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• Profaza I do momentu 
przedowulacyjnego wyrzutu LH 

 

•Kluczowe: wysoki poziom cAMP 
w oocycie 

 

•Poziom cAMP gwałtownie 

spada przy oddzieleniu oocytu 

od komórek pęcherzykowych 

http://kristindockter.wikispaces.com/Reproductive+System 



Aktywacja kinazy 

białkowej A (PKA) 

Kaskada fosforylacji 

Fosforylacja 

(=inaktywacja) 

CDK1 

Aktywna forma CDK1 pozwala na 

kontynuację podziałów 

komórkowych.  



GPR3 – receptor sprzężony z białkiem G 

Aktywacja białka Gs 

Aktywacja cyklazy adenylowej  

Synteza cAMP 



Oocyty Gpr3 -/-  wznawiają mejozę niezależnie od 

obecności LH 

 Blok mejotyczny może być utrzymany przez 

nastrzyknięcie oocytu RNA kodującym GPR3 

 
Czy komórki pęcherzykowe 

byłyby w stanie zapewnić 

oocytowi odpowiedni poziom 

cAMP? 

 
http://www.genome.gov/pressDisplay.cfm?photoID=5006 





Izolacja oocytów 
z 6-12 

tygodniowych 
myszy 

Nastrzyknięcie 
oocytów 
siRNA 

Hodowla 26-
45h w 

pożywce z 
hipoksantyną 

Ocena obecności 
pęcherzyka 

zarodkowego 
(GV) 

RT-PCR 

Izolacja 
oocytów/ocena 

obecności pęcherzyka 
zarodkowego (GV)  

3-dniowa 
hodowla 

Nastrzyknięcie 
oocytów 
siRNA 

Izolacja 
pęcherzyków 
jajnikowych 



http://www.scbt.com/gene_silencers.html 

• Dwuniciowe RNA długości 

20-25 nukleotydów 

 

• Kompleks RISC namierza 

komplementarne mRNA i je 

tnie, uniemożliwiając 

translację  



Oocyt w pęcherzyku:  

 siRNA przeciwko Gpr3 

(5 nM, 50 nM) 

 Zmutowane w 5 

rejonach siRNA 

przeciwko Gpr3 = 

mutGpr3 (100 nM) 

 siRNA przeciwko 

GAPDH = kontrola 

(100 nM) 

 

 

Izolowane oocyty: 

 siRNA przeciwko Gpr3 

(50 nM) 

 

http://research.uci.edu/tmf/dnaMicro.htm 



Brak istotnych 

różnic – 

mikroiniekcje nie 

powodują 

zniszczenia 

pęcherzyków 

Po mikroiniekcji 

pęcherzyki rosły – 

często również 

wytwarzały jamki.  



GVBD = Germinal 

Vesicle Breakdown 67% 

Spośród nich 64% 

stworzyło I ciałko 

kierunkowe = 

zakończyły I podział 

mejotyczny 

Oocyty w 

pęcherzykach 

Izolowane oocyty 

16% 



Oocyty w pęcherzykach. 

siRNA Gpr3 – 10% 

standardowej ekspresji 

Oocyty izolowane – zbyt 

krótko hodowane by 

skutecznie 

zdegradować mRNA 

Gpr3 



  Fenotyp knock-outa Gpr3 -/-  odpowiada 

siRNA Gpr3 

  Dużo tańsza i prostsza niż myszy 

transgeniczne – gen siRNA na promotorze 

specyficznym dla oocytu 

  Poziom Gpr3 w komórce zbyt niski dla 

detekcji przeciwciałami 



  Spadek poziomu Gpr3 w oocycie 

powoduje wznowienie mejozy 

  Endogenna produkcja cAMP jest 

kluczowa dla utrzymania bloku 

mejotycznego 

  cAMP produkowane przez komórki 

pęcherzykowe nie jest wystarczające do 

utrzymania bloku mejotycznego 


