Nr rejestracyjny: 2016/21/B/NZ9/03535; Kierownik projektu: dr hab. Mariusz Tomasz Skowroriski

Badanie mechanizméw odpowiadajacych za regulacje folikulo- i oogenezy oraz poczatkowe stadia rozwoju i
implantacji zarodka majg na celu doktadniejsze poznanie procesu nabywania przez gamety zenskie
kompetencji rozwojowej, prawidtowego wzrostu i rozwoju zarodka oraz uzyskania zdrowego potomstwa.
Zaplanowane kompleksowe badania dostarcza nowych informacji o roli biatka AQP1, AQP5 i AQP9 oraz
Cx37, Cx43, Cx45 w oocytach oraz komoérkach pecherzyka jajnikowego, przede wszystkim w jakim
zakresie powyzsze biatka wptywaja na nabywanie kompetencji rozwojowych przez komorki jajowe. Duze
znaczenie bedg miaty do§wiadczenia z uzyciem inhibitora AQPs i Cxs, poniewaz badania z tego zakresu
moga stworzy¢ nowe mozliwosci opracowania leczenia farmakologicznego. Zastosowanie metod
badawczych stosowanych w genetyce molekularnej oraz biologii komorki moze w znaczacy sposob
wplyna¢ na rozwdj technik wspomaganego rozrodu. Opierajac si¢ na naszych wczesniejszych badaniach
mozna zatozy¢ nastepujaca hipotezg robocza, iz aquaporyny i koneksyny uczestnicza w interakcji pecherzyk-
oocyt i majg wplyw na jego jako$¢. Jednym z gtownych celow przedstawionego projektu jest badanie
zaleznos$ci miedzy poziomem ekspresji genow i biatka AQPs i Cxs w dojrzewajacych oocytach a komérkami
otaczajgcymi oocyt (wzgodrka jajonosnego, ziarnistych i ostonki wewnetrznej).

Cele szczegotowe: 1. Okreslenie zwigzku pomiedzy wielkoscig pecherzykdéw jajnikowych i morfologia
oocytow $wini a ekspresja mRNA oraz biatek akwaporyn (AQP1, AQPS5, AQP9) i koneksyn (Cx37, Cx43 i
Cx45); 2. Okreslenie zwigzku pomig¢dzy wielko$cig pecherzykow jajnikowych i morfologia oocytéw $wini, a
subkomorkowsg dystrybucjg biatka AQP1, AQP5 i AQP9 oraz koneksyny 37, 43 i 45 przy zastosowaniu
mikroskopii konfokalnej przed i po dojrzewaniu in vitro; 3. Poznanie biologicznych powigzan miedzy
akwaporynami i koneksynami w rozwoju oocytow przy zastosowaniu inhibitora AQP i Cx; 4. Okre$lenie
zwiazku pomiedzy proliferacja komodrek ziarnistych, tekalnych oraz komoérek wienca promienistego a
wielkos$cig pecherzykow jajnikowych oraz jako$cia oocytow $wini.

Do badan zostang wykorzystane jajniki pozyskane poubojowo od dojrzatych piciowo loszek rasy Polska
Biata Zwistoucha (PBZ), w wieku od 140 do180 dni (srednio 160 dni) i masie ciata 95-120 kg ($rednio 100
kg). Zwierzgta przeznaczane do badan beda miaty znany statut metaboliczny. Do badan klasyfikowane bedg
wylacznie osobniki klinicznie zdrowe. Zwierzeta poddane beda ubojowi w jednej z lokalnych rzezni.

W celu okre$lenie potencjatu proliferacyjnego komorek CCs oraz GCs (RTCA), obie populacje beda
hodowane przez 168 godz. Komorki do dalszych analiz b¢dg pobierane co 24 godz. Na kazdym etapie
hodowli pierwotnej populacji komoérek okreslony zostanie indeks proliferacyjny oraz znormalizowany
indeks proliferacyjny mierzony warto$cig impedancji komorek adherentnych. Komorki po hodowli zostang
wykorzystane do dalszych badan tj; RTQ-PCR, western-blotting, mikroskopia konfokalna. Powyzszym
analizom zostang poddane geny i biatka AQP1, AQP5, AQP9, Cx45, Cx43, Cx37.



