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W jajniku ssakow oocyt jest otoczony glikoproteinowa ostonka przejrzysta (ZP). U ludzi ostonke
przejrzysta budujg cztery glikoproteiny: ZP1, ZP2, ZP3, ZP4. Podstawowg rolg ostonki
przejrzystej jest udziat w zaptodnieniu, zapobieganiu polispermii oraz w rozwoju
przedimplantacyjnym zarodkow. Ostonka przejrzysta charakteryzuje si¢ immunogenno$cia i byta
skutecznie wykorzystywana jako docelowy antygen do aktywnej immunizacji w badaniach na
zwierzgtach. Ekspresja ZP3 w nowotworach stwarza mozliwo$¢ wykorzystania aktywnej lub
biernej immunizacji w terapii. Niespodziewanie wykazaliSmy obecnos¢ ZP3 w mgskich jadrach.
Immunoterapia ZP3 moze zatem prowadzi¢ do zmian w jadrze 1 wywolywaé efekt
antykoncepcyjny albo jako efekt uboczny uszkodzenie jadra. W zwigzku z tym konieczne jest
wyjasnienie, jaka role ZP3 odgrywa w jadrze. Badanie ekspresji ZP3 podczas ontogenezy moze
pomdc wyjasni¢ role ZP3 w jadrach. Glownym celem tego projektu jest dokonanie funkcjonalnej
charakterystyki ekspresji ZP3 podczas ontogenezy w jadrze u myszy. Cele szczegétowe obejmuja:
(1) scharakteryzowanie profilu ekspresji ZP3 w meskich jadrach myszy podczas ontogenezy; (2)
poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za regulacje ekspresji ZP3 w jadrze i jej udziatu w
spermatogenezie; (3) zidentyfikowanie potencjalnych koregulatorow dziatania ZP3 w jadrze.

W planowanych badaniach wykorzystamy komercyjnie dostepng mysig linie komoérkowg GC-
2spd(ts) oraz mysie tkanki jader utrwalone w 4% PFA. Z uwagi na znaczace zmiany w poziomie
stezenia androgenow i gonadotropin na roznych etapach dojrzewania u samcow, przeanalizujemy
profil ekspresji gendbw w jadrach myszy w ontogenezie. Sprawdzimy lokalizacj¢ transkryptu ZP3
za pomocg metody hybrydyzacji in situ RNAscope, ekspresj¢ biatka ZP3 metodg Western Blot
oraz ocenimy lokalizacje biatka metodg immunohistochemiczng. Do tej pory niewiele jest danych
na temat czynnikow, ktore reguluja ekspresje ZP3. Aby przeanalizowaé czynniki, ktore mogtyby
regulowac ekspresje ZP3, bedziemy stymulowaé mysie spermatocyty wybranymi hormonami i
gonadotropinami i  ocenimy ekspresj¢ ZP3 na poziomie molekularnym oraz lokalizacje
komorkowa ZP3 w tescie immunofluorescencyjnym. Metoda edycji genow CRISPR/Cas9
przeprowadzimy nokaut genu ZP3 w linii komorkowej mysich spermatocytow, co pozwoli poznaé
jak zmieni si¢ funkcja tych komoérek po usunieciu genu ZP3. Zbadamy udziat ZP3 w proliferacji i
przezyciu komorek oraz aktywacji szlakow apoptycznych w tej linii. Dodatkowo sprawdzimy
ekspresje gendow biorgcych udziat w szlaku steroidogenezy, receptoréw hormonéw oraz
wybranych biatek koregulatoréw potencjalnie wspotdziatajacych z ZP3.

Spodziewamy sie, ze Wyniki z niniejszego projektu badawczego pomoga jeszcze lepiej zrozumied
funkcje ZP3 w procesie rozwoju gonady meskiej 1 potencjalnie w badaniach nad antykoncepcja u
mezezyzn. Wyniki uzyskane w ramach tego projektu zostang zaprezentowane podczas kongresow
naukowych i opublikowane w czasopismach naukowych.



