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ABSTRACT

In the mammalian ovary, the oocyte is surrounded by a zona pellucida layer (ZP),
consisting of four glycoproteins in humans (ZP1-ZP4) and three in mice (ZP1-ZP3). The
main functions of the zona pellucida are to participate in the fertilization process and prevent
polyspermy, as well as its involvement in embryo development. Zona pellucida has already
been successfully used as a target antigen for active immunization of certain wild-life
populations as a contraceptive method, as ZP3-specific antibodies initiate a loss of ovarian
function due to autoimmune oophoritis mediated by autoreactive T cells. Classically, ZP3 is
expressed in the ovary exclusively but was found also in several cancer tissues (ovarian,
prostate, colorectal, and lung cancers). This finding expanded the opportunity to use ZP3 in
active or passive cancer immunization. Very recently, surprising ZP3 expression in mouse

and human testis was shown.

The aim of the present study was to characterize the ZP3 expression in healthy human
and mouse tissues, with a special emphasis on the testis, and to analyze its functional

implication during the testicular ontogeny and spermatogenesis process in mice.

In this research study, mouse (n=6) and human tissues (n=14) preserved in RNAlater
and/or 4% paraformaldehyde (PFA) and a commercially available mouse spermatocyte cell
line GC-2spd(ts) were used. For the ontogenesis study, mouse testis from 7 groups:
embryonic day (ED) 18, postnatal day (PND) 1, PND 7, PND 15, PND 21, PND 35, 2-
months-old (n=6/each group). ZP3 expression was examined using the RT-PCR analysis.
Using RNAscope in situ hybridization and immunohistochemistry methods, mRNA
transcripts and protein localization of ZP3 were checked, respectively. The whole-mount
immunostaining of seminiferous tubule staining was performed to assess the ZP3 expression
in stem and progenitor cells (SSPCs) and visualized by confocal microscopy. ZP3 expression
at the protein level was analyzed in luteinizing hormone (LH) receptor (R) knockout mice
testis (LURKO), which are completely devoid of spermatogenesis. To analyze the hormonal
effects that may regulate the ZP3 action, mouse spermatocyte GC-2spd(ts) cells were treated
with estradiol, testosterone, progesterone, FSH, LH, and hCG. Subsequently, ZP3 expression
at the mRNA level and its protein localization using immunofluorescence assay were

performed.



Immunohistochemical analysis showed ZP3 protein and RNAScope ZP3 mRNA
transcripts localization in human and mouse testis, namely in the germ cells, spermatogonia,
spermatocytes, and spermatids, as well as in mouse spermatocyte GC-2spd(ts) cells. ZP3 was
absent in normal humans and mice (n=14/species) testicular Leydig and Sertoli somatic cells,
SSPCs, and differentiating progenitor spermatogonia. During the mouse testis ontogenesis,
ZP3 expression appeared on PND21 (during puberty). Younger PND1, PND7, PND15, and
fetal ED18 mice did not express ZP3 in the testis. Additionally, no ZP3 could be detected in
LURKO mice. Moreover, estradiol, testosterone, progesterone, FSH, LH, or hCG treatments

had no effects on the ZP3 expression level in GC-2spd(ts) cells.

In conclusion, the presented data showed novel ZP3 expression at molecular levels in human
and mouse testis, which enhances the potential for ZP3 as a target antigen for reversible male
contraception. Ontogenesis study and no ZP3 expression in LURKO mice emphasized the
functional impact of ZP3 in the testis during spermatogenesis. Finally, negative ZP3
expression in any other healthy tissues (besides the ovary and testis) excludes potential off-

target effects of ZP3 cancer immunotherapy.



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). Gtéowne funkcje
ostonki przejrzystej to udzial w procesie zaptodnienia i zapobieganie polispermii, a takze
udziat w rozwoju zarodka. Ostonka przejrzysta byla z powodzeniem stosowana jako
docelowy antygen w metodzie antykoncepcyjnej do czynnej immunizacji populacji
niektorych dzikich zwierzat, poniewaz przeciwciata specyficzne dla ZP3 inicjujg utrate
funkcji jajnikow z powodu autoimmunologicznego zapalenia jajnikow, w ktoérym
posredniczg komorki T. Konwencjonalnie ZP3 ulega ekspresji wylacznie w jajniku, ale
zostata odkryta réwniez w kilku tkankach nowotworowych (rak jajnika, prostaty, jelita
grubego 1 ptuc). To odkrycie rozszerzylo mozliwosci wykorzystania ZP3 w czynnej lub
biernej immunizacji raka. Niespodziewanie, niedawno wykazano ekspresj¢ ZP3 w mysich i
ludzkich jadrach.

Celem niniejszej pracy byto scharakteryzowanie ekspresji ZP3 w zdrowych ludzkich
I 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-
miesieczne (n=6/kazda grupa). Ekspresj¢ ZP3 zbadano stosujac analiz¢ RT-PCR.
Wykorzystujac hybrydyzacje RNAscope in situ i metody immunohistochemiczne,
sprawdzono odpowiednio transkrypty mRNA i lokalizacje biatka ZP3. Przeprowadzono
barwienie immunologiczne catych kanalikow nasiennych w celu oceny ekspresji ZP3 w
komorkach macierzystych i progenitorowych (SSPC) i zwizualizowano za pomoca
mikroskopii konfokalnej. Ekspresj¢ ZP3 na poziomie biatka analizowano w jadrach u myszy
ze znokautowanym receptorem (R) hormonu luteinizujacego (LH) (LuRKO), ktére sg
catkowicie pozbawione spermatogenezy. Aby przeanalizowa¢ czynniki, ktére moga

regulowac dziatanie ZP3, mysie spermatocyty GC-2spd(ts) poddano dziataniu hormondéw:



estradiolu, testosteronu, progesteronu, FSH, LH i hCG. Ekspresje¢ ZP3 zbadano na poziomie

mRNA i lokalizacje biatka za pomocg testu immunofluorescencyjnego.

Analiza immunohistochemiczna wykazata lokalizacj¢ biatka ZP3, a RNAScope
transkryptow mRNA ZP3 w ludzkich i mysich jadrach, a mianowicie w komorkach
rozrodczych: spermatogoniach, spermatocytach i spermatydach, a takze w komorkach
spermatocytow mysich GC-2spd(ts). ZP3 byt nieobecny w zdrowych ludzkich i mysich
(n=14/gatunek) komoérkach 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, PNDI15 i plodowe 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 komodrkach GC-2spd(ts).

Podsumowujac, przedstawione dane wykazaly 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.



LISTA SKROTOW:

17b-HSD / HSD17B3 — dehydrogenaza 17p-hydroksysteroidowa
3b-HSD — dehydrogenaza 3B-hydroksysteroidowa

Ad — spermatogonia ciemne

ALCs — dojrzate komorki Leydiga

AMH — hormon antymiillerowski

Ap — spermatogonia jasne

AR — receptor androgenowy

B — spermatocyty I rzedu

BTB — bariera krew-jadro

CYP11ALl - gen cytochromu P450scc

CYP19A1 — gen aromatazy

ddH20 — woda dejonizowana

DHH — czynnik ,,desert hedgehog”

Di — spermatocyty diplotenowe

ED — ang. embryonic day, dzien zycia ptodowego

EMBL —European Molecular Biology Laboratory

FBS — ptodowa bydleca surowica

FIGa — czynnik transkrypcyjny

FLC — ptodowe komorki Leydiga

FSH — hormon folikulotropowy

GCT - ziarniszczak (nowotwor)

GVBD - rozpad blony jadrowej pecherzykow zarodkowych podczas mejozy
HSD3B2 — gen kodujacy dehydrogenaze 3B-hydroksysteroidowa
L — spermatocyty leptotenowe

LC — komorki Leydiga

LH — hormon luteinizujacy



P — spermatocyty pachytenowe

P/S — roztwor penicylina/streptomycyna

P450scc — enzym przeksztatcajacy cholesterol do pregnolonu
PBS - buforowana fosforanem sol fizjologiczna
PDGFA — ptytkowy czynnik wzrostu

PFA — paraformaldehyd

PGC — pierwotne komorki rozrodcze

Pl — spermetocyty preleptotenowe

PND — ang. postnatal day, dzien po narodzinach
RA — kwas retinowy

SC — komorki Sertolego

SRY - ang. sex-determining region Y

StAR — biatko szybkiej regulacji steroidogenezy
Z — spermatocyty zygotenowe

ZP — ostonka przejrzysta

ZP1 — glikoproteina pierwsza ostonki przejrzystej
ZP2 — glikoproteina druga ostonki przejrzystej
ZP3 — glikoproteina trzecia oslonki przejrzystej

ZP4 — glikoproteina czwarta ostonki przejrzystej
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1. WSTEP

1.1. Wprowadzenie

Glikoproteina ZP3 wchodzi w sktad ostonki przejrzystej komoérki jajowe;.
Dotychczas uwazano, ze do jej ekspresji dochodzi specyficznie tylko w tych komorkach.
Ekspresje ZP3 wykazano jednak takze w niektorych nowotworach (jajnika, prostaty, jelita
grubego 1 pluc), co stworzyto perspektywe jej wykorzystania jako celu w immunoterapii
nowotworow. Niedawno nasz zespot przeprowadzit dodatkowe badania w celu ustalenia, czy
poza jajnikiem jakiekolwiek inne prawidtowe tkanki ludzkie i mysie wykazuja ekspresje
ZP3, aby wykluczy¢ potencjalne niepozadane efekty immunoterapii z ZP3. Nieoczekiwanie
nasz zespot badawczy stwierdzit ekspresje ZP3 w prawidtowych ludzkich i mysich jadrach.

Jadra meskie pelnig dwie powiagzane ze soba funkcje, germinatywna (produkcja
plemnikéw) 1 endokrynng (produkcja hormonéw). Mimo wielu lat badan mechanizmy
kontrolujace oba procesy nadal nie zostaty w petni poznane, a wiele z nich jak cho¢by proces
spermatogenezy pozostaje zagadkowymi. Jaka role pelni ZP3 w regulacji funkcji jadra i czy
ZP3 moze sta¢ si¢ celem terapeutycznym w leczeniu nieptodnosci albo meskiej
antykoncepcji sa interesujacymi pytaniami. To zainspirowato mnie do podjg¢cia badan

charakteryzujacych profil ekspresji ZP3 w jadrze w r6znych etapach jego rozwoju.

1.2. Glikoproteina ZP3

Oocyty ssakdw sa otoczone cienka, glikoproteinowa warstwa, tzw. ostonka przejrzysta (lac.
zona pellucida, ZP) (Bleil and Wassarman 1980). Ostonka przejrzysta u czlowieka
zbudowana jest z czterech glikoprotein: ZP1, ZP2, ZP3, ZP4 (Gupta, Bhandari i in. 2012). U
myszy wystepuja trzy glikoproteiny, a ZP4 wystepuje w postaci pseudogenu (Goudet,
Mugnier i in. 2008). Ekspresja biatek ostonki rozpoczyna si¢ w fazie wzrostu oocytu, podczas
ktorej komorka zwieksza objetos¢, przechodzi replikacje 1 redystrybucje organelli
cytoplazmatycznych. Glikoproteiny ZP tworza charakterystyczng widknisto-ziarnista
strukture wokot oocytu za pomocg wigzan niekowalencyjnych (Wassarman and Mortillo

1991). Badania z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej wykazaty, ze wtdkna tworzace
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ZP majg dtugos¢ 2-3 um, a kazde z nich zawiera powtarzajace si¢ heterodimery ZP2-ZP3 o
dhlugosci 14-15 nm, natomiast dwa tancuchy ZP1 sieciuja catos¢ struktury (Greve i
Wassarman 1985). Glikoproteiny ostonki przejrzystej sg glikozylowane i posiadajg N- i O-
glikany w swojej strukturze (Dell, Morris i in. 1999, Topfer-Petersen 1999). Poszczegdlne
glikoproteiny ostonki wykazuja znaczne rdznice zardwno strukturalne (sktad aminokwaséw,
sktad oligosacharydéw, wielko§¢ czasteczki) jak 1 funkcjonalne (aktywno$¢
immunologiczna, aktywno$¢ biologiczna) (Bleil i Wassarman 1980, Wassarman 1987).

Gen Zp3 u cztowieka potozony na chromosomie 7, zawiera 8 eksonéw o wielkosci
18,3 kb, ktorych transkrypt koduje polipeptyd o dtugosci 424 aminokwaséw. Produkcja ZP3
podczas dojrzewania oocytu rozpoczyna si¢ na etapie pgcherzyka pierwotnego (Ryc. 6).
Badania wskazuja, Zze oocyty na wczesnym etapie dojrzewania majg wyzszy poziom
ekspresji ZP3 w porownaniu do dojrzatych (Canosa, Adriaenssens i in. 2017). Udowodniono,
ze usuniecie grup ,,0” oligosacharydowych z ZP3 powoduje catkowitg utrate jego funkcji
receptorowych (Florman and Wassarman 1985).

Ostonka przejrzysta bierze udziat w oogenezie i procesie zaptodnienia oraz chroni
zarodek na przedimplantacyjnym etapie rozwoju (Millar, Lader i in. 1993, Rankin, Familari
I in. 1996, Rankin, Talbot i in. 1999). Glikoproteina ZP3 bierze udziat w wigzaniu plemnika
oraz jest odpowiedzialna za indukowanie reakcji akrosomalnej (Wassarman 1982, Bleil i
Wassarman 1983, Bleil, Greve i in. 1988, Cross, Morales i in. 1988). Wykazano, ze
wystepujace W strukturze ZP3 N-glikany petnig szczegélng role w wigzaniu plemnika z
ostonka (Chiu, Wong i in. 2008). Potaczenie plemnika z komorka jajowa indukuje reakcje
korowa, ktora powoduje uwalnianie proteazy, glikozydazy, peroksydazy, kwasnej fosfatazy,
lektyny i cynku z ziaren korowych do przestrzeni okolozoéitkowej (Coy and Avilés 2010,
Fahrenkamp, Algarra i in. 2020). Pod wplywem enzyméw struktura tancuchow
oligosacharydowych ZP3 ulega zmianie, a ZP2 ulega rozszczepieniu. W wyniku tego
nastepuje inaktywacja ZP2 1 ZP3 oraz zmiana struktury ostonki, zapobiegajac w ten sposob
dalszej penetracji przez plemniki (Wassarman i Litscher 2004).

W badaniach wykazano, ze glikoproteina ZP3 moze bra¢ udziat w zaniku blony
jadrowej w pecherzykach zarodkowych (GVBD, ang. Germinal Vesicle Breakdown), na
wczesnym etapie mejozy podczas dojrzewania oocytow (Gao, Zhou i in. 2017, Jin, Yang i

in. 2022). Jednak poza udziatem w procesach rozrodczych jej rola nie jest zbadana.

13



1.3. Rozwdj plodowy jadra

Rozwd¢j jadra jest ztozonym procesem obejmujacym liczne zdarzenia molekularne i
komorkowe, ktore powodujg sekwencyjne réznicowanie wielu typow komorek, z ktorych
wszystkie majg okreslone funkcje (Svingen i Koopman 2013).

We wczesnym okresie rozwoju embrionalnego gonady u obu pici sg bipotencjalne.
Poczatek rozwoju gonad nast¢puje wraz z utworzeniem listw ptciowych pochodzacych z
mezodermy, ktore znajduja si¢ obok krezki grzbietowe;j. Do listwy plciowej migrujg komorki
nablonka jamy ciata, tworzac sznury rdzeniowe, ktore w dalszym rozwoju roéznicujg si¢ w
kierunku komoérek Sertolego, a u cztowieka ze Sciany pecherzyka zoéltkowego migrujg
zawigzkowe komorki ptciowe. U myszy pierwotne komorki rozrodcze (PGC) sg indukowane
z tylnych proksymalnych komorek epiblastu cylindra jadrowego 6. dnia po zaptodnieniu. U
cztowieka réznicowanie w kierunku jadra rozpoczyna si¢ okoto 42. dnia cigzy, a u myszy w
11,5 ED. Rozw¢j ptci meskiej schematycznie przedstawia Rycina 1. O réznicowaniu gonady
w kierunku jadra decyduje ekspresja genu SRY, potozonego na chromosomie Y (Koopman,
Miinsterberg i in. 1990, Hacker, Capel i in. 1995, Hanley, Hagan i in. 2000). Biatko
kodowane przez gen SRY jest czynnikiem transkrypcyjnym uruchamiajgcym calg kaskade
ekspresji genow kodujgcych: czynnik transkrypcyjny SRY-Box9 (SOX9), hormon anty-
Miillerowski (AMH), czynnik ,desert hedgehog” (DHH), syntaza prostaglandyny D2
(PGDS), decydujacych o réznicowaniu gonady w kierunku meskim. W zarodku ludzkim
46XY, SRY indukuje ekspresje SOX9 i osigga ona najwyzszg aktywnos$¢ w ludzkich jadrach
9-tygodniowego ptodu (Ostrer, Huang i in. 2007). SOX9 jest niezbedny i wystarczajacy do
organogenezy jader i moze funkcjonalnie zastapi¢ brak SRY 1 indukowa¢ rozwoj jader w
zarodku XX, zar6wno u ludzi jak i myszy. Dzialanie SOX9 podczas réznicowania gonad u
ludzi jest $cisle zalezne od dawki, a krytyczny prog ekspresji SOX9 musi zosta¢ osiagnigty,
aby utrzymac réznicowanie w kierunku jader.

Dotychczasowe badania wskazuja na decydujgca role komorek Sertolego podczas
embrionalnego rozwoju jadra. Komorka Sertolego jest jedynym typem komorek, ktory
wymaga do réznicowania biatka SRY. Ekspresja SOX9 w komorkach Sertolego hamuje
czynniki promujgce roznicowanie w kierunku jajnikow, takie jak WNT4, RSPO1 i FOXL2.

Komorki pre-Sertolego gromadza sie i namnazajg, tworzgc sznury plciowe otaczajgce
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komorki piciowe, budujac nieregularne struktury i dzielac gonad¢e na dwa odrgbne
przedziaty: sznury rdzeniowe (przyszte kanaliki nasienne) i tkanke §rodmigzszowa. Sznury
rdzeniowe rosng w kanaliki w ksztalcie petli, potaczone na kazdym koncu z podstawa
srodnercza jadra, ktore staje si¢ pdzniej siecig jadra. Komorki Sertolego zapewniajg warunki
do rozwoju komoérek rozrodczych w kierunku meskim. Zapewnia to ekspresja enzymu
CYP26B1, ktory degraduje kwas retinowy (RA) i utrzymuje komoérki w stadium
niezréznicowanym, zapobiegajac wejscie w podzial mejotyczny. Komoérki Sertolego sa
zaangazowane w rekrutacje ptodowych komorek Leydiga i okotokanalikowych komoérek
mioepitelialnych, wydzielajac DHH (Godin, Wylie i in. 1990, Nef, Verma-Kurvari i in. 2003,
Miyamoto, Taniguchi i in. 2008, Zhang, Ai i in. 2017). DHH odgrywa kluczowa rolg w
réznicowaniu ptodowych komodrek Leydiga. Komoérki okotokanalikowe réznicuja sie do
komoérek mioidalnych 1 tworza ostonke wokét sznurow jader. Procesy te powoduja
zwigkszenie rozmiaréw gonady i rozpoczyna si¢ ogdlne ksztalttowanie struktury jadra.

Embrionalne komoérki Sertolego wytwarzaja hormon anty-Miillerowski (AMH),
ktory dyfunduje do sasiednich przewodéw Miillera 1 powoduje ich regresje. W poznym
okresie embrionalnym komorki Sertolego nabywaja receptor (FSHR) dla hormonu
folikulotropowego (FSH), wytwarzanego przez przysadk¢ mozgows.

Rozwoj przewodow Wolffa 1 zewnetrznych narzadow plciowych zalezy od
wydzielania androgenow przez ptodowe komorki Leydiga (FLC) juz na wczesnym etapie
cigzy. Roznicowanie FLC odbywa si¢ przez caly okres ptodowy i sa one kluczowe w
maskulinizacji zarodka. Ekspresje genéw kodujacych kluczowe czynniki steroidogenezy
(LHCGR, STAR, HSD3B2, CYP11A1, CYP17A1) u ludzi obserwowano okoto 8. tygodnia
zycia ptodowego (Tapanainen, Kellokumpu-Lehtinen i in. 1981), a znaczny wzrost ekspresji
w 11-12. tygodniu (Savchuk, Morvan i in. 2019). Komoérki FLC myszy majg ekspresje
wiekszosci kluczowych genow steroidogenezy, jednak nie przeprowadzaja ostatniej reakcji
syntezy testosteronu. Funkcje te pelnig czasowo ptodowe komorki Sertolego, u ktorych
wyjatkowo wykazano ekspresje enzymu HSD17B3 (O’Shaughnessy, Baker i in. 2000,
Shima, Miyabayashi i in. 2013). W okresie ptodowym komorki Sertolego nie majg receptora
androgenowego (AR). Na proces roznicowania ptodowych komorek Leydiga maja wplyw
produkty wydzielane przez komorki Sertolego: DHH i ptytkowy czynnik wzrostu (PDGFA).
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Plodowe komorki Leydiga nie namnazaja si¢, ale ich liczba zwigksza si¢, poniewaz nowe
powstajg z komodrek progenitorowych (Chiquoine 1954).

Funkcje ptodowych komérek Leydiga reguluje ludzka gonadotropina kosmoéwkowa
(hCG), aktywujgc btonowy receptor hormonu luteinizujgcego/ludzkiej gonadotropiny
kosmoéwkowej LH/hCGR. Gonadotropina kosméwkowa hCG za posrednictwem receptora
LH/hCGR aktywuje szlaki kontrolujace regulacje ekspresji genéw enzymow
steroidogennych (Zhang, Poutanen i in. 2001, O'Shaughnessy, Johnston i in. 2002, Yeh, Tsai
i in. 2002, Ma, Dong i in. 2004, Valdes-Socin, Salvi i in. 2004). Efektem pobudzenia
receptora jest synteza i wydzielanie testosteronu.

Testosteron jest konieczny w procesach muskulinizacji zarodka na wczesnym etapie
rozwoju. Wydzielanie testosteronu u ludzi zaczyna si¢ okoto 8. tygodnia po zaptodnieniu,
okoto 14-16. tygodnia jego stezenie osigga warto$¢ maksymalng w surowicy, po czym
zaczyna si¢ zmniejsza¢ (Tapanainen, Kellokumpu-Lehtinen i in. 1981, O’shaughnessy,
Baker i in. 2007, Scott, Hutchison i in. 2007). U myszy produkcja androgenow przez ptodowe
komorki Leydiga rozpoczyna si¢ okoto 12-13. dnia cigzy (Gondos 1980), szczytowe stezenie
osiggaja okoto 17-18. dnia zycia ptodowego a nast¢pnie zaraz po urodzeniu ich stezenie
maleje (Gondos 1980, O'Shaughnessy, Baker i in. 1998). Wczesne réznicowanie i aktywnos¢
hormonalna komoérek Leydiga prawdopodobnie odbywaja si¢ niezaleznie od LH (Habert,
Lejeune i in. 2001). Wydzielanie LH w przysadce ptodu meskiego jest wykrywalne okoto
10. tygodnia Zycia 1 szybko wzrasta do osiagniecia maksymalnego stezenia okoto 20-25.
tygodnia. W surowicy ptodu meskiego LH mozna wykry¢ okoto 11-12. tygodnia cigzy a
maksymalne stezenie osigga miedzy 14. a 16. tygodniem cigzy. U ptodéw ludzkich FLC
petne zréznicowanie osiggaja w 14 tygodniu cigzy i sg czynne do 18 tygodnia po czym az do
momentu porodu donoszonego, nastepuje inwolucja FLC, ale prawdopodobnie niekompletna
(Sato, Kimurai in. 2002). U gryzoni hormon anty-Miillerowski (AMH), hormon uwalniajacy
gonadotropiny (GnRH) i transformujacy czynnik wzrostu (TGF) odpowiadaja za ich
roéznicowanie i moga by¢ odpowiedzialne za ich inwolucj¢. Jednak ich rola w regresji
cztowieka FLC sg nieznane (Weber, Eckert i in. 2010).

Zaobserwowano, ze stezenia we krwi LH oraz testosteronu wzrasta zaraz po
urodzeniu (Forest i Cathiard 1975, Corbier, Dehennin i in. 1990), co zaobserwowano rowniez
u szczura (Roffi 1977), myszy (Motelica-Heino, Castani er i in. 1988) i fretki (Erskine, Tobet
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I in. 1988). Biologiczna rola tego wzrostu nie jest doktadnie wyjasniona, ale przypuszcza si¢,
ze moze by¢ zwigzana z ustalaniem si¢ w moézgowiu meskim acyklicznego typu kontroli
wydzielania gonadotropin lub tez moze mie¢ wplyw na dojrzewanie komoérek macierzystych
gamet. Zwigzek miedzy FLC i ALC pozostaje niejasny. Pierwsze prace wskazywaty, ze FLC
ulegaja catkowitej regresji i zostajg zastapione przez ALC. Jednakze, teza ta zostata obalona.
Obecnos¢ FLC mozna stwierdzi¢ na podstawie piku wydzielania hormondéw zaraz po
urodzeniu, w tzw. fazie ,,minidojrzewania” (Pereda, Zorn i in. 2006). Pézniej przychodzi
okres wyciszenia na wiele lat. W tym okresie wigkszo$s¢ FLC zanika lub staje sie¢
morfologicznie nierozpoznawalna. Cze$¢ z nich jednak przezyje i pozostaja obecne w
dojrzatym jadrze (Fujimoto, Miyayama i in. 1977) Ostatnie badania na myszach udowodnity,
ze FLC mozna znalez¢ w dojrzatych gonadach i stanowig one okoto 10% populacji LC
(Sasaki, Yokobayashi i in. 2015).

Plodowe komorki rozrodcze mozna podzieli¢ na pierwotne komorki rozrodcze
(PGCs) i gonocyty. U cztowieka wyrdznia si¢ dodatkowo prespermatogonia. U myszy w
momencie indukcji genu Sry, gonadalne PGC sa wiaczane do rdzeni jader okoto 12. dnia od
zaptodnienia, wowczas s3 okre§lane jako gonocyty. Gonocyty aktywnie proliferujg w
powstajacych sznurach jader do 13,5. dnia zycia ptodowego (Tam i Snow 1981) i sg
chronione przed przedwczesnym wejsciem w mejoze, przez ekspresje genu NANOS?2 oraz
aktywnos$¢ CYP26 w SC, skutkujace degradacja kwasu retinowego. Gonocyty wchodza w
stan spoczynku mitotycznego migdzy ED13.5 a ED15.5 i staja si¢ gonocytami T1 (Western,
Miles i in. 2008). Na tym etapie tworzenie rdzenia jadra jest zakonczone. W okresie
okoloporodowym nast¢puje reaktywacja mitozy gonocytéw (gonocyty T2), ktore stajg si¢
nastgpnie spermatogoniami.

U czlowieka roznicowanie komorek ptciowych na poziomie molekularnym zachodzi
podobnie jak u myszy, jednak dynamika procesu jest inna. Pierwsze gonocyty migruja do
btony podstawnej okoto 13. tygodnia cigzy, okresla si¢ je wowczas jako prespermatogonia.
Prespermatogonia tworzg tzw. syncytia dwoch lub wiecej komoérek potgczonych mostkami
cytoplazmatycznymi. Proces réznicowania komorek rozrodczych cztowieka zachodzi
stopniowo 1 trwa do okoto 1-6. miesigca zycia, kiedy to zaraz po urodzeniu zachodzi

altowny wzrost aktywnosci hormonalnej tzw. , minidojrzewanie”, uwazane za koncow
b
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etap r6znicowania gonocytow (Forest, Cathiard i in. 1973, HadZiselimovi¢, Thommen i in.
1986).

P SRY

\
. MULLERA

STAR
HSD3B2 T

CYP11A1
CYP17A1

Rycina 1. Schemat regulacji rozwoju ptci meskiej.
1.4. Steroidogeneza
Okoto 10. roku zycia u chtopcéw obserwuje sie rozpoczecie procesu dojrzewania

piciowego. Wzrasta stezenie FSH, LH oraz testosteronu we krwi, co wigze si¢ z

rozpoczynajacymi si¢ zmianami fizycznymi. W okresie dojrzewania wzrasta ekspresja
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genow  steroidogenezy (O’Shaughnessy, Willerton 1 in. 2002) oraz st¢zenie
wewnatrzjadrowego testosteronu.

Synteza testosteronu z cholesterolu zachodzi w komoérkach Leydiga w odpowiedzi na
LH. Zwigzaniec LH z receptorem LHR aktywuje biatko Gs i cyklaze¢ adenylowag (AC),
zwickszajgc poziom cAMP/cGMP oraz jonéw wapnia (Ca?*). Wzrost stezenia CAMP, cGMP
i Ca®* aktywuje kinazy, ktore s zaangazowane w aktywacje czynnikow transkrypcyjnych,
ktore zwigkszajg ekspresje genow steroidogenezy (Dufau 1988). Cholesterol jest zwigzkiem
hydrofobowym, przez co w transporcie mi¢dzyblonowym mitochondrium wymaga udziatu
specjalnego biatka ostrej regulacji steroidogenezy (ang. steroidogenic acute regulatory
protein, StAR). Enzym wewnetrznej btony mitochondrium P450scc przeksztatca cholesterol
do pregnolonu. Nastepnie pregnolon dyfunduje do siateczki §rodplazmatycznej gladkie;,
gdzie zachodza kolejne etapy steroidogenezy. Pregnolon jest przeksztatcany przez enzym
CYP17A1 w dwoch etapach do 17-hydroxypregnolonu i dehydroepiandrosteronu (DHEA),
a DHEA jest przeksztatcany do testosteronu przez enzymy
dehydrogenazg¢ 3B-hydroksysteroidowsg (3p-HSD) i dehydrogenazg¢ 17B-hydroksysteroidowsa
(17b-HSD). Pewne ilosci testosteronu przy udziale aromatazy (CYP19A1) ulegaja konwersji
do estradiolu.

1.5. Budowa histologiczna jadra

W budowie histologicznej dojrzatego jadra wyrdzniamy kanaliki nasienne oraz
tkanke¢ $srodmigzszowa. Nablonek plemnikotworczy kanalika odpowiada za spermatogeneze,
a tkanka $r6dmigzszowa petni funkcje dokrewng gonady. Komorki Leydiga (LC) znajduja
si¢ w tkance $rédmiazszowej i produkuja hormony piciowe podczas steroidogenezy. W
kanaliku nasiennym, wyrézniamy komorki podporowe (komorki Sertolego, SC) oraz
komorki ptciowe na réznych etapach dojrzewania. Komorki Sertolego to wysokie komorki
kolumnowe z jadrem zlokalizowanym w cze$ci przypodstawnej i rozciagaja si¢ od blaszki
podstawnej do $wiatta kanalikow nasiennych. Komorki te produkuja czynniki regulujace
spermatogenezg¢ 1 buduja barierg krew-jadro. U wszystkich ssakoéw tkanka graniczna (btona
wlasna) kanalika odgranicza nablonek plemnikotworczy od tkanki $rodmigzszowe;.

Komorki mioidalne btony (PMC, ang. peritubular myoid cells) sktadaja si¢ z licznych
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wiokien kurczliwych, m. in. filamentow aktynowych. Ruchy kurczliwe tych komorek
reguluja transport plemnikéw do nasieniowodow.

Bariera krew-jadro (BTB, ang. blood-testis barier) obejmuje kompleks
wyspecjalizowanych potaczen miedzykomorkowych miedzy komoérkami Sertolego, ktore
przylegaja do nabtonka plemnikotworczego kanalika nasiennego (Cheng i Mruk 2012). BTB
dzieli nablonek plemnikotworczy na cze$¢ przypodstawna i adluminalng. W sktad przedziatu
przypodstawnego wchodzg spermatogonia oraz leptotenowe spermatocyty I rzedu. Przedziat
adluminalny znajduje si¢ blizej Swiatta kanalika i sktada si¢ z zygotenowych spermatocytow
I rzgdu, spermatocytow Il rzedowych, spermatyd i dojrzatych plamnikéw. BTB zapewnia
transport sktadnikéw odzywczych i czynnikéw regulacyjnych z komoérek Sertolego do czgsci
adluminalnej oraz stanowi barier¢ immunologiczng zapobiegajaca wnikaniu leukocytow i
przeciwcial (Mruk i Cheng 2004), zapewniajagc komorkom rozrodczym $cisle regulowane

mikrosrodowisko.

1.6. Spermatogeneza

Spermatogeneza jest unikalnym i niezwykle zlozonym procesem, obejmuje szereg
podziatéow i transformacji komorki macierzystej, w wyniku ktoérych powstaje plemnik.
Spermatogeneza zalezna jest od testosteronu. Mezczyzni z mutacjg receptora FSH sa ptodni.
FSH pehni tylko role pomocniczg i poprawia wydajno$¢ spermatogenezy.

Spermatogenez¢ mozna podzieli¢ na 4 gltowne etapy: proliferacj¢ spermatogonii,
podziat mejotyczny spermatocytéw, transformacje spermatyd w plemniki i uwolnienie
plemnikow do $wiatta kanalika (Russell, Ettlin i in. 1993). Do tej pory wyrdzniono 13
rodzajow ludzkich komorek rozrodczych (GC): spermatogonia ciemne (Ad), spermatogonia
jasne (Ap), spermatogonia typu B, spermatogonia preleptotenowe (PL), leptotenowe (L),
zygotenowe (Z) i pachytenowe (P), spermatocyty II rz¢du oraz spermatydy (Ryc. 2).

Poczawszy od okresu dojrzewania i1 rownolegle z procesem proliferacii,
spermatogonia rozpoczynajg proces roznicowania w kierunku plemnikow. Spermatogonia sg
diploidalnymi prekursorami wszystkich innych typéw GC i odpowiadaja za mejoze (w celu
wytworzenia meskiej gamety) oraz mitoze (w celu samoodnawiania, utrzymujac ciagla

produkcje plemnikéw przez cate zycie). Zlokalizowane sg w podstawowym przedziale
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kanalika nasiennego i w bliskim kontakcie z komorkami Sertolego. Majg owalne jadro i gesta
cytoplazme, zawierajaca maty aparat Golgiego, kilka mitochondriow i wiele wolnych
rybosoméw. Spermatogonia ciemne to komorki spoczynkowe lub rezerwowe, podczas gdy
spermatogonia jasne sg aktywne mitotycznie. Spermatogonia jasne namnazajg si¢ w celu
samoodnawiania lub wytwarzania spermatogonii typu B, ktore przechodza przez jeden
podzial mitotyczny przed rozpoczeciem mejozy (Clermont 1966, DE ROOIJ i RUSSELL
2000). Wedtug obecnie przyjetego modelu podziatu spermatogonii jasnych, z jednej pary Ap
powstaje 8 spermatocytéw preleptotenowych (PL). Na decyzje, czy spermatogonia bedg sie
samoodnawia¢, r6znicowac czy ulegac apoptozie, wptywaja gtownie czynniki pochodzace z
komoérek Sertolego. Wykazano, ze GNDF promuje samoodnawianie si¢ plemnikow.
Natomiast réznicowanie indukuja SCF, bialko morfogenetyczne kosci 4, kwas retinowy 1
system sygnalizacyjny Notch1/Jagged2. Kilka mikro-RNA jest rowniez zaangazowanych w
modulacj¢ losu spermatogonii (Hayashi, Yamada i in. 2004, Hai, Hou i in. 2014, van den
Driesche, Sharpe i in. 2014). Apoptoza jest mechanizmem uzywanym przez SC do
kontrolowania liczby komorek rozrodczych, utrzymujac stala proporcje SC/GC. W
rzeczywistosci  okoto 50-70% rozwijajacych si¢ GC jest usuwanych podczas
spermatogenezy.

Spermatocyty I-rzedu (B), ktore powstaja po podziale mitotycznym spermatogonii
typu B, sg pierwszymi komorkami rozrodczymi ktore przekraczajg barier¢ krew-jadro, gdzie
wchodza w etap mejozy. Zgodnie z etapami profazy wystepuja kolejno w nastgpujacych
stadiach: spoczynkowym (inaczej preleptotenowym (R, Pl)), leptotenowym (L),
zygotenowym (Z), pachytenowym (P) i diplotenowym (Di). Proces rekombinacji DNA
zachodzi na etapie pachytenu i ma kluczowe znaczenie dla ewolucji cztowieka. Po
pierwszym podziale mejotycznym powstaja dwa spermatocyty |l-rzedu, kazdy z haploidalng
liczbg chromosomow, ale podwdéjng ilosciag DNA. Podczas drugiego etapu mejozy
spermatocyt Il-rzedu przeksztalca si¢ w dwie haploidalne okragle spermatydy. Od tego
momentu podziaty komoérkowe sg zahamowane 1 rozpoczyna si¢ roznicowanie komorek -
spermiogeneza. Morfologicznie wyrozniamy sze$¢ rodzajow spermatyd, 0znaczanych
kolejno: Sa, Sbi, Sb2, Sc, Sdi, Sdo. Ich roznicowanie odbywa si¢ pod kontrolg komorek

Sertolego. Dowodzi tego powigzanie lokalizacyjne a takze obecnos¢ mikrotubul i
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mikrofilamentow. Po petnej metamorfozie spermatyda jest oddzielana od SC i uwalniana do
$wiatta kanalika podczas spermiacji.

Na podstawie zmieniajacej si¢ zawartosci typéw komorek w obrebie nabtonka
plemnikotworczego wyrdzniono 6 stadiow spermatogenezy u cztowieka. W sktad kazdego
stadium wchodzg grupy komoérek na roéznym stopniu zaawansowania. U myszy
wyodrebniono 12 (Nakata, Wakayama i in. 2015), a u szczura 14 stadiéw spermatogenezy
(Russell, Ettlin i in. 1993). W przekroju poprzecznym kanalika, profil danego segmentu
zmienia si¢ wraz z uptywem czasu, ale po zakonczeniu ostatniego etapu, rozpoczyna si¢
pierwszy, zgodnie z tzw. cyklem nabtonka plemnikotwoérczego. W celu utatwienia
rozpoznania komorek germinalnych w ciggu trwania spermatogenezy na réznych jej etapach,
dokonano uporzadkowania stadiow cyklu w obrgbie nabtonka plemnikotworczego.
Udowodniono, ze u czlowieka stadia te utozone sg w kanaliku mozaikowo, przez to w
przekroju poprzecznym kanalika mozemy zaobserwowac 2-4 rézne grupy komorek. Z kolei
u innych ssakow uktad jest segmentowy, dzigki czemu w przekroju poprzecznym widoczna
jest jedna grupa komorek odpowiadajaca jednemu ze stadidow. Obliczono, ze u czlowieka
jeden cykl nabtonka plemnikotworczego trwa 16 dni, a u myszy 8,6 dnia (Oakberg 1956,
Heller i Clermont 1963). Na tej podstawie oszacowano, ze caly proces spermatogenezy
czlowieka trwa 74 dni, a myszy 35 dni (Heller i Clermont 1964, Clermont 1972).

W literaturze brak jest danych na temat ekspresji glikoproteiny ZP3 w jadrze.
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2. CEL

Celem pracy jest scharakteryzowanie ekspresji ZP3 w wybranych tkankach ludzkich i

mysich oraz zbadanie ontogenezy ZP3 wraz z rozwojem jadra i spermatogenezy u myszy.

Cele szczegdtowe obejmuja:

1. Okreslenie, porownanie i lokalizacja ekspresji genu 1 biatka ZP3 w jajnikach, jadrach

1 innych zdrowych tkankach u myszy i cztowieka.

2. Okreslenie ekspresji oraz lokalizacji szczegdtowej ZP3 w jadrze, spermatogenezie

oraz w komorkach macierzystych/progenitorowych spermatogenezy.

3. Charakterystyka ontogenezy ekspresji i lokalizacji ZP3 w jadrze mysim poczawszy
od zycia ptodowego, przed i po okresie dojrzewania plciowego do okresu osiggnigcia
dorostos§ci  (w  zalezno$ci od zmian  hormonalnych  plciowych, rozwoju

jader/spermatogenezy).

4. Ocena wptywu wybranych hormonow ptciowych i gonadotropin na ekspresj¢ ZP3 w

linii komérkowej GC-2spd(ts).
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3. MATERIALY Il METODY

3.1. Tkanki ludzkie

Tkanki ludzkie (jelito cienkie, jelito grube, watroba, trzustka, zotadek, wezet chtonny,
moézg, pluca, najadrza, prostata, nerka, pier§, myometrium, mig$nie szkicletowe, jajnik,
jadro; n=16) zostaly odpowiednio utrwalone, w zaleznosci od dalszych zaplanowanych
eksperymentéw. Do zabezpieczenia tkanek przeznaczonych na do analiz ekspresji genow,
wykorzystano RNAlater (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), a nastgpnie
przechowywano w temperaturze
-80 °C. Do analiz metodami immunohistochemicznymi, fluorescencyjnymi oraz RNAscope
in situ hybridization tkanki utrwalano w 4% zbuforowanej formalinie (PFA). Bloczki
parafinowe zostaly pozyskane z archiwum Zaktadu Patomorfologii Lekarskiej Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku. Uzyskano zgod¢ Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku o numerze: R-1-002/323/2019.

3.2. Tkanki mysie

Tkanki mysie przeznaczone do analiz ekspresji genow byty utrwalone w RNAlater
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a nastepnie przechowywane W temperaturze
-80 °C. Do barwien metodami immunohistochemicznymi, fluorescencyjnymi oraz
RNAscope in situ hybridization tkanki utrwalono w 4% PFA. Do badan nad ontogeneza
metodami immunohistochemicznymi wykorzystano tkanki jader myszy z poszczegdlnych
grup badanych: ED18, PND1, PND7, PND15, PND21, PND35, 2-mo, 6-mo, (n=6) Tabela
1., pochodzace z materiatu archiwalnego, ktory byt utrwalony w 4% PFA. Tkanki jader
mysich do analizy ekspresji ZP3 u myszy LURKO (n=6) zostaly pozyskane, jak to opisano
w niniejszej publikacji (Zhang, Poutanen i in. 2001) i utrwalone w 4% PFA. Bloczki
parafinowe tkanek kontrolnych zostaly pozyskane z innych projektow badawczych
realizowanych w Klinice Rozrodczosci i Endokrynologii Ginekologicznej Uniwersytetu

Medycznego w Bialymstoku.
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Tabela 1. Grupy eksperymentalne myszy do badania nad ontogeneza jadra.

Nazwa grupy Wiek myszy

ED18 18. dzien zycia ptodowego
PND1 1. dzien zycia

PND7 7. dzien zycia

PND15 15. dzien zycia

PND21 21. dzien zycia

PND35 35. dzien zycia

2-mo 2. miesigc zycia

3.3. Hodowle komoérkowe

Spermatocyty mysie GC-2(spd)ts (CRL-2196; ATCC, Manassas, VA), byly
hodowane w butelkach o powierzchni 75 cm? w medium DMEM/f-12 (GIBCO, Paisley,
UK), suplementowane 10% surowicg bydleca (FBS; Biochrom, Berlin, Germany) oraz
roztworem P/S (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) w warunkach 37 °C w obecnosci 5% COa.

Podtoze byto zmieniane co 3 dni.
3.4. Warunki stymulacji komorek

Hodowane komorki spermatocytéw mysich przed rozpoczeciem stymulacji poddano
przegtodzeniu w medium DMEM/f-12 z dodatkiem 0,5% dFBS oraz roztworu P/S. Nastgpnie
przeprowadzono stymulacje z: progesteronem (o stezeniu 0,01; 0,1; 1; 10 uM), estradiolem
(o stezeniu 3; 30; 300 nM), testosteronem (o stezeniu 0,001; 0,01; 0,1; 1 uM), hCG (0
stezeniu 0,1; 1; 10 ng/ml), LH (o stezeniu 0,1; 1; 10; 100 mIU), i FSH (o stg¢zeniu 10 IU)
przez 24h. Przeprowadzono identyczne eksperymenty trzykrotnie, za kazdym razem w trzech

powtdrzeniach dla kazdego warunku.
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3.5. lzolacjA RNA

Do izolacji RNA zaréwno z tkanek jak i z komoérek wykorzystano metode
TRIzol/chloroform (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). Etap puryfikacji z
75% etanolem powtorzono trzykrotnie w celu uzyskania wysokiej jakosci RNA. Po ostatnim
cyklu wirowania, proby rozcienczono w wodzie wolnej od nukleaz (Ambion, Austin, TX,
USA). Ilos¢ i jakos¢ wyizolowanego RNA zostata sprawdzona przez pomiar absorbancji przy
uzyciu NanoDrop (Thermo Scientific, Waltham, MA). Integralnos¢ wyizolowanego RNA

potwierdzono wykonujac elektroforeze w zelu agarozowym.
3.6. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Wyizolowane RNA poddano inkubacji z deoksyrybonukleazg (DNase I, Thermo
Fisher Scientific) w temperaturze pokojowej w celu eliminacji pozostatosci fragmentow
DNA, a nastepnie z 25 mM roztworem EDTA przez 10 minut 65 °C w celu zahamowania
reakcji. Reakcja odwrotnej transkrypcji zostata przeprowadzona za pomocg SensiFAST
CcDNA SynthesisKit (Bioline Reagents Ltd, London, UK) zgodnie z protokotem zalecanym

przez producenta.
3.7. Ilo$ciowa reakcja lancuchowa polimerazy (Real-Time PCR)

Reakcje gPCR przeprowadzono z wykorzystaniem SYBR Green PCR master mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA) na termocyklerze Step One plus, w nastepujacych
warunkach dla jednego cyklu: 2 minuty w temp. 50 °C, 10 min. w temp. 95 °C, 40 cykli
amplifikacji: 15 sekund w 95°C, 1 minuta w 60°C. W reakcji wykorzystano sekwencje
starterow podane w Tabeli 2. Po zakoficzeniu reakcji przeprowadzono analiz¢ z wyliczeniem

AACHt.

Tabela 2. Sekwencje starteréw uzytych w reakcji q-RT-PCR.

Wielko$¢
Gen Sekwencja startera produktu EMBL
(p2)
Startery ludzkie:
PPIA* | F: GTTCTTCGACATTGCCGTCG 65 NM_021130.5
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R: TGTCTGCAAACAGCTCAAAGG
ZP3 | F: TGGCAACAGCATGCAGGTA
57 NM_001110354.2
R: TGGAGCAGGAAGGTGCTGTA
FSHR | F: GCCAAGAGAGCAAGGTGACA
84 NM_000145.4
R: CTCGAAGCTTGGTGAGGACA
LHR | F:CCGGTCTCACTCGACTATCACT
60 NM_000233.4
R: AAGCTTGAGATGGGATCACTTTG
Startery mysie:
PPIA* | F: CATACAGGTCCTGGCATCTTGTC
112 NM_008907.2
R: AGACCACATGCTTGCCATCCAG
ZP3 | F: CCAACGACCAGACTGTGGAA
106 NM_011776.1
R: AGGACTATAGCTGCCAGGGT

* Gen referencyjny (gen metabolizmu podstawowego, ang. housekeeping gene)

3.8. RNAScope in situ hybridization

Zgodnie z protokotem producenta zestawu RNAscope 2.0 HD Assay (catalog number
310033, Advanced Cell Diagnostics, Hayward, CA), zabezpieczone w formalinie tkanki
mysie i ludzkie poddano deparafinizacji w ksylenie (2 x 5 min.), 100% EtOH (2 x 1 min.) a
nastepnie 0SUSzono przez 5 min. w temperaturze pokojowej. Preparaty inkubowano w
nadtlenku wodoru przez 10 min. w temperaturze pokojowej i przeptukano dwukrotnie w
wodzie destylowanej. Preparaty inkubowano w buforze do odkrywania antygenu w
temperaturze 121 °C przez 15 minut 1 od razu zanurzono w wodzie destylowanej. Nastepnie
szkietka przeptukano w alkoholu absolutnym i wysuszono. Po doktadnym obrysowaniu
preparatow markerem hydrofobowym, zaaplikowano proteaz¢ przez 30 minut w HybEZ™
Oven (ACD) w 40 °C. Po przeptukaniu dwukrotnie w wodzie destylowanej zastosowano
sondy do transkryptow docelowych ZP3 (mysi ZP3: ACD-447551, ludzki ZP3: ACD-
442631) a takze sondy dla kontroli pozytywnych (gen metabolizmu podstawowego,
cyklofilina B-PPIB, ludzki: ACD 313901; mysi: ACD-313911) oraz negatywnych (DapB -
negative control probe targeting bacteria gene, ACD-310043). Nastepnie szkietka
inkubowano w 40 °C przez 2 godziny 1 przeptukano 2 x 2 min. w buforze pluczacym. Po tym
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zastosowano amplifikatory hybrydyzacyjne (AMPS) przez 30 minut (AMP 1, 3, 5) lub 15
minut (AMP 2, 4, 6) w temperaturze 40 °C (AMP 1-4) lub w temperaturze pokojowej (AMP
51 6). Miedzy kazdym etapem plukano dwukrotnie. Po ostatnim plukaniu réwne objetosci
odczynnikow BROWN-A i BROWN-B zostaly wymieszane i zaaplikowane na kazdy
preparat i inkubowane przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po dwukrotnym ptukaniu
w wodzie destylowanej szkietka wybarwiono kontrastowo w 50% hematoksylinie Gilla
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) i przeptukane w 0,02% wodzie amoniakalnej
przez 10 s i dwukrotnie w wodzie destylowanej. Odwodnione szkietka (2 x 2 min w 70%
EtOH, 2 x 2 min w 100% EtOH i 5 min w ksylenie) utrwalono za pomoca Pertex (Histolab

Products, Goteborg, Szwecja) i natozono szkietko nakrywkowe.
3.9. Barwienie immunohistochemiczne (IHC)

Tkanki zabezpieczone w 4% roztworze formaliny i utrwalone w parafinie poddano
etapom deparafinizacji i uwodnieniu w ksylenie (trzykrotnie po 2 minuty) oraz szeregu
malejacych stezen alkoholi (dwukrotnie po 2 minuty na kazde st¢zenie: alkohol absolutny,
alkohol 96% oraz alkohol 70%). Po przeptukaniu w wodzie destylowanej przez 10 min,
preparaty inkubowano w temperaturze 121 °C przez 15 minut w 10 mM buforze do
odkrywania antygenu (bufor cytrynianowy z 0.05% Tween20, pH = 6). Nastepnie po
ostudzeniu preparaty inkubowano w temperaturze pokojowej w wilgotnej komorze przez 1
h zanurzone w roztworze 3% BSA w celu zredukowania barwienia niespecyficznego. Po tym
czasie inkubowano w temperaturze 4 °C z monoklonalnymi przeciwciatami
pierwszorzedowymi anty-ZP3 (0.125 pg/mL) do 24 h. Aktywnos¢ endogennej peroxydazy
zostala zablokowana przez inkubacje¢ szkietek w temperaturze pokojowej w 0,5% roztworze
H202.w PBS przez 20 min., po czym uzyto gotowego zestawu przeciwcial drugorzedowych
firmy DAKO (DAKO EnVision + System — HRP labeled polymer; Agilent, Santa Clara, CA)
1 inkubowano proby w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Barwny efekt reakcji
uzyskano z wykorzystaniem DAB+ Chromogen (DAKO). Szkietka wyptukano w wodzie
destylowanej i zabarwiono kontrastowo hematoxyling Mayera (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO), nastepnie odwodniono w szeregu alkoholowym ze wzrastajacym stezeniem |

utrwalono klejem Pertex na bazie ksylenu (Histolab Products, Goteborg, Szwecja).
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3.10. Barwienie immunocytochemiczne (ICC)

Komérki mysich spermatocytdéw wysiano na szkietkach 8-dotkowych, pokrytych
kolagenem i hodowano przez 24 h w podtozu hodowlanym DMEM/F-12 (Gibco) z
dodatkiem 10% FBS (Biochrom) oraz P/S (Sigma-Aldrich) w temperaturze 37 °C w
wilgotnej atmosferze w obecnosci 5% COz. Nastepnie przeptukano dwukrotnie PBS i
utrwalono 3,7% paraformaaldehydem (PFA). W celu zablokowania niespecyficznego
przytaczenia przeciwcial komorki inkubowano w roztworze blokujacym zawierajacym 2%
BSA (Sigma-Aldrich) w PBS oraz 0,05% Tween (Sigma-Aldrich) przez 1 godzing w
wilgotnej komorze. Po tym czasie komorki inkubowano przez noc w temperaturze 4 °C z
pierwotnymi monoklonalnymi przeciwciatami
anty-ZP3 rozpuszczonymi w 2% roztworze blokujagcym. Po przeptukaniu trzykrotnie w PBS
komorki byty inkubowane z przeciwciatem goat anti-mouse IgG Alexa Fluor 488 (A11029;
Thermo Fisher, Waltham, MA) w rozcienczeniu 1:500 przez 45 minut. Jadra komérkowe
zabarwiono DAPI (Sigma-Aldrich) i utrwalono. W celu odroznienia barwienia

niespecyficznego od specyficznego przeprowadzono kontrole przeciwciat.

3.11. Technika barwienia calego kanalika nasiennego (ang. Whole-mount

immunostaining of seminiferous tubules)

Barwienie catego mysiego kanalika nasiennego zostalo przeprowadzone wedtug
metody opisanej w niniejszej publikacji (Makela, Cisneros-Montalvo i in. 2020). Po
wykonaniu gonadektomii zwierzat, odpowiednio pocigte segmenty kanalikow byty
utrwalane w 4% roztworze formaliny (PFA) przez 2 h w temperaturze 4 °C a nastgpnie
ptukane w PBS. Po etapie blokowania w roztworze 2% BSA z 10% FBS i 0,3% Tritonie X-
100 w PBS, kanaliki inkubowano przez noc w temperaturze 4 °C z pierwszorzedowymi
monoklonalnymi przeciwciatami anty-ZP3 (1 pg/ml), anty-GFRal (AF560, R&D Systems,
Minneapolis, MN; rozcienczenie 1:250) oraz anty-SALL4 (1:2000, ab29112, Cambridge,
UK). Po przeptukaniu roztworem PBS inkubowano odpowiednio z drugorzgdowymi
przeciwcialami (A11055, A10036 i A31573, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA;
rozcienczenie 1:500) przez 1 h w temperaturze pokojowej. Nastepnie kanaliki utozono

liniowo, utrwalono i zobrazowano (Zeiss LSM880, Carl Zeiss, Jena, Germany).
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3.12. Analizy statystyczne

Do analiz statystycznych uzyto programu GraphPad Prism 7 (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA). Istotno$¢ statystyczng sprawdzono za pomoca jednokierunkowej
analizy wariancji ANOVa z testem post-hoc Bonferroniego. Wyniki zostaty przedstawione

jako $rednia + SEM, a warto$¢ p< 0,05 byla uznawana za statystycznie istotna.
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4. WYNIKI

Wyniki badania ekspresji ZP3 w jadrze mysim i ludzkim, oocytach, linii komérkowej
spermatocytow mysich GC-2spd(ts) i tkankach zdrowych takich jak: jelito cienkie, jelito
grube, watroba, trzustka, zoladek, wezet chtonny, mozg, ptuca, najadrza, prostata, nerka,
pier$, myometrium, mig$nie szkieletowe (Ryc: 3-14), zostaty opublikowane w: Pulawska K.,
i in. "Novel expression of zona pellucida 3 protein in normal testis; potential functional
implications.” Molecular and Cellular Endocrinology 539 (2022): 111502. M¢j udziat

polegat na przeprowadzeniu eksperymentdw oraz analizie i opracowaniu wynikow.

4.1. Ekspresja glikoproteiny ZP3 w jadrze mysim i ludzkim oraz w linii komorkowej

mysich spermatocytow GC-2spd(ts).

Analiza metoda qPCR wykazala znaczaca ekspresje ZP3 w jajniku i jadrze mysim w
poréwnaniu do kontroli negatywnych (Ryc. 3-4). Jako kontrole negatywne wykorzystane
byty tkanka $ledziony i tkanka mig¢sni szkieletowych. Metodami IHC oraz RNAscope in situ
hybridization zlokalizowatam glikoproteing ZP3 (Ryc. 6A) oraz jej transkrypty mRNA w
obrebie tkanki jajnika myszy, potwierdzajac jego obecnos¢ w pecherzykach pierwotnych,
wtornych oraz antralnych oocytu (Ryc. 5B-D i 6C). Jednoczesnie potwierdzitam ekspresje
glikoproteiny ZP3 oraz transkryptow mRNA w spermatogoniach, spermatocytach oraz
spermatydach (okragtych oraz wydhuzonych) mysiego jadra (Ryc. 6B i 6D). Nie wykazatam
ekspresji ZP3 w pecherzyku pierwotnym oocytu (Ryc. 5A), w komoérkach Sertolego,
komorkach Leydiga ani w dojrzatych plemnikach (Ryc. 6B i 6D).
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Rycina 3. Profil ekspresji ZP3 w zdrowych tkankach myszy typu dzikiego (WT) jadra, jajnika,
$ledziony, mig$nia szkieletowego. Kolumny reprezentuja stosunek ekspresji genu Zp3 i Ppia = SEM.
Poziom istotnos$ci statystycznej: *p < 0,05; (A).

M TE OV SP MU H20

165 bp BD B OO SR R D . e PPIA

150 bp ZP3

Rycina 4. Analiza ekspresji metoda RT-PCR zobrazowana elektroforeza w zelu agarozowym dla ZP3
oraz genu metabolizmu podstawowego Ppia w zdrowych tkankach jadra, jajnika, $ledziony, migsnia
szkieletowego (B). M — marker wielko$ci, T, TE — jadro, OV — jajnik, SP — §ledziona, MU- migsien,
H20 — woda wolna od nukleaz.
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Rycina 5. Lokalizacja ZP3 metodg RNascope in situ hybridization w oocytach w poszczegdlnych

etapach dojrzewania: (A) zawigzkowy, (B) pierwotny, (C) wtorny, (D) antralny.
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Rycina 6. Lokalizacja ZP3 metodami IHC oraz RNascope in situ hybridization w jajniku (A) i jadrze
(B) oraz transkryptow mRNA ZP3 w jajniku (C) i jadrze (D). Czarne strzatki wskazujg pozytywne
barwienie glikoproteiny/transkryptéw ZP3, biale strzatki wskazuja negatywne dla ZP3 komorki
Sertolego, niebieskie strzatki wskazuja negatywne dla ZP3 komorki Leydiga.
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Rycina 7. Lokalizacja ZP3 metodami IHC oraz RNascope in situ hybridization w ludzkim jajniku (A)
i jadrze (B) oraz transkryptéw mRNA ZP3 w jajniku (C) i jadrze (D). Czarne strzatki wskazuja
pozytywne barwienie glikoproteiny/transkryptow ZP3, biate strzatki wskazuja negatywne dla ZP3
komorki Sertolego, niebieskie strzatki wskazuja negatywne dla ZP3 komorki Leydiga.

wykazaly ekspresj¢ ZP3 w oocycie (Ryc. 7 A i 7C), a takze w tkance jader ludzkich, a
doktadnie w komorkach germinalnych: spermatogoniach, spermatocytach i spermatydach
(okragtych oraz wydhuzonych) (Ryc. 7B i 7D). Ekspresja ZP3 nie zostala wykazana w
ludzkich komorkach Sertolego ani komoérkach Leydiga zarowno na poziomie mRNA jak i
samego biatka. Dodatkowo wykonatam podwdjne barwienie immunofluorescencyjne jadra
ludzkiego z przeciwciatami anty-ZP3 oraz przeciwko Vimentynie, aby wykaza¢ brak
ekspresji ZP3 w komoérkach Sertolego (Ryc. 8).
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Rycina 8. Immunofluorescencyjna lokalizacja vimentyny oraz ZP3 w jadrze ludzkim. Obraz
wykonany za pomoca mikroskopii konfokalnej. Biale strzatki wskazujg negatywne dla ZP3 komorki
Sertolego.
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Ekspresja Zp3 zostata potwierdzona rowniez w immortalizowanej linii komérkowej
spermatocytow mysich GC-2spd(ts) metoda RT-PCR (Ryc. 9). Nie stwierdzitam ekspresji
Zp3 w linii komérkowej BLTK 1 ani w komorkach Sertolego MSC-1. Kontrolg¢ pozytywna
stanowil jajnik mysi, za$§ negatywng fragment tkanki migsnia szkieletowego myszy.
Barwienie ICC z przeciwciatami monoklonalnymi anty-ZP3 wykazato znaczaca ekspresje
glikoproteiny Zp3 w cytoplazmie immortalizowanej linii komoérkowej spermatocytow

mysich GC-2spd(ts) (Ryc. 10).
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Rycina 9. Analiza ekspresji Zp3 metoda RT-PCR zobrazowana elektroforeza w zelu agarozowym w
komoérkach GC-2spd(ts), BLTK-1, MSC-1, jajniku i migsniu szkieletowym. BLTK-1 — linia
komorkowa nowotworu komoérek Leydiga, GC-2spd(ts) — linia komorkowa spermatocytow mysich;
M — marker wielkosci, MSC-1 — linia komoérkowa komorek Sertolego myszy, MU — migsien
szkieletowy, OV- jajnik, H20 — woda wolna od nukleaz.
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Rycina 10. Lokalizacja glikoproteiny ZP3 w komorkach spermatocytow mysich GC-2spd(ts). Rycina
powyzej wskazuje pozytywne barwienie z przeciwciatami pierwszorzgdowymi anty-ZP3, rycina
ponizej stanowi kontrole negatywna bez przeciwciata pierwszorzgdowego. (Skala 10 um).

Badanie ekspresji mRNA ZP3 nie wykazato obecnosci transkryptow ani w
pierwotnych ludzkich komorkach Sertolego (HSerC) ani w pierwotnych komorkach Leydiga
(HLC) (Ryc. 11-12). Ekspresja receptoréw FHSR oraz LHR w tych komorkach stanowita ich
kontrole pozytywng w badaniu: komorki Sertolego wykazaty ekspresje FSHR, natomiast
komorki Leydiga — LHR. Kontrolg pozytywna byt jajnik, ktory wykazat ekspresje ZP3, LHR
oraz FSHR, natomiast kontrolg negatywna — tkanka mig$nia szkieletowego cztowieka, gdzie

nie bylo ekspresji tych genow.
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Rycina 11. Profil ekspresji ZP3, FSHR oraz LHR w ludzkich komorkach Sertolego (HSerc) i

komorkach Leydiga (HLC) oraz zdrowym ludzkim jajnikach i migsniach szkieletowych metoda
gPCR w odniesieniu do genu referencyjnego PPIA.

226 bp ZP3

145 bp FSHR

126 bp LHR

144 bp PPIA

OV’ MU' H20

HSerC
HLC

Rycina 12. Profil ekspresji ZP3, FSHR oraz LHR w ludzkich komorkach Sertolego (HSerc) i
komorkach Leydiga (HLC) zobrazowana elektroforeza w 2% zelu agarozowym.
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W celu sprawdzenia ekspresji ZP3 w komorkach macierzystych i progenitorowych
(SSPCs) wykonatam barwienie catego kanalika mysich jader z wykorzystaniem
immunofluorescencji (Ryc. 13). Obrazowanie za pomocg mikroskopii konfokalnej nie
wykazalo zadnego sygnatu dla monoklonalnego przeciwciata anty-ZP3 w miejscu
wystepowania komoérek macierzystych i progenitorowych — barwionych odpowiednio z

zastosowaniem markeréw GFRal oraz SALL-4.
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Rycina 13. Immunofluorescencyjna lokalizacja ZP3 w mysich w komoérkach macierzystych i
progenitorowych (SSPCs) wykonana technika barwienia catego kanalika nasiennego (ang. whole-
mount seminiferous tubule staining) i zobrazowana za pomocg mikroskopii konfokalnej. Barwienie
wykonano z uzyciem przeciwciat przeciwko SSPCs — GFRal (czerwone) anty-ZP3 (zielone) oraz
SALLA4 (niebieskie). Biate strzatki wskazuja pozytywne barwienie niezréznicowanych spermatogonii
As dla GFRal/SALL4 a jednocze$nie na negatywne barwienie dla ZP3.
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4.2. Tkanki negatywne dla ZP3

IHC z uzyciem przeciwcial anty-ZP3 w tkankach ludzkich (jelito cienkie, jelito

grube, watroba, trzustka, Zzotadek, wezel chlonny, mozg, ptuca, najadrza, prostata, nerka,

pier§, myometrium, mig¢$nie szkieletowe) nie wykazato obecnosci ZP3 ww. tkankach (Ryc.
14).
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Rycina 14. Immunohistochemiczna lokalizacja ZP3 w zdrowych ludzkich tkankach: jelito cienkie (a),
jelito grube (b), watroba (c), $ledziona (d), zotadek (e), wezet chtonny (f), moézg (g), ptuco (h),
najadrza (i), prostata (j), nerka (k), piers (1), miometrium (m), mi¢sien szkieletowy (n).
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4.3. Ekspresja ZP3 w ontogenezie jadra u myszy.

W celu sprawdzenia ekspresji ZP3 podczas ontogenezy jadra u myszy, wykonatam
barwienia immunohistochemiczne oraz metodg RNAscope in situ na tkankach mysich w
poszczegdlnych grupach: ED18 — 18. dzien zycia ptodowego, PND1 — 1. dzien zycia, PND7
— 7. dzien zycia, PND15 — 15. dzien zycia, PND21 — 21. dzien zycia, PND35 — 35. dzien
zycia, 2-mo. — 2 miesigce zycia, 6-mo. — 6 miesiecy. Wiek myszy wybrano na podstawie
analizy zmian w stezeniach hormonow W czasie ontogenezy.

Barwienia wykazaty znaczaca ekspresje transkryptow mRNA Zp3 w 21. dniu zycia,
35. dniu zycia oraz 2-miesi¢cznych (Ryc. 15) oraz biatka ZP3 w jadrach w 21. dniu zycia,
35. dniu zycia oraz 2- i 6-miesi¢gcznych (Ryc. 16 e-h ). Nie wykazatam ekspresji ZP3 u myszy
ptodowych (18 ED), ani w grupach PND1., PND7. i PND15., odpowiednio 1-, 7-, i 15-dnia
po urodzeniu (Ryc. 151 16 a-d).
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Rycina 15. Lokalizacja transkryptow mRNA Zp3 w ontogenezie jadra u myszy (n=6): 18. dzien zycia
ptodowego (ED), 1. dzien zycia (PND), 7. dzien zycia (PND), 15. dzien zycia (PND), 21. dzien zycia
(PND), 35. dzien zycia (PND), 2 miesiace zycia. Czarne strzatki wskazuja pozytywne barwienie
glikoproteiny/transkryptow Zp3.
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Rycina 16. Immunohistochemiczna lokalizacja biatka ZP3 w ontogenezie jadra u myszy (n=6): 18.
dzien zycia ptodowego (ED) (a), 1. dzien zycia (PND) (b), 7. dzien zycia (PND) (c), 15. dzien zycia
(PND) (d), 21. dzien zycia (PND) (e), 35. dzien zycia (PND) (f), 2 miesigce zycia (g), 6 miesigcy (h).
(Skala 50 um).
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4.4, Ekspresja ZP3 u myszy LURKO -/- i LURKO +/-

Sprawdzitam ekspresje Zp3 w jadrach myszy ze znokautowanym receptorem hormonu
luteinizujacego LURKO -/- oraz LURKO +/-. Jako kontrole pozytywne wykorzystane byty
jadra myszy po stymulacji hCG. Wykazatam ekspresj¢ ZP3 w jadrach u myszy Lurko -/+
(Ryc. 17c), podczas gdy LURKO -/- (Ryc. 17 a-b) nie miaty ekspresji Zp3.
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Rycina 17. Immunohistochemiczna lokalizacja biatka ZP3 u myszy LURKO -/- (a-b), LURKO +/-
(c) i hCG (d). (skala 20 pm)
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4.5. Profil ekspresji genow enzymow steroidogenezy w ontogenezie jadra u myszy.

Za pomocg metod immunohistochemicznych dokonalam analizy ekspresji enzymow,
steroidogenezy: STAR, CYP11A1, HSD17B3, HSD3B2, CYP19A1 wraz z rozwojem jadra
w grupach: ED18 — 18. dzien zycia ptodowego, PNDI1 — 1. dzien zycia, PND7 — 7. dzien
zycia, PND15 — 15. dzien zycia, PND21 — 21. dzien zycia, PND35 — 35. dzien zycia, 2-mo.
—2 miesigce zycia, (Ryc. 18-22). Ekspresje STAR miaty grupy ED18, PND1, PND7, PND21,
PND35 i 2-mo (Ryc. 18). Ekspresj¢ enzymoéw: CYP11A1, HSD3B2 w komoérkach Leydiga
wykazatam we wszystkich grupach: ED18, PND1, PND7, PND15, PND21, PND35 i 2-mo
(Ryc. 19 i 21). Ekspresj¢ HSD17B3 w komorkach Leydiga i komoérkach ptciowych miaty
grupy ED18 i PNDL1, a wytacznie w komoérkach Leydiga w PND7, PND21, PND35, 2-mo
(Ryc. 20). Ekspresje¢ CYP19A1 wykazatam w jadrach u myszy: ED18, PND35 i 2-mo (Ryc.
22).
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Rycina 18. Immunohistochemiczna lokalizacja STAR w ontogenezie jadra u myszy (n=6): 18. dzien
zycia ptodowego (ED) (a), 1. dzien zycia (PND) (b), 7. dzien zycia (PND) (c), 15. dzien zycia (PND)
(d), 21. dzien zycia (PND) (e), 35. dzien zycia (PND) (f), 2 miesigce zycia (g). (skala 20 pm)
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Rycina 19. Immunohistochemiczna lokalizacja CYP11A1l w ontogenezie jadra u myszy (n=6): 18.
dzien zycia ptodowego (ED) (a), 1. dzien zycia (PND) (b), 7. dzien zycia (PND) (c), 15. dzien zycia
(PND) (d), 21. dzien zycia (PND) (e), 35. dzien zycia (PND) (f), 2 miesigce zycia (g). (skala 20 pm)
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Rycina 20. Immunohistochemiczna lokalizacja HSD17B3 w ontogenezie jadra u myszy (n=6): 18.
dzien zycia ptodowego (ED) (a), 1. dzien zycia (PND) (b), 7. dzien zycia (PND) (c), 15. dzien zycia
(PND) (d), 21. dzien zycia (PND) (e), 35. dzien zycia (PND) (f), 2 miesigce zycia (g). (skala 20 pm)
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Rycina 21. Immunohistochemiczna lokalizacja HSD3B2 w ontogenezie jadra u myszy (n=6): 18.
dzien zycia ptodowego (ED) (a), 1. dzien zycia (PND) (b), 7. dzien zycia (PND) (c), 15. dzien zycia
(PND) (d), 21. dzien zycia (PND) (e), 35. dzien zycia (PND) (f), 2 miesigce zycia (g). (skala 20 pm)
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Rycina 22. Immunohistochemiczna lokalizacja CYP19A1 w ontogenezie jadra u myszy (n=6): 18.
dzien zycia ptodowego (ED) (a), 1. dzien zycia (PND) (b), 7. dzien zycia (PND) (c), 15. dzien zycia
(PND) (d), 21. dzien zycia (PND) (e), 35. dzien zycia (PND) (f), 2 miesigce zycia (g). (skala 20 pm)
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4.6. Wplyw hormonoéw na ekspresje ZP3 w linii komoérkowej GC-2spd(ts)

Sprawdzitam ekspresje ZP3 w linii komorkowej spermatocytow mysich, ktore byty poddane
stymulacji progesteronem (o st¢zeniu 0,01; 0,1; 1; 10 uM), estradiolem (o stezeniu 3; 30;
100; 300 nM), testosteronem (o stezeniu 0,001; 0,01; 0,1; 1 uM), hCG (o stezeniu 0,1; 1; 10
ng/ml), LH (o st¢zeniu 0,1; 1; 10; 100 mIU), i FSH (o stezeniu 10 IU). Kolumny reprezentuja
stosunek ekspresji Zp3 i Ppia = SEM. Progesteron, estradiol, testosteron, hCG, LH i FSH nie
wplywa na ekspresje ZP3 w komodrkach GC-2spd(ts) (Ryc. 23-24).
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MRNA ZP3/PPIA

Rycina 23. Profil ekspresji Zp3 w linii komorkowej GC-2spd(ts) po 24h stymulacji progesteronem
(o stezeniu 0,01; 0,1; 1; 10 uM), estradiolem (o stezeniu 3; 30; 100; 300 nM), testosteronem (o
stezeniu 0,001; 0,01; 0,1; 1 uM). Kolumny reprezentujg stosunek ekspresji Zp3 i Ppia = SEM. P4 —
progesteron, E2 —estradiol, T- testosteron.
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Rycina 24. Profil ekspresji Zp3 w linii komérkowej GC-2spd(ts) po 24h stymulacji hCG (o stezeniu
0,1; 1; 10, 100 ng/ml), LH (o stezeniu 0,1; 1; 10; 100 mlIU), i FSH (o stezeniu 10 IU). Kolumny
reprezentujg stosunek ekspresji Zp3 i Ppia = SEM.
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5. DYSKUSJA

Glikoproteina ZP3 jest jednym z elementow ostonki przejrzystej komorki jajowej i
do niedawna uwazano, ze wystepuje wylacznie w jajniku. Dane udostgpnione za
posrednictwem Human Protein Atlas na stronie Internetowej
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000188372-ZP3/tissue) wykazaty ekspresjc RNA
ZP3 w niektorych zdrowych tkankach ludzkich (jajniki, piersi, jajowody, najadrza, prostata,
przewod pokarmowy, migsnie szkieletowe, modzg, nadnercza, przysadka, tkanka kostna i
limfatyczna) oraz ekspresj¢ biatka ZP3 w dwunastnicy, jelicie cienkim i jajniku. Jednak
zadne z tych badan nie wykazalo ekspresji ZP3 w jadrze. Wykazano, ze poza jajnikiem
glikoproteina ZP3 moze wystgpowac takze w ludzkim raku jajnika, raku jajnika
pochodzacego z komorek ziarnistych (GCT) u transgenicznych myszy Inha/Tag, ludzkim
GCT (Rahman, Bennink i in. 2012), ludzkim raku prostaty, raku jelita grubego oraz raku ptuc
(Buschmann, Fotiadis i in. 2004, Bennink 2016, Costa, Pereira i in. 2018, Coelingh Bennink,
Rahman i in. 2019). Analiza ekspresji ZP3 wsrod genoéw sekretomu réznych rodzajow
nowotworow wykazata jego mozliwy potencjat diagnostyczny (Robinson, Feizi i in. 2019).
Udowodniono, ze wykorzystanie immunizacji ZP3 mogloby postuzy¢ do opracowania
nowej, skutecznej immunoterapii w leczeniu guza jajnika pochodzacego z komorek
ziarnistych (GCT). Na modelu in vivo z wykorzystaniem myszy transgenicznych wykazano,
ze wczesna immunoterapia przeciwko ZP3 zapobiega rozwojowi guza jajnika, z kolei
wykonana p6zniej moze zredukowac¢ mase guza nawet o 75% (Rahman, Bennink i in. 2012,
Chrusciel, Doroszko i in. 2014). Powodzenie immunoterapii jest uzaleznione od wybrania
takiego antygenu, ktéry posiada okreslone cechy, sg to m. in. swoisto$¢ antygenu,
nieindukowanie reakcji krzyzowych, a przede wszystkim brak niepozadanych efektow
podczas stosowania.

W badaniach wtasnych z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych przeciwko-
ZP3 w barwieniu immunohistochemicznym zadna z badanych zdrowych tkanek ludzkich
(jelito cienkie, jelito grube, watroba, trzustka, zotadek, wezet chtonny, mozg, phuca, najadrza,
prostata, nerka, pier§, myometrium, mig¢énie szkieletowe) nie wykazata ekspresji ZP3. Brak
ekspresji ZP3 w tych tkankach wyklucza potencjalne efekty uboczne off-target w

immunoterapii z udziatem ZP3.
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Nasz zespot badawczy niespodziewanie wykazat ekspresje ZP3 w zdrowym ludzkim
1 mysim jadrze na poziomie MRNA jak i biatkowym (Pulawska i in. 2022). ZP3 okazato si¢
by¢ obecne w komorkach rozrodczych spermatogenezy: spermatogoniach, spermatocytach i
spermatydach (okragtych oraz wydtuzonych) oraz w linii komoérkowej spermatocytow
mysich GC-2spd(ts). Komorki somatyczne jadra, takie jak komoérki Sertolego i Leydiga nie
miaty ekspresji ZP3. Wykonatam barwienie catego kanalika nasiennego mysich jader z
wykorzystaniem immunofluorescencji w celu sprawdzenia ekspresji ZP3 w komorkach
macierzystych i progenitorowych (SSPCs). Wykorzystane zostaly markery GFRI1 oraz
SALL-4 oraz przeciwciala monoklonalne przeciwko-ZP3. Obrazowanie za pomoca
mikroskopii konfokalnej nie wykazato ekspresji biatka ZP3 w komorkach macierzystych i
progenitorowych. W literaturze niewiele jest danych na temat badan potwierdzajacych
skuteczno$§¢ immunizacji jadra z wykorzystaniem markeru przeciwko komorkom
rozrodczym. Przeprowadzono badania na modelach zwierzecych wykorzystujac rozne
markery biatkowe (Zhu i Naz 1997, Naz i Zhu 1998, Hardy i Mobbs 1999, O'rand, Widgren
i in. 2004, Fayemi, Joo i in. 2006, O’rand, Widgren i in. 2006), jednak wcigz brak jest badan
z udziatem u ludzi, a badania na zwierzetach nie sg wystarczajaco skuteczne. Wyniki
niniejszych badan ekspresji ZP3 w jadrze zwickszaja potencjal ZP3 jako docelowego
antygenu w odwracalnej meskiej antykoncepcji. Brak ekspresji ZP3 w komorkach
macierzystych jader sugeruje, ze immunizacja ZP3 w jadrze mogtaby mie¢ odwracalny efekt.
Wiyniki te zwigkszaja szanse na powodzenie wykorzystania immunizacji ZP3 w terapii, nie
powodujac uszkodzenia komorek somatycznych jadra, co jest istotne np. w przypadku
immunoterapii nowotworow ZP3 u m¢zczyzn.

Wykazano, ze ostonka przejrzysta jest strukturg silnie immunogenna i poszczeg6lne
jej komponenty byly wykorzystywane w badaniach nad immunoantykoncepcja u samic
ssakow (Shabanowitz 1990). W latach 70. XX wieku po raz pierwszy wykazano, ze
przeciwciata skierowane przeciwko zona pellucida hamujg zaptodnienie (Shivers,
Dudkiewicz i in. 1972). W latach pozniejszych szczepienia te byly z powodzeniem
wykorzystywane do sterylizacji populacji dzikich zwierzat (Brown, Bowen i in. 1997,
Kirkpatrick, Jr i in. 1997, McShea 1997, Fayrer-Hosken, Bertschinger i in. 1999).
Uszkodzenie oocytow, wywotujac autoimmunologiczne zapalenie jajnikow IAO za

posrednictwem przeciwcial ZP3-specyficznych 1 autoreaktywnych limfocytow-T,
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prowadzito do nieodwracalnego zaburzenia funkcji jajnikow i bezptodnosci (Mahi-Brown,
Yanagimachi i in. 1988, Paterson, Koothan i in. 1992, Paterson, Wilson i in. 1998). W
ostatnich latach pojawilo si¢ zainteresowanie alternatywnymi metodami antykoncepcji m. in.
immunologicznymi. W badaniach in vivo u samic myszy transgenicznych z ludzkim ZP3
wykazano, ze przeciwciata anty-huZP3 indukowaly antykoncepcj¢ z mozliwym
odwracalnym efektem (Greenhouse, Castle i in. 1999).

Badania nad ekspresjag ZP3 w ontogenezie i potencjalny zwigzek ze spermatogeneza
zwigksza szanse wykorzystania anty-ZP3 w antykoncepcji dla me¢zczyzn, ktoéra
prawdopodobnie hamowataby spermatogenezg. W celu sprawdzenia ekspresji ZP3 podczas
ontogenezy jadra u myszy, wykorzystatam metody immunohistochemiczne oraz RNAscope
in situ na tkankach mysich w poszczegolnych grupach badanych: ED18 — 18. dzien zycia
ptodowego, PND1 — 1. dzien zycia, PND7 — 7. dzien zycia, PND15 — 15. dzien zycia, PND21
— 21. dzien zycia, PND35 — 35. dzien zycia, 2-mo0. — 2 miesigce zycia, 6-m0. — 6 miesiecy.
Wiek myszy wybratam na podstawie analizy zmian w stgzeniach hormonow w czasie
ontogenezy (Gondos 1980, Tapanainen, Kellokumpu-Lehtinen i in. 1981, Motelica-Heino,
Castanier i in. 1988, Pereda, Zorn i in. 2006, O’shaughnessy, Baker i in. 2007). W badaniach
wilasnych wykazatam, ze ekspresja glikoproteiny ZP3 w jadrach u myszy pojawia si¢ w 21.
dniu zycia, co koreluje z rozpoczynajgca si¢ spermatogeneza w OKresie dojrzewania.
Ekspresj¢ ZP3 miaty rowniez myszy w 35. dniu zycia a takze 2- i 6-miesieczne. W grupach
na wczesniejszym etapie zycia (PND1, PND7, PND15), jak i 18. dnia zycia ptodowego, nie
zaobserwowatam ekspresji ZP3 w jadrach u myszy.

Glikoproteina ZP3 spelnia kilka funkcji rozrodczych w uktadzie zenskim, jednak
niewiele jest danych na temat jej roli w innych procesach. Wykazano, ze ZP3 moze brac¢
udziat w procesie zaniku GVBD podczas mejozy w oocytach (Gao, Zhou i in. 2017, Jin,
Yang i in. 2022). Regulacja ekspresji poszczegdlnych glikoprotein budujacych ostonke
przejrzysta jest wcigz stabo zbadana. Wykazano, ze czynnik transkrypcyjny FIGa (ang.
Factor In the Germline alpha) moze koordynowac ekspresj¢ genow ZP1, ZP2 1 ZP3 podczas
oogenezy (Liang, Soyal i in. 1997), a jego brak powoduje dysfunkcje podczas tworzenia
pecherzykow pierwotnych, skutkujace bezptodnoscia u samic myszy (Soyal, Amleh i in.

2000). W badaniach u psow wykazano, ze stymulacja hormonalna in vitro progesteronem i

59



estradiolem miata wptyw na poziom ekspresji glikoprotein ZP2, ZP3 i ZP4 (Kempisty,
Wozna i in. 2012, Kempisty, Piotrowska i in. 2015).

W badaniach dokonatam analizy profilu ekspresji enzyméw, zaangazowanych w
steroidogeneze (StAR, CYP11Al, CYP17A1, 3B-HSD, 17b-HSD, CYP19A1l) wraz z
rozwojem jadra myszy w poszczegolnych grupach: EDI18 — 18. dzien zycia ptodowego,
PND1 — 1. dzien zycia, PND7 — 7. dzief zycia, PND15 — 15. dzien zycia, PND21 —21. dzien
zycia, PND35 — 35. dzien zycia, 2-mo0. — 2 miesigce zycia. Wykazatam, ze ekspresja genow
steroidogenezy, nie ulega znacznym zmianom w ontogenezie jadra. Na podstawie analizy
profilu ekspresji genéw tych enzyméw mozna przypuszczaé, ze ekspresja ZP3 w jadrze
prawdopodobnie nie jest zalezna od steroidogenezy. Jednak sama ekspresja biatka na
poziomie molekularnym nie §wiadczy o jego aktywnosci biologicznej, nalezatoby sprawdzié¢
aktywno$¢ enzymow w badaniach, a dodatkowo takze zbadac¢ ekspresj¢ ZP3 po wykonaniu
nokautu poszczeg6lnych genéw zardwno w badaniach in vitro jak i in vivo.

Po wykazaniu ekspresji ZP3 w linii komodrkowej spermatocytow mysich GC-
2spd(ts), wykonatam badania nad mechanizmem dziatania ZP3 w jadrze i jego potencjalnych
czynnikoéw regulacyjnych. Przeprowadzitam stymulacj¢ hormonalng in vitro w komorkach
GC-2spd(ts). Hodowane komoérki GC-2 poddane dziataniu estradiolu, testosteronu,
progesteronu, FSH, LH i hCG, nie wykazaly zadnych istotnych statystycznie réznic w
ekspresji ZP3. Dane te pokazujg, ze zmiany hormonalne nie powinny wptywaé na poziom
ekspresji ZP3, co jest korzystne w perspektywie wykorzystania ZP3 zarowno w celach
terapeutycznych jak i w antykoncepcji. Jednak potrzebne sg doktadne badania in vivo na
modelu mysim, potwierdzajgce brak wptywu hormonéw na poziomie organizmu.

Homozygotyczne samce myszy ze znokautowanym receptorem hormonu
luteinizujgcego (LuRKO) oprdcz zaburzenia rozwoju narzadow ptciowych i zmniejszonej
produkcji hormondéw ptciowych, miaty zatrzymang spermatogeneze (Zhang, Poutanen i in.
2001). Model ten postuzyt do badan nad rolg gonadotropin w procesach reprodukcyjnych. W
badaniach wiasnych sprawdzitam ekspresje ZP3 u myszy LuRKO -/- oraz LURKO +/-.
Pozytywna ekspresje miaty myszy heterozygotyczne, z kolei homozygotyczne myszy nie
miaty ekspresji ZP3 w jadrze. Wyniki pozytywnej ekspresji ZP3 w ontogenezie u myszy, u
ktorych rozpoczyna si¢ spermatogeneza (PND21) oraz brak ekspresji ZP3 u myszy LURKO,
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ktore sa pozbawione catkowicie spermatogenezy, dowodzi, ze ekspresja ZP3 ma zwiazek ze
spermatogeneza.

Obecnie dostepne metody antykoncepcji polegaja na hamowaniu owulacji,
przesuwaniu czasu wystgpienia owulacji (terapia hormonalna, wktadki wewnatrzmaciczne)
u kobiet, lub blokowaniu transportu plemnikéw w drogach rodnych (srodki plemnikobojcze,
bariery fizyczne). Wybor metod antykoncepcji jest szeroki, jednak nie zawsze skuteczny lub
mozliwy ze wzgledow zdrowotnych. Popularne jest stosowanie prezerwatywy, jednak nie w
pelni skuteczne. Alternatywa jest wazektomia, jednak jest to rozwigzanie inwazyjne,
wywotujace dyskomfort i niezupelnie odwracalne. Ze wzgledu na potrzebg ulepszonych
metod meskiej antykoncepcji, podjeto wysitki w celu opracowania hormonalnego $rodka
antykoncepcyjnego analogicznego do pigutki estrogenowo-progesteronowej dla kobiet.
Testosteron dziata hamujac wydzielanie LH i FSH z przysadki mozgowej w wyniku
ujemnego sprzezenia zwrotnego. Zmniejsza produkcj¢ plemnikow, ale w duzej grupie
plemniki nadal zachowuja zdolno$ci zaptadniajace. W badaniach nad skuteczno$cia
hormonalnych preparatow (androgenowych lub w polaczeniu z progestagenami) udalo sie
osiggna¢ efekt antykoncepcyjny u niektorych grup mezczyzn, jednak odnotowano skutki
uboczne takie jak: zmiany profilu cholesterolu, zmiany nastroju, zaburzenie libido i przyrost
masy. Podjeto intensywne badania nad niehormonalnymi preparatami antykoncepcyjnymi,
ktére wydaja si¢ obiecujace w badaniach przedklinicznych, ale przed przeprowadzeniem
badan na ludziach konieczne beda szersze badania okreslajace ich skuteczno$é i
bezpieczenstwo. W dalszym ciggu trwajg liczne badania nad opracowaniem idealnej
substancji, skutecznie hamujacej zaptodnienie, a jednoczes$nie bezpiecznej w stosowaniu,
wcigz jednak potrzeba doktadnych badan na szeroka skale z udziatem ludzi.

Niniejsze badania charakteryzuja ekspresje ZP3 w jadrach mysich i ludzkich na
poziomie molekularnym, co zwigksza potencjat ZP3 jako docelowego antygenu w
odwracalnej meskiej antykoncepcji. Nie wiadomo jednak jaki efekt przyniostoby
zastosowanie szczepionki przeciwko-ZP3 — trwaty czy odwracalny. Wyniki barwienia w
kanalikach nasiennych, w ktérych wykazalam brak ekspresji ZP3 w komorkach
macierzystych jader sugeruja, ze immunizacja ZP3 w jadrze mogtaby by¢ odwracalna, pod
warunkiem odnowienia si¢ komorek spermatogenezy wraz z uptywem calego cyklu nablonka

plemnikotworczego, czyli po 74 dniach (Heller i Clermont 1964). Wyniki badan ontogenezy
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I brak ekspresji ZP3 u myszy LURKO, ktére maja zablokowang spermatogenezg, podkresla
funkcjonalne znaczenie glikoproteiny ZP3 podczas spermatogenezy. Brak ekspresji ZP3 w
zdrowych tkankach (poza jajnikiem i jadrem) wyklucza potencjalne efekty uboczne off-
target w immunoterapii nowotworowej z udzialem ZP3, jednak w przypadku nowotworow u
mezezyzn nalezy uwzgledni¢ obecno$¢ ZP3 w jadrze. Istnieje wiele obszarow, ktore
wymagaja dodatkowych badan, bez ktorych trudno jest opracowaé¢ nowe $rodki
antykoncepcyjne i/lub leki terapeutyczne, ktore mogg by¢ ukierunkowane na nabltonek
kanalikow nasiennych, w celu wywierania wplywu na rozwijajace si¢ komorki rozrodcze
i/lub nowotwory. Podejscie do badan wymaga szerszego spojrzenia na procesy
spermatogenezy jak i steroidogenezy, a takze zmian zachodzacych na réznych etapach

ontogenezy jadra.
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6. WNIOSKI:

1.

Ekspresja na poziomie biatkowym ZP3 w jadrach u myszy i ludzi, jest obecna w
spermatogoniach, sparmatocytach i spermatydach, a takze w liniii komorkowej
spermatocytow mysich GC-2spd(ts).

W jajniku ekspresja ZP3 w jajniku wystepuje w pecherzyku pierwotnym, wtornym i
antralnym.

Komorki somatyczne zdrowych jader (Leydiga i Sertolego, oraz macierzyste i
progenitorowe spermatogonia) nie maja ekspresji ZP3 na poziomie biatkowym.

W ontogenezie jader myszy ZP3 pojawia si¢ w 21. dniu wraz z zainicjowaniem
spermatogenezy.

U myszy LURKO -/-, pozbawionych spermatogenezy nie dochodzi do ekspresji ZP3
w jadrach.

Hormony: estradiol, testosteron, progesteronem, FSH, LH i hCG, nie majg wplywu
na poziom ekspresji ZP3 w komorkach spermatocytow mysich GC-2spd(ts).

Ekspresja ZP3 pojawia si¢ wraz z uruchomieniem spermatogenezy.
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7. SPISRYCIN

Rycina 1. Schemat regulacji rozwoju pici meskiej. SRY — ang. sex-determining region Y; SC -
komérki Sertolego; DHH — czynnik ,,desert hedgehog”; PDGFA — ptytkowy czynnik wzrostu; LC-
komorki Leydiga; SOX9 — czynnik transkrypcyjny SRY-Box9; AMH — hormon anty-Miillerowski;
DAX1 FOXL2 WNT4 T STAR — biatko szybkiej regulacji steroidogenezy HSD3B2 CYP11Al
CYP17A1

Rycina 2. Schemat etapéw spermatogenezy. Ad - spermatogonia ciemne, Ap - spermatogonia jasne,
B- spermatogonia typu B, PL - spermatogonia preleptotenowe, L — spermatogonia leptotenowe, Z -
spermatogonia zygotenowe, P - spermatogonia pachytenowe, Sa, Sbl, Sb2, Sc, Sdl1, Sd2 -
spermatydy

Rycina 3. Profil ekspresji ZP3 w zdrowych tkankach myszy typu dzikiego (WT) jadra, jajnika,
sledziony, migénia szkieletowego. Kolumny reprezentujg stosunek ekspresji genu ZP3 i Ppia £ SEM.
Poziom istotnosci statystycznej: *p < 0,05; (A).

Rycina 4. Analiza ekspresji metoda RT-PCR zobrazowana elektroforeza w zelu agarozowym dla ZP3
oraz genu metabolizmu podstawowego Ppia w zdrowych tkankach jadra, jajnika, Sledziony, mig¢$nia
szkieletowego (B). M — marker wielkosci, T, TE — jadro, OV — jajnik, SP — $ledziona, MU- migsien,
H20 — woda wolna od nukleaz.

Rycina 5. Lokalizacja ZP3 metodg RNascope in situ hybridization w oocytach w poszczegolnych
etapach dojrzewania: (A) pierwotny (B) pierwszorzedowy (C) drugorzedowy, (D) antralny.

Rycina 6. Lokalizacja ZP3 metodami IHC oraz RNascope in situ hybridization w jajniku (A) i jadrze
(B) oraz transkryptéw mRNA ZP3 w jajniku (C) i jadrze (D). Czarne strzatki wskazuja pozytywne
barwienie glikoproteiny/transkryptéw ZP3, biate strzalki wskazuja negatywne dla ZP3 komorki
Sertolego, niebieskie strzatki wskazuja negatywne dla ZP3 komorki Leydiga.

Rycina 7. Lokalizacja ZP3 metodami IHC oraz RNascope in situ hybridization w ludzkim jajniku (A)
i jadrze (B) oraz transkryptéw mRNA ZP3 w jajniku (C) i jadrze (D). Czarne strzatki wskazuja
pozytywne barwienie glikoproteiny/transkryptow ZP3, biate strzatki wskazuja negatywne dla ZP3
komorki Sertolego, niebieskie strzatki wskazuja negatywne dla ZP3 komorki Leydiga.

Rycina 8. Immunofluorescencyjna lokalizacja vimentyny oraz ZP3 w jadrze ludzkim. Obraz
wykonany za pomoca mikroskopii konfokalnej. Biate strzatki wskazuja negatywne dla ZP3 komorki
Sertolego.

Rycina 9. Analiza ekspresji ZP3 metoda RT-PCR zobrazowana elektroforeza w zelu agarozowym dla
ZP3 oraz genu metabolizmu podstawowego Ppia w komorkach GC-2spd(ts), BLTK-1, MSC-1,
jajniku i mig$niu szkieletowym (A).

Rycina 10. Immunocytochemiczna lokalizacja glikoproteiny ZP3 w komorkach spermatocytow
mysich GC-2spd(ts). Rycina powyzej wskazuje pozytywne barwienie z przeciwciatami
pierwszorzedowymi anty-ZP3, natomiast rycina ponizej stanowi kontrole negatywna bez
przeciwciata pierwszorzegdowego (B). BLTK-1 — linia komorkowa nowotworu komorek Leydiga,
GC-2spd(ts) — linia komorkowa spermatocytow mysich; M — marker wielkosci, MSC-1 — linia
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komorkowa komoérek Sertolego myszy, MU — migsien szkieletowy, OV- jajnik, H,O — woda wolna
od nukleaz.

Rycina 11. Profil ekspresji ZP3, FSHR oraz LHR w ludzkich komorkach Sertolego (HSerc) i
komorkach Leydiga (HLC) oraz zdrowym ludzkim jajnikach i migs$niach szkieletowych metoda
gPCR w odniesieniu do genu referencyjnego PPIA.

Rycina 12. Profil ekspresji ZP3, FSHR oraz LHR w ludzkich komodrkach Sertolego (HSerc) i
komorkach Leydiga (HLC) zobrazowana elektroforeza w 2% zelu agarozowym.

Rycina 13. Immunofluorescencyjna lokalizacja ZP3 w mysich w komoérkach macierzystych i
progenitorowych (SSPCs) wykonana technika barwienia catego kanalika nasiennego (whole-mount
seminiferous tubule staining) i zobrazowana za pomoca mikroskopii konfokalnej. Barwienie
wykonano z uzyciem przeciwciat przeciwko SSPCs — GFRal (czerwone) anty-ZP3 (zielone) oraz
SALL4 (niebieskie). Biate strzatki wskazuja pozytywne barwienie niezréznicowanych spermatogonii
As dla GFRal/SALLA4 a jednoczes$nie na negatywne barwienie dla ZP3.

Rycina 14. Immunohistochemiczna lokalizacja Zp3 w zdrowych ludzkich tkankach: jelito cienkie (a),
jelito grube (b), watroba (c), $ledziona (d), zotadek (e), wezet chlonny (f), moézg (g), ptuco (h),
najadrza (i), prostata (j), nerka (k), pier$ (1), miometrium (m), migsien szkieletowy (n).

Rycina 15. Lokalizacja transkryptow mRNA Zp3 w ontogenezie jadra u myszy (n=6): a — 18. dzien
zycia ptodowego (ED), b — 1. dzien zycia (PND), c — 7. dzien zycia (PND), d — 15. dzien zycia (PND),
e — 21. dzien zycia (PND), f — 35. dzien zycia (PND), g — 2 miesigce zycia. (skala 50 pm)

Rycina 16. Immunohistochemiczna lokalizacja biatka Zp3 w ontogenezie jadra u myszy (n=6): a —
18. dzien zycia ptodowego (ED), b — 1. dzien zycia (PND), ¢ — 7. dzien zycia (PND), d — 15. dzien
zycia (PND), e — 21. dzien zycia (PND), f — 35. dzien zycia (PND), g — 2 miesiace zycia. (skala 50
pm)

Rycina 17. Immunohistochemiczna lokalizacja biatka Zp3 u myszy LURKO -/- (a-b), LURKO +/- (¢)
i hCG (d). (skala 20 pm).

Rycina 18. Immunohistochemiczna lokalizacja STAR w ontogenezie jadra u myszy (n=6): a — 18.
dzien zycia ptodowego (ED), b — 1. dzien zycia (PND), c — 7. dzien zycia (PND), d — 15. dzien zycia
(PND), e —21. dzien zycia (PND), f — 35. dzien zycia (PND), g — 2 miesigce zycia. (skala 20 um)

Rycina 19. Immunohistochemiczna lokalizacja CYP11A1 w ontogenezie jadra u myszy (n=6): a —
18. dzien zycia ptodowego (ED), b — 1. dzien zycia (PND), ¢ — 7. dzien zycia (PND), d — 15. dzien
zycia (PND), e — 21. dzien zycia (PND), f — 35. dzien zycia (PND), g — 2 miesigce zycia. (skala 20
pm)

Rycina 20. Immunohistochemiczna lokalizacja HSD17B3 w ontogenezie jadra u myszy (n=6): a —
18. dzien zycia plodowego (ED), b — 1. dzien zycia (PND), ¢ — 7. dzien zycia (PND), d — 15. dzien
zycia (PND), e — 21. dzien zycia (PND), f — 35. dzien zycia (PND), g — 2 miesigce zycia. (skala 20
pm)

Rycina 21. Immunohistochemiczna lokalizacja HSD3B2 w ontogenezie jagdra u myszy (n=6): a — 18.
dzien zycia ptodowego (ED), b — 1. dzien zycia (PND), ¢ — 7. dzien zycia (PND), d — 15. dzien zycia
(PND), e —21. dzien zycia (PND), f — 35. dzien zycia (PND), g — 2 miesigce zycia. (skala 20 pm)
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Rycina 22. Immunohistochemiczna lokalizacja CYP19A1 w ontogenezie jadra u myszy (n=6): a —
18. dzien zycia ptodowego (ED), b — 1. dzien zycia (PND), ¢ — 7. dzien zycia (PND), d — 15. dzien
zycia (PND), e — 21. dzien zycia (PND), f — 35. dzien zycia (PND), g — 2 miesiace zycia. (skala 20
pm)

Rycina 23. Profil ekspresji Zp3 w linii komorkowej GC-2spd(ts) po 24h stymulacji progesteronem
(o stezeniu 0,01; 0,1; 1; 10 uM), estradiolem (o stezeniu 3; 30; 100; 300 nM), testosteronem (0
stezeniu 0,001; 0,01; 0,1; 1 uM). Kolumny reprezentujg stosunek ekspresji Zp3 i Ppia + SEM. P4 —
progesteron, E2 —estradiol, T- testosteron.

Rycina 24. Profil ekspresji Zp3 w linii komérkowej GC-2spd(ts) po 24h stymulacji hCG (o stezeniu
0,1; 1; 10, 100 ng/ml), LH (o stgzeniu 0,1; 1; 10; 100 mlIU), i FSH (o stezeniu 10 IU). Kolumny
reprezentujg stosunek ekspresji Zp3 i Ppia = SEM.
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8. SPIS TABEL
Tabela 1. Grupy eksperymentalne myszy do badania nad ontogeneza jadra.

Tabela 2. Sekwencje starterow uzytych w reakcji q-RT-PCR.
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