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Nézev piihlasky vynalezu:

Poutziti inhibitoru histon deacetylizy pro
pripravu kultivaéniho média na prodlouzZeni
Zivotnosti sav¢ich oocyti in vitro

Anotace:

Reseni se tyka pouZiti inhibitoru histon deacetyldzy pro
pfipravu kultivaéniho media na prodlouZeni Zivotnosti sav&ich
oocytl in vitro, kdy se odebrané savéi cocyty kultivuji v
podminkach in vitro v kultivaénim meédiu s pfidavkem
specifického inhibitoru histon deycetylazy. Uchovavani
odebranych savéich oocytli v podminkéch in vitro za soutasné
inhibice histon deacetyldzy zaji§tuje zvySenou
Zivotaschopnost oocytli a ma velky vyznam pii reprodukénich
biotechnologiich u hospodaiskych zvifat i v asistované
reprodukei v humdnni medicing.
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prodlouZeni Zivotnosti savéich oocytl in vitro

Oblast techniky

Vynélez se tyk& poutiti inhibitoru histon deacetylazy pro pfipravu
kultivatniho média na prodlouzeni Zivotnosti odebranych savtich oocyt(
uchovévanych pro reprodukci po delsi dobu v podminkach in vitro.

Dosavadni stav techniky

Je znamo, Ze oocyty savcl (samiCi pohlavni buriky) maji po vyjmuti
z téla samice omezenou Zivotnost pfi nasledné kultivaci v podminkach in vitro.
Po dokonéeni zrani podiéhaji spontanné fadé procest, jez je znehodnocuiji pro
dal§i vyuZiti v reprodukénich biotechnologiich  hospodafskych  zviat
(klonovani, in vitro oplozenti, transgenoze) i v humanni medicing (asistovana
reprodukce). Nejvyznamnéjsi z proces je fragmentace oocytl, je je
projevem apoptozy, a lyza oocytl, jez je disledkem nekrézy. Proto jsou
hledana oSetfeni, ktera by t&mto procestim zabrdnila. Moznosti potlagit
apoptézu a nekrézu oocytll jsou zatim ale velmi omezené 3 tim stale dochazi
k velkym ztratam pfi pouzivani soucasnych reprodukénich technik.

Podstata vynalezu

VySe uvedené nedostatky odstrafiuje pouziti inhibitoru histon
deacetylazy pro pfipravu kultivaéniho média na prodlouzeni Zivotnosti
odebranych savéich oocytll in vitro podie vynalezu, jehoz podstata spociva
vtom, Ze se odebrané savéi oocyty kultivujf v podminkach in vitro
v kultivaénim médiu s pfidavkem specifického inhibitoru histon deacetylazy.

PouZiti inhibitoru histon deacetylazy pro pfipravu kultivagéniho média,
podle vynalezu se dale vyznaduiji tim, 2e se odebrané dozralé savéi oocyty in
vitro kultivuji pfed oplodnénim v kultiva&nim méediu s obsahem inhibitoru histon
deacetylazy po dobu 3 aZ 9 dnu, pficemZ koncentrace inhibitoru histon
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deacetylazy v kultivagnim médiy je 10 nM az 1 mikroM. Pota Jsou oocyty
oplachnuty  kultivag&nim médiem, pfipadné jsou pfeneseny do &erstvs
pfipraveného kultivaéniho me’dia s inhibitorem pro kultivaci daldich 1 az 3 dnu.

Pouziti inhibitoru histon deacetylazy pro pfipravu kultivadniho média na
prodlouzeni Zivotnosti savdich oocytl in vitro se téz vyznacduje tim, ze se
odebrané dozralé sav&i oocyty kultivuji in vitro po dobu az 5 dnd s inhibitory
histon  deacetylazy, pfiCemZ vyhodna koncentrace inhibitoru  histon
deacetylazy v kultivaénim médiy je 10 nM az 1 mikroM. Poté se po pfipadném
oplachnuti kultivagnim meldiem oocyty pfenesou do Zerstvé pfipraveného
kultivatniho meédia pro dalsi béZné zpracovani, jako jsou  reproduk&ni
biotechnologie (napf. partenogenetickou aktivaci, oplozeni in vitro, pro
pfipravu cytoplast( k prenosu jader somatickych bunék, tj. klonovani).

Pouziti inhibitoru histon deacetylazy pro pfipravu kultivaéniho média na
prodlouzeni Zivotnosti odebranych savéich oocytll  uchovavanych pro
reprodukci po del$i dobu v podminkach in vitro padle vynalezu se vyhodné
provadi tak, ?e se savéi oocyty dozralé do stAdia metafize || Zbavj
kumularnich bungk opakovanym pipetovanim Gzkou sklenénou pipetou. Poté
se proplachnou v kultiva¢nim médiy (napf. médium M199 obohacené o 10 %
hmot. bovinniho teleciho séra) a pak jsou pfeneseny do kultivaéniho média
s pifdavkem molekul inhibujicich histon deacetylazu (napF¥. trichostatin A v
koncentracich od 1 do 1000 nM. V tomto médiu se oocyty kultivuji po dobu 3
dnt. Pro dal$i kultivaci je vyhodné, aby po 3 dnech kultivace byly oocyty
oplachnuty v gerstvé pfipraveném médiu obohaceném o vybrany inhibitor
histon deacetylazy a nasledné byly kultivovany v &erstvé piipraveném médiu
obohaceném o inhibitor histon deacetylazy. Po ukongeni kultivace s cilem
prodlouzit Zivotaschopnost oocytl jsou oocyty pfed dalSim pouzitim
proplachnuty v médiu bez aktivatory a kultivovany bé&znym laboratornim
postupem.



Pavodci vynalezu oveéfili, ze pouzitim inhibitoru histon deacetylazy pro
pfipravu kultivaéniho média podle vynalezu jsou y oocytl kultivovanych po
dlouhou dobu v podminkach in vitro potiateny procesy fragmentace a lyzy.
Napiiklad pfi kultivaci v médiy s 10 nM trichostatinu A po dobu tfi dng
nedochdzi u oocytil prasete viibec k fragmentaci ani lyze, zatimco pii kultivaci
standardnim zptsobem dosahuje za stejnou dobu podil fragmentovanych
oocytl zhruba 25 % a podil lyzovanych oocytd zhruba 10 %. Vysledkem
kultivace oocytl v pritomnosti inhibitor( histon deacetylaz je tedy eliminace
nezadoucich procest fragmentace 3 lyzy oocytl. Podil oocyt, ktere si
uchovavaji Zivotaschopnost, je tak podstatné vyssi.

Pfi in vitro oplozeni oocytdl hospodafskych zvifat (at jiz metodou
kultivace oocytt se spermiemi nebo metodou mikroinjekce spermie do
cytoplasmy oocytu) jsou Ziskavany zralé oocyty bud odb&rem z téla samice,
nebo po kultivaci v podminkach in vitro. Pokud se ale z jakéhokoli divoduy
nezdafi tyto oocyty okamzits oplodnit (nhapf. pfi zpozdéni dodavky spermatu
vybraného plemenika, napf. plemenného kance, byka, hiebce), odebrané
oocyty rychle ztraceji na své kvalité, prochazeji procesem starnuti , COZ snizuje
pravdépodobnost Uspésného oplozeni i Usp&Sného a zdravého vyvoje
zarodku. Nasledujici nezadouci Skody v reprodukci savei jsou velké.

RovnéZ pfi oplozeni oocytli ¢lovéka pii lébé neplodnosti metodami
asistované reprodukce (at jiz metodou kultivace oocytl se spermiemi nebo
metodou mikroinjekce spermie do Cytoplasmy oocytu) jsou ziskavany zralé
oocyty bud odbérem z téla budouci matky, nebo jsou tyto oocyty Ziskany po
dozrani v podminkach in vitro. Pokud se ale z jakéhokoli divodu nezdafi tyto
oocyty okamzité oplodnit (napf. pii potiZich s odb&rem spermatu potencialniho
ofce), oocyty rychle ztraceji na kvalitg, prochazeji procesem stamuti, coz
snizuje pravdépodobnost uspé3ného oplozeni a tim | Uspésného a zdravého
vyvoje zarodku. Negativni nasledky jsou pak velmi citelné.



Z uvedeného jasné vyplyva, Ze poufiti inhibitoru histon deacetylazy pro

pfipravu kultivaéniho media na prodiouZeni kultivace oocytd za soudasné
inhibice histon deacetyldzy podle vynalezu lze wyuzit zejména  pfi
reprodukénich biotechnologiich u hospodarskych zvitat (napf. klonovani, in
vitro oplozeni, IVF, ICSI, transgenozi) i v asistované reprodukci v humanni
medicing, kdy pfi souéasném snizovani porodnosti tato metoda zviaste nabyva
na vyznamu.

Pii klonovani savcli obecné dochazi ke vna$eni jaderné déditné
informace somatické buriky do cytoplasmy oocytu, jez bylo viastni jaderné
dédiéné informace zbaveno (bylo enukleovano). Kvalita pouZzitého oocytu
vyznamné ovliviiuje Uspésnost celého postupu kionovani. Pfi narotném
postupu pfenosu jsou oocyty pfipravené pro kionovani uchovévany
v podminkach in vitro. Pfitom v nich ale samovolné probihaji procesy starnuti,
které poskozuji odebrany oocyt. Pro nasledny vyvoj embrya klonu je nezbytna
aktivace takto vzniklé buriky. Pro takové dogasné uchovavani oocytil pred
enukleaci nebo i pro uchovavani enukleovanych oocytl pfed vlastnim
pfenosem jadra somatické buiky Ize s vyhodou pouzit média obohaceného o
inhibitory histon deacetylazy. Pivodei vynalezu bylo zji$téno, e takto pousite
oocyty nebo cytoplasty (oocyty zbavené enukleaci jaderné dadiené informace)
jsou opét kvalitngjsi a embrya klond, ktera jsou z nich vytvofena pienosem
jader somatickych bunék, jsou Zivotaschopngjsi, nez pfi dosud pouzivanych
postupech. To ma pro budouci VyVoj vtéto oblasti dalekosahlé mMoznosti
vyuZiti.

Nasledujici piiklady provedeni pouZiti inhibitoru histon deacetylazy pro
piipravu kultivaéniho média podle vynalezu pouze dokladaji, aniz by ho
jakkoliv omezovaly.



Pfiklady provedeni

Priklad 1

Dozralé prasedi oocyty (400 oocytl) ve stidiu metafaze || byly po
dozranf v podminkach in vitro kultivovany pfed oplozenim v médiy
obohaceném o 10 nM inhibitoru histon deacetylazy trichostatinu A. V tomto
kultivainim médiu byly kultivovany az do chvile, kdy je vée pfipraveno k jejich
oplozeni. Pak byly oocyty oplachnuty médiem bez inhibitoru a nasledné
podrobeny obvyklym proceduram potfebnym k oplozeni in vitro. Takto
oSetfené oocyty mély vys$si kvalitu nes oocyty, ktere by byly pfed oplozenim
kultivovany podle dosavadnich postupll bez inhibitoru histon deacetylazy, a i
vznikla embrya byla Zivotaschopnéjsi. Uspésnost reprodukce s oocyty
kultivovanymi podle vynalezu byla pfi opakovanych pokusech v praméru 70 %
(u reprodukce podle dosavadniho zplsobu zachazeni s oocyty byva cca 45
%).

Pii ovéfovani pouZiti inhibitoru histon deacetyldzy pro pfipravu
kultivadniho média podle vynélezu na prodlouZeni Zivotnosti odebranych
oocytl in vitro u telat, hiibat, jehhat a kiizlat bylo pvodci vynalezu potvrzeno
zvySeni  Zivotaschopnosti oocytd vpriméru o 20 % oproti soudasné
pouZivanym zplisobim reprodukce hospodaiskych zvifat.

Pfiklad 2

Dozrélé lidské oocyty (17 oocytl) ve stadiu metafaze Il byly kultivovany
pred oplozenim v médiu obohaceném o 10 nM inhibitoru histon deacetylazy
trichostatinu A. V tomto kultivaénim médiu byly kultivovany aZ do chvile, kdy je
vSe pfipraveno k jejich oplozeni. Pak byly cocyty oplachnuty médiem bez
inhibitoru a nasledné podrobeny obvyklym postuptim potfebnym k oplozeni in
vitro. Takto o3etfené oocyty maji vy8§i kvalitu a i vznikig embrya jsou
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Zivotaschopnéj$i o cca 10 % nes oocyty, které by byly pfed oplozenim
kultivovany bez inhibitoru histon deacetylazy trichostatinu A..

Piklad 3

Dozrale praseéi oocyty (40 oocytll) ve stadiu metafaze 1| byly po dozrani
v podminkach in vitro kultivovany v médiu obohaceném o 10 nM inhibitoru
histon deacetylazy trichostatinu A. V tomto médiu byly drzeny azZ do chvile,
kdy z nich byly enukleaci pfipraveny cytoplasty pro nasledny pienos jader
somatickych bunék. Po pfenosu jader do cytoplasti z takto osetfenych oocyttl
byl pozorovan vyvoj do stadia blastocyty v 18 % pfipadii. Pokud byly oocyty
nechany pfed pfipravou cytoplastu stejné dlouhou dobu bez inhibitoru histon
deacetylazy trichostatinu A., jejich kvalita se zhorgila natolik, Ze je nebylo
mozné pro Klonovani pouzit v dasledku vysoké nachylnosti k fragmentaci
(zaniku programovanou smrti — apopt6zou).

Prumyslova vyuZitelnost

Redeni se tyka prodiouZeného uchovavani  savéich oocytu
v podminkach in vitro za sougasné inhibice histon deacetylazy, coz ma velky
vyznam pii reprodukénich biotechnologiich u hospodarskych zvifat i
v asistované reprodukci v humanni mediciné.

Vysvétleni zkratek pouZitych v textu:

HDA histon deacetylaza

TSA trichostatin A

IVF in vitro oplodnéni (in vitro fertization)

ICS! intracytoplazmaticka ~ injekce  spermie  (intra

cytoplasmic sperm injection)



PATENTOVE NAROKY W

PN . , Dy /..
1. PouZiti inhibitoru histon deacetylazy pro pfipravu kultivadniho media na

prodlouZeni Zivotnosti savgich oocytli in vitro, kdy se odebrané savéi
oocyty kultivuji v podminkach in vitro v kultivainim médiu s pfidavkem
specifického inhibitoru histon deacetylazy.

. Pouziti inhibitoru histon deacetylazy pro pfipravu kultivainiho media, podle
naroku 1, kdy se odebrané dozralé savéi oocyty in vitro kultivuji pred
oplodn&nim v kultivaénim médiu s obsahem inhibitoru histon deacetylazy
po dobu 3 aZ 5 dnd, pficemz koncentrace inhibitoru histon deacetylazy
v kultivanim médiu je10 nM az 1 mikroM, poté jsou oocyty oplachnuty
kultivaénim me’diem, pfipadné jsou preneseny do &erstvé pfipraveného
kultivaéniho média s inhibitorem pro kultivaci dal§ich 1 az 3 dn.

3. PouZiti inhibitoru histon deacetylazy pro pfipravu kultivaéniho me’dia, podle
naroku 1, kdy se odebrané dozralé savéi oocyty kultivuii in vitro po dobu az
5 dnl sinhibitory histon deacetyldzy, pfitemZ vyhodnd koncentrace
inhibitoru histon deacetylazy v kultivaénim médiu je 10 nM az 1 mikroM,
poté se po pfipadném oplachnuti kultivaénim médiem oocyty prenesou do
Cerstvé piipraveného kultivadniho média pro dalsi bézné zpracovani.
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