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(57) Anotace:
Zplisob evy3eni vyvojové schoprosti rostoucich oocyti
inhibici kalcineurinu, coZ se provadi tak, Ze na oocyty s
ngukonéenym ristem se piscbi béhem jejich zrani v
podminkéch in vitro latkami, které specificky brani
defosforylaci proteind a inhibuji aktivitu kalcineurinu. Tato
kultivace ma velké vyuziti pfi reprodukénich biotechnologiich
zejména v hospodatskych zvifat.
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Zpiisob zvyeni vyvojové schopnosti rostoucich oocyti inhibici kalcineurinu

Oblast techniky

Vynilez se tyka zvySeni vyvojové schopnosti rostoucich oocytil v podminkéch kultivace in vitro
s vyuZitim latek inhibujicich kalcineurin (protein fosfatdzu 2B, zkracené PP2B). Tento zpisob
kultivace mé velky vyznam zejména pfi asistované reprodukei hospodaiskych zvirat.

Dosavadni stav techniky

V soucasné dob& se pro asistovanou reprodukci saved (klonovéni, in vitro oplozeni, transgenoze)
véetné hospodafsky vyznamnych druhii vyuZivaji oocyty, coz jsou samiéi pohlavni buiiky, které
ukontily v téle samice ristovou fazi. Téchto oocytd je v dany okamik od jednoho zvifete
dostupny jen omezeny pocet a to limituje vyuZiti metod asistované reprodukce. Kromé oocytd s
ukoncenou ristovou fézi se nachazi ve vajeénicich samice i mnohonasobné vy$$i podet oocytt,
které jesté ristovou fazi neukontily. Tyto oocyty ale maji sniZenou vyvojovou schopnost a pro
metody asistovane reprodukce je nelze pouZit. To vyznamné snifuje moZnosti vyuZiti $lechtitels-
kého potencidlu samic s vysokou plemennou hodnotou a omezuje moZnosti asistované reproduk-
ce, protoZe se Casto nedafi ziskat dostatek vajitek ve fizi ukonteného ristu. Pokud by se poda-
filo zvysit vyvojové schopnosti oocytll s neukondenou rlstovou fizi, vyuZiti $lechtitelského
potencialu samic by se zvysilo a zefektivnily by se i postupy asistované reprodukee.

Podstata vynilezu

Uvedene problémy odstrafiuje zplsob zvySeni vyvojové schopnosti rostoucich oocyti inhibici
kalcineurinu, podle vynalezu, jehoZ podstata spoéiva v tom, Ze na oocyty s ncukondenym ristem
se pusobi b&hem jejich zrani v podminkéch in vitro latkami, které specificky brani defosforylaci
proteini a inhibuji aktivitu kalcineurinu.

Zpusob podle vynalezu se dale provadi tak, 2e se oocyty s neukondenou riistovou fazi kultivujf in
vitro s inhibitorem kalcineurinu po dobu, ktera je u daného Zivo&i§ného druhn b&n& nutna pro
dosaZeni stadia metafaze I, poté jsou oocyty opét kultivovany v médiu bez inhibitoru kalcineuri-
nu po dobu, ktera je b&Zné u daného druhu nutné pro postup zréni z metafaze I do metafize II.

Zpusob podle vyndlezu se vyhodné provadi tak, %e na oocyty s neukondenym ristem se béhem
kultivace in vitro v pofatedni fazi phsobi latkami, je? jsou inhibitory kalcineurinu, zejména
cypermethrinem v koncentracich od 1 do 100 pM, deltamethrinem v koncentracich od 5 do
200 pM a fenvalerdtem v koncentracich od 100 do 500 pM.

Zpiisob zvySeni vyvojové schopnosti oocytii podle vynlezu se konkrétné provadi tak, e se nez-
ralé savei oocyty s neukonéenym riistem a neiplné vyvinutou vyvojovou schopnosti in vitro nej-
prve kultivuji v uréit¢ fazi kultivace v médiu se specifickym inhibitorem kalcineurinu (PP2B).
Doba této kultivace odpovidé Easu, za jaky nezralé, dorostlé oocyty s plnou vyvojovou schop-
nosti dosdhnou stadia metafaze I (24 hodin u prasete, 12 hodin u skotu, ovce). Napf. cyper-
methrin se pouZiva v koncentracich od 1 do 100 uM, deltamethrin se pouZiva v koncentracich od
5 do 200 pM a fenvalerit v koncentracich od 100 do 500 uM. Nasledn& jsou oocyty dikladné
promyty a kultivovény v médiu bez inhibitord kalcineurinu (PP2B) po dobu, za jakou dorostlé
0ocyty s plnou vyvojovou schopnosti dospéji ze stadia metafize I do stadia metafaze II a dokondi
tak zrani (napf. prase 20 hodin, skot a ovee 10 hodin).




20

23

30

35

40

43

CZ 302232 B6

Zpasobem podle vynalezu je v oocytech specificky inhibovan kalcineurin (PP2B) a nedochazi k
defosforylaci proteind. To se ukazuje jako velmi vyhodné, protoZe experimenty piivode proka-
zaly, ze do¢asna inhibice kalcineurinu a takto vyvolana inhibice defosforylace proteini ma pfiz-
nivy efekt na dal3i prdbéh zrani oocytii. Pokud neni pouzit zptisob podle vynalezu, zastavi v&tsi-
na kultivovanych oocytii s neukonfenym ristem a neéiplnou vyvojovou schopnosti zrani ve
stadiu metafaze I a jsou pro vétinu biotechnologii jiz nepouZitelné. Zpisobem podle vynalezu je
dosazeno Gpiného zrani oocytis do metafdze I u 67 % oocytll. Tyto oocyty lze pouzit pro dalsi

reprodukéni biotechnologie, protoZe jsou s to se vyvijet v embrya.

Vysledkem zpiisobu kultivace podle vynalezu je podstatné zvyeni podilu oocyti, jez dokonci
zrani a jsou vyuZitelné pro dal3i reprodukeni biotechnologie. Ve srovnani s tradiénimi postupy
kultivace je narst podilu dozralych oocytd zhruba trojnasobny, coz mé velky hospodaisky vyz-
nam. Zphsob kultivace oocytdl in vitro podle vynalezu s cilenou inhibici kalcineurinu (PP2B) v
potatecni fizi kultivace lze vyuzit zejména pti reprodukénich biotechnologiich zejména u hos-
podaiskych zvifat (napf. klonovani, 1CSI), ale i v humanni mediciné.

Nasledujici p¥iklady provedeni zpisob podle vynalezu pouze dokladaji, aniz by ho jakkoliv ome-
zovaly.

Piiklady provedeni

Ptiklad 1

Pii klasické kultivaci prasegich cocytd s neukondenym riistem dochazi v podminkéch in vitro k
dokondeni zrani do stadia metafaze Il u 18 % oocyti. Pfi zptsobu podle vynalezu jsou prasedi
oocyty s neukon&enou ristovou fazi kultivovany nejprve po 24 hod. s inhibitorem kalcineurinu
(PP2B) cypermethrinem v koncentraci 25 uM a poté jsou kultivovany opét 24 hedin v kultivac-
nim médiu bez pfidavku inhibitora kalcineurinu (PP2B). P#i tomto postupu stoupa vyznamné
podil dozralych oocyti, které dosdhnou stadia metafaze 11 (75 %). Takto ziskané oocyty lze
podrobit standardni partenogenetické aktivaci a navodit u nich vyvoj do stadia blastocysty. Takto
ziskané sav&i partenogenetické zirodky ve vyvojovém stadiu blastocysty lze vyuZit napiiklad pro
tvorbu embryonalnich kmenovych bunék.

Priklad 2

Pii tradidni kultivaci oocytll skotu s neukondenym riistem dochazi v podminkach in vitro k
dokongeni zrani do stadia metafaze I u 14 % oocytl. Pfi zplisobu podle vyndlezu jsou oocyty
skotu s neukon&enou rstovou fazi kultivovany nejprve po 12 hodin v kultivaénim médiu s pii-
davkem inhibitoru kalcineurinu (PP2B) 100 uM deltamethrinu a nasledné jsou kultivovany dal-
gich 12 hodin v médiu bez inhibitoru kalcineurinu (PP2B). Pii tomto postupu stoupa vyznamné
podil dozralych oocytd, které dosahnou stadia metafaze [1 (68 %). Takto ziskané oocyty lze
podrobit standardnimu oplozeni in vitro. Uspéiné oplozené oocyty se dale vyvijeji v embrya
vhodna pro pienos nahradni matce.
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Piiklad 3

Pti klasické kultivaci prase¢ich oocytt s neukondenym ristem dochazi v podminkach in vitro k
dokon&eni zrani do stadia metafaze Il u 18 % oocyti. Pfi zpisobu podle vynalezu jsou prasedi
oocyty s neukondenou riistovou fazi kultivovany nejprve po 24 hodin v kultivatnim médiu s
inhibitorem kalcineurinu (PP2B) 250 pM fenvaleratu a nasledné pak jsou kultivovany dalSich 24
hodin v kultivanim médiu bez ptidavku inhibitort kalcineurinu (PP2B). Pfi tomto postupu
stoupa vyznamné podil dozralych oocytl, které dosahnou stadia metafaze 11 (69 %). Takto ziska-
né oocyty lze pouZit pro produkei cytoplasti pro klonovani pfenosem jader somatickych bunék.

Priimyslova vyuZitelnost

Reseni se tyka zdokonaleného kultivaéniho postupu cocytdi in vitro, jenZ vyuziva specifické
inhibice kalcineurinu (PP2B) v poatedni fazi kultivace, coZ ma velky vyznam pfi reprodukénich
biotechnologiich hospodafskych zvitat.

PATENTOVE NAROKY

1. Zplisob zvyseni vyvojové schopnosti rostoucich oocytl inhibici kalcineurinu, vyzna&u-
jici se tim, Ze naoocyty s neukonéenym ristem se ptisobi béhem jejich zrani v podmin-
kach in vitro latkami, které specificky brani defosforylaci proteind a inhibuji aktivitu kalcineu-
rinu.

2, Zplsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze se cocyty s neukonlenou riisto-
vou fazi kultivuji in vitro s inhibitorem kalcineurinu po dobu, ktera je u daného Zivo¢isného dru-
hu b&zné& nutna pro dosaZeni stadia metafize I, poté jsou oocyty opét kultivovany v médiu bez
inhibitoru kalgingeurinu po dobu, ktera je b&zné u daného druhu nutna pro postup zrani z meta-
faze I do metafaze II.

3. Zpiasobpodle naroku 1, vyznadéujici se tim, Ze naoocyty s neukonenym rustem
se béhem kultivace in vitro v podateéni fazi pisobi latkami, jez jsou inhibitory kalcineurinu, zej-
ména cypermethrinem v koncentracich od 1 do 100 uM, deltamethrinem v koncentracich od 5 do
200 uM a fenvaleratem v koncentracich od 100 do 500 uM.
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