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Oocyt — dojrzewanie

» Poczatek mejozy — embriogeneza;

 Plerwszy blok — profaza I;

» Na skutek wydzielania hormonu LH —
wznowienie mejozy,

 Drugi blok — mejoza Il;

« W wypadku zaplodniemia — dokonczenie
podziatu




Mechanizm bloku

CAMP — aktywacja kinazy A —

!
!

fosforylacja CDK1

Hormon LH — spadek stez¢gnia cAMP w komorce.




Kontrola poziomu cAMP

receptor GPR3 = bialko Gs = cyklaza
adenylowa

!

CAMP




Komorki pecherzykowe

» zwickszaja produkcje cAMP, aktywujac GPR3
( )

Czy...

« blokujg aktywnosc fosfodiesteraz (wydzielanie
cGMP)




GPRS3 - znaczenie

« Myszy pozbawione genu Gpr3 — spontaniczne
zachodzenie mejozy

» Blok mejozy po wstrzyknieciu RNA kodujacego
ten gen do oocytu

Rola GPR3 zawartego w komorkach
pecherzykowych?




Badania

Cel. Materiat:
Stwierdzenie, czy za blok Myszy szczepu B6SJLF1,
mejozy odpowiada GPR3 w niedojrzalte piciowo (oocyty z
cytoplazmie oocytu, czy komorkami
komorek pecherzykowych pecherzykowymi), dojrzate

piciowe (wyizolowane

oocyty)




Metody

Pecherzyki 1 oocyty izolowane, z ktorych czes¢ poddawano
mikroinjekcji specyficznych siRNA, pozostate — brak manipulacji
Hodowane na pozywce MEM, z dodatkiem hormonu FSH (wzrost
pecherzykow)

Oocyty wyizolowane dbcAMP — zapobiega spontanicznemu
dojrzewaniu oocytow

Oocyty z komorkami pecherzykowymi - ~72 h, oocyty wyizolowane
~26-45h




Oocyty

Cztery grupy 0ocytow:
Gpr3 siRNA
mutGpr3 siRNA

GAPDH siRNA
oocyty bez wstrzyknigtego siRNA







Wynikl — oocyty otoczone
komorkami pecherzykowymi

nucleolus




Wyniki — dane liczbowe

uninfj 5nM 50nM mut GAPDH




Wynikl —oocyty wyizolowane

Inkubacja tylko okoto 2 dni — oocyty przestaja
by¢ zdolne do dojrzewania In Vitro
Tylko 16% oocytow kontynuowalo mejoze




Specyficzna redukcja Gpr3 mRNA

Metoda PCR: kombinacja Gpr3 1 Rpl19 (biatko
rybosomowe)

Ilos¢ Rpl19 mRNA bez zmian w oocytach po
manipulacjach

mutGpr3 siRNA — brak wplywu na ilos¢ Gpr3
MRNA




Redukcja Gpr3

Oocyty z komoérkami Oocyty izolowane
pecherzykowymi

Gpr3 dsRNA
+




Podsumowanie

GPR3 w oocytach myszy Mniejsza skuteczno$¢ metody
gtownie odpowiedzialne za w przypadku oocytow

blok podczas mejozy — ilos¢ Izolowanych — krotszy czas
oocytow kontynuujacych Inkubacji

mejoz¢ po mikroinjekcji

dsRNA Gpr3 zblizona do

efektu fenotypowego myszy
pozbawionychgenu




