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Generation of mouse oocytes defective in cAMP synthesis and degradation:
Endogenous cyclic AMP is essential for meiotic arrest
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Wstep teoretyczny

Od lat wiadomo, ze poziom cAMP jest kluczowy dla regulacji
dojrzewania oocytow u ssakow

cAMP -> PKA -> hamowanie MPF (specyficzna fosforylacja Cdk1)

Uwazano, ze oocyt nie jest w stanie wyprodukowac odpowiedniej
ilosci CAMP, zeby zahamowac dojrzewanie

cAMP moze migrowac z komorek follikularnych do oocytu (po
stymulacji FSH)

Model: przerwanie potaczenia z kom. follikularnymi stymuluje
dojrzewanie

Inaktywacja PDE (Pde3a) powoduje permanentne zahamowanie
dojrzewania

Dysrupcja GPR3 prowadzi do przedwczesnego GVBD (poprzednie
seminaria)

Nie wiadomo jednak nic o poziomach cAMP w myszach Gpr3-



Materiaty i metody

Gpr3*-C57BL/6
Pde3a’ C57BL/6 x 129Sv

Izolacja pecherzykow: przedantralnych, antralnych i
przedowulacyjnych: z myszy 22-23 dniowych (hormon PMSG
podany 42-44h przed sekcj3)

Izolacja pecherzykow przedantralnych: z myszy 11-12dniowych

Sekcja jajnikdw: z myszy 22 dniowych (hormon PMSG podany 42-
44h przed sekcja)

Mikroiniekcje: przeciwciata przeciwko Gs, oglinoukleotydy
morpholino (oocyty z myszy 22-dniowych)

Pomiary cAMP: z myszy 11-12 dniowych, radioimmunoassay

Metabolic coupling assay: z myszy 11-12 dniowych, cate pecherzyki
wzgledem samych oocytéw, [3H] urydyna



Fenotyp myszy Gpr3”/- Pde3a”

Table |

Crossing between females of different genotypes with wild type males

¢ Genotype Litters/month Pups/litter
Gpr3"" Pde3a"" 0.80.1° 9.5+0.7°
Gpr3" Pde3a” 0.8+0.1° 10.2+1.2°
Gpr3™" Pde3a™ 0P 0°

Gpr3”’ Pde3a” 0.4+0.1° 4.6+0.5°

Gpr3™ Pde3a” 03+0.1¢ 4.5+0.5°




Przeciwciata anty Gs oraz anty GPR3
oligo w myszach Pde3a”-
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Dojrzewanie oocytow u myszy Gpr3-/-
Pde3a’/-w hodowli
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Dojrzewanie oocytow u myszy Gpr3-/-
Pde3a’" w jajniku
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Gprl2 nie ma znaczgcego wptywu na
dojrzewanie oocytow

Gpr3™” Gpr12™”
CIGV/ EENGVBD [=IDEGENERATED
1009 N.S.

T
:\: 80' d
o
(@)}
©
» 60+
5
= b
5 404 c il
® T d
= n.s.
20 n.s. ? Il‘
<140 141-250 =251

follicle diameter (jum)



Pomiary stezenia cAMP w oocytach i
kom. follikularnych
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Ztacza szczelinowe u myszy Gpr3/-
Pde3a”-
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Whnioski

Myszy Gpr37- Pde3a”~ majg obnizona ptodnos¢, ale sg ptodne
(Gpr3*/-Pde3a”" sg bezptodne)

Dojrzewanie oocytu jest zalezne od receptora GPR3 i aktywnego
biatka Gs

GPR3 ma dominujgcg funkcje nad Pde3a w dojrzewaniu oocytéw

Oocyt produkuje cAMP i to utrzymuje go w fazie GV (Pde3a’ - w
hodowli pozbawione komadrek follikularnych)

Mutacje GPR3 oraz Pde3a nie majg wptywu na funkcjonowanie
potaczen szczelinowych miedzy oocytem a komorkami
follikularnymi

U myszy Gpr37/- oraz Pde3a”" jest réwniez wyzsza czesto$¢ oocytow
zdegenerowanych

cAMP pochodzgce z komoérek follikularnych nie jest wystarczajgce
do utrzymania bloku mejotycznego



