°. 9-28721 divulga um método para
melhorar a fertilidade in vitro de esperma de gado, em que o esperma de gado

é co-cultivado com uma célula epitelial de oviduto de gado, entdo cultivado
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com um od6cito de gado para ser submetido a fertilizacao in vitro.

Além disso, a tradugdo Japonesa Publicada da publicacdo de
PCT internacional 2001-506225 divulga um método de utilizagdo de
angiotensina II para promover a fertilizacdo de um oodcito de mamifero. O
Pedido de Patente Japonesa Depositado em Aberto N°. No. 6-189650 divulga
um método para aumentar a taxa de concepcdo pela magnetizacdo de um
esperma e de um odcito e melhoria da atividade dos mesmos. Além disso, a
tradugcdo Japonesa Publicada da publicagdo de PCT internacional 2001-
500102 divulga um método para melhorar a ligacdo de eesperma-odcito e
para melhorar a fertilidade pela utilizagdo de um polipeptideo purificado por
centrifugacdo de uma suspensdo congelada e descongelada na presenca de
10% até 12% de glicerol e que é um membro de um grupo de proteinas
inclusive a prosaposina (SGP-1) e a saposina. Todos os métodos estdo
visando a obtencdo de um efeito de ativacdo de um odcito e de esperma e
promovendo a fertilizagdo do mesmo durante a fertilizagdo do odcito de
mamifero.

Por outro lado, em uma célula de eucariotes tais como animais,
plantas e fungos, é sabido que ha uma organela denominada microtibulos,
que é difundida na célula e consiste de fibras tubulares de proteina que tém
um didmetro de aproximadamente 25 nm. As fungbes das organelas sdo de
faixa extremamente ampla e envolvida na formag¢éo de aparelhagem mitotica,
na forma¢do e na manutengdo da morfologia da célula, no movimento
flagelar/ciliar, na colocagdo de organelas intracelulares, transporte de
material, secrecdo hormonal e fluidez da membrana citoplasmica.
Especialmente, os microtibulos estdo presentes como as principais moléculas
constituintes dos axons e de dendritos em neurOnios e contribuem para o
transporte de materiais como caminhos para as proteinas motoras. Os
microtubulos sdo geralmente formados por polimerizacdo regular de um

hétero-dimero que consiste de uma molécula de a-tubulina e de uma molécula
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de [-tubulina e expansdo e contragdo repetidamente causadas pela
polimeriza¢do/despolimerizagdo juntamente com a progressdo do ciclo da
célula.

Além disso, a  polimerizagdo/despolimerizacdo  dos
microtabulos também é controlada pelas Proteinas Associadas a Microtibulo
(MAPs, proteina T) e uma proteina quinase e uma proteina fosfatase que
contém a proteinas de ligacdo de microtibulo como um substrato principal
estdo envolvidas no mecanismo de controle de microtibulos. Por estes fatos, é
sabido que os compostos que agem sobre o sistema de microtibulo
apresentam vérias atividades vitais tal como inibig¢do da divisdo da célula.

Como descrito acima, microtibulos sdo os principais
componentes de fibras de eixo mitdtico que direcionam o0s cromossomos
dispostos sobre a placa equatorial na ocasido da mitose para os pontos polares
e representam um papel indispensdvel em muitas ag¢des celulares inclusive a
manutengdo do formato, da motilidade e da adesdo das células e do transporte
dentro das células, durante a divisdo de fase (Shiff, P.B. e Horwitz, S.B.,
1981, “Molecular Actions and Targets for Anticancer Chemotherapeutic
Agents” secdo de “Tubulin: a target for chemotherapeutic agents”, pp 483-
507, Academic Press, NY, USA; Glotz, J.S. e outros, 1992, Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 89:7026-7030; Rowinsky, E.K. e outros, 1990, Nature, 82:1247-
1259). Além disso, os microtibulos representam um papel importante nas
interagdes entre os fatores de crescimento e os receptores na superficie das
células e no controle dos sinais derivados destas interagdes. A relagdo entre a
fertilizagdo e o citoesqueleto também foi apresentadas (Molecular
Reproduction and Development, 56:89-98,2000).

A tubulina € o principal componente de microtibulos e uma
proteina indispensavel para divisdo da célula/crescimento da célula, que é um
chamado elemento citoesqueletal. Portanto a inibi¢do da polimerizagdo ou a

despolimerizagdo das tubulinas tem uma rela¢do importante com diviséo da



10

15

20

25

célula/crescimento da célula. Por tais fun¢des da tubulina, a tubulina também
é conhecida como um alvo de um agente anticancer, de um agente antifungal
e de herbicidas. Além disso, a tubulina foi profundamente envolvida tanto na
funda¢do como na aplicagdo na ciéncia da vida.

Sdo conhecidos até agora alguns inibidores de polimerizagdo
da tubulina. O alcaldide vinca € um inibidor bem conhecido de polimerizacéo
da tubulina usado para tratamento de canceres (Pedido de Patente Japonesa
Depositado em Aberto N°. 5-192174). O alcal6ide vinca é um termo genérico
usado para se referir a uma espécie de agentes anticincer, cujo componente €
extraido de plantas. O alcaldide vinca se liga a uma proteina denominada
tubulina que estd envolvida no movimento d acetato de etila e na manutengdo
do formato da célula e inibe microtibulos, sendo que inibe a divisdo da
célula.

Exemplos representativos de alcaldide vinca incluem a
vinblastina e a vincristina (J. Med. Chem. 34:1998,1991). A vinblastina € um
alcaldide indol que tem uma atividade antitumor entre os alcal6ides contidos
no Catharanthus roseus, que age sobre os microtubulos ou sobre a tubulina
que € um componente proteina de microtiibulos, para interromper a mitose d
acetato de etila no estagio da metéfase, inibindo desse modo a divisdo da
célula. A vincristina é atualmente usada para o tratamento de leucemia,
linfoma maligno, tumor pediatrico etc. ao passo que a vinblastina € usada para
o tratamento do cancer da célula ndo pequena. Nestes ultimos anos, a
vinblastina € preparada por um método de sintese (Pedido de Patente
Japonesa Depositado em Aberto N°.2003-64084).

S&o conhecidos muitos outros inibidores de polimerizagdo da
tubulina tais como a rizoxina (Tetrahedron Lett., 34:1035, 1993), a
combretastatina (Biochemistry, 28:6984, 1989; Pedido de Patente Japonesa
Depositado em Aberto N°.6-207264), a 2-estirilquinazolina-4 (3H)-ona (SQO)
(J. Med. Chem., 33:1721,1990), a halistatina 1, 2 (Pedidos de Patente
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Japonesa Depositados em Aberto N°. 6-279450; N°. 6-279451) e pironetina
ou seus derivados (Pedido de Patente Japonesa Depositado em Aberto N°.11-
1434) e tem sido pesquisado o uso dos mesmos para droga antitumor e
similares.

Documento da Patente 1: Pedido de Patente Japonesa
Depositado em Aberto N°. 5-38345

Documento da Patente 2: Pedido de Patente Japonesa
Depositado em Aberto N°. 5-192174

Documento da Patente 3: Pedido de Patente Japonesa
Depositado em Aberto N°. 6-189650

Documento da Patente 4: Pedido de Patente Japonesa
Depositado em Aberto N°. 6-207264

Documento da Patente 5: Pedido de Patente Japonesa
Depositado em Aberto N°. 6-279450

Documento da Patente 6: Pedido de Patente Japonesa
Depositado em Aberto N°. 6-279451

Documento da Patente 7: Pedido de Patente Japonesa
Depositado em Aberto N°. 9-28721

Documento da Patente 8: Pedido de Patente Japonesa
Depositado em Aberto N°. 11-1434

Documento da Patente 9: Pedido de Patente Japonesa
Depositado em Aberto N°.2003-64084

Documento da Patente 10: Tradugdo Japonesa Publicada da
publicacdo de PCT internacional 8-503705

Documento da Patente 11: Tradugdo Japonesa Publicada da
publicac¢do de PCT internacional 2001-500102

Documento da Patente 12: Tradugdo Japonesa Publicada da
publicacdo de PCT internacional 2001-506225

Documento da Patente 13: WO 97/18318
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Documento sem ser da Patente 1: Shiff, P.B. e Horwitz, S.B.,
1981, “Tubulin: a target for chemotherapeutic agents” se¢do sobre “Molecular
Actions and Targets for Cancer Chemotherapeutic Agents”, pp 483-507,
Academic Press, NY, USA

Documento Sem ser da Patente 2: Glotz, J.S. e outros, 1992,
Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 89:7026-7030

Documento Sem ser da Patente 3: Rowinsky, E.K. e outros,
1990, Nature, 82:1247-1259

Documento Sem ser da Patente 4: Molecular Reproduction and
Development, 56:89-98,2000

Documento Sem ser da Patente 5: J. Med. Chem.
34:1998,1991

Documento Sem ser da Patente 6: Tetrahedron Lett., 34:1035,
1993

Documento Sem ser da Patente 7: Biochemistry, 28:6984,
1989

Documento Sem ser da Patente 8: J. Med. Chem.,
33:1721,1990
Divulgacao da Invencao
Objetivo a ser resolvido pela presente inven¢io

Um objetivo da presente invengdo € fornecer um método para
a introdugdo de uma substdncia extracelular em um odécito de mamifero,
permitindo uma introdugdo segura e eficaz em um odcito de mamifero quando
se introduz uma substincia extracelular tais como um esperma, nucleo de
célula, 4cido nucléico e proteina em um o6cito de mamifero, o que ¢é
tecnicamente facil. Um outro objetivo da presente invencdo € fornecer um
método para a introdug@o de um esperma em um odcito de mamifero, o que €
tecnicamente fécil e causa menos danos ao odcito de mamifero quando se

introduz um esperma em um o6cito de mamifero.
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Meios para resolver o objetivo

Os presentes inventores conduziram um estudo intensivo sobre
um método para a introdugdo de um a substancia extracelular tal como um
esperma em um oocito de mamifero e descobriram que, pelo tratamento de
um oécito de mamifero com um inibidor de polimeriza¢do de tubulina tal
como a vinblastina, é promovida uma fusdo da membrana entre o odcito e o
esperma, desse modo pode ser conseguida a fertilizagdo pela fusdo do
esperma e do oocito sem fazer um orificio em um oolema. A presente
invencdo foi realizada dessa maneira.

Mais especificamente, com um método convencional para a
introdugdo de uma substdncia extracelular tal como um esperma em um
odcito de mamifero, foi usado o Método de ICSI em que é feito em um
orificio em um oolema com um capilar de vidro. O Método de ICSI é
tecnicamente dificil e a taxa de sucesso do mesmo € baixa. Além disso, ha um
efeito adverso sobre o desenvolvimento do embrido provocado pelo fato de se
fazer um orificio no oolema com um capilar de vidro. Portanto, os presentes
inventores conduziram um estudo intensivo sobre um método para a
introdu¢@o de um esperma que € tecnicamente ficil e causa menos danos no
oocito e focalizado no desenvolvimento de um promotor para a introdugdo de
um esperma para um odcito de mamifero, que promove a fusdo da membrana
entre um o0cito e um esperma.

A fusdo de membrana citoplasmica € indispensavel para que a
fus@o de um esperma e um odcito fornegam um odcito fertilizado. Os detalhes
em relacdo a um mecanismo molecular para o controle da fusdo da membrana
durante a fertilizagdo sdo desconhecidos, entretanto, verificou-se que os
microtubulos que tém a tubulina como uma unidade constituinte representam
um papel importante nos recentes estudos dos inventores. Dado este fator, os
efeitos de promotor da polimeriza¢do da tubulina e de inibidor em relagéo a

fusdo da membrana durante a fertilizagéo foram investigados e foi descoberto
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que o inibidor de polimerizagdo da tubulina, vinblastina, tem um efeito
promotor sobre a fusdo do esperma a um oolema. Entdo, foi descoberto que
este tratamento quimico permite que o esperma seja introduzido em um odcito
sem realizar um orificio em um oolema.

Isto é, para investigar um mecanismo em que o tratamento
com a vinblastina promove a fus@o da membrana, foi examinada a localizago
das proteinas da membrana em um odcito de camundongo que foi fertilizado
in vitro depois do tratamento com a vinblastina. Os resultados revelaram que
a localizag@o de uma proteina CD9 de quatro transmembranas, que se acredita
controle a fusdo da membrana, fosse diferente daquela de um tipo selvagem.
O estudo até agora.revelou que € essencial que uma area em que ndo esteja
presente a CD9 em um oolema ¢ formada transientemente pelo esperma para
que ocorra a fusdo da membrana de fertilizagdo. Foi descoberto que uma area
circular em que a CD9 ndo estd presente ¢ formada antes da liga¢do do
esperma por tratamento com vinblastina. Além disso, somente um esperma
fundido ao centro de uma area em que a CD9 no esta presente.

A presente inven¢do foi completada a base de descobertas
descritas acima e um método da presente inven¢do pode ser aplicado ndo
apenas ao caso da introducdo de um esperma em um odcito de mamifero, mas
também ao caso da introdugdo de uma substancia extracelular tais como um
nicleo de célula, acido nucléico e proteina em um odcito de mamifero. Ou
seja, a presente invencgdo refere-se a um método para a introdugdo de uma
substancia extracelular tais como um esperma, um nucleo de célula, acido
nucléico e proteina em um odcito de mamifero pela utilizagdo de um
promotor para a introdug@o de uma substéncia extracelular para um odcito de
mamifero que contém um inibidor de polimeriza¢do de tubulina como um
ingrediente ativo e a um promotor para a introdu¢do de uma substincia
extracelular a um odcito de mamifero para o0 mesmo. Além disso, um aspecto

da presente invengdo é fornecer um método para promover a fertilizagdo de
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um odcito de mamifero, pela promo¢do de um esperma em um odcito de
mamifero, por melhoria da fertilidade de um odcito de mamifero por um
tratamento com um promotor para a introdugdo de uma substincia
extracelular para um odcito de mamifero que contém um inibidor de
polimerizagdo de tubulina como um ingrediente ativo.

Especificamente, a presente inveng¢do compreende: (1) um
promotor para a introdugdo de uma substincia extracelular para um odcito de
mamifero usado para a introdug@o de uma substancia extracelular que contém

um inibidor de polimeriza¢do de tubulina como um ingrediente ativo em um

oocito de mamifero; (2) o promotor para a introdu¢do de uma substincia

extracelular para um odcito de mamifero de acordo com (1), em que o
inibidor de polimerizagdo de tubulina é a vinblastina; (3) o promotor para a
introducdo de uma substincia extracelular para um oécito de mamifero de
acordo com (1) ou (2), em que a introdugdo de uma substancia extracelular
em um oocito de mamifero é a introdugdo de um esperma no odcito de
mamifero; (4) o promotor para a introdu¢do de uma substincia extracelular
para um odcito de mamifero de acordo com (3), em que a introdugdo de um
esperma no odcito de mamifero € promovida pela melhoria da fertilidade do
odcito de mamifero; (5) o promotor para a introducdo de uma substincia
extracelular para um odcito de mamifero de acordo com qualquer um de (1) a
(4), em que o mamifero é um ser humano e (6) o promotor para a introdugdo
de uma substincia extracelular para um oécito de mamifero de acordo com
qualquer um de (1) a (4), em que o mamifero € selecionado do grupo que
consiste de um camundongo, um rato, gado, porco, cavalo, ovelha e macaco.
Além disso, a presente invengdo compreende: (7) um método
para a introdugdo de uma substancia extracelular em um odcito de mamifero,
em que o odcito de mamifero € tratado com um promotor para a introdugéo de
uma substincia extracelular para um odcito de mamifero que contém um

inibidor de polimerizagdo de tubulina como um ingrediente ativo, quando se
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introduz a substancia extracelular no oocito de mamifero; (8) o método para a
introdu¢do de uma substdncia extracelular em um odcito de mamifero de
acordo com (7), em que o odcito de mamifero € tratado com vinblastina,
quando se introduz a substincia extracelular no oo6cito de mamifero; (9) o
método para a introducdo de uma substincia extracelular em um odcito de
mamifero de acordo com (7) ou (8), em que a introducdo de uma substancia
extracelular em um od6cito de mamifero € a introdugdo de um esperma em um
odcito de mamifero; (10) o método para a introdugdo de uma substincia
extfacelular em um odcito de mamifero de acordo com (9), em que a
introdugcdo de uma substincia extracelular em um odécito de mamifero €
conseguida por fusdo de esperma-odcito fora do corpo de um mamifero; (11)
o método para a introdugdo de uma substincia extracelular em um odcito de
mamifero de acordo com (9) ou (10), em que a introdugdo do esperma em um
odcito de mamifero é promovida pela melhoria da fertilidade do odcito de
mamifero e (12) o método para a introdugdo de uma substincia extracelular
em um odcito de mamifero de acordo com (11), em que a melhoria da
fertilidade do odcito de mamifero € a promogdo da fusdo do esperma a um
oolema.

Breve Descricao das Figuras

[Fig. 1]

E uma figura que apresenta o resultado do numero de esperma
fundido com um odcito como um resultado da fertilizagdo in vitro de esperma
de camundongo e de obcito ndo fertilizado de camundongo isento de zona
pelicida que foi tratado com vinblastina, um inibidor de polimerizagdo de
tubulina, em um exemplo da presente invengdo.

[Fig. 2]

E uma figura que apresenta o resultado da raziio de odcitos

fertilizados que resultaram de uma fertilizagdo in vitro de esperma de

camundongo e um odcito de camundongo ndo fertilizado com zona pelucida
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que foi tratado com vinblastina, um inibidor de polimerizagdo de tubulina, em
um exemplo da presente invengéo.
Melhor Modo de Realiza¢ao da Invenc¢ao

Um método da presente invengdo inclui o tratamento do odcito
de mamifero com um promotor para a introdu¢do de uma substincia
extracelular para o o6cito de mamifero que contém um inibidor de
polimerizagdo de tubulina como um ingrediente ativo e a introdugdo da
substincia extracelular no odcito de mamifero quando se introduz uma
substincia extracelular tal como esperma em um odcito de mamifero. Como
um inibidor de polimerizagdo de tubulina usada como um ingrediente ativo do
promotor para a introdugdo de uma substincia extracelular para o odécito de
mamifero da presente invengdo, pode ser usado um inibidor de polimerizagdo
de tubulina que ¢ publicamente conhecido como um inibidor para a
polimerizagdo da tubulina. O inibidor de polimerizagdo de tubulina inclui
alcaldide vinca e exemplos tipicos de alcaldide vinca incluem vinblastina e
vincristina. Como um ingrediente ativo mais preferivel ainda do promotor
para a introdugdo de uma substancia extracelular para o odcito de mamifero
da presente inveng¢do, pode ser exemplificada a vinblastina.

Um oécito de mamifero de interesse na presente invengdo
inclui, mas ndo especialmente limitado a, um odcito de um ser humano, de
camundongo, de rato, de gado, de porco, de cavalo e de macaco. Um método
de introdugdo de uma substancia extracelular em um odcito de mamifero de
acordo com a presente invengdo pode ser aplicado a substéncias extracelulares
tais como um esperma, um nucleo de célula, um acido nucléico e uma
proteina. No entanto, o método para a introdugdo de uma substincia
extracelular de acordo com a presente invengdo pode ser especialmente
aplicado a introdugédo de um esperma em um o6cito de mamifero, desse modo
pode ser fornecido com um método eficaz de fertilizacdo de um odcito de

mamifero.
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Na presente invengdo, o tratamento de um odcito de mamifero
com o promotor para a introdugdo de uma substancia extracelular para o odcito de
mamifero que contém um inibidor de polimerizagdo de tubulina como um ativo,
pode ser realizado por: coleta de um odcito, cultura em um meio adequado (por
exemplo, meio TYH) seguida por cultura no meio ao qual foi adicionado um
inibidor de polimerizagéo de tubulina durante algumas horas.

Embora a invengdo seja descrita com mais detalhe a seguir por
meio de exemplos, o ambito técnica da presente invengdo nfo € limitado aos
mesmos.

EXEMPLO 1

(Aumento na eficiéncia de fertilizacdo por tratamento com vinblastina)

Para examinar a influéncia de um inibidor de polimerizagdo de
tubulina sobre a fertilizagdo de um odcito ndo fertilizado de camundongo, foi
usada vinblastina como um inibidor de polimerizagdo de tubulina para tratar
um oocito ndo fertilizado de camundongo. Entdo foi investigada a fertilidade
do mesmo.

(Materiais e condi¢des experimentais)

1. Composicio do meio (g/L) (meio TYH)

NaCl 6,976
KCl 0,356
CaCl, 0,190
KH,PO4 0,162
MgSO,4e7H,0 2,930
NaHCO; 2,106
Glicose 1,000
Piruvato de sddio 0,550
penicilina G 0,750
Estreptomicina 0,050
Albumina de soro bovino F-V 4,000
Vermelho fenol a 1% 1,0 ml
2. Solucéo acida de Tyrode (g/L)

NaCl 8,00

KCl 0,20

CaCl,e2H,0 0,24

Mg Cl,e6H,0 0,10

Glicose 1,00
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Ajustar o pH até 2,5 com HCI e esterilizado com filtro.
3. Temperatura de Cultivo: 37 °C
(Operagéo de experimento)

1. Coleta de Odcito

(1) Camundongos com oito semanas de idade ou mais velhos
forém adquiridos e tornados adaptados para crescer em ambiente durante 1
semana antes do uso. .

PMS (Serotropina exclusive para animal, fabricada por
ASUKA Pharmaceutical) foi injetada em uma quantidade de 0,11 ml na
cavidade abdominal do camundongo a 8:00 pm.

(2) 48 horas mais tarde, HCG (Gonadotropina exclusive para
animal, fabricada por ASUKA Pharmaceutical) foi injetada em wuma
quantidade de 0,11 ml na cavidade abdominal.

(3) Os camundongos foram eutanasiados no dia seguinte (14 a
16 horas depois da inje¢do de HCG)e a ampola do oviduto foi removida. Um
odcito circundado por células cumulus foi coletado e cultivado em uma gota
(100 pL) de meio de TYH.

(4) AS células cumulus foram removidas por tratamento com
hialuronidase (300 pg/ml), entdo o odcito foi cultivado em meio TYH
durante 3 horas. No caso de se conduzir a remog¢&o da zona pelucida, a zona
pelucida do odcito foi removida por tratamento com uma solugdo 4cida de
Tyrode seguido por cultura do oécito em meio TYH durante 3 horas.

2. Tratamento com um inibidor de polimerizag¢do de tubulina

O oécito ndo fertilizado coletado foi tratado por utilizagdo de
vinblastina (VB) como um inibidor de polimerizacdo de tubulina. Como
controles, foram usados um odcito tratado com paclitaxel (Pac; Nome de
Marca: taxol), um promotor de polimerizagdo de tubulina e um odcito néo
tratado (controle). O tratamento com vinblastina (VB) foi conduzido por

cultura do odcito em solugdo de vinblastina a 20 uM (meio TYH) durante 1
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hora, enquanto foi conduzido tratamento com paclitaxel (Pac) por cultura do
oocito em 10 uM de solugdo de paclitaxelel (Pac) (em meio TYH)
similarmente durante hora.

3. Fertilizag@o in vitro

O oécito ndo fertilizado de camundongo foi tratado com
vinblastina (VB), um inibidor de polimerizagdo de tubulina e a fertilizagdo in
vitro foi conduzida com esperma de camundongo. Como controles, foram
usados um odcito ndo fertilizado tratado com paclitaxel (Pac; Nome de
Marca: taxol), um promotor de polimerizagdo de tubulina e um odécito ndo
tratado (controle).

(Resultados)
(No caso em que foram usados odcitos isentos de zona peltcida):

Para avaliar quantitativamente a eficiéncia da fusdo de
esperma-oocito, oocitos ndo fertilizados de camundongo isentos de zona
pelicida foram tratados com vinblastina (VB), um inibidor de polimerizagao
de tubulina ou paclitaxel (Pac), promotor de polimerizagdo de tubulina ou
deixado ndo tratado (controle). Entdo os odcitos foram fertilizados in vitro
com esperma de camundongo, respectivamente. Os resultados sio
apresentados na Fig. 1. A figura apresenta os resultados da fertilizagéo in vitro
(oocitos isentos de zona pelucida, 1 hora depois da inseminacdo). Na figura,
as barras brancas apresentam o nUmero de esperma fundido. Quando se
compara o numero de esperma que fundiu com os odcitos 1 hora depois da
inseminagdo, o odcito tratado com a VB (vinblastina)- apresentou o maior
nimero. Por outro lado, um grande niimero de esperma aderiu a superficie do
odcito tratado com paclitaxel (Pac) orem ndo fundiu com o mesmo, porque o
odcito tratado com paclitaxel tornou o esperma dificil de ser fundido.

(No caso em que sdo usados o6citos com zona pelucida):
Os odcitos ndo fertilizados de camundongo um instante depois

da ovulagdo, que ndo tinha sido submetido a tratamento especial tal como
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remog¢do da zona pelucida, foram tratados com vinblastina, um inibidor de
polimerizagéo de tubulina e fertilizado in vitro com esperma de camundongo.
Os resultados sdo apresentados na Fig. 2. Foi conduzido um experimento que
usa anticorpo CD9 anti-camundongo que tem um efeito inibidor sobre a fusdo
simultaneamente com este experimento. No caso de camundongo,
aproximadamente 20% dos od6citos ndo podem ser fertilizados em
conseqiiéncia da imaturidade e da super-maturidade. No entanto, depois da
investigacdo da fertilizacdo que usa os odcitos no estagio de 2 células, a
eficiéncia da fertilizagdo dos odcitos tratados com vinblastina aumentou uns
20% em comparacdo aquela do odcito ndo tratado. Como serd descrito a
seguir, até mesmo um odcito imaturo podia ser fundido com esperma quando
tratado com vinblastina. Desse modo, acredita-se que isto seja o resultado da
maior eficiéncia de fusdo de esperma-odcito devido ao tratamento com
vinblastina. O resultado experimental revela que odcitos imaturos ou super-
maduros se tornam possiveis para fundir com o esperma por tratamento com
vinblastina. Além disso, a eficiéncia de fusdo dos odcitos que foram tratados
com anticorpo CD9 anti-camundongo que tem um efeito inibidor, também foi
aumentada pelo tratamento com vinblastina.
(Aumento da eficiéncia de fertilizagdo pelo tratamento com vinblastina)
Depois do tratamento dos oocitos ndo fertilizados de
camundongo com vinblastina, um inibidor de polimeriza¢do de tubulina, os
odcitos foram fertilizados in vitro com esperma de camundongo. Os
resultados revelaram que a eficiéncia de fertilizagdo dos mesmos aumentou
20% em compara¢do a um grupo ndo tratado. No caso do camundongo,
aproximadamente 20% dos odcitos ndo podem ser fundidos com esperma em
virtude da imaturidade.No entanto, até mesmo odcitos imaturos podiam se
fundir com esperma quando tratados com vinblastina.
(Tratamento com paclitaxelel)

Quando um oécito ndo fertilizado de camundongo foi tratado
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com paclitaxelel (Pac), promotor de polimerizagdo de tubulina, foi inibida a
fusdo de esperma-membrana do odcito. Foram observados alguns microvilos
deformados quanto a morfologia da membrana do odcito foi examinada com
um microscopio eletrénico.

(Formag&o de area de fusdo do esperma por tratamento com vinblastina)

Foi investigado o mecanismo pelo qual a fusdo da membrana
foi promovida por tratamento com vinblastina. Depois do tratamento com
vinblastina, foi examinada a localizagdo das proteinas da membrana em um
odcito de camundongo fertilizado in vitro. Quando tratado com vinblastina,
um inibidor de polimeriza¢do de tubulina, foram formadas areas circulares
onde a localizagdo de CD9 sobre a membrana do odcito ndo varia. O nimero
de areas circulares diferia dependendo dos odcitos e estava na faixa de 1 a 6.
Além disso, foi confirmado que um esperma foi fundido ao centra de éreas
circulares. Isto demonstra que a despolimerizagdo da tubulina é necessaria
para a fusdo do esperma.

A saber, os resultados revelaram que a localizagdo de uma

proteina CD9 de quatro transmembrana, que se acredita controle a fusdo da

- membrana, era diferente daquela do tipo selvagem. O estudo até agora

revelou que é essencial que uma area em que a CD9 ndo estd presente €
formada transientemente pelo esperma sobre um oolema para a ocorréncia da
fusdo da membrana de fertilizagdo. Foi descoberto que € formada uma érea
circular em que a CD9 ndo esta presente por tratamento com vinblastina antes
da ligagdo de com esperma. Além disso, apenas um esperma fundido ao
centro de uma area onde a CD9 nédo esta presente. Além disso, foi confirmado
que, na fertilizagdo de um odcito com uma membrana semi-permeavel, o
numero de esperma a ser introduzido no odcito € limitado a um em virtude do
seu mecanismo de bloqueio da poliespermia. Por estes resultados, tornou-se
aparente que, pelo tratamento da 4rea especifica da membrana do odcito com

vinblastina, a introdugéo de esperma em um odcito se torna possivel sem a
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utilizagdo de um capilar de vidro.
Aplicabilidade Industrial

A presente invengdo pode fornecer um método para a
introdugdo de uma substancia extracelular em um odcito de mamifero, que
permite uma introdugdo segura e eficaz em um odcito de mamifero quando se
introduz uma substancia extracelular tais como um esperma, um nucleo de
célula, acido nucléico e proteina em um odécito de mamifero, que é
tecnicamente facil. Especificamente, um método da presente invengdo pode
ser aplicado com um método de introdugdo de um esperma em um oocito de
mamifero e fornecer um método tecnicamente facil sem utilizar um
dispositivo especial tal como aquele usado no Método de ICSI convencional e
permite que o esperma seja introduzido em um odcito de mamifero causando
menos danos para o oo6cito de mamifero, porque ndo € necessario que se faga
um orificio no oolema com um capilar de vidro como no Método de ICSI.
Portanto, pode-se esperar que a presente invengdo possa contribuir para o
desenvolvimento no campo da modificagdo de mamiferos que usa terapia
génica, tratamento em reproducdo ou engenharia de desenvolvimento, como
um meio util para a introdugdo de uma substincia extracelular tais como um
esperma, um nucleo de célula, 4cido nucléico e proteina em um odcito de

mamifero, para fertilizagdo ou modificagdo de células germinativas.
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REIVINDICACOES

1. Promotor para a introdugdo de uma substincia extracelular

em um odcito de mamifero, caracterizado pelo fato de que ¢ usado para a

introdugdo de uma substidncia extracelular que contém um inibidor de
polimerizagdo de tubulina como um ingrediente ativo em um odcito de
mamifero.

2. Promotor para a introdugdo de uma substincia extracelular

para um oocito de mamifero de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado
pelo fato de que o inibidor de polimerizagdo de tubulina € a vinblastina.
3. Promotor para a introdug¢do de uma substincia extracelular

para um odcito de mamifero de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que a introdugdo de uma substancia extracelular em

um odcito de mamifero € a introdugdo de um esperma no oécito de mamifero.

4. Promotor para a introdugdo de uma substancia extracelular

para um odcito de mamifero de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado
pelo fato de que a introdugdo de um esperma no odcito de mamifero é
promovida pela melhoria da fertilidade do odcito de mamifero.

5. Promotor para a introdugdo de uma substéncia extracelular
para um odcito de mamifero de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 4, caracterizado pelo fato de que o mamifero ¢ um ser humano.

6. Promotor para a introdugdo de uma substincia extracelular
para um odcito de mamifero de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1 a 4, caracterizado pelo fato de que o mamifero € selecionado do grupo que

consiste de um camundongo, um rato, gado, porco, cavalo, ovelha e macaco.

7. Método para a introdugdo de uma substancia extracelular

em um odcito de mamifero, caracterizado pelo fato de que o odcito de
mamifero € tratado com um promotor para a introdugdo de uma substancia
extracelular para um oocito de mamifero que contém um inibidor de

polimerizagdo de tubulina como um ingrediente ativo, quando se introduz a
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substincia extracelular no odcito de mamifero.
8. Método para a introdugdo de uma substéncia extracelular

em um odbcito de mamifero de acordo com a reivindicagdo 7, caracterizado

pelo fato de que o odcito de mamifero € tratado com vinblastina, quando se
introduz a substancia extracelular no odcito de mamifero.

9. Método para a introducdo de uma substincia extracelular
em um oocito de mamifero de acordo com a reivindicagdo 7 ou &,

caracterizado pelo fato de que a introdug¢do de uma substéancia extracelular em

um odcito de mamifero € a introdug@o de um esperma no odcito de mamifero.
10. Método para a introdugdo de uma substancia extracelular

em um odcito de mamifero de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado

peld fato de que a introdugdo de uma substincia extracelular em um odcito de
mamifero é conseguida pela fusdo in vitro de esperma-oocito.

11. Método para a introdugdo de uma substancia extracelular
em um oocito de mamifero de acordo com a reivindicagdo 9 ou 10,

caracterizado pelo fato de que a introdug@o de um esperma em um odcito de

mamifero é promovida pela melhoria da fertilidade do odcito de mamifero.
12. Método para a introdugdo de uma substancia extracelular

em um odcito de mamifero de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado

pelo fato de que a melhoria da fertilidade do odcito de mamifero ¢ a

promogéo da fusdo do esperma a um oolema.
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RESUMO

“PROMOTOR E METODO PARA A INTRODUCAO DE UMA
SUBSTANCIA EXTRACELULAR EM UM OOCITO DE MAMIFERO”

Pretende-se fornecer um método, pela introdugdo de uma
substincia extracelular, tais como um esperma, um nucleo de célula, um 4cido
nucléico ou uma proteina em um 6vulo de mamifero, para a introdugdo da
substancia extracelular no 6vulo de mamifero, que € segura para o 6vulo de
mamifero, permite introducdo eficiente e ¢ tecnicamente facil. Pelo
tratamento do 6vulo de mamifero com um a inibidor de polimerizagdo de
tubulina tal como a vinblastina, é promovida a fusdo da membrana entre o
6vulo e o esperma e sem fazer um orificio na membrana da célula, o esperma
e o 6vulo sdo fundidos e pode ser conseguida a fertilizacdo. O método da
invengdo pode ser aplicado nf3o apenas ao caso em que um esperma €
introduzido em um 6vulo de mamifero, mas também em um caso em que uma
substancia extracelular, tais como um nucleo de célula, um acido nucléico ou

uma proteina é introduzido em um 6vulo de mamifero.
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