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Duvody pro in vitro zrani oocytu:

a) Studium priubéhu meiotického déleni
(aktivace geni, exprese a funkce proteinti
zapojenych do regulace meidzy)

b) Ziskani oocytl s ukoncenym meiotickym zranim
pro nasledné in vitro oplozeni

Duvody pro in vitro oplozeni oocytu:

a) Ziskani casnych embryi pro asistovanou reprodukeci

b) Studium pribéhu mitotického déleni Casného embrya
(aktivace gent, exprese a funkce proteinti zapojenych
do regulace mitdzy)



Zrani a oplozeni oocyti savcu v podminkach in vitro

In vitro zrani oocyti — podminky, pfi kterych jsou oocyty schopné béhem in vitro

kultivace prejit z profaze I. meidozy (1st meiotic arrest)
do stadia metafaze Il. meiotického déleni (2nd meiotic arrest)

In vitro oplozeni oocytll — podminky zabezpecujici Uspésné in vitro oplozeni oocytu

spermiemi stejného druhu

In vitro kultivace embryi — kultivace casného embrya ze stadia oplozeného oocytu

az do stadia blastocysty v podminkach in vitro



Vytvoreni podminek pro in vitro zrani oocytu savcu

Kultiva¢ni médium

- synteticka média obsahujici pufry (Hepes, hydrouhlic¢itan), aminokyseliny,
rustové faktory, makromolekularni slozku (sérum, PVA), antibiotika
- pH kultiva¢niho média — neutralni (pH 7 — 7,4)

- osmolarita kultiva¢niho média 275 — 290 miliosmolu

Inkubator (termostat)

- stabilni teplota (pro kultivaci oocyti 37,5 — 39,5 °C)

- stabilni sloZeni kultiva¢ni atmosféry ( 5% CO, + vzduch)



Stadia meiotického zrani oocytu

B&hem meiotického zrani oocyt ziskdva schopnost byt oplozen. Zrani oocyti
se ucastni rtizné signalni drahy, které se se podili na aktivaci maturation-
promoting faktoru (MPF), jehoZ aktivita katalyzuje vstup do M-faze meiozy I
and meidzy II.

Oocyty se v ovariu nachazeji v profazi 1. meidzy.
Meiotické zrani oocytu obratlovcu zahrnuje:

(1) znovuzahajeni meidzy I jehoZ soucasti je rozpad zarodecného vacku
(germinal vesicle breakdown [GVBD]), kondenzace chromatinu
a formovani vieténka [-mei0zy,

(2) ptechod mezi meidzou I and meidzou II, inhibici S-faze,

(3) blok meidzy v metafazi Il zplisobeny aktivitou cytostatického
faktoru (CSF). Meioza II je dokon¢ena po oplozeni zralého
oocytu nebo aktivaci oocytu.



Zdroj oocytu pro in vitro kultivace
Oocyty jsou ziskavany z antralnich folikulu ovarii zvirat.

Izolované oocyty jsou ve stadiu zarodecného vacku (profaze 1. meiozy)
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Follicular development and oocyte maturation




Izolace oocytu

Ovaria skotu

Ovaria prasat



Bezobratli — ¢asty zdroj oocytu
v biologickém vyzkumu



Vybaveni laboratoie

Binokularni lupa



Kultivac¢ni miska



Inkubator (termostat)






ocyty s KompaKktnim Kumularnim obalem

Oocyt s expandovanou
kumularni vrstvou
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In vitro kultivace oocytl prasete (44h)

(Gc¢inek luteiniza¢niho hormonu [LH]
navodi expanzi kumularni vrstvy)
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- LH



Spontanni versus indukované znovuzahajeni meiozy

1LH se vaze na LH receptory na membrané granuloznich bunck, které
nasledné produkuji EGF-like molekuly. EGF-like faktory obsazuji receptory
na kumularnich bunkach, indukuji expanzi kumulu a znovuzahajeni meiozy
oocytu

1V savcCich oocytech vynatych z folikulu a kultivovanych in-vitro probiha
spontanni znovuzahajeni meiodzy, které mize byt potlaCeno inhibitory
fosfodiesterazy (isobutylmethylxanthin - IBMX), stimulatory tvorby cAMP
(forskolin) nebo nehydrolyzovatelnymi analogy cAMP (dibutyryl cAMP)



LH jako primarni stimulus pro znovuzahajeni meiozy in vitro



Oocyt prasete béhem in vitro zrani
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From LH to resumption of meiosis

LH peak
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CUMULUS-OOCYTE INTERACTIONS DURING
OOCYTE MATURATION




In vitro zrani oocytu savcu
Casovy prub&h meidzy oocytil
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Porovnani prubéhu meio6zy a mitozy



Prehled prubéhu meiotického zrani

Slightly modified from Reproduction (2005) 130 801-811



Zmény hladiny cAMP reguluji znovuzahiajeni meiozy
v oocytech




CDKI1 je positivné 1 negativné
regulovana fosforylaci
(CDKI = cell division kinase 1)
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Vysoka hladina cAMP inhibuje
aktivaci CDK1
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PDE3A (fosfodiesteraza 3) je nezbytna
pro pokles cCAMP a aktivaci CDK1

1{131(-1)((]3\

PDE3A /
N
S CAMP
/ PKA .
| | CDC25B

pT14 [pY15 T161 T161

CDK1 } - CDK1 J
yclin yclin




Meiotického zrani oocytu se ucastni mnoho jinych signalnich drah

(napf. aktivita proteinkinazy B /PKB [také nazyvané Akt]
je soucasti regulace syntézy proteinti v oocytech)



Oplozeni oocytl savcu in vitro

(prabéh akrozomalni reakce na akrozomu hlavicky spermie)



Biciky spermii na povrchu oocytu



Oplozeni oocytu mysi
(elektronova mikroskopie)

Obr. 10
Oocyt mysi s kumularnim obalem
(tzv. oocyte-cumulus complex)

Obr. 11 Spermie prichycend na oocyt
(ZP - zona pellucida, CC — cumulus cell)

Obr. 12 +13 Spermie ptichycené na oocyt
(oocyt je zbaven kumularni vrstvy
a zony pellucidy)



Metody studia meiotickeho zrani oocytu

- mikroskopické hodnoceni
- biochemicke analyzy

- molekularné genetické pristupy



Jadro oocytu prasete
(fazovy kontrast)




Human oocytes

(fazovy kontrast)
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Exprese hyaluronan binding proteinu (HABP) v expandované
kumularni vrstvé oocyty mysi

HABP (zelena b.)
chromatin (modra b.)



Exprese TNFAIP6 (tumor necrosis factor alpha induced protein 6)
v expandované kumularni vrstvé oocytu prasete

TNFAIP6 (zelenab.)
chromatin (modra b.)



- Immunoblotting (A, B)
Biochemické metody: - Kinase assay ( C)

- pAkt Thr308
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Silver staining of blotted membrane



