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Granulézoveé bunky (GCs, Granulosa Cells)

e Buriky membrana o3 L8 o
granulosa jsou soucasti CIBRLL
ovarialnich folikulu. recal cels

Primary

i Fre-antral phase:
Follicle

= harmone-independent
Baserment development
membrane Secondary
Zona roilicie

e Interaguji s oocytem v Selaia
prubéhu zrani folikulu.

Antrum

Frimary

e Produkuji rustové faktory, oo
SterOidni hormony Zurmulus
(estradiol) do folikularni  cophors
tekutiny.
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s development
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e Fyziologicky jsou pod
vlivem FSH (stimuluje
jejich proliferaci) a LH
(stimuluje diferenciaci
GCs).

#——— Fertilization: completion
of second meiotic
division

num

Second polar body

Sci-Tech Encyclopedia: Ovary



In vitro fertilizace

15% neplodnych paru

24 center asistované
reprodukce

9 000 IVF cykll za rok

Roc¢né 3 000 nové narozenych
deéti ,,ze zkumavky*

tj. 3% ze vSech narozenych.

V CR zije v souéasnosti

23 000 deti narozenych diky IVF.

Pri¢iny neplodnosti a vyskytu
komplikaci IVF?
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Cil studie

e Nalezeni optimalniho protokolu pro kultivaci lidskych
granulézovych bunék (GCs).

e Stanoveni zakladnich biologickych charakteristik
primarnich kultur GCs:

- morfologické zmény

- proliferace (rustu bunék)
- karyotyp

- fenotyp

- délka telomer

e Ucel studie:

Primokultury GCs by mohly predstavovat vhodny model
pro studium hormonalnich regulaci spojenych se zranim
folikulu a pripravu oocytu pro fertilizaci.
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Odber vajicek a izolace GCs

e Vv celkové anestezii
e pacientky ve véku 23 — 43 let
e prumeérné hodnoty (n = 25):

9 * 6 folikulti

6 * 4 oocytu

17 * 13 ml folikularni tekutiny
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Victoria Fertility Centre Sir Ganga Ram Hospltal Centre of IVF & Human Reproductlon
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Metody

Kultivace

Slozeni média - Dulbecco’s Modified Eagle’s médium, 2% fetalniho
teleciho séra, kyselina askorbova, dexamethason, L-glutamin, gentamycin,
penicilin, streptomycin, ristové faktory (EGF, bFGF) a FSH.

Karyotyp

Buriky + demecolcemid (4hod) - trypsin-EDTA - lyza hypotonickym KCI a
fixace. Preparaty byly analyzovany softwarem lkaros 5.0 (MetaSystems).

Fenotyp

Pritokovy cytometr - Cell Lab Quanta™SC, (Beckman Counter), data
analyzovana CXP softwarem.

Bunécny cyklus
DNA analyza bunék — pomoci DNA Prep kit (Beckman Counter).

Méreni délky telomer

Genomicka DNA byla extrahovana z bunék pomoci DNeasy Tissue Kit
(Qiagen). Méreni délky telomer bylo provedeno qPCR (SYBR Green) podle
Cawthon (2002).
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Vliv folikularni tekutiny na kultivaci

4

1D bez FF ‘ 10D bez FF
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Dlouhodobé proliferujici linie
granulozovych bunek (GC8)

Vzorek (GC8) — dlouhodobe
proliferujici linie — stejné in vitro
podminky.

Délka in vitro kultivace byla 3x
delSi nez u ostatnich vzorku GCs.

RN  Bez morfologickych zmén
R (102 dna) !!!
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adorova linie COV434

“ ¢ 4D COV434

Linie imortalizovanych
granulézovych bunék
(COV434) byla izolovana
z primarniho nadoru
bunék granulozy v 1984
od dvacetisedmileté
zeny.

COV434 linie byla
kultivovana v Dulbecco
modified Eagle’s médiu s
10% séra a L-
glutaminem.

Zhang at al. (2000) -
béhem 38 pasazi linie
COV434 nemeéni svoje
vlastnosti.
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Population Doublings (PD)

45

40 —o—GC8
35 _ —— CoV434

30 - ——GCs

25
20
15 -
10 -

PD (GC8) 35+ 0.3
PD (COV434) 44 + 0.3
PD (GCs) 10 + 0.7

Pocet populacnich zdvojnasobeni:
No (PD) = (log Nt — log N0) / 0,301.
No (PD) [pocCet populaCnich zdvojnasobeni],

Nt [poCet bunék po enzymatické disociaci],
NO [poCet nasazenych bunék].

21 23 25
No. Passage
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Doubling Time (DT)

DT (hrs)
500

DT (GC8) 105 * 21 hod
DT (COV434) 59 % 3 hod
DT (GCs) 159 * 24 hod
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No. Passage

Cas potiebny na zdvojnasobeni populace:
DT = (t x log2) / (log Nt — log NO)
DT [Cas potrebny na zdvojnasobeni populace], t [Cas mezi nasazenim a

sbérem bunék], Nt [poCet bunék po enzymaticke disociaci], NO [pocCet
nasazenych bunek].
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Vliv folikularni tekutiny na GCs

GCs bez FF ; GCs s FF
S+G2=23% S+G2=78%

wilfild
Al Mumbed

G2
DT (hrs) PD
900 14
—&9— GCs with FF —4— GCs with FF
750 - T 12 -
= = GCs without FF 10 e pGCs without FF
600 -
B _
450 -+
L 6 _
300 -
4 _
150 - 2 Ij/?-—é\m
0 I I d 1 0 I T I I 1 I

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
No. Passage No. Passage



Konference DNA ANALYZA VII

Vysetreni karyotypu

e Stanoveni karyotypu
GCs v Casné pasazi

e GC8 v 5p, 10p, 15p, 20p
a 25p

e Normalni karyotyp a
chromozomalni stabilita
byla prokazana u vsech
vzorku !!!

e Byla vyloucena
nadorova transformace
GCs kultivovanych in
vitro.
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Vzorek GC8 analyzovany 102.
den kultivace v 25. pasazi:
bez chromozomalnich zmeén.
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Stanoveni delky telomer

Sledovani trendu zmény délky telomer u nadorové linie
COV434 a dlouhodobeé proliferujici linie GCs

200 -
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120 - ol o
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40 - —— GC8
---¢o--- COV434
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No. passage
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GCS8 linie - mezi 20. a 25. pasazi doslo k redukci délky telomer !!!



Mesenchymal CDzZo
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Zavery, diskuse

e Byl vypracovan protokol pro dlouhodobou kultivaci GCs se
zachovanim proliferace do 9p (45 dnu).

e Zaznamenany zmény morfologie — senescence bunék.

e Analyza trendu doubling time a population doublings.

e Ovérena chromozomalni stabilita u vSech kultivovanych vzorki.
e Stanoveno 21 znakl na povrchu GCs a linie COV434.

e Sledovana zmeéna délky telomer u linie COV434 a GCS8.
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