STRESZCZENIE

W jajniku ssakow oocyt jest otoczony ostonka przejrzysta (ZP), sktadajaca si¢ z czterech glikoprotein
u ludzi (ZP1-ZP4) i trzech u myszy (ZP1-ZP3). Gtéwne funkcje ostonki przejrzystej to udziat w
procesie zaptodnienia i zapobieganie polispermii, a takze udziat w rozwoju zarodka. Ostonka
przejrzysta byta z powodzeniem stosowana jako docelowy antygen w metodzie antykoncepcyjnej do
czynnej immunizacji populacji niektoérych dzikich zwierzat, poniewaz przeciwciala specyficzne dla
ZP3 inicjuja utrate funkcji jajnikdw z powodu autoimmunologicznego zapalenia jajnikow, w ktorym
posrednicza komorki T. Konwencjonalnie ZP3 ulega ekspresji wytacznie w jajniku, ale zostata odkryta
réwniez w kilku tkankach nowotworowych (rak jajnika, prostaty, jelita grubego i ptuc). To odkrycie
rozszerzyto mozliwosci wykorzystania ZP3 w czynnej lub biernej immunizacji raka. Niespodziewanie,
niedawno wykazano ekspresje ZP3 w mysich i ludzkich jadrach.

Celem niniejszej pracy bylo scharakteryzowanie ekspresji ZP3 w zdrowych ludzkich 1 mysich
tkankach, ze szczegdlnym uwzglednieniem jadra, oraz analiza jej funkcjonalnych implikacji w
procesie ontogenezy jader i Spermatogenezy u myszy.

W badaniu wykorzystano tkanki mysie (n=6)vi ludzkie (n=14) utrwalone w RNAlater i/lub 4%
paraformaldehydzie (PFA) oraz komercyjna linia komérkowa spermatocytow mysich GC-2spd(ts).
Do badania ontogenezy wybrano jadra myszy z 7 grup: 18. dzien ptodowy (ED), 1. dzien po urodzeniu
(PND), 7 PND, 15 PND, 21 PND, 35 PND, 2-miesi¢czne (n=6/kazda grupa). Ekspresj¢ ZP3 zbadano
stosujac analiz¢ RT-PCR. Wykorzystujac hybrydyzacj¢ RNAscope in situ 1 metody
immunohistochemiczne, sprawdzono odpowiednio transkrypty mRNA i lokalizacje biatka ZP3.
Przeprowadzono barwienie immunologiczne calych kanalikéw nasiennych w celu oceny ekspresji ZP3
w komorkach macierzystych i1 progenitorowych (SSPC) 1 zwizualizowano za pomoca mikroskopii
konfokalnej. Ekspresje ZP3 na poziomie biatka analizowano w jadrach u myszy ze znokautowanym
receptorem (R) hormonu luteinizujacego (LH) (LuRKO), ktére sa catkowicie pozbawione
spermatogenezy. Aby przeanalizowa¢ czynniki, ktére mogg regulowaé dziatanie ZP3, mysie
spermatocyty GC-2spd(ts) poddano dziataniu hormonow: estradiolu, testosteronu, progesteronu, FSH,
LH i hCG. Ekspresj¢ ZP3 zbadano na poziomie mRNA 1 lokalizacj¢ bialka za pomoca testu
immunofluorescencyjnego.

Analiza immunohistochemiczna wykazata lokalizacj¢ biatka ZP3, a RNAScope transkryptow mRNA
ZP3 w ludzkich 1 mysich jadrach, a mianowicie w komorkach rozrodczych: spermatogoniach,
spermatocytach i spermatydach, a takze w komodrkach spermatocytow mysich GC-2spd(ts). ZP3 byt
nieobecny w zdrowych ludzkich i mysich (n=14/gatunek) komorkach somatycznych Leydiga i
Sertolego, SSPC oraz progenitorowych i macierzystych. Podczas ontogenezy jader myszy ekspresja
ZP3 pojawita si¢ w PND21 (w okresie dojrzewania). Mtodsze myszy PND1, PND7, PND15 i ptodowe
myszy ED18 nie wykazywaty ekspresji ZP3 w jadrach. U myszy LuRKO réwniez nie wykryto ZP3.
Stymulacja estradiolem, testosteronem, progesteronem, FSH, LH lub hCG nie miata wptywu na
poziom ekspresji ZP3 w komorkach GC-2spd(ts).

Podsumowujac, przedstawione dane wykazaty ekspresje ZP3 w jadrach ludzkich i mysich na poziomie
molekularnym, ZP3 prawdopodobnie mozna wykorzysta¢ jako docelowy antygen w odwracalnej
meskiej antykoncepcji. Wyniki badan ontogenezy i brak ekspresji ZP3 u myszy LuRKO, podkresla
funkcjonalne znaczenie ZP3 w jadrach podczas spermatogenezy. Brak ekspresji ZP3 w innych
zdrowych tkankach (poza jajnikiem i jadrem), sugeruje, ze potencjalne efekty uboczne off-target w
immunoterapii nowotworowej z udziatem ZP3 bedg nieznaczne.



