®
INSTYTUT
GENETYKI CZLOWIEKA

POLSKIEJ AKADEMII NAUK

Damian Janecki

Potranskrypcyjna regulacja
SPINDLIN,

potencjalnych modulatorow
cyklu komorkowego i apoptozy,
w modelu nasieniaka cztowieka

Poznan, 2018



Copyright © Damian Janecki
Copyright © Instytut Genetyki Cztowieka PAN
Poznan 2018

Recenzenci naukowi - Prof. dr hab. Jadwiga Jaruzelska
dr Barbara Ginter-Matuszewska
Projekt oktadki - Mirka Korbariska

Zdjecia i ilustracje pochodzg ze zbioréw autora

978-83-950393-2-4

Wydawca

Instytut Genetyki Cztowieka PAN
ul. Strzeszynska 32, 60-479 Poznan
Www.igcz.poznan.pl



2.1.
2.2.
2.3.
24.
2.5.

2.6.
2.6.1.
2.6.2.

2.6.3.
2.7.

2.8.

2.9.
2.10.
2.11.

4.1.
4.2.
4.3.
4.4.
4.5.

SPIS TRESCI

WYKAZ SKROTOW ......cooooomiiiiimiiiiiieeiseeissseie s esssss s 7
STRESZCZENIE .......c.ooiiiiiiiiiteeee ettt sttt ettt st st e b eaees 9
WSTERP .ottt sttt ettt et sa ettt e ebe et et e saeebeeaees 11
Biatka PUM naleza do rodziny biatek PUF .........ccccccoeiiiiiiiiiiiiiceecee e 11
Podstawy mechanizmu dziatania biatek PUF ............ccccoooiiiiiiieee e 11
Struktura klasycznej domeny PUF biatek PUM .........ccccooiiiiiiiiiececeeeeee e 12
Bialka PUM CZIOWICKA .....couiiiiiiiiiii e 13

0] 101 0] (<] ] PSP SRR 16
Potranskrypcyjna regulacja ekspresji genéw przez biatka Pum i Nanos...........cccceeee... 17
Rola W regulacji POPLOZY ....cveeeerieiieeiieiieeie ettt ettt ettt et sae e e saaeenseeeee 17
Rola w regulacji proliferacji i utrzymania niezré6znicowanego stanu linii komorek

EAMELOZENICZNYCH ..ottt ettt et 18
Rola w regulacji cyklu komOrkOWego ........c.coouiiiiiiiiiiii e 20

Kompleks PUM2-NANOSI funkcjonuje rowniez w meskich komoérkach
gametogeniCZNyYCh CZEOWIEKA ........eveiiiiiiiieciie e e 24

Globalna identyfikacja mRNA regulowanych potranskrypcyjnie przez

biatka PUM CZIOWIEKA.......coouiiiiiiiiiii e 25
Biatko SPIN1 1 jego rola w apoptozie, proliferacji 1 cyklu komorkowym ..................... 28
Nowotwory jadra typu ZarodKOWEZO.........eevueiriiiiieiiieiie et 31

Komorki TCam-2 — unikatowy model badan ludzkich komorek gametogenicznych w

hodowli wyprowadzonych z nasieniaka ..............cceevieeiienieniiieniieicee e 33
CEL PRAGQCY ...ttt ettt ettt et e s st e st eneeeneesneenseeneens 35
MATERIALY ...ttt ettt sttt et sa et e e e e saeeneas 36
ADATALUTA ...t eiie ettt et e ettt e et e et e e et e e staeeessaaeensaeeassaeesssaeessseeeanseeesnseeensseeennses 36
OPTOZIAMOWAIIL ....eeevveererieeeiiieerteeeateeesteeessseeessseeassseeassseesssseessssessssseesssssesssseesseessssees 36
(0416747 11111« E USRS SUUPRRRPSPRPO 37
PrZeCiWeiata ....c..ooiiiiiiiiie e 39
STRINA ettt ettt b ettt et e a e et sb e e bt et e bt b et nbeen 39



4.6, Plazmidy .....oooeiiieiie e e e e et e e et e e e ba e e enreeenaaee s 40

4.7, GenomOWE DINA .. ..ot e st e et e e e et e e e e nareeeeenaaaeean 42

5. METODY ..ottt ettt sttt sttt et st e bt et et be e 43
5.1. Warunki hodowli komorek TCam-2.........cc.ccocueriiriiriinieniinienieeieeeseee e 43
5.2. Transfekcja komOrek TCam-2 .........cccceeriiriieiiiiiiiieiieeieerte ettt neeeees 43

5.3.  Pomiary intensywnosci proliferacji komorek TCam-2 przy nadekspresji biatek SPIN, PUM

TINANOS ettt ettt s e st e et e e st et e entesseesse e b e eneenseeseentenneeseeneas 45
5.4. Wykrywanie i ocena polilosciowa biatek metoda Western blot (immunoblotowania)..45
5.5. Badanie poziomu apoptozy komodrek TCam-2 z nadekspresja biatek SPIN, PUM, NANOS

lub z wyciszang ekspresja ZENOW SPIN ........cccveccuieiieiiieeeiieeieecieeeteeieeeee e seveesaesaseens 46
5.6. Izolacja RNA, odwrotna transkrypcja i reakcja PCR w czasie

TZECZYWISTYITL .vvvieiteeiieeiteetteeteestteeeteesteeesseesseesasaeseeasseessesaseessseasseessessseensseanseenssennses 47
5.7. Analiza cyklu komérkowego z nadekspresja biatek SPIN, PUM, NANOS

lub z wyciszang ekspresja SENOW SPIN .......ccccooiiiiiiiiiieiiieeee ettt 49
5.8.  Analiza morfologii jader komorek TCam-2 z nadekspresja biatek SPIN ...................... 50

5.9. Immunoprecypitacja RNA w komorkach TCam-2 z zastosowaniem przeciwciat anty-

PUMI 1 anty-PUMZ ..ottt 50

5.10. Przygotowanie plazmidow reporterowych: amplifikacja i klonowanie ......................... 51
ST, Testy TUCYIEIAZOWE ....eeeeieiieeiieeeiee ettt ettt e e e e et e e sbeeesnbeeesnseeenes 55
5.12. Mutageneza ukierunkowana motywow A 1 B w 3’UTR SPIN3 ........coovvvvevcveeeiieeeiiens 56
5.13. Amplifikacja matryc do transkrypeji im VItro .........ccceeeeeeeeeiieeiiieeieeeieeee e 57
5.14. Transkrypcja in vitro fragmentu 3°’UTR SPIN3 typu dzikiego i zmutowany................. 58
5.15. Ekspresja fuzyjnego biatka w bakteriach 1 izolacja domeny PUF ...........c...coceviriinne 59
5.16. Test 1etardacjl ZEIOWE] ....cc.eevueriiriiiiieieeieeteet ettt sttt 61
ST A TS 1) 10115 | USSP 61
6. WYINIKI ...ttt ettt ettt e sttt eene e bt e nbeentesseenseeneeeneenee 63
6.1. SPIN4 zwalnia, podczas gdy SPIN1 przyspiesza proliferacj¢ komorek ........................ 63
6.2. SPINI obniza, podczas gdy SPIN3 i SPIN4 wzmagaja apoptoze komorek................... 65
6.3. SPINI i SPIN3 przyspieszaja cykl KOMOTKOWY ........ccccuieriiiiiiiiniieiieniecieee e 69
6.4. Nadekspresja SPIN1, SPIN3 i SPIN4 nie wplywa na morfologi¢ komorek .................. 75



6.5. Profil nadekspres;ji biatlek SPIN1, SPIN3 1 SPIN4 jest r6zny w komorkach nowotworowych
W POTrOWNANIU Z NIENOWOLWOTOWYITI ...vieeueiieeiieeaiieeetreestreesseeesseeessseeesseeesssesesssesensnes 76

6.6. W regionie 3’UTR mRNA wszystkich trzech SPIN znajduja si¢ potencjalne miejsca

wiazania (PBE) domeny PUF bialek PUM..........cccccoiiiiiiiiiiiiieceeeeee e 77
6.7. mRNA SPINI i SPIN3 koimmunoprecypituja z biatkami PUM1 i PUM2 .................... 79
6.8. PUMI i PUM2 powoduja silng represj¢ mRNA SPINI, SPIN3 1 SPIN4........................ 81

6.9. Woyciszenie endogennej ekspresji gendw PUM powoduje efekt niezgodny
z oczekiwaniem, tzn. niewielka represje lucyferazowych reporteréw kodujacych regiony
BPUTR SPIN .ottt et s et e e st e nseenseeseenseenseenaenseensenneens 82
6.10. Domena PUF biatek PUM1 i PUM2 oddziatuje specyficznie z fragmentem 3’UTR mRNA
SPIN3 zawierajacym motywy podobne do PBE...........c.ccccoviiiiiiiiiiiiieece e, 85
6.11. Obecnos¢ wybranych motywow w regionie 3’UTR jest istotna dla represji mRNA SPIN3

Przez biatka PUM ......coooiiiiiiiiiciieceeteee ettt ettt eba e eennee e 88
6.12. Gen PUM?2 jest pod represja biatka PUMI ..ot 89
6.13. Biatka PUMI1 i PUM2 oddziatuja z mRNA PUMI 1 PUM?2 ............ccccoocerveinvesiancnnnne. 89
6.14. PUMI powoduje zwolnienie proliferacji.........ccceevervieniiniiriiiniininicneecnieseeieeeceenne 90
6.15. PUMI w odroznieniu od PUM2 znaczaco wzmaga apoptoZe€........cceerverveerueeeveenueennnens 92
6.16. PUMI 1 PUM2 powoduja nieznaczne zwolnienie cyklu komorkowego ............ccceee.eee. 94

6.17. Bialka NANOSI, NANOS2 i NANOS3 reguluja ekspresje SPIN

w odmienny sposob, w zaleznos$ci 0d paraloga .........ccceeeeevveeeiiieniieeniieeeee e 96
6.18. Bialka NANOS2 i NANOS3 powoduja zwolnienie proliferacji, m.in.

poprzez represj€ MRINA SPINT ......coooiiiiieieee ettt 98
6.19. Biatko NANOSI dziala anty-apoptotycznie, m.in. poprzez represjg

MRNA SPIN3 1SPINA ..ottt sttt st 99
6.20. Substytucje nukleotydowe w obregbie motywow w 3’UTR SPIN3 powoduja czesciowe

zniesienie represji wywolanej przez biatko NANOST ......ooovieviiiiiiiieee e 101
6.21. Bialko NANOSI razem z domenga PUF2 tworzy potrdjny kompleks

z fragmentem 3’UTR mRNA SPIN3 w tescie retardacji Zelowej ......coecvvevvveeennenne. 102
6.22. Mutacja p.P34T;S78del biatka NANOS1 powoduje zniesienie represji

SPIN3 natomiast wzmacnia 1epresj€ SPINT ........ccoocieiieiiienieeieeeie ettt 103



6.23.

6.24.

6.25.

10.

Mutacja p.P34T;S78del NANOS1 powoduje zwolnienie proliferacji

komorek m.in. przez represj¢ MRNA SPINT .......ccovoeoveeecieeciie et eaee s
Mutacja NANOSI1 p.P34T;S78del dziata pro-apoptotycznie, m.in.

poprzez modulacjg represji MRNA SPIN ......ccccoooiieiieiieeiieeie et eaens
Zmutowane biatko NANOSI1 p.P34T;S78del niweluje efekt zwolnienia

cyklu komorkowego wywolanego przez dzikie biatko NANOSI ......cccovvviiviencnnnene
DYSKUSJTA .ottt ettt et et e et ess e enseeseessaenseenaesneenseas
WINLTOSKI ...ttt ettt et s et e et e st e enseeneesseenseennenneenseas
Manuskrypty przygotowane na podstawie uzyskanych wynikow ........................

LITERATURA ... e



WYKAZ SKROTOW

AEBSF
APS
ATP
AZF

BSA
CBD
CCHC
CCR4
cDNA
CEP3
Ci
CPE

CPEB
cpm
CTP
cycB
Da
dATP
DAZ

DAZL
dCTP
DEPC
dGTP
DMSO
DNA
DTT
dTTP
E2F3
EDTA
ERK2
ESC
fbf
fem-3
fog-2

GSCs
gld-1,3
GTP

hb

hbl
HEK

HelLa

HEPES
hid
HRP
ICM
IgG
IPTG
LB
MAPK
miRNA

fluorek 4—(2—aminoetylo)benzenosulfonylu

nadsiarczan amonu

adenozyno—5’—trifosforan

ang. AZoospermia Factor nazwa regionu, ktoérego delecje powiazane sa z bezptodnoscia
mezezyzn

ang. Bovine Serum Albumin, albumina surowicy cielgce;j

ang. Chitin Binding Domain, domena wigzania z chityna

domena palcow cynkowych wiazacych RNA

ang. C-C Chemokine Receptor type 4, typ 4 receptora chemokiny C-C

ang. complementary DNA, komplementarny DNA

ang. Cdc42 Effector Protein 3

curie, jednostka radioaktywno$ci

ang. CPE — Cytoplasmic Polyadenylation Element, motyw (najczgsciej AAUAAA) w
sekwencji 3’"UTR mRNA odpowiedzialny za cytoplazmatyczna poliadenylacje

ang. CPE Binding protein, biatko wiazace si¢ z motywem CPE

ang. counts per minute, zliczenia na minutg, jednostka pomiaru radioaktywnos$ci

cytydyno—5’—trifosforan

cyklina B

dalton

deoksyadenozyno—5’—trifosforan

ang. Deleted in AZoospermia, gen kodowany w chromosomie Y w regionie AZF,
ktérego delecje powoduja azoospermig (brak plemnikéw w nasieniu)

ang. DAZ like, austosomowy homolog genu DAZ

deoksycytydyno—5’—trifosforan

eter dietylowy kwasu pirowgglowego (dietylopiroweglan)

deoksyguanozyno—5’—trifosforan

dimetylosulfotlenek

kwas deoksyrybonukleinowy

ditiotreitol

deoksytymidyno—5’—trifosforan

ang. E2F transcription factor 3, czynnik transkrypcyjny

kwas etylenodiaminotetraoctowy

ang. Extracellular signal-Regulated Kinase 2, kinaza MAPK1

ang. Embryonic Stem Cell, embrionalna komoérka macierzysta

ang. fem—3 mRNA-binding factor, homolog biatka pumilio u nicienia

ang. sex—determining gene, gen determinacji ptci nicienia

ang. germ-line-specific sex determination gene, regulator promujacy réznicowanie
meskich komorek ptciowych, niezbedny w spermatogenezie nicienia

ang. Germ line Stem Cells, komorki macierzyste linii germinalnej

ang. germ line development protein, biatko petniace rolg w spermatogenezie nicienia

guanozyno—5’—trifosforan

ang. hunchback, morfogen gtowy Muszki owocowej

ang. hunchback like, homolog genu hunchback u nicienia

ang. Human Embryonic Kidney cells 293, linia komorkowa wywodzaca si¢ z komorek

embrionalnej nerki

linia komorkowa wywodzaca si¢ z komorek raka szyjki macicy, nazwa linii pochodzi
od nazwiska pacjentki

N—[2-hydroksyetylo]piperazyno—N’—etanosulfonian)

ang. head involution defective

ang. HorseRadish Peroxidase, peroksydaza chrzanowa

ang. Inner Cell Mass, we¢zet zarodkowy

klasa immunoglobulin wchodzacych w sktad y-globulin (gamma

izopropylo—p—D—1-tiogalaktopiranozyd

ang. Lysogeny Broth, pozywka do mikrobiologicznej hodowli bakterii

ang. Mitogen—Activated Protein Kinase, kinaza biatkowa aktywowana mitogenem

ang. microRNA, mikroRNA

ang. MAPK phosphatase, fosfataza kinaz MAPK

7



MPF
mpk—1
mRNA
NED

NIM

OD
ORF

PAR-CLIP
ImmunoPrecipitation

PBS
PCR
PGCs
polyU
Pop
PTGR
Puf
PUF
puf3p
qPCR
RBD
rcf

RIP—Chip

RLU
RNA
RNazin
RNP
rpm
rRNA
RT
SCID
sdal
SDS
shRNA

siRNA
skl

Taq
TBE
TEMED
TGCT
Tn
tra—2
TRIS
tRNA
UTP
UTP *°P
UTR
xcat—2
Xpum
YST

ang. Maturation-Promoting Factor, czynnik stymulujacy dojrzewanie oocytu

kinaza MAPK nicienia

ang. messenger RNA, matrycowy (informacyjny) RNA

ang. Nanos Effector Domain, domena oddziatywania biatka nanos Muszki owocowej z

podjednostka NOT4

ang. NOTI Interacting Motif, domena oddzialywania biatek Nanos z kompleksem

deadenylujacym CCR4-NOT u myszy

ang. Optical Density, ggsto$¢ optyczna
ang. Open Reading Frame, otwarta ramka odczytu
ang. PhotoActivatable Ribonucleoside-enhanced CrossLinking and

buforowany roztwor soli fizjologicznej

ang. Polimerase Chain Reaction, reakcja tancuchowa polimerazy

ang. Primordial Germ Cells, pierwotna komoérka gametogeniczna

s0l potasowa kwasu poliurydynowego (kwas poliurydynowy)

ang. Poly(A4) ribonuclease, rybonukleaza specyficzna dla ogona poli(A)

ang. Post-Transcriptional Gene Regulation, potranskrypcyjna regulacja ekspresji genow

powtorzenie aminokwasowe w domenie PUF

ang. PUmilio and Fbf RNA-binding domain, domena wiazania z RNA bialek pumilio

jeden z homologdéw biatka pumilio u drozdzy

ang. quantitative PCR, iloS§ciowa PCR

ang. RNA-Binding Domain, domena wigzania RNA

ang. relative centrifugal force, wielokrotnos$¢ ziemskiego przyspieszenia
grawitacyjnego

ang. RNA ImmunoPrecipitation Chip, chip — microarray, mikromacierze na matrycy

RNA, uzyskanego w wyniku immunoprecypitacji

ang. Relative Luciferase Units, stosunek luminescencji dwoch lucyferaz

kwas rybonukleinowy

inhibitor RNaz (rybonukleaz)

ang. RiboNucleoProtein, rybonukleoproteina

ang. revolutions per minute, obroty na minut¢ — jednostka miary czgstotliwosci obrotu
ang. ribosomal RNA, rybosomalny (rybosomowy) RNA

ang. Revers Transcription, odwrotna transkrypcja

ang. Severe Combined ImmunoDeficiency, cigzki ztozony niedobor odpornosci,

ang. severe depolymerization of actin, czynnik depolimeryzujacy aktyne

s61 sodowa siarczanu dodecylu (dodecylosiarczan sodu)

ang. short hairpin RNA or small hairpin RNA, krétki interferujacy RNA o strukturze

typu spinki do wlosow

ang. small interfering RNA, krétki interferujacy RNA

ang. sickle

polimeraza DNA z Thermus aquaticus

bufor zawierajacy: 90 mM TRIS; 90 mM kwas borowy i 2 mM EDTA
N,N,N’,N’—tetrametyloetylenodiamina, katalizator reakcji polimeryzacji
ang. Testis Germ Cell Tumor, nowotwor jadra typu germinalnego

ang. melting temperature, temperatura topnienia

ang. sexual transformer, biatko petniace rolg w oogenezie u nicienia
trihydroksymetyloaminometan

ang. transfer RNA, transportujacy (transferowy) RNA
urydyno—5’—trifosforan

urydyno—5’—trifosforan wyznakowany atomem fosforu **P w pozycji o
ang. UnTranslated Region, region nieulegajacy translacji

homolog biatka nanos zaby

homolog biatka pum zaby

ang. Yolk Sac Tumor, rak pgcherzyka zoitkowego



1. STRESZCZENIE

Biatko SPIN1 oddziatuje z wrzecionem kariokinetycznym w progresji mejozy. Posiada
rowniez funkcje onkogenne w raku jajnika, co potwierdzono w kilku liniach
nowotworowych. W rozprawie analizowano funkcje SPINI, SPIN3 oraz SPIN4
w modelu meskich komorek gametogenicznych, wyprowadzonych 2z nasieniaka
1 zahamowanych na wczesnym etapie rozwoju — TCam-2. Pokazano po raz pierwszy
funkcje nieopisanych dotad paralogow SPIN3 1 SPIN4 oraz odmienne efekty
w porownaniu ze SPIN1. Mianowicie nadekspresja SPIN1 powodowala znaczace
przyspieszenie proliferacji, a nadekspresja SPIN3 i SPIN4 mialy efekt odwrotny. Ponadto
przeciwnie do SPIN1 powodujacej obnizenie apoptozy, SPIN3 i SPIN4 powodowaty jej
wzrost. Wydaje sig, ze SPIN1 ma wilasciwos$ci onkogenne, podczas gdy SPIN3 1 SPIN4
supresorowe w komorkach TCam-2. Jednak zaréwno SPIN1 i SPIN3 powodowaty
przyspieszenie cyklu komdrkowego, natomiast SPIN4 byla pod tym wzgledem neutralna.
Zastosowanie reporteréw lucyferazowych zawierajacych regiony 3’ nieulegajace translacji
(3’UTR) poszczegolnych SPIN pokazato po raz pierwszy ze wszystkie trzy SPIN sa pod
silng represja biatek PUMI 1 PUM2. Analiza potencjalnych regulatorow SPIN oraz
efektorow biatek PUM w kontek$cie potranskrypcyjnej regulacji SPIN moglaby rzucic¢
$wiatto na odmienne role paralogow SPIN w komorkach gametogenicznych oraz
nasieniaka. Z uwagi na kooperacje Pum z biatkiem Nanos
w utrzymaniu (ang. maintenance) komoérek gametogenicznych i ochronie tych komorek
przed apoptoza przez biatko Nanos u Muszki owocowej, badano ludzkie paralogi
NANOSI1, NANOS2 oraz NANOS3, czy wplywaja na potranskrypcyjna regulacje SPIN.
Pokazano, zZe tak jest oraz ze 6w wplyw zalezal od kombinacji NANOS/3’UTR-SPIN.
Co wigcej, NANOS2 i NANOS3 powodowaty zwolnienie proliferacji, podczas gdy biatko
NANOSI nie miato tego efektu. Jednak jedynie biatko NANOS1 miato wplyw anty-
apoptotyczny na komorki TCam-2. Pokazano, ze mutacja NANOSI p.P34T;S78del
wykryta u nieplodnych megzczyzn pozbawionych komorek gametogenicznych
w kanalikach plemnikotworczych, powodowata przelaczenie funkcji biatka NANOSI
z anty-apoptotycznej na pro-apoptotyczna. Odbywato si¢ ono poprzez derepresj¢ mRNA
pro-apoptotycznej SPIN3 a jednocze$nie wzmozenie represji anty-apoptotycznej SPINI.
Tego typu mechanizm moéglby skutkowaé wyczerpaniem komorek gametogenicznych
u megzczyzn posiadajacych mutacje genu NANOSI. Powyzsze badania podkreslaja
funkcjonalna zachowawczo$¢ biatka Nanos od Muszki owocowej do czlowieka, jako

represora mRNA powiazanych z apoptoza w komorkach gametogenicznych.
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SUMMARY

SPIN1 binds meiotic spindle and is necessary for meiotic progression in animal models. It
is also a positive regulator of human ovarian cancer and a few cancer cell lines. Here, we
examined functional significance and expression regulation of SPIN1, SPIN3 and SPIN4 in
a human testis germ cell tumor (seminoma) TCam-2 cell line, representing male germ cells
blocked at early developmental stage. We show, for the first time, that SPIN3 and SPIN4
paralogues, have differential effects, as compared to SPIN1. Namely, while overexpression
of SPIN1 caused a significant increase of proliferation, overexpression of SPIN3 and
SPIN4 elicited its decrease. Also, opposite to SPIN1 decreasing apoptosis, overexpression
of SPIN3 and SPIN4 induced it. Thus, it seems that SPIN1 is oncogenic whereas SPIN3
and SPIN4 are anti-oncogenic in TCam-2 cells. However, both SPIN1 and SPIN3
stimulated the cell cycle, while SPIN4 did not. In addition, using luciferase reporters
carrying SPIN 3’untranslated regions (3’UTR) and measuring endogenous SPIN
expression, we show for the first time that SP/Ns are strongly targeted by PUMI1 and
PUM2 for repression. Addressing other SPIN regulators and PUM effectors may shed light
on differential function of paralogues and mechanism of PUM role in germ cells and
seminoma. Given previously reported cooperation of Pum with Nanos protein, in the
context of germ cell development, as well as reports about the role of Nanos in apoptosis
downregulation in Drosophila germ cells, NANOS1, NANOS2 and NANOS3 human
homologues were studied to test whether they posttranscriptionally regulated SPINs.
Indeed, it was shown here that SPINs are regulated by NANOS paralogues and that the
regulation pattern is particular for each NANOS/3’UTR-SPIN combination. Interestingly,
exclusively NANOSI1 had an anti-apoptotic influence on TCam-2 cells while NANOS2
and NANOS3 were neutral. Moreover, it was found here that NANOSI p.P34TS78del
mutation, previously identified in association with lack of germ cells in testes, caused
NANOSI to functionally switch from being anti-apoptotic towards pro-apoptotic. The
mutated NANOSI triggered this switch by disrupting repression of pro-apoptotic SPIN3
mRNA while enhancing repression of anti-apoptotic SPIN1, leading altogether to
apoptosis increase and proliferation decrease of TCam-2. Such mechanism may underlie
lack of germ cells in patients carrying NANOS1 mutations. This work underscores
conservation of Nanos from flies to humans, as a repressor of apoptosis-related mRNAs in

germ cells.
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2. WSTEP

Apoptoza, proliferacja i cykl komorkowy to procesy, ktore istotnie wptywaja na liczbg
meskich komorek gametogenicznych (ang. germline cells) na réznych etapach rozwoju. Sa
zatem wazne dla przebiegu gametogenezy 1 w rezultacie dla ptodnosci cztowieka.
Jak juz wielokrotnie pokazano, ich zaburzenie moze prowadzi¢ z jednej strony do
nieplodnosci, lecz z drugiej do pojawienia si¢ nowotworéw gonad meskich [Beumer
1 wsp. 1998; Yin i wsp. 2002]. Zaobserwowano mianowicie, ze nieplodno$¢ meska oraz
pewna grupa nowotworow jadra, zwanych nowotworami jadra typu germinalnego (ang.
Testis Germ Cell Tumors — TGCT), nierzadko wspotwystepuja. Co wigcej, nieptodnosé
stanowi czynnik ryzyka do wystapienia TGCT [van de Geijn i wsp. 2009]. Z tego powodu
badanie proceséw apoptozy, proliferacji oraz cyklu komoérkowego, a precyzyjniej ich
regulacji w obu tych kontekstach (komorek gametogenicznych oraz TGCT) wydaje sig
bardzo waznym kierunkiem badan. Wprawdzie geny zaangazowane w powyzsze trzy
procesy sa regulowane na roznych poziomach, jednak wigkszo$¢ badan dotyczy poziomu
transkrypcji. Znacznie mniej uwagi poswigcono dotad ich regulacji potranskrypcyjne;j.
Dopiero od stosunkowo niedawna analizowane jest znaczenie mikroRNA (miRNA)
w kontekscie nowotwordéw, jednak znacznie szerszym niz TGCT. Niewiele uwagi
poswigcono roli biatek, ktére reguluja losy indywidualnych mRNA (translacja,
przechowywanie lub deadenylacja 1 degradacja) przez specyficzne wigzanie sig
z regionem 3’ nieulegajacym translacji (ang. 3’ UnTranslated Region — 3’UTR).
W Swietle tego, zainteresowanie budzi potranskrypcyjna regulacja przez biatka PUM
(zwane takze PUMILIO) ekspresji mRNA kodujacych biatka zaangazowane w procesy
apoptozy [Lee 1 wsp. 2007, Miles 1 wsp. 2014], proliferacji [Miles i wsp. 2012; Joly 1 wsp.
2013; Asaoka-Taguchi i wsp. 1999] i cyklu komorkowego [Kedde 1 wsp. 2010].

2.1. Bialka PUM naleza do rodziny bialek PUF

Eukariotyczna rodzina bialek PUF, do ktorej naleza bialtka PUM, zostala zachowana
w ewolucji od drozdzy (tac. Saccharomyces cerevisiae) do cztowieka. Wystgpuje nawet u
roslin, np. u Rzodkiewnika pospolitego (lac. Arabidopsis thaliana). Biatka PUF
sa potranskrypcyjnymi regulatorami zaleznymi od 3’UTR [Quenault i wsp. 2011].

2.2. Podstawy mechanizmu dzialania bialek PUF
Biatka PUF posiadaja zachowana w ewolucji domeng wigzania RNA (ang. RNA Binding
Domain — RBD) zwana PUF, za pomoca ktorej oddziatuja specyficznie z mRNA
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w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow (ang. Post-Transcriptional Gene Regulation
— PTGR) [Murata i Wharton 1995, Wharton i wsp. 1998]. Jej nazwa pochodzi od
pierwszych liter najwczesniej zidentyfikowanych dwoch biatek tej rodziny, biatka pum
Muszki owocowej (tac. Drosophila melanogaster) oraz tbf nicienia (lac. Caenorhabditis
elegans) (ang. PUmilio & Fbf — PUF) [Zamore i wsp. 1997, Zhang i wsp. 1997]. Przy
pomocy domeny PUF biatka te rozpoznaja oraz wiaza si¢ specyficznie
z o$mionukleotydowymi motywami sekwencyjnymi UGUANAUA (N oznacza dowolny
nukleotyd), obecnymi w 3’UTR regulowanych mRNA.

2.3. Struktura klasycznej domeny PUF bialek PUM

Klasyczna, najpowszechniej wystgpujaca domena PUF zbudowana jest z o$miu nie
w pelni identycznych powtoérzen, (Puf-1 — Puf-8, lub R1 — R8) oraz dwoéch
»pseudopowtdrzen” (ang. pseudorepeats) na koncach N i C domeny (odpowiednio R1'
1 R8"), o dlugosci 35 — 39 aminokwasow. Struktura krystaliczna domen PUF kilku biatek
Pum zostata rozwiazana (Rycina 1 i 2) [Edwards 1 wsp. 2001, Wang i wsp. 2001, 2002].
Analiza krysztalu pokazala, ze kazde powtdrzenie przybiera strukture przestrzenng trzech
a—helis (H1, H2 i H3, Rycina 1), a wszystkie powtdrzenia tworza w sumie prawoskretna
superhelisg¢ ksztaltem przypominajaca rogalik lub tuk teczy (ang. rainbow-like arc)
[Edwards i wsp. 2001]. Dtugos$¢ strony wewngtrznej domeny PUF biatka PUM1 cztowieka
wynosi ~40 A, zewnetrznej ~85 A, a szerokos$é¢ ~30 A.

Pumilio

Puf repeat

Rycina 1. Struktura krystaliczna domeny PUF biatka pum Muszki owocowej. Kolejne powtorzenia motywu
Puf oznaczono réznymi kolorami. Schemat struktury jednego powtoérzenia, zbudowanego z trzech o—helis
H1, H2 i H3 umieszczono u dotu po prawe;j stronie [Edwards i wsp. 2001].
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Wedhug badan krystalograficznych wewngtrzna powierzchnia domeny PUF oddzialuje
z RNA, a kazde z oSmiu powtorzen, taczy si¢ z kolejnym nukleotydem rozpoznawanego
motywu sekwencyjnego UGUANAUA, zwanego PBE (ang. Pumilio Binding Element), w
ktorej N oznacza dowolny nukleotyd [Galgano 1 wsp., 2008] (Rycina 2). Co wigce;,
fancuch cukrowo-fosforanowy RNA zwrdcony jest na zewnatrz. Wigzanie to jest
antyréwnolegte, tzn. koniec aminowy (tzw. koniec N) domeny oddziatuje z koncem
3' RNA. Natomiast zewngtrzna powierzchnia zaangazowana jest w oddzialywanie

z kofaktorami biatkowymi, czego konsekwencja jest zwykle represja, rzadziej aktywacja

docelowych mRNA [Wang 1 wsp. 2002].

Rycina 2. Struktura krystaliczna kompleksu domeny PUF ludzkiego biatka PUM1 z o$mionukleotydowym
motywem sekwencyjnym UGUAUAUA. Naprzemiennie utozone kolory niebieski i zo6tty przedstawiaja
kolejne powtdrzenia (R1 — R8) i pseudopowtodrzenia (R1° 1 R8”) [Wang i wsp. 2002].

Poza domena PUF za represj¢ odpowiedzialny jest rowniez fragment znajdujacy si¢ blizej
konca N biatek Pum. W jego obrgbie zidentyfikowano dwa motywy biatkowe zwane
PCMa i PCMb (ang. Pumilio Conserved Motif — PCM). Réwniez one zostaly zachowane w
ewolucji od Muszki owocowej do cztowieka. Pomimo to za represj¢ odpowiedzialne sa
przede wszystkim mniej zachowane regiony, jeden znajdujacy si¢ pomigdzy PCMa
1 PCMb (oznaczony nr 2) oraz drugi wystgpujacy pomigdzy PCMb i domena PUF
(oznaczony nr 3) (Rycina 3) [Weidmann i Goldstrohm 2012].

2.4. Bialka PUM czlowieka
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Wprawdzie u czitowieka wystgpuja cztery biatka posiadajace domeng¢ PUF [Spassov
i Jurecic 2002; Qiu i wsp., 2014], jednak wytacznie PUM1 i PUM2 posiadaja klasyczna

domene PUF.
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Rycina 3. Porownanie poszczegdlnych domen i motywow biatkowych PUMI1 (Hs PUMI) i PUM2
(Hs PUM2) czlowieka oraz pum Muszki owocowej (Dm Pum) pod wzgledem zachowania sekwencji
aminokwasowej [Weidmann i Goldstrohm 2012].

Biatka PUMI1 1 PUM2 cztowieka pod wzglgdem sekwencji aminokwasowej sa bardzo do
siebie podobne. Identyczno$¢ aminokwasowa pomigdzy biatkiem PUMI a PUM2 wynosi
75% (Rycina 4) [Moore 1 wsp. 2003], natomiast w obrgbie samej domeny PUF wynosi az
91% (Rycina 4 i 5) [Spassov 1 Jurecic 2002]. Rozwiazanie struktur krystalicznych domen
PUF bialek PUMI1 1 PUM2 cztowieka, pokazato, ze wysoka identyczno$¢ sekwencji
aminokwasowej tych dwoch bialek w obrgbie tej domeny przekltada si¢ na ich
podobienstwo strukturalne. Znamienne, ze domena PUF biatka PUM1 i PUM2 cztowieka
wykazuje ponad 80% identycznos$ci na poziomie sekwencji aminokwasowej z domena

PUF biatka pum Muszki owocowej [Moore 1 wsp. 2003].
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Rycina 4. Poréwnanie struktury genu PUMI i PUM2 czlowieka. Gen PUM]I sktada si¢ z 22 eksonow,
natomiast gen PUM?2 z 20 eksonéw. Domena PUF kodowana jest przez eksony 15 — 22 w PUM1 oraz eksony
13 —20 w PUM?2 [wedhlug Spassov i Jurecic 2002].

Pokazano ponadto, ze domena PUF biatka PUMI cztowieka oddzialuje specyficznie
z motywami sekwencyjnymi owadziego mRNA &b (ang. hunchback) z réwnie wysokim
powinowactwem 1 specyficznoscia, jak domena PUF biatka pum Muszki owocowej
[Zamore 1 wsp. 1997, 1999]. Ta niezwykla obserwacja zachecita do rozwiazania struktury
krysztalu domeny PUF biatka PUM1 w kompleksie z motywem o$mionukleotydowym
w mRNA /b (Rycina 2) [Wang i wsp. 2001 1 2002].

Rycina 5. Pordéwnanie struktury krystalicznej domeny PUF ludzkich biatek PUMI1 i PUM2. Rysunek
przedstawia nalozenie struktur przestrzennych domeny PUF dla bialek PUMI1 (kolorem niebieskim)
i PUM2 (kolorem zo6ttym). Domeny te wystepuja w powigzaniu z krotka sekwencja mRNA p38a. R1 — R8
oznaczaja powtorzenia Puf [Lu i Hall 2011].

Waznym pytaniem jest czy funkcje bialek PUMI 1 PUM2 sa podobne. Rézne sposoby
rozpoznania poszczegdlnych mRNA przez biatka PUM1 1 PUM2 moga powodowa¢ m.in.
zmiang rozkladu tadunku na powierzchni biatka, co moze skutkowa¢ wiazaniem
odmiennych dla obu biatek kofaktorow biatkowych [Lu i Hall 2011]. W rezultacie moze
mie¢ to odzwierciedlenie w regulacji odmiennych mRNA przez biatkka PUM1 i PUM2.
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2.5. Rodzina bialek Nanos — domena palcow cynkowych, mechanizm powstawania
potréjnego kompleksu

Biatka Nanos sa najlepiej poznanymi partnerami biatek zawierajacych domen¢ PUF
1 réwniez one zostaly zachowane w ewolucji od nicienia do cztowieka. Podobnie jak biatka
PUF charakteryzuja si¢ obecnoscia domeny wiazania RNA (RBD), jednak odmienna bo
zbudowana z dwoch palcow cynkowych typu CCHC. W sekwencji aminokwasowej
kazdego palca cynkowego kluczowe sa cztery aminokwasy, trzy cysteiny (C) i jedna
histydyna (H). Owe aminokwasy oddzialuja z dodatnio natadowanym jonem cynku.
Strukture krystaliczna RBD biatka nanos rozwiazano jedynie dla homologa Danio
pregowanego (tac. Danio rerio) (Rycina 6) [Hashimoto i wsp. 2010].

Rola specyficznego rozpoznawania mRNA przez kompleks Pum—Nanos lezy po
stronie biatka Pum [Murata i Wharton 1995, Wharton i wsp. 1998]. Co wigcej, warunkiem
interakcji Pum z Nanos jest uprzednie potaczenie Pum z RNA [Sonoda
1 Wharton 1999]. Chociaz domena (CCHC), biatka nanos oddziatuje bezposrednio
z mRNA specyficznos¢ tego oddzialywania jest niska [Curtis 1 wsp. 1997, Arrizabalaga
i Lehmann 1999]. Domena (CCHC), zaangazowana jest rowniez w oddzialywanie
z biatkiem PUM2 [Jaruzelska i wsp. 2003]. W potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genow
kontrolowanej przez kompleks Pum—Nanos—mRNA zaangazowane sa roéwniez inne biatka.

Odzwierciedla to ztozono$¢ mechanizmu regulacji ekspresji specyficznych mRNA.

Rycina 6. Struktura krystaliczna RBD dwoch palcow cynkowych biatka nanos Danio pregowanego. Jony
cynku przedstawiono za pomoca szarych kulek, a symbole ZF1 i ZF2 oznaczaja palce cynkowe [Hashimoto i
wsp. 2010].
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2.6. Potranskrypcyjna regulacja ekspresji genow przez bialka Pum i Nanos
2.6.1. Rola w regulacji apoptozy
Wiedza na temat mRNA regulowanych przez biatka Pum w organizmach ssakéw
1 cztowieka byta do niedawna bardzo ograniczona. Jeden z niewielu przyktadow stanowita
represja dwoch mRNA kodujacych ludzkie homologi kinazy MAPK (ang. Mitogen—
Activated Protein Kinase), ERK2 1 p38o. przez biatko PUM2. Represja ta ma miejsce w
embrionalnych komorkach macierzystych cztowieka (ang. Embryonic Stem Cell — ESC).
Istotnym elementem tej represji jest oddziatywanie PUM2 z krotkimi sekwencjami
regulatorowymi (UGUANAUA, N oznacza dowolny nukleotyd) wystepujacymi w 3’UTR
mRNA ERK?2 i p38a. Opisany mechanizm potranskrypcyjnej regulacji ekspresji kinaz jest
ponadto zachowany w ewolucji. Bowiem mRNA kodujacy homolog kinazy MAPK, mpk—1
w linii gametogenicznej nicieni, ulega represji pod wpltywem wyzej wspomnianego biatka
fof nalezacego do rodziny PUF. W obrgbie 3’UTR mRNA mpk—I nicienia
zidentyfikowano dwa motywy o sekwencji (UGURHHAUW, gdzie R oznacza puryng, H —
A/C/U), ktére sa niezbedne dla tej regulacji. Jej znaczenie podkresla fenotyp mutantow z
dysfunkcja genu fbf. Osobniki te charakteryzuja si¢ istotnym wzrostem intensywnosci
translacji mRNA mpk—1I w stosunku do osobnikéw dzikich. W represji tego mRNA biatko
fof prawdopodobnie wspotdziata z biatkiem
lip-1, homologiem fosfatazy MAPK (mkp). Biatka mkp sa kluczowymi inhibitorami
aktywnosci mpk—1. Przypuszcza sig, ze hamowanie ekspresji kinaz MAPK moze z jedne;j
strony promowac¢ zywotno$¢ komorek rakowych wspomagajac progresj¢ nowotworowa, z
drugiej za$ stymulowa¢ proces samoodnawiania (ang. selfrenewal) komorek
macierzystych. W rezultacie, zaproponowano podwdjna negatywna regulacj¢ kinaz
MAPK. Polegataby ona na regulacji potranskrypcyjnej — represji kontrolowanej przez
bialka PUF, oraz na potranslacyjnej inhibicji aktywno$ci przy udziale fosfataz mkp
(Rycina 7) [Lee 1 wsp. 2007].

Kolejne regulowane przez biatkka PUM dwa mRNA to kodujacy kinazg MAP2K3
i kinazg MAP3K1. Owe kinazy odpowiadaja m.in. za regulacje apoptozy w trakcie
spermatogenezy. Usunigcie motywow PBE z reporterowych konstrukcji lucyferazowych
zawierajacych 3’UTR mRNA tych kinaz powodowalo wzrost poziomu ekspres;ji
lucyferazy. Obserwacja ta wskazywata na regulacj¢ kinaz przez endogenne biatka PUM.
Natomiast wyciszanie ekspresji przy uzyciu shRNA w komoérkach retinoblastoma,
pokazato, ze oprdocz biatek PUM réwniez biatko NANOSI jest zaangazowane w regulacje

ekspresji kinaz MAP2K3 1 MAP3K1 [Miles 1 wsp. 2014].
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mRNA_. (nieaktywne) — ._ (aktywne) »

Apoptoza

-
Sygnalizacja Ras /
i kaskada kinaz MAPK

Rycina 7. Pozytywna i negatywna regulacja ekspresji i aktywacji MAPK za posrednictwem biatek PUF. W
potranskrypcyjnym hamowaniu ekspresji mRNA MAPK biatka z rodziny PUF wspoldzialaja
z fosfatazami MKP. Te ostatnie inaktywuja biatko MAPK i w ten sposob promuja samoodnawianie komérek
macierzystych. Rolg¢ aktywatora kinazy MAPK odgrywaja z kolei S$ciezka sygnalizacji Ras
i kaskada kinaz MAPK. Promuja one roznicowanie oraz apoptoz¢ [wedtug Lee i wsp. 2007].

Zywotnoéé pierwotnych komorek gametogenicznych (ang. Primordial Germ Cells —
PGCs) podczas migracji komoérek ptciowych do gonad Muszki owocowej biatko nanos
warunkuje poprzez zapobieganie apoptozie. Role t¢ pelni przez represjc mRNA hid (ang.
head involution defective) oraz skl (ang. sickle). Kodowane w tych mRNA biatka naleza do
rodziny biatek zaangazowanych w aktywacj¢ kaspaz [Hayashi 1 wsp. 2004, Sato 1 wsp.
2007]. Homologi biatka nanos, nanos—1, nanos—2 oraz nanos—3, warunkuja zywotnosc¢
PGCs poprzez regulacje apoptozy takze u nicienia. [Subramaniam i Seydoux 1999,
Kraemer 1 wsp. 1999]. Podobna rol¢ odgrywa biatko nanos—1 Danio prggowanego
[Koprunner 1 wsp. 2001]. Rowniez biatka Nanos2 i Nanos3 myszy sa zaangazowane

w hamowanie apoptozy megskich komorek germinalnych [Suzuki 1 wsp. 2008].

2.6.2. Rola w regulacji proliferacji i utrzymania niezréznicowanego stanu linii
komorek gametogenicznych

Potranskrypcyjna regulacja ekspresji mRNA E2F3 przez biatka PUM pokazuje, Ze rowniez
czynniki  transkrypcyjne, a jednocze$snie modulatory cyklu  komoérkowego
1 proliferacji komorek moga by¢ w ten sposob regulowane. W immunoprecypitatach anty-
PUMI 1 anty-PUM2 z ludzkich fibroblastéw pokazano wzbogacenie mRNA E2F3.
Dodatkowo wyciszenie obu genéw PUM w fibroblastach powodowalo wzrost poziomu
biatka E2F3, co bylo zbiezne z wynikami uzyskanymi z zastosowaniem reporterowych
konstrukeji lucyferazowych zawierajacych 3'UTR E2F3. Natomiast zmutowanie motywow
PBE w 3°’UTR skutkowato zniesieniem represji. Ponadto nadekspresja kombinacji roznych

bialek PUM 1 NANOS powodowata znaczne obnizenie poziomu endogennego biatka
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E2F3. Wskazuje to dodatkowo na udziat biatek NANOS
w powyzszej regulacji [Miles i wsp. 2012].

Biatka Pum 1 Nanos odgrywaja réznorodne role w rozwoju komorek
gametogenicznych. Podobnie do biatka pum, biatko nanos Muszki owocowej warunkuje
réwniez utrzymanie (ang. maintenance) niezréznicowanego stanu PGCs w czasie migracji
do gonad pierwotnych. Pokazano bowiem, ze profil ekspresji gendw osobnikéw ze
zmutowanym genem nanos jest typowy dla pdznego okresu rozwojowego, czyli po
dotarciu PGCs do gonad i wskazuje na przedwczesne roznicowanie. Przypuszcza sig, ze w
czasie migracji PGCs biatka pum i nanos powoduja represj¢ mRNA warunkujacych
réznicowanie. [Asaoka i wsp. 1998, Sano i wsp. 2001].

Co wigcej, biatko nanos odgrywa istotng rol¢ w utrzymaniu linii mgskich komorek
gametogenicznych rowniez osobnikow dorostych [Forbes i Lehmann 1998]. Ot6z mutacja
genu nanos u samcoOw Muszki owocowej zaburza spermatogenez¢ i prowadzi do
bezptodnosci meskiej [Bhat 1999]. Takze mysie biatka Nanos2 i Nanos3, potrzebne sa do
utrzymania meskiej linii germinalnej poniewaz mutacja genu Nanos2 skutkuje catkowitym
brakiem spermatogoniow u dorostych meskich osobnikbw myszy [Tsuda
1 wsp. 2003, Saga 2008, 2010].

Z kolei u samic mutantow tego genu, komorki macierzyste linii gametogenicznej (ang.
Germline Stem Cells — GSCs) przechodza wprawdzie kilka asymetrycznych podziatow,
jednak pdézniej zaprzestaja si¢ dzieli¢ 1 degeneruja [Bhat 1999]. Ponadto biatko nanos jest
konieczne do ciagtej produkcji pecherzykow jajnikowych podczas oogenezy [Wang 1 wsp.
1994, Kobayashi i wsp. 1996]. Podobna rolg pelni homolog biatka nanos Danio
pregowanego, poniewaz warunkuje utrzymanie zdolno$ci wytwarzania oocytdow w
dojrzatych jajnikach [Draper i wsp. 2007].

Podobnie do biatka nanos, jedna z rol biatka pum poza zaangazowaniem w u$pienie
mitotyczne migrujacych PGCs, stanowi utrzymanie GSCs w stanie niezré6znicowanym [Lin
1 Spradling 1997, Forbes i Lehmann 1998]. Pokazano bowiem, Ze jajniki dorostych samic

ovt

Muszki owocowej charakteryzujace si¢ mutacja genu pum (pum®") traca zdolnos¢
utrzymania komorek macierzystych w stanie niezréznicowanym i w konsekwencji
wszystkie komorki linii germinalnej réznicuja si¢ w komory jajowe (ang. egg chambers)
[Lin 1 Spradling 1997]. Réwniez u nicienia biatka fbf, homologi biatka pum, peinia rolg w
utrzymaniu komorek macierzystych linii germinalnej w stanie niezréznicowanym

[Kaymak i wsp. 2010, Crittenden 1 wsp. 2002].
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Szczegodlna cecha nicieni jest wystgpowanie plci mgskiej oraz obojnaczej, natomiast
brak pitci zenskiej. Osobniki obojnacze posiadaja obie gonady, jadra i jajniki. Obojnacze
larwy podczas wczesnego rozwoju produkuja meskie komorki piciowe. Natomiast
w wieku dorostym dochodzi do przetaczenia gametogenezy meskiej na zenska (ang.
sperm/oocyte switch) i w konsekwencji produkowane sa komorki jajowe. W proces ten
zaangazowane sa homologi bialek pum i nanos, odpowiednio biatko fbf—1 (ang. fbf — fem—
3 binding factor) 1 nanos—3 [Ahringer i Kimble 1991, Kraemer i wsp. 1999]. Owe
homologi tworza ze soba kompleks, ktory powoduje represje typowego dla meskich
komoérek germinalnych mRNA fem—3 1 w ten sposob powoduja przetaczenie
spermatogenezy na oogeneze (Rycina 8) [Zhang 1 wsp. 1997, Kraemer i wsp. 1999].
Biatko tbf—1 potranskrypcyjnie hamuje ekspresj¢ mRNA fog—2 i gld—1, ktérych represja
jest kolejnym warunkiem przelaczenia spermatogenezy na oogenez¢ (Rycina 8) [Evans
1 wsp. 1994, Suh i wsp. 2009]. W tym zlozonym procesie uczestniczy rowniez biatko puf—
8, ktore sposrod biatek PUF nicienia wykazuje najwyzsze podobienstwo do homologdéw

PUM cztowieka (Rycina 8) [Bachorik 1 Kimble 2005].

PUF-8 GLD-3 PUF-8 GLD-3
1 J. '

FOG-2 | FOG-2

GLD-1 T FBF-1 Ggp-1 —— FBF-1
1 1

TRA-2 =i FEM-3 TRA-2 —— FEM-3

Rycina 8. Molekularny model przetaczenia gametogenezy meskiej na zenska osobnikéw obojnaczych
nicieni. Model po lewej stronie przedstawia spermatogenezg, natomiast po prawej oogenezg. Pogrubiona
czcionka na obrazie oznacza biatka aktywne [Bachorik i Kimble 2005].

2.6.3. Rola w regulacji cyklu komorkowego

Jak juz wspomniano, mechanizm PTGR jest niezwykle istotny w rozwoju komorek
gametogenicznych. Aspekt ten byl podejmowany w badaniach i1 zostal dobrze opisany
w wielu organizmach modelowych. Przykladem moze by¢ potranskrypcyjna regulacja
mRNA cykliny B (cycB) w rozwoju komorek gametogenicznych Muszki owocowej przez
biatka pum 1 nanos. Mianowicie w biegunie tylnym dojrzatego oocytu, ktory wyznacza tyt
ciata (ang. posterior — P) przysztego embrionu Muszki owocowe] znajduje sig
dziedziczona po matce plazma zarodkowa, ktdérej obecnos$¢ warunkuje powstawanie
komorek pitciowych (Rycina 9, po lewej). Obecnos¢ plazmy zarodkowej warunkuje
powstawanie komorek piciowych roéwniez u robakéw, ryb oraz plazéw. Stanowi ona

optycznie gesty region cytoplazmy zawierajacy czastki rybonukleoproteinowe
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(ang. RiboNukleoProtein — RNP particles), tzw. ziarna biegunowe, rybosomy oraz
mitochondria [podrgcznik Jura i Klag 2005]. W skiad plazmy zarodkowej wchodza m.in.
matczyne mRNA kodujace biatka pum (pumilio) i nanos [Wang i wsp. 1994, Forbes
1 Lehmann 1998]. Prekursory komoérek ptciowych, zwane u Muszki owocowej komdrkami
biegunowymi, powstaja w obrgbie plazmy zarodkowej na wczesnym etapie rozwoju
embrionu [Strome i Lehmann 2007]. Komorki biegunowe dzielg si¢ intensywnie, a
nastgpnie podczas gastrulacji juz jako pierwotne komorki gametogeniczne migruja do
gonad pierwotnych. Podczas calego okresu migracji podzialy mitotyczne PGCs catkowicie

ustaja (Rycina 9, po prawej) [Strome i Lehmann 2007].

S, PGCs

% X -‘:“ Nanos
: 4 - ; % Pumilio [~
A P i e
LIRS | mormemEnie Meniiek Migracja do gonady pierwotnej

Pumilio |
biegunowych

Rycina 9. Powstawanie oraz wczesne etapy rozwoju pierwotnych komoérek gametogenicznych (PGCs)
Muszki owocowej. Plazme zarodkowa przedstawiono w postaci czerwonych kropek. Za pomoca symboli A
(ang. anterior) i P (ang. posterior) oznaczono odpowiednio biegun przedni i tylny wczesnego embrionu.
Najistotniejsze bialka regulatorowe tych proceséw: nanos i pum (pumilio) zaznaczono w zoltych
prostokatach. Strzatka wskazuje kierunek migracji PGCs [wedtug Strome i Lehmann 2007].

Okazato sig, ze biatka pum i nanos odgrywaja kluczowa rolg podczas tej migracji PGCs
[Forbes i Lehmann 1998, Parisi i Lin 2000]. Zaobserwowano bowiem, ze u osobnikdéw ze
zmutowanym genem pum lub alternatywnie nanos podzialy komoérkowe sa w czasie
migracji kontynuowane. Woéwczas PGCs degeneruja 1 w konsekwencji nie docieraja do
gonad [Asaoka—Taguchi 1 wsp. 1999]. Wyjasniono, ze wlasnie biatka pum 1 nanos sa
odpowiedzialne za konieczne dla migrujacych PGCs u$pienie mitotyczne. Powoduja one
hamowanie ekspresji matczynego mRNA cykliny B (cycB™"), ktéra stymuluje podzialy
komorkowe [Kobayashi 1 wsp. 1996, Asaoka—Taguchi 1 wsp. 1999]. Warto wspomnie¢, ze

mat

we wczesnych stadiach oogenezy matczyny transkrypt cycB™" zostaje zlokalizowany na

mat

biegunie tylnym oocytu, a nastgpnie mRNA cycB™" zostaje wbudowany do rozwijajacych
si¢ komorek biegunowych [Whitfield 1 wsp. 1989, Dalby i1 Glover 1992]. Biatko cycB jest
niezbgdne dla poczatkowych podzialow komorek biegunowych 1 PGCs przed
rozpoczgciem migracji do gonad pierwotnych [Lehner 1 O’Farrell 1990, Raff i wsp. 1990].
Pokazano, ze w represji mRNA cycB™" bialko pum wiaze sie w 3°’UTR, a bardziej

precyzyjnie z kilkunukleotydowymi motywami rozpoczynajacymi si¢ od UGUA
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(Rycina 10) [Dalby i Glover 1993, Kadyrova i wsp. 2007]. W kompleksie z mRNA
cycB™ biatko pum rekrutuje kolejno nanos oraz kompleks deadenylacyjny CCR4—Pop2—
NOT4 (Rycina 11), przy czym biatko nanos oddziatuje bezposrednio z podjednostka
NOT4 poprzez domen¢ NED (ang. Nanos Effector Domain) [Kadyrova i wsp. 2007,
Raisch i wsp. 2016]. Stad konsekwencja represji mRNA cycB™ jest deadenylacja.

Cy cB Nos Pum Pum

agagacguagacuauuUGUaauuuauvaucaUGUauuucgcacauucauac
5904 643

Rycina 10. Motywy w 3’UTR mRNA cykliny B (CycB) odpowiedzialne za wiazanie biatka pum i nanos
(Nos). Dwa motywy, ktore bezposrednio oddziatuja z biatkiem pum, zaznaczono na czerwono, natomiast
czteronukleotydowy motyw zaangazowany w wiazanie nanos (Nos) oznaczono kolorem zielonym [wedlug
Kadyrova i wsp. 2007].

CycB mRNA

Rycina 11. Schemat mechanizmu potranskrypcyjnej regulacji ekspresji mRNA cykliny B (CycB)
w migrujacych do gonad PGCs Muszki owocowej. Kompleks biatek pum i nanos (Nos) oddziatuje
z kompleksem deadenylacyjnym (CCR4—Pop2-NOT4) i prawdopodobnie z dodatkowym niepoznanym dotad
biatkiem (oznaczonym — ?) specyficznym dla linii gametogenicznej. Przedstawione oddziatywania
warunkuja represj¢ mRNA CycB tylko w migrujacych PGCs [Kadyrova i wsp. 2007].

W potranskrypcyjnej represji mRNA wszystkie trzy ludzkie i mysie homologii Nanos
rekrutuja kompleks deadenylujacy CCR4-NOT poprzez domen¢ NIM (ang. NOTI
Interacting Motif). Jest to krotki, liczacy 17 aminokwasdéw region na koncu aminowym
biatka Nanos, ktory oddziatuje z podjednostka CNOT1 stanowiaca rusztowanie kompleksu
(Rycina 12). Oddziatywanie to moze prowadzi¢ do deadenylacji a nastgpnie degradacji
docelowego transkryptu lub jedynie hamowania jego ekspresji [Bhandari
1 wsp. 2014]. Kompleks Nanos/CNOT1 ma aktywnos¢ deadenylacyjna takze

w warunkach in vitro. Jednak zaden mRNA, ktory bylby przedmiotem tej regulacji nie jest

znany [Suzuki i wsp. 2010, Saga 2010, Barrios i wsp. 2010].
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Rycina 12. Schemat uktadu domen funkcjonalnych biatek NANOS cztowieka (Hs Nanos1-3). NIM oznacza
domeng oddziatywania z kompleksem deadenylujacym CCR4-NOT. ZnF oznacza domeng palcow
cynkowych typu (CCHC), [Bhandari i wsp. 2014].

Istotna jest rowniez interakcja obu biatek PUM z kompleksem CCR4-NOT. Polega ona na
bezposrednim oddzialywaniu z podjednostkami katalitycznymi CNOT7 i1 CNOTS [Van
Etten 1 wsp. 2012]. Interakcja pum z kompleksem ccr4-not reprezentuje silnie zachowany
w ewolucji mechanizm PTGR, opisany wcze$niej u Muszki owocowej [Wreden 1 wsp.
1997] oraz nicienia [ Ahringer i Kimble 1991]

Inny, klasyczny przyktad potranskrypcyjnej regulacji ekspresji mRNA cykliny,
w ktory zaangazowane sa biatka pum i1 nanos, stanowi proces hamowania podzialow
mitotycznych w dojrzewajacych oocytach zaby (tac. Xenopus leavis). Homolog biatka
nanos zaby, xcat—2, oddziatuje bezposrednio z homologiem biatka pum, xpum, oraz CPEB
(ang. CPE Binding protein, CPE — Cytoplasmic Polyadenylation Element), ktore z kolei
oddziatuja z motywem zawierajacym UGUA w 3’UTR mRNA cykliny Bl [Nakahata 1
wsp. 2001]. Réwniez w tym przypadku konsekwencja represji jest deadenylacja ogona
poli(A) mRNA cykliny Bl [Nakahata 1 wsp. 2001]. Réwniez
u nicienia zatrzymanie podziatow PGCs podczas rozwoju larwalnego warunkowane sa
przez homologi nanos—1 i nanos—2 [Subramaniam 1 Seydoux 1999].

Z kolei mRNA cztowieka, ktory opisano jako cel regulacji bialek PUM to mRNA
kodujacy supresor nowotworowy p27. W wyniku stymulacji czynnikami wzrostu, biatka
PUM wiaza si¢ z 3’UTR tego mRNA. Wiazanie implikuje istotne modyfikacje
w strukturze drugorzedowej w obrgbie 3’UTR mRNA p27. Otdz region ten zawiera
miejsca rozpoznania dla miR—221 i miR-222. Oddziatywanie z biatkami PUM powoduje
rozplecenie struktury dwuniciowej RNA, ktéra dzieki temu staje si¢ dostepna dla tych
miRNA. Wiazanie miRNA warunkuje efektywna represj¢ mRNA p27 a w konsekwencji
mitozeg [Kedde 1 wsp. 2010]. Biatko PUM2 oddziatuje ponadto z 3’'UTR mRNA SDADI,

ktory ulega ekspresji w gonadach meskich. Funkcja tego genu u czlowieka pozostaje
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nieznana. Wiadomo jedynie, ze zachowany w ewolucji drozdzowy homolog sdal (ang.
severe depolymerization of actin) jest czynnikiem depolimeryzujacym aktyne.
W warunkach in vitro biatko PUM2 wiaze si¢ rowniez z 3’UTR mRNA CEP3 (ang. Cdc42
Effector Protein 3). Koduje on biatko zaangazowane w kontrole cyklu komoérkowego i

ulega specyficznej ekspresji w jadrach meskich [Spik 1 wsp. 2006].

2.7. Kompleks PUM2-NANOS1 funkcjonuje rowniez w meskich komorkach
gametogenicznych czlowieka

Zidentyfikowano homologiczny do Muszki owocowej 1 innych organizméw modelowych
kompleks PUM2-NANOSI1 cztowieka [Jaruzelska i wsp. 2003]. W tworzeniu owego
kompleksu zaangazowane sa RBD tych bialek, te same ktore sa potrzebne do utworzenia
kompleksu pum—nanos oraz do potranskrypcyjnej regulacji ekspresji docelowych mRNA
Muszki owocowej [Jaruzelska i1 wsp. 2003]. Wskazuje to na analogiczna funkcj¢ tych
biatek, ktora polega na potranskrypcyjnej regulacji ekspresji specyficznych mRNA
cztowieka.

Biatka PUM2 i NANOSI zlokalizowane sa w regionie okoto-jadrowym komoérek
germinalnych dorostych megzczyzn. Interesujace, ze w tym samym regionie
subkomorkowym zlokalizowana jest plazma zarodkowa u organizmow nizszych
[Jaruzelska 1 wsp. 2003]. Obserwacja ta kontrastuje z brakiem plazmy zarodkowej
u ssakow oraz bardzo odmiennym mechanizmem powstawania PGCs, ktore powstaja
z komorek somatycznych na skutek indukcji przez sygnaty zewnatrzkomoérkowe
[podrecznik Jura 1 Klag 2005].

Podobnie jak u myszy, w komorkach germinalnych cztowieka wystgpuja biatka PUM1
oraz PUM2, ktore jednak roznig si¢ pomig¢dzy soba profilami ekspresji. Biatko PUM1
wystepuje w roéznych tkankach. Natomiast biatko PUM?2 ulega wzmozonej ekspresji w
embrionalnych komorkach macierzystych, PGCs ptodu, a pdzniej
w spermatogoniach, mejotycznych spermatocytach oraz okraglych spermatydach
dorostego mezczyzny [Moore 1 wsp. 2003].

Takze biatko NANOSI ulega ekspresji w ludzkich komoérkach embrionalnych,
w PGCs plodu, oraz w spermatogoniach, mejotycznych spermatocytach i okragtych
spermatydach dorostego czlowieka [Jaruzelska i1 wsp. 2003]. Specyficzna ekspresja
w meskiej linii gametogenicznej dotyczy réwniez jego paraloga, biatka NANOS2. Biatko
to obecne jest w prenatalnych PGCs oraz w pdzniejszych stadiach spermatogenezy, tzn. w

spermatogoniach, mejotycznych spermatocytach i okraglych spermatydach [Kusz
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1 wsp. 2009b]. Profil ekspresji specyficznej dla meskich komoérek pilciowych
charakteryzuje takze biatko NANOS3, chociaz poprzez fakt, ze ulega ekspresji w PGCs,
zanim zostaja zdeterminowane jako meskie lub zenskie, jest istotne dla obu pici [Kusz
1 wsp. 2009a].

Domena palcow cynkowych (CCHC), na koncu karboksylowym (tzw. koniec C)
biateck NANOS czlowieka jest wysoce zachowana w ewolucji. Identycznosc
aminokwasowa tej domeny pomigdzy Muszka owocowa a cztowiekiem wynosi 62%
[Jaruzelska 1 wsp. 2003].

Podobnie do Muszki owocowej kompleks PUM2-NANOSI1 czltowieka oddziatuje
z innymi biatkami. Jeden z interaktorow stanowi wysoce zachowane w ewolucji biatko
SNAPINA. Biatko to wspotwystepuje z PUM2 1 NANOSI w PGCs ptlodu oraz
spermatogenicznych komoérkach dorostego mezczyzny [Ginter—Matuszewska 1 wsp. 2009].
Ludzkie biatkko PUM2 tworzy réwniez kompleks z czynnikiem azoospermii, biatkiem
DAZ (ang. Deleted in AZoospermia) oraz DAZL (ang. DAZ-like) [Moore i wsp. 2003, Fox
1 wsp. 2005]. Gen DAZ kodowany jest w regionie AZF na chromosomie Y,
a jego delecja stanowi jedna z najczestszych genetycznych przyczyn nieptodnosci
me¢zezyzn. Roéwniez inny lecz autosomowy homolog DAZ, biatko BOULE, oddziatuje
z bialkiem PUM2. Bialko to stymuluje translacj¢ i warunkuje wtasciwy przebieg mejozy
oraz wytwarzania plemnikow w r6znych gatunkach zwierzat modelowych [Urano 1 wsp.

2005].

2.8. Globalna identyfikacja mRNA regulowanych potranskrypcyjnie przez bialka
PUM czlowieka

W ostatnich latach, przy zastosowaniu techniki powinowactwa biatko—RNA
w warunkach in vitro, powiazanej z analiza mikromacierzowa, przeprowadzono globalng
identyfikacj¢ mRNA wiazacych si¢ z biatkkami PUM w komorkach HelLa.
Zidentyfikowano w ten sposob 1766 1 751 mRNA odpowiednio dla bialek PUM1 i PUM2
cztowieka. Jednak wigkszo$¢ tych mRNA oddzialuje z oboma biatkami. Nie jest to
zaskakujace biorac pod uwage opisane wyzej wysokie podobienstwo domen PUF obu
biatek PUM. Dane te wskazuja, ze w PTGR biatka PUM moga funkcjonowaé
synergistycznie. Wysoka liczba zidentyfikowanych mRNA pozwala sadzi¢, ze PTGR za
posrednictwem bialek PUM jest bardzo powszechna u czlowieka, oraz ze potencjalnie
kontroluja az 15% komorkowego transkryptomu [Galgano i wsp. 2008, Morris 1 wsp.

2008].
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Jednak sama identyfikacja mRNA wiazacych si¢ z tymi biatkami stanowi jedynie
wstepny etap do bardziej szczegdtowych badan funkcjonalnych, by odpowiedzie¢ na
pytanie, czy te oddzialywania odzwierciedlaja potranskrypcyjna regulacj¢. Jeden
z etapéw stanowi poszukiwanie sekwencji nukleotydowych w 3’UTR specyficznie
rozpoznawanych przez biatka PUM. Dzigki analizie poréwnawczej sekwencji 100 mRNA
najsilniej wiazacych si¢ z biatkiem PUMI i1 PUM2 zdefiniowano 12-nukleotydowe
sekwencje konsensusowe dla wiazania tych bialek. Sekwencje te sa prawie identyczne dla
obu biatek. Zawieraja o$Smionukleotydowy motyw centralny UGUAHAUA (H oznacza
A/C/U) oraz sekwencje oskrzydlajace (Rycina 13) [Galgano
1 wsp. 2008, Morris 1 wsp. 2008].

Interesujace, ze zidentyfikowany motyw konsensusowy jest niemal identyczny
z wczesniej zidentyfikowanym motywem dla bialka pum Muszki owocowej [Gerber
1 wsp. 2006] oraz biatka puf3p drozdzy (Rycina 13). Co wigcej, wsrod bialek PUF drozdzy
biatko puf3p charakteryzuje si¢ najwyzszym podobienstwem do ludzkich biatek PUM
[Gerber 1 wsp. 2004]. Bardzo podobny motyw konsensusowy zidentyfikowano réwniez w
badaniach nad mRNA regulowanymi przez biatka PUF nicienia. Ow motyw rézni si¢ tylko
jednym dodatkowym nukleotydem wewnatrz sekwencji (UGURHHAUW, R oznacza
puryng, a W — A lub U) [Bernstein i wsp. 2005]. Powyzsze badania porownawcze
wskazuja, ze mechanizm rozpoznania docelowych mRNA przez biatka PUF zostal

zachowany w ewolucji do cztowieka wiacznie.
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Rycina 13. Porownanie motywow w sekwencjach 3’'UTR mRNA oddziatujacych z biatkami PUMI
2006] oraz puf3p u drozdzy [Gerber i wsp. 2004]. Wysokos$¢ liter jest miara prawdopodobienstwa
wystapienia nukleotydu w danej pozycji. Gléwna osmionukleotydowa sekwencja jest identyczna dla

B nt core motif
100
% 100 =]
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i PUM2 cztowieka [Morris i wsp. 2008, Galgano i wsp. 2008], pum u Muszki owocowej [Gerber i wsp.
wszystkich tych biatek [Galgano 1 wsp. 2008].
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Poszukiwanie docelowych mRNA wiazanych i1 potencjalnie regulowanych przez biatko
PUM2 wykonano dodatkowo metoda PAR-CLIP dla endogennego biatka w komorkach
raka okr¢znicy HCT116 [Lee i wsp. 2016] 1 dla biatka z nadekspresji w komodrkach
embrionalnych nerki HEK293T [Hafner 1 wsp. 2010]. Wyznaczony motyw wiazania byt
prawie identyczny z uzyskanym we wczesniejszych badaniach [Galgano i wsp. 2008].

Bardziej precyzyjna analiza sekwencji potencjalnych docelowych mRNA dla biatek
PUM czlowieka wskazuje, ze procz opisanych wyzej motywow, w obrgbie 3’UTR
wystepuja rowniez inne krotkie sekwencje wspolne dla roznych grup mRNA. Niektore
z nich moga stanowi¢ miejsca wigzania innych niz PUM bialek wiazacych RNA. Tego
typu biatka, podobnie jak u opisanych wyzej organizméw modelowych, moglyby
wspoéltdziata¢ z biatkkami Pum w PTGR. Ponadto wiele potencjalnych docelowych mRNA
zawiera w 3’UTR przypuszczalne miejsca wiazania dla réznych miRNA [Galgano 1 wsp.
2008]. Wspdtdziatanie bialek Pum ze $ciezka miRNA w PTGR pokazano juz wczesniej u
nicienia. Mianowicie biatko puf-9 wraz z miRNA [er—7 wspodldziataja w hamowaniu
ekspresji docelowego mRNA hbl-1 (ang. hunchback-like) homologa hb Muszki owocowej
[Nolde i wsp. 2007]. Funkcjonalna wspoétzalezno$¢ pomigdzy biatkami wiazacymi RNA
oraz kompleksami miRNP zawierajacymi specyficzne miRNA, stanowi obecnie jedno z
kluczowych pytan w badaniach nad PTGR. Opisany wyzej mechanizm regulacji mRNA
p27 stanowi unikatowy przyklad tej wspotzaleznosci [Kedde 1 wsp. 2010].

Drozdze posiadaja pie¢ biatek PUF (Puflp — Puf5p). W odniesieniu do trzech biatek
tej grupy pokazano, ze kazde oddziatuje z funkcjonalnie odrgbnymi grupami mRNA
[Gerber 1 wsp. 2004]. Zaobserwowano mianowicie, z¢ mRNA zwiazane z Puf3p biora
udziat w regulacji funkcjonowania mitochondriow oraz ich biogenezie, w oddychaniu
tlenowym oraz translokacji biatek do mitochondriéow. Z kolet mRNA zwiazane z Puf5p
uczestnicza w modyfikacji potranslacyjnej histonéw, rearanzacji chromatyny lub regulacji
transkrypcji. Natomiast mRNA zwigzane z biatkiem Puf4p koduja bialtka jaderkowe, biatka
zaangazowane w syntez¢ rybosomalnego RNA (rRNA), przetwarzaniu i1 dojrzewaniu
rybosomow, tj. w gtdéwnych funkcjach jaderka [Gerber 1 wsp. 2004, Wilinski 1 wsp. 2015].
Na podstawie powyzszych obserwacji utworzono model tzw. ,,potranskrypcyjnego
operonu  RNA” zwanego réwniez ,potranskrypcyjnym regulonem” lub po prostu
sregulonem RNA”. Model ten zaklada, ze mRNA zawierajace identyczny motyw w
regionie 3’UTR regulowane sa przez to samo biatko (np. dane biatko PUF)
1 zaangazowane s3a w regulacj¢ tej samej funkcji komorkowej [Blackinton i Keene, 2014].

Model ten przypomina dziatajacy na poziomie transkrypcji operon bakteryjny, w obrgbie
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ktorego geny powiazane funkcjonalnie ulegaja ekspresji w sposob skoordynowany [Keene

i Tenenbaum 2002, Keene 2007].

2.9. Bialko SPIN1 i jego rola w apoptozie, proliferacji i cyklu komérkowym

Jednym z potencjalnych celow potranskrypcyjnej regulacji przez biatko PUMI jest mRNA
SPINI (dawniej zwane SPINDLINAI). Nazwa pochodzi od wlasciwosci wiazania si¢ z
wrzecionem kariokinetycznym (ang. spindle). Ow mRNA zostat zidentyfikowany
w globalnych poszukiwaniach mRNA wiazacych si¢ z PUM1 w komoérkach HeLa [Morris
1 wsp. 2008].

mRNA kodujacy Spinl jest najbardziej wzbogaconym matczynym transkryptem
dojrzewajacego oocytu 1 wczesnego dwukomorkowego zarodka myszy. W tym czasie
ulega intensywnej translacji oraz fosforylacji, ktora z kolei warunkuje wiazanie si¢ Spinl z
wrzecionem kariokinetycznym. Na podstawie tych danych zaproponowano rolg Spinl w
regulacji cyklu komoérkowego, w powyzszych stadiach rozwojowych [Oh 1 wsp. 1997,
1998]. Mechanizm dzialania Spinl w oocytach ssakow zostal doktadniej poznany
w modelu Swini domowej. Podobnie jak u myszy, matczyny transkrypt Spin/ ulega
wysokiej ekspresji w dojrzatych oocytach na etapie mejozy a precyzyjniej, w momencie jej
zahamowania w metafazie Il (ang. MIl-stage oocytes), a nastgpnie w zygocie i zarodku
dwukomorkowym. Wyciszanie ekspresji genu Spin/ powodowato spontaniczng aktywacj¢
zatrzymanego w metafazie II oocytu i wznowienie mejozy, objawiajace si¢ wytworzeniem
przedjadrza (ang. pronucleus) oraz rozwd@] partenogenetyczny. Aktywacja ta jest
spowodowana spadkiem poziomu aktywnos$ci czynnika stymulujacego dojrzewanie MPF
(ang. Maturation-Promoting Factor — MPF) 1 kinaz biatkowych aktywowanych
mitogenem MAPK oraz poprzez zmniejszenie stabilnosci mRNA jednej z kinaz MAPK —
ERK1. Skutkuje to niskim poziomem biatka ERK1, niezbgdnego do utrzymania stanu
zablokowania mejozy. Przywrocenie ekspresji Spinl w oocytach,
w ktorych jej ekspresje wyciszono (eksperyment typu rescue) skutkuje utrzymaniem bloku
mejotycznego w metafazie II [Choi i wsp. 2017].

SPIN1 potencjalnie uczestniczy w rozwoju nowotwordw [Zhang i wsp. 2008].
Mianowicie nadekspresja SPIN1 powodowata transformacj¢ nowotworowa komorek
NIH3T3, ktore tworzyly kolonie w agarze oraz guzy lite w myszach nagich (ang. nude
mice) [Gao 1 wsp. 2005]. SPIN1 cztowieka ulega wysokiej ekspresji w komodrkach raka
jajnika, glejaka 1 tluszczakomigsaka oraz innych nowotworach, w poréwnaniu do komorek

zdrowych [Yue 1 wsp. 2004, Wang 1 wsp. 2012, Franz i wsp. 2015, Haslene-Hox 1 wsp.
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2015]. Przejsciowa nadekspresja SPIN1, réwniez homologa mysiego Spinl, powodowala
przyspieszenie cyklu komorek NIH3T3 (mysich embrionalnych fibroblastow) oraz HeLa
(ludzkich komorek raka szyjki macicy) [Gao 1 wsp. 2005, Zhao 1 wsp. 2007, Yuan 1 wsp.
2008] i pobudzata proliferacj¢ komorek NIH3T3 [Gao i wsp. 2005]. W komoérkach Hela
nastgpowato to poprzez opdznienie cyklu komorkowego
w trakcie mitozy. Organizacja mikrotubul wrzeciona podziatowego byta w tych warunkach
zaburzona, co prowadzito do niestabilno$ci chromosoméw 1 pojawienia komorek
wielojadrzastych [Zhang 1 wsp. 2008a]. Natomiast stala nadekspresja SPINI
w komoérkach HelLa (takze Spinl w komorkach NIH3T3) powodowata zwolnienie
proliferacji komoérek [Yuan i wsp. 2008], co pozostaje w pewnej kontrowersji w stosunku
do doniesien dotyczacych przejSciowej nadekspresji 1 nie zostato dotad wyjasnione.
Ponadto stata nadekspresja SPIN1 w komorkach Hela (takze Spinl w komorkach
NIH3T3), podobnie jak przejsciowa, zaburzala mitozg, segregacje chromosomow
1 powodowata pojawianie si¢ komorek wielojadrzastych. Prowadzitlo to do starzenia,
apoptozy 1 $mierci komoérek. Natomiast przetrwanie tych zmian kierowato komorke ku
transformacji nowotworowej [Gao 1 wsp. 2005, Yuan i wsp. 2008].

Bardzo interesujacy watek dotyczacy SPIN1 stanowi jej struktura oraz struktura
bardzo podobnych pod wzgledem sekwencji, cho¢ dotad nieopisanych, paralogow SPIN3 i
SPIN4 (Rycina 14 i 15). Jak pokazano na rycinie, wszystkie trzy biatka laczy obecnosé
trzech domen typu Tudor, ktére warunkuja ich istotna rol¢ jako modyfikatorow
epigenetycznych histonu 3 (Rycina 14). W funkcji tej we wszystkich trzech paralogach
najbardziej istotna jest druga domena Tudor, ktora oddziatuje z potrojnie metylowana
lizyna 4 histonu 3 (H3K4me3) [Wang i wsp. 2011, Bartke i wsp. 2010, Yang i wsp. 2012,
Su i wsp. 2014, Shanle 1 wsp. 2017, Yang 1 wsp. 2012, Talon i wsp. 2014]. W przypadku
SPIN1 dochodzi rowniez do interakcji pierwszej domeny Tudor z podwojnie metylowana
argining 8 histonu 3 (H3R8me2a) [Su 1 wsp. 2014]. Oba typy metylacji powyzszych
aminokwasow histonu 3 oznaczaja chromatyn¢ transkrypcyjnie aktywna [Wang i wsp.
2011, Yang i wsp. 2012, Su i wsp. 2014, Shanle i wsp. 2017]. Ponadto za pomoca drugiej
domeny Tudor wszystkie SPIN oddzialuja z potrojnie metylowana lizyna 20 histonu 4
(H4K20me3). Jednak ten wzor metylacji oznacza chromatyng transkrypcyjnie nieaktywna.
Druga domena Tudor SPIN1 i SPIN3 wykazuje podobna selektywno$¢ rozpoznania grup
metylowych w kontek$cie H3K4me3 i H4K20me3, podczas gdy SPIN4 zdaje si¢ posiadac
powinowactwo do podwdjnie i1 potrojnie metylowanej lizyny 20 histonu 4 (H4K20me2-3)

[Shanle 1 wsp. 2017]. Rozpoznawanie 1 wiazanie metylowanej lizyny lub argininy jest
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mozliwe dzigki obecnosci w domenie Tudor aktywnej wngki kilku aromatycznych
aminokwasow (ang. cage of aromatic residues, aromatic pocket) [Wang i wsp. 2011, Yang
1 wsp. 2012, Su i wsp. 2014].

Rycina 14. Przyréwnanie sekwencji aminokwasowej trzech bialek SPIN czlowieka: SPIN1, SPIN3
i SPIN4. Gwiazdka zaznaczono identyczne aminokwasy we wszystkich trzech paralogach, natomiast na
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czarno zaznaczono aminokwasy identyczne w co najmniej dwoch paralogach. Czerwong klamra zaznaczono
trzy domeny Tudor.

Rycina 15. A — Struktura przestrzenna SPIN1 (238 aminokwasow z 262, fragment 27-262, 90% pokrycia
sekwencji) w kompleksie z peptydem reprezentujacym fragment sekwencji 8 aminokwasow (2-9) histonu 3 z
metylowana lizyna 4 (rozdzielczo$é 2,1 A) [Yang i wsp. 2012]. B — Struktura przestrzenna SPIN3 (222
aminokwasy z 258, fragment 45-258, 83% pokrycia sekwencji) (rozdzielczo$¢ 2 A) [Srikannathasan i wsp.
2015]. C — Struktura przestrzenna SPIN4 (216 aminokwaséw z 249, fragment 36-249, 86% pokrycia
sekwencji) w kompleksie z peptydem reprezentujacym fragment sekwencji 6 aminokwasow (2-7) histonu 3 z
metylowang lizyna 4 (rozdzielczo$¢ 1,86 A) [Talon i wsp. 2014]
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Warto wspomnieé, ze geny SPIN posiadaja homologi kodowane na chromosomie Y,
zwane Ssty 1 razem z nimi tworza rodzing gendéw Spin/Ssty ulegajacych ekspres;ji
1 peliacych wazne funkcje podczas megskiej gametogenezy [Oh 1 wsp. 1997]. Biatka
kodowane w tych genach taczy obecno$¢ domen Tudor. Spin wykazuja wysoka homologi¢
(okoto 70% identycznosci sekwencji nukleotydowej [Zang i wsp. 2008]) do mysich genow
Ssty wystepujacych w wielu kopiach na dlugim ramieniu chromosomu Y (ang. Y-linked
spermiogenesis specific transcript) [Laval 1 wsp. 1997, Oh 1 wsp. 1997].

Wczesny rozwdj embrionalny krggowcoOw 1 bezkrggowcoOw jest uzalezniony od
obecnosci w zygocie matczynych mRNA, poniewaz transkrypcja jest na tym wczesnym
etapiec zahamowana. Wowczas, jak juz wspomniano, W zygocie oraz na etapie
dwukomorkowego zarodka bardzo intensywnej translacji ulega matczyny mRNA kodujacy
Spinl [Oh 1 wsp. 1997], ktora jest stymulowana przez biatko CPEB posiadajace domeng
wiazania z RNA (ang. Cytoplasmic Poliadenylation Element Binding). Biatko to
oddziatuje z motywem CPE (ang. Cytoplasmic Poliadenylation Element) w 3 UTR
1 stymuluje jego poliadenylacj¢ [Racki 1 Richter 2006]. Pokazano, ze w potranskrypcyjna
regulacj¢ mRNA SPINI zaangazowane s3 rowniez mikroRNA (miRNA). Czasteczki miR-
489 bezposrednio reguluja mRNA SPINI w komorkach glejaka i raka piersi. Poziom miR-
489 jest silnie obnizony w komoérkach glejaka w porownaniu do komoérek zdrowej tkanki
oraz w komorkach raka piersi opornego na chemioterapeutyki i powodujacego przerzuty.
Umozliwia to wysoka ekspresj¢ 1 gromadzenie si¢ SPIN1 w nieprawidlowych,

nowotworowych komorkach [Chen i wsp. 2016, Li 1 wsp. 2017].

2.10. Nowotwory jadra typu zarodkowego

Nowotwor jadra jest najczgstszym nowotworem ztosliwym wsrod guzow litych
u mtodych mezczyzn, w wieku 20 — 39 lat, czyli w okresie prokreacji. Stanowi okoto 1,5%
wszystkich nowotworow ztosliwych u mezczyzn oraz 9% wszystkich nowotworow
u dzieci. Prawdopodobienstwo zachorowania wynosi 1 na 263 megzczyzn. Co wigcej,
zapadalno$¢ na nowotwor jadra systematycznie wzrasta i jest obecnie dwukrotnie wyzsza
niz przed 40 laty. Wérdd nowotworow jadra przewaza nowotwor typu zarodkowego (ang.
Testicular Germ Cell Tumor — TGCT) poniewaz reprezentuje 95-99% przypadkéw [Rosen
1 wsp. 2011, Rajpert-De Meyts 1 wsp. 2016, American Cancer Society 2017]. Wywodzi si¢
on z pierwotnych ptodowych PGCs. Powstaje z komoérki gametogenicznej na skutek jej

op6znienia w rozwoju, na etapie: 1/ pierwotnej komorki gametogenicznej (PGCs), 2/
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pézniej na etapie gonocytu lub wreszcie 3/ spermatogonium stanowiacego macierzysta
komorke linii meskiej (Rycina 16).

Biorac pod uwage cechy kliniczne 1 odmienne standardy leczenia wprowadzono
podzial TGCT na morfologicznie homogenne nasieniaki (ang. seminomas) i heterogenne
nienasieniaki (ang. non-seminomas, non-seminomatous germ cell tumours). Czgstos¢
wystegpowania obu typow TGCT jest podobna z przewaga nasieniakow (~60%
przypadkow). Najwicksze ryzyko wystapienia nienasieniakow przypada na 25
a nasieniakéw na 35 rok zycia [Rajpert-De Meyts i wsp. 2016]. Dla potrzeb niniejsze;j
rozprawy skoncentrowano si¢ na opisie genezy nasieniaka. Mianowicie opoOzniony
w rozwoju gonocyt lub spermatogonium jest zrédtem powstania wewnatrzprzewodowej
neoplazji komorek zarodkowych (ang. Intratubular Germ Cell Neoplasia in situ — IGCN)
[Rajpert-De Meyts 1 wsp. 2016, Sonne 1 wsp. 2009] (Rycina 16). W tak op6znionym
w rozwoju gonocycie dochodzi do wielu zmian na poziomie DNA, takich jak:
poliploidyzacja [Oosterhuis i wsp. 1989] oraz duplikacja krotkiego ramienia chromosomu
12, czegsto uwidocznionej jako izochromosom i(12)p [Atkin i Baker 1982] oraz kilka
mutacji lub amplifikacji genow $ciezki sygnalizacyjnej KIT i RAS [Goddard i wsp. 2007,
Tian 1 wsp. 1999, Biermann i wsp. 2007]. Ponadto genom ulega hipometylacji pod
wzgledem zawartosci S-metylocytozyny [Kawakami i wsp. 2006, Smiraglia i wsp. 2002,
Netto 1 wsp. 2008, Almstrup 1 wsp. 2010, Wermann 1 wsp. 2010, Ushida 1 wsp. 2012].
Hipometylacja genomu jest utrzymywana przez aktywny mechanizm demetylacji,
prawdopodobnie taki sam jak w prawidlowych ptodowych komorkach zarodkowych
[Nettersheim 1 wsp. 2013, Kristensen 1 wsp. 2014]. Ponadto dochodzi do wzmozonej
ekspresji gendéw warunkujacych pluripotencjalno$¢: POUSFI, NANOG, TFAP2C
1 LIN28 [Looijenga i wsp. 2003, Almstrup 1 wsp. 2004, Skotheim 1 wsp. 2005, Minami
1 wsp. 2010, West i wsp. 2009].

Wszystkie nowotwory zarodkowe (z wyjatkiem dojrzatego potworniaka) cechuja si¢
duza ztosliwoscig histologiczng 1 agresywnym przebiegiem klinicznym. Sa to jednoczesnie
jedne z niewielu guzow litych ktore mozna  wyleczy¢ nawet
w zaawansowanym stadium (z przerzutami odlegltymi). Pacjenci z guzami zarodkowymi
szans¢ na wyleczenie zawdzigczaja wrazliwosci tych nowotworéw na chemioterapie
1 radioterapi¢. Charakterystyczne, ze wsréd czynnikéw ryzyka wystepuja m.in.:
nieptodnos¢, w tym nieprawidtowa spermatogeneza [Moller i wsp. 1999], wngtrostwo
(niezstapione jadra) [Cook 1 wsp. 2009], spodziectwo (nieprawidlowe ujscie cewki

moczowej) [Trabert 1 wsp. 2013] i rézne inne zespoly obojnactwa (dysgenezja gonad,
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obojnactwo prawdziwe, obojnactwo rzekome, zespdl feminizujacych jader i aberracje

chromosomowe np. zespot Klinefeltera (47,XXY)).
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Rycina 16. Najczgsciej wystepujacym nowotworem TGCT jest nasieniak. U gory przedstawiony jest
prawidlowy rozwodj komoérek gametogenicznych (spermatogeneza), poczawszy od wezla zarodkowego
(ICM), poprzez ich migracj¢ PGCs do gonad pierwotnych i obecno$¢ w kanalikach plemnikotworczych
pomigdzy komorkami Sertolego. Nasieniak (Seminoma) ma swdj poczatek podczas migracji lub po
zasiedleniu gonad pierwotnych, gdy dochodzi do op6znionego rozwoju gonocytu, ktory nie dojrzewa, lecz
zachowuje fenotyp komorki embrionalnej i ostatecznie staje si¢ komorka nowotworowa. ICM — wezet
zarodkowy (ang. Inner Cell Mass), PGC — pierwotna komorka gametogeniczna (ang. Primordial Germ Cell),
YST - rak pecherzyka zoéltkowego (ang. Yolk Sac Tumor), Seminoma — nasieniak, Non-seminoma —
nienasieniak Teratoma — potworniak [Rajpert-De Meyts i wsp. 2016].

2.11. Komorki TCam-2 - unikatowy model badan ludzkich komorek
gametogenicznych w hodowli wyprowadzonych z nasieniaka

Linia komoérek TCam-2 zostala wyprowadzona z nasieniaka pierwotnego 35-letniego
mezczyzny przez dr Kitazawe z Uniwersytetu w Ehime w Japonii [Mizuno 1 wsp. 1993].
Pod wzgledem ekspresji genow markerowych komoérki TCam-2 odpowiadaja meskim
komorkom gametogenicznym pomigdzy stadium PGCs a stadium gonocytow. Po
przeszczepieniu do myszy SCID (z cigzkim ztozonym niedoborem odpornosci, ang. Severe

Combined ImmunoDeficiency) komorki TCam-2 tworza klasyczna tkanke nasieniaka. W
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przeciwienstwie do wczesniej wyprowadzanych ludzkich linii nasieniaka, komorki TCam-
2 nie ulegaja apoptozie i stanowia unikatowy, bo jedyny model mgskich komorek

gametogenicznych w hodowli [de Jong i wsp. 2009].
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3. CEL PRACY

Celem pracy bylo udzielenie odpowiedzi na nastgpujace pytania badawcze:

1. Czy geny SPIN1, SPIN3 i SPIN4 pehig funkcj¢ modulatorow apoptozy, proliferacji
i cyklu komorkowego w modelu nasieniaka?

Funkcja SPIN1 w powyzszych procesach zostata opisana w konteks$cie: rozwoju komorek
gametogenicznych ssakow, bardzo wczesnej embriogenezy oraz nowotworow. Natomiast
funkcja bardzo podobnych pod wzgledem struktury paralogow, SPIN3 i SPIN4, nie zostata
dotad poznana. Skoro tak, interesujace bylo zbadanie, (1) na ile nicopisane dotad paralogi
SPIN3 i SPIN4 sa w powyzszych trzech procesach istotne oraz (2) jaka jest ich
funkcjonalna wspotzalezno§¢, w porownaniu ze SPINI1. Do wyjasnienia tych kwestii
wybrano komorki TCam-2, ktére reprezentuja jedyny model meskich komorek
gametogenicznych w hodowli. Zostaty one wyprowadzone z nasieniaka, ktory stanowi

jeden z typéw nowotworow jadra tzw. typu zarodkowego (TGCT).

2. Czy powyisze geny sa potranskrypcyjnie regulowane przez biatka PUM1, PUM2 a
takze ich bialkowe kofaktory, NANOS1, NANOS2 oraz NANOS3?

mRNA SPINI zostal niedawno opisany jako wchodzacy w interakcj¢ z ludzkim biatkiem
PUMI1 oraz jako mRNA potranskrypcyjnie regulowany poprzez 3’UTR, w dojrzatym
oocycie oraz dwukomérkowym zarodku mysim. Zatem postanowiono sprawdzi¢, czy
mRNA kodujace SPIN1, SPIN3 oraz SPIN4 sa (1) potranskrypcyjnie regulowane przez
biatka PUM (2) oraz przez ich biatkowe kofaktory NANOS. Wazna przestanka tych badan
byta obecnos¢ kilku motywow PBE w regionach 3’'UTR mRNA SPINI, SPIN3 oraz SPIN4
oraz brak w mRNA paraloga SPIN2. Z tego powodu mRNA SPIN2 nie zostal objety

badaniami.
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4. MATERIALY
4.1. Aparatura

Urzadzenie

aparat do elektroforezy pionowej PROTEAN" II xi Cell
aparat do elektroforezy pionowej Mini PROTEAN® 3 Cell
aparat do elektroforezy poziomej Wide Mini Sub™ Cell
aparat do elektroforezy poziomej maty

aparat do transferu biatek (Mini Trans-Blot” Cell)
blok grzejny 16500 Dry Bath

chemiluminometr ChemiDoc™ XRS+

cytometr przeptywowy FlowSight

cytometr przeplywowy S3e' Cell Sorter
elektroporator Gene Pulser 11

inkubator do hodowli komoérek z przeptywem CO,
licznik scyntylacyjny

luminometr GloMax® Multi Detection System
faznia wodna

taznia wodna WB4-MS

faznia wodna z wytrzasaniem

kamera JuLI"" FL, Fluorescence live cell movie analyzer
komora Biirkera

mieszadto magnetyczne

mikroskop odwrécony AxioVert. Al

mikroskop odwrécony DMi8 IVD

mikrowiréwka Centrifuge 5417R

mikrowiréwka Centrifuge 5702

pH-metr HI9126

rotator 3025

sonikator Ultrasonic processor 251.147-1
spektrofotometr NanoDrop® ND-1000
spektrofotometr UltraSpec 2000

suszarka do zeli SE 1160

system do transfekcji linii komorkowych Neon
system do wizualizacji zeli BioDoc—It
termocykler T100

termocykler 1Q5 (real-time)

transiluminator UV

transiluminator UV Benchtop M—-26

waga laboratoryjna 1600C

waga laboratoryjna 160M

waga laboratoryjna R1800

wirowka 5415 R

wirowka 5804 R

wirowka C1301T

wird6wka MPW—-65R

wiréwka RT 6000 B

wstrzasarka typu vortex VF2

wytrzasarka Excelle E25

zasilacz do elektroforezy 2297 Macrodrive 5
zasilacz do elektroforezy Phero—stab 3000
zasilacz wysokonapigciowy E833

zasilacz wysokonapigciowy PowerPac™ Universal Power Supply

4.2. Oprogramowanie

Nazwa

IDEAS" (Image Data Exploration and Analysis Software)

36

Firma

Bio-Rad

Bio-Rad

Bio-Rad

Polygen

Bio-Rad
Thermoline
Bio-Rad

Amnis

Bio-Rad

Bio-Rad

Binder

LKB Wallac
Promega

Julabo C

Biosan

GFL

NanoEntek

Knittel Glasser
IKA Labortechnik
Karl Zeiss

Leica

Eppendorf
Eppendorf

Hanna Instruments
GFL

Ultrasonic

TK Biotech
Pharmacia Biotech
Hoefer Scientific Instruments
Thermo Scientific
UvP

Bio-Rad

Bio-Rad

Ultra Lum

UvP

Medicat LTD
Medicat LTD
Sartorius
Eppendorf
Eppendorf

Labnet

MPW

Sorvall
Janke&Kunkel-Labortechnik
New Brunswick Scientific
LKB Bromma
Biotech—Fischer
Consort

Bio-Rad

Firma

Amnis



Image Lab 5.1 Software (chemiluminometr)
INSPIRE" Software (cytometr)

ModFit LT Software

ProSort" Software (cytometr)

4.3. Odczynniki

Substancja

o*P urydyno—5'trifosforan (3000 Ci/mmol)
adenozyno—5'-trifosforan (ATP)

agar bakteriologiczny

agaroza

akrylamid

albumina cielgca (BSA)

alkohol etylowy (etanol)

alkohol metylowy (metanol)

alkohol 2-propylowy (izopropanol)
antibiotic antimycotic solution 100x
aprotonina

baktotrypton

BD FACSFlow™"

benzamidyna

bibuta chromatograficzna 3MM

bigkit bromofenolowy

bigkit brylantynowy Coomassie

biekit trypanu

btona rentgenowska (radiologiczna XS—1)
bromek etydyny

buforowany roztwor soli fizjologicznej (PBS)
chlorek magnezu

chlorek potasu

chlorek sodu

chloroform

cytydyno—5’— tri fosforan (CTP)
deoksyadenozyno—5’—trifosforan (dATP)
deoksycytydyno—5’—trifosforan (dCTP)
deoksyguanozyno—5’—trifosforan (dGTP)
deoksytymidyno—5’—trifosforan (dTTP)
dimetylosulfotleneck (DMSO)

ditiotreitol (DTT)

DNaza |

dodecylosiarczan sodu (SDS)

drozdzowy tRNA fenyloalaninowy
ekstrakt drozdzowy

endonukleaza Notl

endonukleaza Xhol

eter dietylowy kwasu pirowgglowego (DEPC)
fenol

filtr nitrocelulozowy do transferu biatek
FlowSight Calibration Beads

fluorek 4—(2—aminoetylo)benzenosulfonylu (AEBSF)
formamid

glicerol

glicyna

glukoza

guanozyno—5'-trifosforan (GTP)
heparyna

hoechst33258

inhibitor RNaz (RNazin)
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Bio-Rad

Amnis

Verity Software House
Bio-Rad

Firma

Hartmann Analytik
Promega
Bioshop
Bioshop
Bioshop
Sigma-Aldrich
POCH

POCH

POCH

Lonza
Bioshop

Difco

BD Bioscences
Sigma-Aldrich
Whatman
Bio-Rad
Serva
Sigma-Aldrich
Foton
Sigma-Aldrich
Lonza

Merck

Serva

Bioshop
POCH
Promega
Roche

Roche

Roche

Roche
Sigma-Aldrich
Bioshop
Sigma-Aldrich
Serva
Invitrogen
Difco

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Bioshop
Bioshop
Bio-Rad
Amnis
Bioshop
Merck

Serva

Serva

Serva
Promega
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Promega



izopropylo—3—D—1-tiogalaktopiranozyd (IPTG)
jodek propidyny

kanamycyna

karbenicylina

kolumienki filtracyjne Ultracel-10K

kolumienki filtracyjne Ultrafree—-MC

ksylencyjanol

kulki agarozowe optaszczone chityna

kwas borowy

kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA)

leupeptyna

ligaza DNA T4

marker dlugosci fragmentow DNA 1 Kb Ladder DNA
marker dlugosci fragmentow DNA 1 Kb+ Ladder DNA

marker dlugosci fragmentéw DNA GeneRuler 1 kb DNA ladder
marker dlugosci fragmentéow DNA Low DNA MASS Ladder

marker masy biatek Kaleidoscope
mieszanina inhibitorow proteaz 100x
2-merkaptoetanol

mocznik

N—[2-hydroksyetylo]piperazyno—N’—etanosulfonian (HEPES)

N,N'-metylenobisakrylamid
N,N,N’,N’—tetrametyloetylenodiamina (TEMED)
nadsiarczan amonu (APS)

octan sodu

odczynnik Bradforda

odwrotna transkryptaza

pepstatyna A

ptodowa surowica cielgca (FBS)

ptyn scyntylacyjny Eco Lite

polimeraza DNA Taq

polimeraza RNA T7

pozywka ptynna LB (ang. Lysogeny Broth)
ProFlow  Sort Grade 8x Sheath Fluid

ProLine " Universal Calibration Beads

proteinaza K

RPMI 1640 + 1x GlutaMAX

RNaza A

Sephadex G 25"™F

61 potasowa kwasu poliurydynowego (polyU)
spermidyna

trihydroksymetyloaminometan (Tris)

triton X—-100

Trizol

trypsyna 10x

Tween 20

urydyno—5"tri fosforan (UTP)

utrwalacz fotograficzny

wywolywacz fotograficzny

zestaw odczynnikow do izolacji DNA z Zelu agarozowego
zestaw odczynnikow do izolacji plazmidow w skali maxi
zestaw odczynnikow do izolacji plazmidow w skali mini
zestaw odczynnikow do izolacji produktow PCR
zestaw odczynnikow do ukierunkowanej mutagenezy
zestaw odczynnikow do transfekcji Neon

zestaw substratow do chemiluminescencji (HRP)
zestaw substratow do luminescencji

zestaw do detekcji apoptozy
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4.4. Przeciwciala

A) Przeciwciala pierwszorz¢edowe:

- anty-DDK (FLAG™) (OriGene Technologies, nr kat. TA50011) mysie monoklonalne,
klon 4C5, uzywane w Western blot (1:2500)

- anty-WINKULINA (Abcam, nr kat. Ab129002) krolicze poliklonalne, uzywane
w Western blot (1:10000)

- anty-BAKTYNA (Sigma-Aldrich, nr kat. A2066) krolicze poliklonalne, uzywane
w Western blot (1:10000)

- anty-PUMI1 (Abcam, nr kat. Ab3717) kozie poliklonalne, uzywane w Western blot
(1:5000) 1 immunoprecypitacji (5 pg)

- anty-PUM2 (Santa Cruz Biotechnology, nr kat. sc31535) kozie poliklonalne, uzywane w
Western blot (1:250) i immunoprecypitacji (5 png)

- anty-NANOSI (Everest Biotech, nr kat. EB06680) krolicze poliklonalne, uzywane
w Western blot (1:2000)

- anty-NANOS2 (Merck Millipore, nr kat. ABE252) krélicze poliklonalne, uzywane
w Western blot (1:500)

- anty-NANOS3 (Abcam, nr kat. Ab70001) krélicze poliklonalne, uzywane w Western blot
(1:1000)

B) Przeciwciala drugorzedowe

- anty-krolicze 1gG sprzgzone z peroksydaza chrzanowa (Sigma-Aldrich, nr kat. A6154),
kozie poliklonalne, uzywane w Western blot (1:25000)

- anty-kozie IgG sprzgzone z peroksydaza chrzanowa (Santa Cruz Biotechnology, nr kat.
sc-2020), osle poliklonalne, uzywane w Western blot (1:50000)

- anty-mysie IgG sprzgzone z peroksydaza chrzanowa (Santa Cruz Biotechnology, nr kat.

sc-2005), kozie poliklonalne, uzywane w Western blot (1:25000)

4.5. siRNA

siRNA kontrolne (Santa Cruz Biotechnology, nr kat. sc37007) — mieszanina 3 siRNA
niemajacych miejsc rozpoznania w ludzkich mRNA

siRNA PUMI1 (Santa Cruz Biotechnology, nr kat. sc62912) — mieszanina 3 siRNA
majacych miejsca rozpoznania w mRNA PUM1

siRNA PUM2 (Santa Cruz Biotechnology, nr kat. sc44773) — mieszanina 3 siRNA
majacych miejsca rozpoznania w mRNA PUM?2
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siRNA SPIN1 (Santa Cruz Biotechnology, nr kat. sc92696) — mieszanina 3 siRNA
majacych miejsca rozpoznania w mRNA SPIN/
siRNA SPIN3 (Santa Cruz Biotechnology, nr kat. sc91032) — mieszanina 3 siRNA
majacych miejsca rozpoznania w mRNA SPIN3
siRNA SPIN4 (Santa Cruz Biotechnology, nr kat. sc90949) — mieszanina 3 siRNA
majacych miejsca rozpoznania w mRNA SPIN4

4.6. Plazmidy

Wszystkie zastosowane w niniejszej pracy plazmidy znajduja si¢ w zasobach laboratorium
profesor  Jadwigi  Jaruzelskiej, w  Instytucie  Genetyki Czlowicka PAN
w Poznaniu.

A) Plazmidy reporterowe kodujace pelnej dlugosci 3’°UTR SPINI, SPIN3, SPIN4 lub
GAPDH w wektorze psiCheck2 (Rycina 1) — zastosowane do badania wplywu
nadekspresji bialek PUM i NANOS lub wyciszenia ekspresji genow PUM na ekspresj¢
lucyferazy z tego plazmidu:

- Plazmid kodujacy 3'UTR SPINI (NM_006717.2), pozycja od pierwszego nukleotydu za
kodonem STOP 1-3429,

- Plazmid kodujacy 3'UTR SPIN3 (NM_001010862.2), pozycja od pierwszego nukleotydu
za kodonem STOP 1-3339,

- Plazmid kodujacy 3'UTR SPIN4 (NM_001012968.2), pozycja od pierwszego nukleotydu
za kodonem STOP 1-2816,

- Plazmid kodujacy 3'UTR GAPDH (NM_001289746), pozycja od pierwszego nukleotydu
za kodonem STOP 1-201, stuzaca jako kontrola negatywna dla oddziatywania z biatkami
PUM

B) Plazmidy kodujace otwarta ramke odczytu (ang. Open Reading Frame — ORF)
ludzkich bialek SPIN, PUM i NANOS w wektorze pCMVé6-entry (Rycina 2) (nr kat.
PS100001) — uzywane do nadekspresji w komorkach. Wszystkie wymienione plazmidy
posiadaja kilku aminokwasowe znaczniki fuzyjne Myc i DDK (FLAG") na koncu
karboksylowym biatka (C). Plazmidy kodujace ORF bialek typu dzikiego zostaty
zakupione w firmie OriGene Technologies:

- SPIN1 — (NM_006717.2, nr kat. RC201938)

- SPIN3 — (NM_001010862.2, nr kat. RC215063)

- SPIN4 — (NM_001012968.2, nr kat. RC214332)
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- PUM1 — (NM_014676, nr kat. RC201219)

- PUM2 — (NM 015317, nr kat. RC211307)

- NANOS1 — (NM 199461, nr kat. RC219123)

- NANOSI1 p.P34T;S78del — Plazmid kodujacy ORF biatka NANOSI1, z nastgpujacymi
zmianami w sekwencji aminokwasow: p.Pro34Thr; p.Ser78del

- NANOS2 — (NM 001029861, nr kat. RC212815)

- NANOS3 — (NM 001098622, nr kat. RC221867)
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C) Plazmidy kodujace ORF domeny PUF (domeny wigzania RNA) bialka PUM1 lub
PUM2 w wektorze pTYB12 — uzywane do nadekspresji w bakteriach E. coli. Posiadaja
one znacznik fuzyjny, fragment inteiny, tzw. domeng wiazania chityny (ang. Chitin
Binding Domain — CBD) na koncu aminowym biatka (N). CBD poprzez wiazanie do
chityny znajdujacej si¢ na kulkach agarozowych stuzy do oczyszczania biatka fuzyjnego.
Biatko to o masie 45,76 kDa uzyskiwano poprzez nadekspresj¢ w bakteriach przy uzyciu

zestawu IMPACT-CN firmy New England Biolabs [Spik 1 wsp. 2006].

4.7. Genomowe DNA wyizolowane od trzech losowych zdrowych mezczyzn stuzace do

amplifikacji sekwencji regiondw 3’UTR wszystkich trzech SPIN.
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5. METODY

5.1. Warunki hodowli komérek TCam-2

Komérki TCam-2 hodowano w podtozu pltynnym w inkubatorze o statych warunkach
temperatury (37°C) 1 stgzenia CO; (5%). Pozywka hodowlana zawierala medium RPMI
1640 + 1x GlutaMAX (Invitrogen), 10% plodowa surowicg cieleca (ang. Fetal Bovine
Serum - FBS) (Hyclone), antybiotyki bakteriobdjcze penicyling i streptomycyng oraz
antybiotyk przeciwgrzybiczy amfoterycyne B (Antibiotic Antimycotic Solution, Lonza).
Pasazowanie komorek rozpoczynano od usunig¢cia pozywki, nastgpnie przeplukiwano
komorki 1x stgzonym roztworem PBS pozbawionym jonéw wapnia i magnezu (zwanym
dalej ,,roztworem PBS”, Lonza). Komorki ,,odklejano” od naczynia hodowlanego poprzez
inkubacj¢ w 1x stezonym roztworze trypsyny (Lonza) 5 min. w 37°C. Komorki
sptukiwano nastgpnie §wieza pozywka. Ich zawiesing rozdzielano do trzech nowych
naczyn hodowlanych, a po catonocnej hodowli, kiedy komorki ponownie przywarty do

podtoza, pozywke wymieniano.

5.2. Transfekcja komérek TCam-2

Do transfekcji komérek TCam-2 uzywano systemu opartego na elektroporacji — Neon
(Invitrogen), ktory jest jedynym wydajnym systemem wprowadzania DNA do tych
komorek. Z ptytek hodowlanych o $rednicy ©=15 cm usuwano pozywke i komorki
przemywano roztworem PBS. Tak jak przy pasazowaniu, komorki odklejano od naczynia
hodowlanego poprzez inkubacj¢ w roztworze trypsyny. Komorki splukiwano strumieniem
swiezej pozywki 1 wirowano w probowkach typu falkon o pojemnosci 50 ml przy 400 rcf
(ang. relative centrifugal force — wielokrotno$¢ ziemskiego przyspieszenia
grawitacyjnego), w temp. pokojowej, 5 minut. Komorki zawieszano nastgpnie
w roztworze PBS, pobierano 20 pl, dodawano taka sama objgto$¢ biekitu trypanu (Sigma-
Aldrich) celem liczenia komorek oraz wykrycia komoérek martwych. Liczbg komorek
okreslano w komorze Biirkera wedlug wzoru: $rednia liczba zywych komorek zliczona
z 5 kwadratow x rozcienczenie (czyli 2) x objetosé, w ktérej zawieszono komorki x 10%.
Komorki wirowano ponownie jak wyzej 1 zawieszano w odpowiedniej objgtosci buforu do
transfekcji — buforu R. Nastgpnie odpowiednia liczb¢ komorek dodawano do wczesniej
przygotowanych mieszanin DNA i poddawano elektroporacji jednym impulsem o napigciu
1000 V w czasie 40 milisekund. Po elektroporacji komorki przenoszono do
wielodotkowych ptytek hodowlanych (6 lub 12 dotkowe) lub o $rednicy @=6 1 @=10 cm
zawierajacych uprzednio ogrzang pozywke RPMI 1640 + 1x GlutaMAX oraz 10% FBS,
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bez dodatku antybiotykow. Do transfekcji uzywano nast¢pujace mieszaniny DNA w
zaleznosci od typu do§wiadczenia:

A/ Pomiary intensywnosci proliferacji komorek. Do transfekcji uzywano plazmidy
kodujace ORF danego biatka, SPIN, PUM lub NANOS, w wektorze pCMV6-entry lub
pusty plazmid pCMV6-entry, jako kontrolg (Materialy, 4.6B). Do pojedynczej transfekcji
uzywano ~150 tysigcy komoérek TCam-2 1 1,5 ug DNA, w przeliczeniu na jeden dotek
ptytki 6 dotkowej, wypetiony 2 ml pozywki.

B/ Pomiary poziomu apoptozy komorek z nadekspresjq biatek SPIN, PUM lub NANOS.
Komorki transfekowano plazmidami stuzacymi do nadekspresji biatka (wektor pCMV6-
entry) kodujace ORF SPIN, PUM, NANOS Ilub pustym wektorem pCMVe6-entry,
uzywanym jako kontrola (Materialy, 4.6B). Do pojedynczej transfekcji uzywano ~300
tysigcy komorek TCam-2 1 2 ug DNA na plytkge o S$rednicy @=6 cm wypelniona
5 ml pozywki.

C/ Pomiary poziomu apoptozy komorek z wyciszonq ekspresjq genow SPIN.
Do transfekcji uzywano siRNA specyficzne do mRNA SPIN o koncowym stgzeniu
10 nM w pozywce (Materialy, 4.5). Jednoczesnie stosowano siRNA kontrolne, ktore nie
rozpoznawato miejsc w ludzkich mRNA. Do pojedynczej transfekcji uzywano ~300
tysigcy komorek TCam-2 na ptytke o $rednicy @=6 cm, wypetniona 5 ml pozywki.

D/ Pomiary cyklu komorkowego. Transfekcje wykonywano analogicznie jak do
pomiaré6w apoptozy, jednak po transfekcji komorki wysiewano na wigksza ptytke
o $rednicy ©@=10 cm wypelniong 10 ml pozywki, by utatwi¢ im podzialy.

E/ Testy lucyferazowe po nadekspresji biatek PUM [ub NANOS. W odpowiednich
kombinacjach mieszaniny DNA zawieraly ilosciowo 10% odpowiedniej plazmidu
reporterowego (wektor psiCheck2), kodujacego odpowiedni 3'UTR SPIN lub 3’UTR
GAPDH (Materialy, 4.6A), 90% plazmidu do nadekspresji biatka (wektor pCMV 6-entry)
kodujacy ORF PUM lub NANOS (Materialy, 4.6B) lub pusty wektor pCMV6-entry,
stuzacy jako kontrola. W testach lucyferazowych do pojedynczej transfekcji uzywano ~150
tysigcy komoérek TCam-2 i 1,5 pg DNA na jeden dotek ptytki 12 dotkowej, wypetniony 1
ml pozywki.

F/ Testy lucyferazowe po wyciszeniu ekspresji genow PUM. Mieszaniny DNA 1 siRNA
w odpowiednich kombinacjach zawieraty ilosciowo 150 ng odpowiedniego plazmidu
reporterowego (wektor psiCheck2) (Materialy, 4.6A) i 10 nM w pozywce siRNA,
specyficznego dla mRNA PUM, lub siRNA kontrolnego (Materialy, 4.5). Do testow
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lucyferazowych w pojedynczej transfekcji uzywano ~150 tysiecy komorek TCam-2 na
jeden dotek ptytki 12 dotkowej, wypetniony 1 ml pozywki.

5.3. Pomiary intensywnosci proliferacji komorek TCam-2 przy nadekspresji bialek
SPIN, PUM i NANOS

Intensywnos¢ proliferacji badano poprzez pomiar stopnia konfluencji komoérek TCam-2 w
hodowli, mierzonej po 24, 48 i 72 godz. po transfekcji, przy uzyciu kamery JuLI" FL
Fluorescence live cell movie analyzer firmy NanoEntek. Dla kazdego biatka, SPIN, PUM,
oraz NANOS, doswiadczenie wykonywano w trzech niezaleznych biologicznych
powtorzeniach. W kazdym z nich wykonywano co najmniej pie¢ zdje¢ pol wybranych
losowo z powierzchni 10 cm® kazdego dotka plytki 6-dotkowej. Kazde zdjecie
analizowano automatycznie w kamerze poprzez wykreslenie powierzchni poro$nigtej przez
komorki, w porownaniu do calej powierzchni zdjgcia. Uzyskane wyniki pomiaréw
konfluencji komorek znormalizowano w stosunku do konfluencji komoérek kontrolnych,
tzn. z nadekspresja pustego plazmidu pCMV6-entry (Wyniki, Tabela 1 i 2). Bylo to
niezwykle istotne poniewaz pomimo prob wyrownania konfluencji poczatkowej po 24
godz. po transfekcji, nie byla taka sama dla poszczegdlnych hodowli. Zréwnowazenie
konfluencji poczatkowej w przypadku biatek powodujacych wysoka $miertelnosc,
osiagano poprzez wysiewanie do jednego dotka plytki 6-dotkowej komorek z kilku
transfekcji. Wyniki poddawano analizie statystycznej polegajacej na obliczaniu $redniej,
odchylenia standardowego 1 istotnosci statystycznej, czyli wartosci p (ang. p value), za
pomoca niesparowanego testu t-Studenta o rozktadzie jednostronnym. Nastgpnie
wykreslano krzywe proliferacji komorek TCam-2, ktora miata miejsce po nadekspresji
biatek SPIN, PUM Ilub NANOS, wzgledem pustego plazmidu pCMVeé6-entry. Stopien

nadekspresji biatek sprawdzano metoda Western blot.

5.4. Wykrywanie i ocena polilosSciowa bialek metoda Western blot
(immunoblotowania)

Ekstrakt biatkowy uzyskiwano poprzez liz¢ komorek w 2x st¢zonym buforze Laemmli,
zawierajacym 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8; 2% SDS; 25% glicerol; 0,01% bitekit
bromofenolowy oraz 350 mM DTT (dodawany bezposrednio przed uzyciem buforu).
W tym celu na ptytke o $rednicy @=10 cm i powierzchni ~75 cm? o konfluencji 80-90%
dodawano 500 pl 2x buforu Laemmli i zbierano lizat komoérkowy. W przypadku, gdy

powierzchnia ptytki byta mniejsza, dodawano proporcjonalnie mniej 2x buforu Laemmli.
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Ekstrakty biatkowe dodatkowo denaturowano w 95°C, 10 min., a nastgpnie wirowano przy
14000 rpm, w 4°C, 2 minuty. Zdenaturowane ekstrakty bialkowe frakcjonowano
w 12% zelu poliakrylamidowym zawierajacym 375 mM Tris-HCI, pH 8,8; 12% akrylamid
(stosunek akrylamidu do bisakrylamidu wynosit 49:1); 0,1% SDS. Mieszanina 4% zelu
zaggszczajacego zawierata 62,5 mM Tris-HCL, pH 6,8; 4% akrylamid; 0,1% SDS. Przed
rozdzialem biatek w aparacie do elektroforezy pionowej Mini PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad)
1 w buforze zawierajacym 25 mM Tris; 192 mM glicyng; 0,1% SDS przeprowadzono
elektroforeze wstepna, pod napigciem 50 V, 30 minut. Po nalozeniu prob do kieszonek w
zelu, elektroforez¢ prowadzono najpierw pod napigciem 50 V,
15 min., a nastgpnie pod napigciem 100 V, 3 godziny. Elektrotransfer biatek na filtr
nitrocelulozowy o $rednicy porow ©=0,2 pum (Bio-Rad) przeprowadzano w buforze
zawierajacym 25 mM Tris; 192 mM glicyng; 20% metanol, pod napigciem 30 V, w 4°C,
przez noc. Nastepnie filtr blokowano w buforze 1x stezonym TBS, pH 7,4, zawierajacym
137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 0,025 mM Tris; z dodatkiem 0,1% Tween20 1 5%
odtluszczonego mleka, w temp. pokojowej, 60 minut. Reakcj¢ z odpowiednim
przeciwcialem pierwszorzgdowym prowadzono w tym samym buforze, w 4°C przez noc.
Nastepnego dnia, po trzykrotnym ptukaniu filtra 1x stezonym buforem TBS z dodatkiem
0,1% Tween20 w temp. pokojowej, 10 min., inkubowano z odpowiednim przeciwcialem
drugorzegdowym skoniugowanym z peroksydaza chrzanowa, w temp. pokojowej,
1 godzing. Kolejno, filtr dwukrotnie ptukano w 1x stgzonym buforze TBS z dodatkiem
0,1% Tween20 oraz jeden raz w 1x stgzonym buforze TBS bez detergentu. Biatko
wykrywano w chemiluminometrze ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad), przy pomocy zestawu
substratow do reakcji chemiluminescencji (Bio-Rad), wedlug przepisu dotaczonego przez

producenta.

5.5. Badanie poziomu apoptozy komorek TCam-2 z nadekspresja bialek SPIN, PUM,
NANGOS lub z wyciszang ekspresja genow SPIN

Poziom apoptozy komoérek TCam-2 badano poprzez pomiar intensywnosci wybarwienia
btony komoérkowej Aneksyna V (ang. Ammexin V) skoniugowana z izotiocyjanianem
fluoresceiny (ang. Fluorescein IsoThioCyanate - FITC), w cytometrze przeptywowym.
Aneksyna V jest biatkiem uzywanym do oznaczenia komodrek apoptotycznych, dzigki
swoim wlasciwosciom wigzania fosfatydyloseryny (ang. phosphatidyl serine — PS).
W zywych komoérkach PS jest zlokalizowana po wewngtrznej stronie btony komoérkowe;.

Jednak podczas apoptozy PS traci asymetryczne rozmieszczenie w dwuwarstwie lipidowej
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i przechodzi do strony zewngtrznej, gdzie zostaje wykryta dzigki fluorescencyjnie
wyznakowanej Aneksynie V.

Drugiego dnia po transfekcji z ptytek usuwano pozywke z komoérkami martwymi,
a komorki przyklejone do powierzchni przeptukiwano roztworem PBS. Komorki odklejano
od ptytki hodowlanej poprzez inkubacjg w roztworze trypsyny
w standardowych warunkach. Komorki sptukiwano strumieniem $§wiezej pozywki,
a uzyskana zawiesing komorkowa przenoszono do probowek typu falkon o pojemnosci 15
ml 1 wirowano przy 400 rcf, w temp. pokojowej, 5 minut. Nastgpnie komorki
przeplukiwano zimnym roztworem PBS, przenoszono do proboéwek o pojemnosci 1,5 ml
typu eppendorf i wirowano jak wyzej. Komorki barwiono przy uzyciu zestawu do detekcji
apoptozy — Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Beckman Coulter). Osad komorek
zawieszano w 100 pl zimnego 1x stgzonego buforu wiazacego (ang. Binding Buffer — BB)
zawierajacego 1 pl odczynnika Aneksyny V skoniugowanej z FITC (AnV-FITC) (stezenie
zastrzezone przez producenta) i 1 pl jodku propidyny (ang. propidium iodide — PI) o
stezeniu  koncowym 2,5 ng/ul. Préby inkubowano w lodzie 15 min,,
a nastgpnie dodawano 300 pl zimnego 1x st¢zonego roztworu BB 1 wykonywano pomiar w
cytometrze przeptywowym FlowSight (Amnis) przy uzyciu oprogramowania INSPIRE®
(Amnis). Zgromadzone dane analizowano w programie IDEAS® (Image Data Exploration
and Analysis Software) (Amnis). Wyniki poddawano analizie statystycznej jak wyze;.
Poziom nadekspresji biatek sprawdzano metoda Western blot. Wydajnos¢ wyciszania
ekspresji genow SPIN weryfikowano w reakcji PCR w czasie rzeczywistym na matrycy

cDNA.

5.6. Izolacja RNA, odwrotna transkrypcja i reakcja PCR w czasie rzeczywistym

Catkowity RNA komorek TCam-2 izolowano przy uzyciu odczynnika Trizol (Thermo
Scientific). Do dotka o $rednicy @=3,5 c¢m i powierzchni 10 cm”® w plytce 6 dotkowej
dodawano 1,2 ml ogrzanego do temp. pokojowej odczynnika Trizol 1 inkubowano 15 min.
w temp. pokojowej. Po tym czasie, calo§¢ mieszaniny homogenizowano przez
kilkunastokrotne pipetowanie. Homogenat przenoszono do 1,5 ml probowki typu
Eppendorf, dodawano 240 pul chloroformu i ekstrahowano 15 sekund. Po 2 min. inkubacji
w temp. pokojowej, probowki wirowano przy 12000 rcf, w 4°C, 15 minut. Zgodnie
z oczekiwaniem mieszanina ulegala rozdzieleniu na trzy fazy: goérna — wodna zawierajaca
RNA, interfaza zawierajaca wytracone biatka i DNA oraz dolna — organiczna, zawierajaca

rowniez DNA. Fazg¢ wodna przenoszono do $wiezej probowki i dodawano 600 pl
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izopropanolu. Proby inkubowano przez 10 min. w temp. pokojowej, a nastgpnie wirowano
przy 12000 rcf, w 4°C, 10 minut. Precypitat RNA ptukano w 1 ml roztworu 75% etanolu i
ponownie wirowano przy 7600 rcf, w 4°C, 10 minut. Po usunigciu etanolu osad RNA
suszono przez 15 min., a nastgpnie rozpuszczano w 20 ul wody wolnej od RNaz. Ste¢zenie
wyizolowanego RNA mierzono w spektrofotometrze NanoDrop przy dlugosci fali 260 nm.
W celu okreslenia czysto$ci preparatu mierzono réwniez absorbancj¢ przy dtugosciach 230
1 280 nm oraz analizowano widmo absorpcyjne RNA.

Z uzyskanego RNA usuwano nastgpnie potencjalne pozostatosci DNA poprzez
hydroliz¢ DNaza I o stgzeniu koncowym 0,1 U/ul, w buforze 20 mM Tris-HCI, pH 8,3; 2
mM MgCl,, w temp. pokojowej, 20 minut. Nastgpnie enzym inaktywowano przy uzyciu
EDTA o stgzeniu koncowym 4,55 mM 1 denaturowano w 75°C, 5 minut. Wyizolowany
RNA przepisywano nastgpnie na cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji (ang. Revers
Transcription — RT). W tym celu do uzyskanego RNA w objgtosci 10 ul dodawano 4 ul
buforu reakcyjnego (sktad zastrzezony przez producenta) zawierajacego m. in. trifosforany
deoksyrybonukleozydow, heksamery DNA o losowej sekwencji 1 oligomer oligo(dT);s
oraz 2 pl (stezenie zastrzezone przez producenta) mieszaniny odwrotnej transkryptazy —
Maxima  oraz inhibitora RNaz - RiboLock ~(Thermo Scientific). Calo$¢ mieszaniny
reakcyjnej uzupelniano woda do objgtosci 20 pl. Reakcje odwrotnej transkrypcji
prowadzono w nastgpujacych warunkach: przylaczanie heksameréw w 25°C, 10 min.;
przytaczenie oligo(dT),;s 1 synteza w 50°C, 35 min.; denaturacja w 85°C 5 minut. Po
zakonczeniu reakcji mieszaning zawierajaca cDNA rozcienczano 8-krotnie. Uzyskany w
ten sposob cDNA zastosowano w ilosciowej reakcji PCR (ang. Polymerase Chain
Reaction — PCR) w czasie rzeczywistym przy uzyciu termocyklera iQ5 (Bio-Rad) oraz
starterow specyficznych dla ORF PUMI i 2, SPINI, 3 i1 4 oraz GAPDH, PAKTYNY
1 ARNT jako kontroli normalizacji. Reakcja prowadzona byta w objgtosci 20 pl w buforze
zawierajacym 10 mM Tri-HCI, pH 8,3; 50 mM KCI; 3,5 mM MgCl,; 10 nM fluoresceiny;
0,2x stgzony SybrGreen (Sigma-Aldrich); 50 uM kazdego dNTP (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP); 0,2 uM startera F i R; 0,5 jednostki polimerazy DNA JumpStart  Taq (Sigma-
Aldrich). Reakcje prowadzono w nastgpujacych warunkach: 1/ denaturacja wstgpna
w 95°C, 2,5 min.; 2/ 40 cykli amplifikacji: denaturacja w 95°C, 15 s; przylaczanie
starterow w okreslonej temperaturze dla kazdej pary starteréw (Tabela 1), 10 s; synteza w
72°C, 15 sekund. Dla kazdego cDNA 1 dla kazdej pary starteréw reakcja prowadzona byta

w 3 powtdrzeniach.
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Tabela 1. Lista par starterow i optymalna temperatura ich przylaczania w amplifikacji w ilosciowej reakcji
PCR w czasie rzeczywistym

Nazwa startera | Sekwencja startera 5°— 3’ Dhlugo$¢ | T,np | Dhlugosé
startera [°C] produktu
[nt] PCR [nt]

GAPDHF CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT 24 56 307

GAPDHR AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC 24

BAKTYNAF CACCACACCTTCTACAATG 19 60 162

BAKTYNAR TAGCACAGCCTGGATAG 17

ARNTF CCACAGGAACTCTTAGGAA 19 54 117

ARNTR CATGACAGACAGCACTTG 18

PUMIF TGATGTGATGGACAAGAC 18 56 97

PUMIR AGAGTTCTGGCAATTACC 18

PUM2F CAGCCACAGTCACTACAG 18 60 73

PUM2R GCAGCCATAAGGATGAGTT 19

SPINIF TACCAACTCTTAGATGAT 18 53 177

SPINIR TTCTACTTGATGAATGAC 18

SPIN3F ATGAACCTCTAACACAGT 18 53 158

SPIN3R AACTCTATTAGGAAGGACTT 20

SPIN4F CACGCTGCTTGATGACTA 18 59 75

SPIN4R GCTCCTGTTCTGCTGTAG 18

5.7. Analiza cyklu komorkowego TCam-2 z nadekspresja bialek SPIN, PUM, NANOS
lub z wyciszana ekspresja genéw SPIN

Cykl komorkowy analizowano w cytometrze przeptywowym po utrwaleniu komorek.
Analiza polegata na pomiarze dystrybucji DNA wybarwionego jodkiem propidyny
w poszczegolnych fazach cyklu. W tym celu drugiego dnia po transfekcji z ptytek
hodowlanych usuwano pozywke by pozby¢ si¢ komoérek martwych przy czym pozostate
przyklejone komorki przeptukiwano roztworem PBS. Komorki odklejano poprzez
inkubacje w roztworze trypsyny w standardowych warunkach. Oderwane od podtoza
komorki zawieszone w $wiezej pozywce przenoszono do probdéwek typu falkon
0 pojemnos$ci 15 ml 1 wirowano przy 400 rcf, w temp. pokojowej, 5 minut. Nastgpnie
przeplukiwano je zimnym roztworem PBS 1 wirowano jak wyzej. Osad komorek
zawieszano w matlej objetosci ~0,5 ml roztworu PBS, a nastgpnie kroplami dodawano
100% zimnego metanolu przy ciagltym mieszaniu na wstrzasarce (ang. vortex mixer).
Po 15 min. inkubacji w lodzie utrwalone komorki wirowano przy 200 rcf, w temp.
pokojowej, 5 minut. Nastgpnie przeptukiwano je 5 ml zimnego roztworu PBS i ponownie
wirowano. Osad komoérek zawieszano w 1 ml roztworu PBS zawierajacego 50 pg/ml jodku
propidyny, do wybarwienia DNA oraz 330 pg/ml RNazy A, do hydrolizy RNA ktore
mogloby by¢ zZrodlem tta podczas pomiardw. Proby inkubowano w 37°C, 15 min., a
nastgpnie w lodzie, 1 godzing. Po inkubacji proby wirowano przy 200 rcf, w temp.

pokojowej, 5 minut, a osad komorek zawieszano w 500 pl zimnego roztworu PBS
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i wykonywano pomiar w cytometrze przeptywowym S3e  Cell Sorter (Bio-Rad).
Uzyskane dane wstepnie analizowano w programie ProSort Software (Bio-Rad),
a ostatecznie w programie ModFit LT firmy Verity Software House. Wyniki poddawano
analizie statystycznej jak wyzej. Nadekspresj¢ biatek sprawdzano metoda Western blot.
Wydajno$¢ wyciszania ekspresji gendéw SPIN weryfikowano metoda PCR w czasie

rzeczywistym, na matrycy cDNA.

5.8. Analiza morfologii jader komérek TCam-2 z nadekspresjg bialek SPIN

Ta analiza byla kontynuacja eksperymentu dotyczacego pomiaru intensywnoS$ci
proliferacji. Przeprowadzano ja w 72 godz. po transfekcji na komorkach wybarwionych
odczynnikiem Hoechst33258 (Sigma-Aldrich). Do 2 ml pozywki na plytce 6 dotkowej
dodawano odczynnika Hoechst33258 o koncowym stgzeniu 1 pg/ml i inkubowano
1 godz. w inkubatorze, w standardowych warunkach. Po zakonczeniu komorki
przemywano roztworem PBS 1 wykonywano zdjecia w $wietle widzialnym
1 ultrafioletowym (UV wzbudzato fluorescencj¢ zwiazanego z DNA odczynnika

Hoechst33258) w mikroskopie DMi8 IVD (Leica).

5.9. Immunoprecypitacja RNA w komérkach TCam-2 z zastosowaniem przeciwcial
anty-PUM1 i anty-PUM2

Z ptytek o $rednicy @=10 cm z komorkami o konfluencji 80-90% usuwano pozywke,
a nastgpnie dwukrotnie ptukano zimnym roztworem PBS w 4°C. Komoérki mechanicznie
odrywano od naczynia hodowlanego i zawieszano w 500 pl zimnego roztworu PBS
1 wirowano przy 400 rcf, w 4°C, 5 minut. Komoérki zawieszano nastgpnie w 100 pl buforu
do lizy z dodatkiem mieszaniny inhibitorow proteaz 1 0,1 U/ul inhibitora RNaz (Merck
Millipore, sktad odczynnikow jest zastrzezony przez producenta). Liz¢ komorek
prowadzono w rotatorze, w 4°C, 30 minut. Lizaty wirowano nastgpnie przy 14000 rpm, w
4°C, 5 minut. Uzyskany supernatant zastosowano w immunoprecypitacji. W tym celu 50
ul kulek magnetycznych optaszczonych bialkkami A 1 G (Merck Millipore) ptukano
dwukrotnie 500 pl buforu phluczacego (Merck Millipore, sktad zastrzezony przez
producenta). Nastgpnie zawieszano w 100 pl buforu phluczacego z dodatkiem 5 pg
przeciwciala anty-PUM1, anty-PUM2 lub 5 ng oczyszczonej z surowicy koziej frakcji IgG
zastosowanej, jako kontrola negatywna. Wiazanie przeciwcial lub IgG z kulkami
prowadzono w rotatorze w temp. pokojowej, 30 minut. Po zakonczeniu inkubacji kulki

dwukrotnie ptukano 500 pl buforu ptuczacego. Do kulek zwiazanych z przeciwciatem
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anty-PUM1, anty-PUM2 lub frakcja IgG dodawano 1 ml mieszaniny
immunoprecypitacyjnej. Zawierata ona 100 pl lizatu w buforze ptuczacym z dodatkiem
17,5 mM EDTA 1 0,2 U/ul inhibitora RNaz. Powyzsza mieszaning inkubowano
w rotatorze, w 4°C, 3 godziny. Nastgpnie usuwano supernatant przy uzyciu separatora
magnetycznego (Thermo Scientific), a kulki ptukano szesciokrotnie 500 pl buforu
ptuczacego. Obecnos¢ biatek PUM1 lub PUM2 na kulkach zwiazanych z przeciwciatami, a
ich brak na kulkach zwiazanych z IgG wykazano przy pomocy metody Western blot. Do
tej kontroli zastosowano 1/10 objetosci kulek (5 ul) w 15 ul 2x stgzonego buforu Laemmli.
Pozostalg objgtos¢ kulek zawieszano w 150 pul buforu pluczacego zawierajacego 1% SDS i
180 pg proteinazy K i inkubowano z wytrzasaniem w 55°C, 30 minut. Nast¢pnie
supernatant oddzielano od kulek w separatorze magnetycznym.
Do supernatantu dodawano 350 pl buforu RLT Plus (Qiagen, sktad buforu zastrzezony
przez producenta) i cato$¢ naktadano na kolumienke zawierajaca ztoze wiazace DNA.
Wirowano przy 14000 rpm w temp. pokojowej, 30 sekund. Do przesaczu z kolumienki
dodawano 750 pl 100% etanolu a nastgpnie catos¢ naktadano na kolumienke zawierajaca
ztoze wiazace RNA. Wirowano przy 14000 rpm w temp. pokojowej, 20 sekund.
Kolumienk¢ dwukrotnie ptukano buforem RPE (Qiagen, sktad buforu zastrzezony przez
producenta) a nastgpnie wirowano przy 14000 rpm w temp. pokojowej, 5 min. celem
usunigcia pozostatosci buforu. Nastgpnie RNA eluowano z kolumienki sterylng woda
wolng od RNaz, w objgtosci 15 pl. Stgzenie wyizolowanego RNA mierzono na
spektrofotometrze NanoDrop przy dlugosci fali 260 nm. W celu okreslenia czystosci
preparatu mierzono roéwniez absorbancj¢ przy diugosciach fali 230 1 280 nm oraz
analizowano widmo absorpcyjne RNA. Nastgpnie przeprowadzano odwrotng transkrypcje

i reakcje PCR w czasie rzeczywistym, zgodnie z opisem powyzej.

5.10 Przygotowanie plazmidow reporterowych: amplifikacja i klonowanie

Plazmidy reporterowe kodujace pelnej ditugosci 3’UTR SPINI, SPIN3 lub SPIN4
przygotowywano w wektorze psiCheck2 (Promega) kodujacym ORF zarowno lucyferazy
Firefly (luminescencja miareczkujaca), jak i1 lucyferazy Renilla (luminescencja badana).
Sekwencje starterow do amplifikacji 3’UTR SPIN zaprojektowano na podstawie sekwencji
dostgpnych w bazie danych NCBI Startery do amplifikacji zaprojektowano
w taki sposob, by kazdy starter 5’—3’ (ang. forward) zawieral dodatkowo sekwencje
miejsca rozpoznania dla enzymu restrykcyjnego Xhol, natomiast starter 3’—5’ (ang.

revers) dla enzymu restrykcyjnego Notl lub Xhol w przypadku 3’UTR SPIN3. Sekwencje
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starterOw  zaprojektowano, przyjmujac jako temp. topnienia (Ty,) fragmentu
komplementarnego 54-59°C, a catego startera 64-67°C. Temp. topnienia (Ty,) starterow

obliczono wg wzoru:
Tm=159,457 +(0,41) x (%GC) — 500/1

%GC oznacza procent par GC, a litera 1 — liczbg nukleotydow, czyli dtugo$¢ odpowiednio
fragmentu komplementarnego lub startera. Dane dotyczace diugosci poszczegélnych

starterow 1 produktoéw amplifikacji zamieszczono w Tabeli 2.

Tabela 2. Lista par starterow do amplifikacji petnej dlugosci 3’UTR SPIN. W sekwencji kazdego startera
podkreslono miejsce rozpoznania dla enzymu restrykcyjnego.

Nazwa | Sekwencja startera 5°— 3’ Dlugosé | Dlugosé

startera startera | produktu
[nt] PCR [nt]

SPINIF | ACGTCGAGCTCGAGATGTCATCACAAACTCTGCCAAATTTG 41 3445

SPINIR | ATTAATGCGGCCGCAGTCAGGAGTTGCACATAAAGGG 37

SPIN3F | GCACGTCTCGAGAGGTCATCTTGAAATTTGCC 32 3362

SPIN3R | GCCGACTCGAGAGGGATTAAGATATCAGCTTTAATATATTG 43

SPIN4F | ATCAGTACTCGAGATTCTTTGTGCTCTTTAGAGAAGTTGTGG 42 2855

SPIN4R | ATTAATGCGGCCGCAATGTTTTCAGAATTAGATCTAGGTGAC 42

Cate regiony 3°’UTR SPIN amplifikowano z zastosowaniem dwustopniowej reakcji PCR ze
wzgledu na obecno$¢ sekwencji starter0w miejsc rozpoznania dla enzyméw
restrykcyjnych, ktore nie posiadaty komplementarnego odpowiednika w matrycy. Warunki
amplifikacji pod wzgledem skladu, temperatury i czaséw reakcji byly identyczne dla
3’UTR SPINI i1 SPIN4. Reakcje prowadzono w objgtosci 50 pl w 1x stgzonym buforze
Advantage 2® PCR Buffer zawierajacym: 40 mM Trityna—KOH pH 8,7; 0,3 mM Tris-HCI
pH 8,0; 15 mM octan potasu; 3,5 mM octan magnezu; 1,5 mM KCI; 1 uM EDTA; 3,75
ng/ul BSA; 0,0005% Tween20; 0,0005% Nonidet P40; 1% glicerol; startery o stgzeniu 200
nM kazdy; dNTP 200 pM kazdy i 1x stezona mieszanke polimeraz Advantage 2"
(Clontech). Matryce do amplifikacji stanowil genomowy DNA wyizolowany od trzech
losowych zdrowych mezczyzn w stezeniu koncowym 4 — 5 ng/ul. Reakcje prowadzono w
nastepujacych warunkach: denaturacja wstgpna w 95°C, 1 min.; nastgpnie 12 cykli
amplifikacji (denaturacja w 95°C, 30 S; hybrydyzacja starterow
w 59°C, 30 s i synteza w 68°C, 3 min.) i1 kolejnych 18 cykli amplifikacji (denaturacja
95°C, 30 s; hybrydyzacja starteréw i synteza 68°C, 3 min.) oraz synteza koncowa w 68°C,
3 minuty. Natomiast w przypadku 3’UTR SPIN3 reakcj¢ prowadzono w 1x st¢zonym
buforze Advantage®™ GC-Melt LA Buffer (sktad buforu jest zastrzezony przez producenta);
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startery o stezeniu 500 nM kazdy; dNTP 400 uM kazdy i 1x stgzona (0,05 U/ul) mieszanke
polimeraz Advantage® GC Genomic LA (Clontech). Warunki reakcji byly nastepujace:
denaturacja wstgpna w 95°C, 1 min.; nastepnie 15 cykli amplifikacji (denaturacja w 94°C,
30 s; hybrydyzacja starterow w 59°C, 30 s i synteza w 72°C, 3 min.) i kolejnych 20 cykli
amplifikacji (denaturacja 94°C, 30 s; hybrydyzacja starterow 68°C, 30 s i synteza 72°C, 3
min.) oraz synteza koncowa w 72°C, 10 minut.

Produkty amplifikacji PCR izolowano przy uzyciu zestawu firmy Syngen. Wydajnos¢
izolacji DNA sprawdzano wstepnie przy pomocy spektrofotometru NanoDrop (Thermo
Scientific), a nastgpnie elektroforetycznie w 1 % zelu agarozowym zawierajacym bromek
etydyny, w buforze TBE, jw. Po zakonczeniu frakcjonowania DNA oceniano w $wietle
UV oraz wykonywano dokumentacjg fotograficzna.

Oczyszczone produkty, jak rowniez plazmid psiCheck2 poddawano hydrolizie
enzymami restrykcyjnymi Notl oraz Xhol. Reakcj¢ prowadzono w objgtosci 50 pl
mieszaniny zawierajacej 2,5 pg DNA, 25 jednostek kazdego z dwoch enzymoéw w 1x
stezonym buforze Orange zawierajacym 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 10 mM MgCl,,
100 mM NaCl, 2 pg BSA w 37°C, 5 godzin. Fragment DNA po trawieniu frakcjonowano
elektroforetycznie po uprzednim dodaniu buforu obciazajacego o st¢zeniu koncowym
45 mM Tris, 45 mM kwas borowy, 1 mM EDTA, 5% glicerol, 0,04% bigkit
bromofenolowy i 0,04% ksylencyjanol. Zel agarozowy o stezeniu 1% zawierat bromek
etydyny o koncowym stgzeniu 0,4 pg/ml. Rozdzial prowadzono w buforze TBE
zawierajacym 45 mM Tris, 45 mM kwas borowy i | mM EDTA, 1 godz. przy napigciu 100
V. Zel analizowano w $wietle UV wobec markera mas 1kb DNA Plus Mass Ladder
(Thermo Scientific), a nastgpnie wycinano odpowiednie prazki. Izolacj¢ DNA z zelu
agarozowego przeprowadzano za pomoca zestawu QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen).
Zgodnie z zataczona procedura fragmenty zelu inkubowano w 3 objgtosciach buforu QG
(sktad buforu jest zastrzezony), tzn. 300 pl buforu na kazde 100 mg zelu
w 50°C, 10 min. 1 kilkakrotnie mieszano. Dodawano rownowazna objgtos¢ izopropanolu
(100 pl na 100 mg zelu), probg przenoszono na kolumienkg ze zlozem o powinowactwie
do DNA i wirowano przy 14000 rpm, w temp. pokojowej, 1 minutg. Niezwiazane
zanieczyszczenia usuwano przez przeptukanie kolumienki buforem PE (sktad buforu jest
zastrzezony), wirowano jw. a na koncu DNA eluowano w 30 ul wody. Stezenie DNA
oceniano przy pomocy spektrofotometru NanoDrop oraz w 1% zelu agarozowym jak

wyzej wzgledem markera GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo Scientific).
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Ligacjg¢ prowadzono w proporcji molowej insertu do zlinearyzowanego plazmidu 3:1 i
1:1 w 10 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 150 ng wektora psiCheck2, 1 U ligazy T4
(Promega) oraz 30 mM Tris-HC1 pH 7,8; 10 mM MgCl,; 10 mM DTT; 1 mM ATP;.
Reakcj¢ prowadzono w 4°C, 16 godzin. Elektrokompetentne komorki bakteryjne
Escherichia coli (szczep DHS5a) transformowano mieszaning ligacyjna metoda
elektroporacji. W tym celu, do jatowej probéwki zawierajacej 50 ul zawiesiny bakterii
elektrokompetentnych, zawieszonych w rozworze 10% glicerolu dodawano 3 pl
mieszaniny ligacyjnej i inkubowano 1 min. w lodzie,. Elektroporacj¢ wykonywano pod
napigciem 2,5 kV w aparacie Gene Pulser II (Bio-Rad). Do zawiesiny bakterii dodawano
nastepnie 1 ml pozywki SOC pH 7,0 zawierajacej 2% baktotrypton, 0,5% ekstrakt
drozdzowy, 0,05% NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 20 mM glukoz¢ i inkubowano
z wytrzasaniem przy 125 rpm, w 37°C, 1 godzing. Zawiesing bakterii wysiewano nastgpnie
na ptytki z agarem w podlozu LB zawierajacym karbenicyling o st¢zeniu koncowym 50
pg/ml i inkubowano w 37°C, kilkanascie godzin.

W celu identyfikacji plazmidéw rekombinowanych, kolonie bakteryjne namnazano w
3 ml pozywki LB z karbenicylina o st¢zeniu koncowym 50 pg/ml, z wytrzasaniem przy
250 rpm, w 37°C, 16 godzin. Po odwirowaniu hodowli bakterii przy 14000 rpm, w temp.
pokojowej, 2 min., rekombinowane plazmidy izolowano przy uzyciu zestawu do izolacji
plazmidow w skali mini (Syngen). W tym celu bakterie zawieszano w 100 pl buforu I
zawierajacym RNazg A. Do zawiesiny dodawano 200 pl buforu II — lizujacego
1 inkubowano w temp. pokojowej, minutg. Nastgpnie dodawano 350 pl buforu III —
neutralizujacego 1 inkubowano w temp. pokojowej, minutg (sktad wszystkich powyzszych
buforéw jest zastrzezony), po czym lizat bakteryjny wirowano przy 14000 rpm w temp.
pokojowej, 5 minut. Supernatant przenoszono do kolumienki wiazacej DNA i wirowano 2
min. jak wyzej. Po dwukrotnym traktowaniu 750 upl buforem do ptukania (sklad
zastrzezony przez producenta) plazmid eluowano 50 pl sterylnej wody. Obecno$¢ oraz
dtugos¢ insertow w wektorze psiCheck2 sprawdzano cigciem restrykcyjnym przy pomocy
enzymow: Notl 1 Xhol w 20 pl mieszaniny reakcyjnej zawierajacej 1 pg rekombinowanego
plazmidu, 10  jednostek  kazdego z  enzymoéw w  buforze  Orange,
w 37°C, godzing. Produkty trawienia frakcjonowano w 1% zelu agarozowym. Plazmidy
zawierajace inserty o odpowiedniej dlugosci, poddawano kontrolnemu sekwencjonowaniu
w laboratorium ustugowym firmy Genomed.

Rekombinowane plazmidy przeznaczone do transfekcji komoérek TCam-2

przygotowywano za pomoca zestawu Plasmid Maxi Kit firmy Qiagen. Catonocna hodowle
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bakterii E. coli (szczep DH5a) w objetosci 100 ml wirowano w probowkach typu falkon o
pojemnosci 50 ml przy 4000 rcf w 4°C, 10 minut. Nastgpnie bakterie zawieszano w 10 ml
buforu P1 zawierajacego RNaz¢ A i dodawano 10 ml buforu lizujacego P2, mieszano oraz
inkubowano w temp. pokojowej, 5 minut. Po zakonczonej inkubacji dodawano 10 ml
buforu neutralizujacego P3, mieszano i pozostawiano proby w lodzie, 20 min., po czym
wirowano przy 18000 rcf, w 4°C, 40 minut. Supernatant przenoszono do §wiezej probowki
typu falkon o pojemnos$ci 50 ml i powtdrnie wirowano przy 18000 rcf, w 4°C, 20 minut. W
tym czasie kolumny do izolacji DNA réwnowazono 10 ml buforu QBT. Supernatant
naktadano na kolumny, nast¢pnie ptukano je dwukrotnie w 30 ml buforu QC. Plazmidowy
DNA eluowano z kolumny 15 ml buforu QF (sktad wszystkich powyzszych buforow jest
zastrzezony przez producenta). Do eluatu dodawano 11 ml izopropanolu i wirowano przy
18000 rcf, w 4°C, 40 minut. Osad przemywano 5 ml 70% etanolu i wirowano przy 18000
rcf, w 4°C, 15 minut. Osad DNA rozpuszczano w 250 ul sterylnej wody. Stezenie
plazmidowego DNA mierzono
w spektrofotometrze NanoDrop przy dlugosci fali 260 nm. W celu okreslenia czystosci

preparatu mierzono rowniez absorbancj¢ przy dtugosciach 230 1 280 nm.

5.11. Testy lucyferazowe

Pomiary luminescencji wykonywano okoto 24 godz. po transfekcji. Pozywke z ptytek 12
dotkowych usuwano by pozby¢ si¢ komorek martwych, a pozostale komorki przyklejone
do powierzchni przeptukiwano zimnym roztworem PBS. Nastgpnie do kazdego dotka
plytki hodowlanej dodawano 250 pl 1x stgzonego buforu lizujacego — Passive Lysis Buffer
(Promega, sklad buforu zastrzezony przez producenta) i prowadzono liz¢ na kolysce
laboratoryjnej, w temp. pokojowej, 1 godzing. Po tym czasie 20 pl lizatu przenoszono do
bialej nieprzezroczystej ptytki 96-dotkowej (Cornig). Pomiar luminescencji dla kazdej
hodowli w danym dotku ptytki hodowlane; wykonany byl dwukrotnie, a w kazdym
eksperymencie wykonano trzy powtorzenia techniczne.
Do pomiaru ekspresji gendw reporterowych uzywano luminometru z automatycznymi
iniektorami Glomax Multi Detection System (Promega), ktory wstrzykiwat 50 pl substratu
dla lucyferazy Firefly (LAR 1I), a nastgpnie 50 pul mieszaniny odczynnika wygaszajacego
luminescencje lucyferazy Firefly i substratu dla lucyferazy Renilla (Stop&Glo). Sygnat
luminescencji rejestrowano za kazdym razem przez 10 s, doktadnie po 2 s od dodania
substratu. Uzyskane wyniki poddawano analizie statystycznej. Mianowicie obliczano

stosunek luminescencji lucyferazy Renilla do Firefly dla kazdej préby, a z szeSciu
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pomiarow dla kazdej z kombinacji obliczano $rednia oraz odchylenie standardowe.
Stosunek luminescencji obu lucyferaz (ang. Relative Luciferase Units — RLU) w
poszczegbdlnych probach przedstawiano w procentach, a jako 100% przyjmowano RLU

préby transfekowanej plazmidem reporterowym oraz pustym wektorem pCMV6-entry.

5.12. Mutageneza ukierunkowana motywow A i B w 3’'UTR SPIN3

Mutagenezie ukierunkowanej poddano wszystkie pig¢ motywow A (AUUGUA) i B
(GUUGU) obecnych w pelnej dlugosci 3’UTR SPIN3 w wektorze psiCheck2 lub we
fragmencie 3’UTR SPIN3 w wektorze pUCI1S, z uzyciem zestawu QuickChange II XL
SiteDirected Mutagenesis Kit (Agilent). Zaprojektowano w tym celu pigé par starteréw,
ktorych sekwencje oraz wprowadzane dzigki nim substytucje nukleotydowe przedstawiono

w Tabeli 3. Temp. topnienia (T,,) starterow obliczono wg wzoru:
Tm=81,5+(0,41) (%GC) — 675/1 — %niesparowania

%GC oznacza procent par GC, litera 1 — liczbg nukleotydow, czyli dlugos¢ startera,

a %niesparowania oznacza procent niesparowania.

Tabela 3. Charakterystyka starterow do mutagenezy 3'UTR mRNA SPIN3. W sekwencji startera zaznaczono
nukleotydy wprowadzajace mutacje.

Nazwa Dhugose | o e | T

Sekwencja startera 5°—3’ startera | ¢ oy | Zmiana
startera [nt] [°C] [°C]
SP3BIF GGCATTTTTATTATGTTGTTGATAccacATTATTTGGAG 19 6659 5 TTGT
SP3BIR CTCCAAATAATgtggTATCAACAACATAATAAAAATGCC ™ >ccac
SP3AIBIF | GGCATTTTTATTATaccacTGATACCACATTATTTGGAG 39 65.04 52 GTTGT
SP3A1BIR | CTCCAAATAATGTGGTATCAgtggtATAATAAAAATGCC ’ >accac
SP3A2F CATTGTATAATTaccacCAGCTATGTCAGG GTTGT

30 58,73 50
SP3A2R CCTGACATAGCTGgtggtAATTATACAATG

>accac

SP3B2F GGCTGGACATAAccacAAATTAGGGCTGC 29 65.64 52 TTGT
SP3B2R GCAGCCCTAATTTgtggTTATGTCCAGCC ’ >ccac
SP3B3F GCTATCTTTGGGAGTCAccacATAATTACCACCAGCTATG TTGT

SP3B3R CATAGCTGGTGGTAATTATgtgeTGACTCCCAAAGATAGC 40 73,0 60

>ccac

Reakcje mutagenezy prowadzono w 25 pl mieszaniny zawierajacej 1 ng/ul matrycy (czyli
plazmid psiCheck2 z 3’UTR SPIN3); 5 ng/ul obu starterow; 0,05 U/ul polimerazy Pfu
Ultra; 0,5 pl mieszaniny dNTP (stgzenie zastrzezone przez producenta); bufor reakcyjny
(sktad zastrzezony przez producenta) oraz 1,5 pl buforu QuickSolution (sktad zastrzezony
przez producenta). Amplifikacj¢ prowadzono w nastgpujacych warunkach: 1/ denaturacja

wstgpna w  95°C, 1 min, 2/ 16 cykli amplifikacji DNA (denaturacja
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w 95°C, 50 s; przylaczanie starterow okreslonej temp. dla kazdej pary starteréw (Tabela),
50 s; synteza w 68°C, 6 min.), 3/ amplifikacja koncowa w 68°C, 6 minut. Produkt PCR
z wprowadzona mutacja nie jest metylowany, dlatego do mieszaniny reakcyjnej dodawano
10 U enzymu Dpnl, ktéry hydrolizuje jedynie metylowane DNA, czyli pierwotne matryce
typu dzikiego zastosowane do amplifikacji. Specyficzne cigcie metylowanego DNA
prowadzono w 37°C, 2 godziny. Po zakonczeniu rekcji hydrolizy enzymem Dpnl DNA
wytracano poprzez dodanie 3 objgtosci 96% etanolu 1 wirowano przy 14000 rpm, w 4°C,
30 minut. Osad DNA rozpuszczano w 4 pl wody. Transformacj¢ elektrokompetentnych
bakterii E. coli szczepu DH5a przeprowadzono analogicznie jak wyzej. Wyizolowane

plazmidy poddawano sekwencjonowaniu w laboratorium ustugowym firmy Genomed.

5.13. Amplifikacja matryc do transkrypcji in vitro

Fragment 3°UTR SPIN3 z motywami A i B stuzacy jako matryca do transkrypcji in vitro
amplifikowano z zastosowaniem dwustopniowej reakcji PCR ze wzgledu na obecno$¢
sekwencji promotorowej, ktéra nie posiadala komplementarnego odpowiednika
w matrycy. Reakcje prowadzono w objetosci 20 pl w buforze zawierajacym: 40 mM
Trityna—KOH, 15 mM octan potasu, 3,5 mM octan magnezu, 1,5 mM MgCl,, 3,75 ng/ul
BSA, 0,005% Tween20, 0,005% Nonidet P40, startery o stezeniu 0,5 uM kazdy (Tabela
4), dNTP 50 uM kazdy 1 0,05 U polimerazy Taq (Thermo Scientific). Matrycg do
amplifikacji stanowilo plazmidowe DNA zawierajace pelnej dtugosci region 3’UTR SPIN3
typu dzikiego lub zmutowany w wektorze psiCheck2 w stezeniu 5 ng/ul. Amplifikacje
prowadzono w  nastgpujacych  warunkach: denaturacja wstgpna w  95°C,
3 min., nastgpnie 15 cykli amplifikacji (denaturacja 95°C, 30 s, hybrydyzacja starteréw
58°C, 30 s i synteza 72°C, 1,5 min.) i kolejnych 20 cykli amplifikacji (denaturacja 95°C,
30 s, hybrydyzacja starterow 68°C, 30 s i synteza 72°C, 1,5 min.) oraz synteza koncowa w
72°C, 5 minut.

Tabela 4. Para starterow do amplifikacji fragmentu 3’UTR SPIN z motywami PBE jako matryca do
transkrypcji in vitro.

Nazwa | Sekwencja startera 5°— 3’ Dlugos$é | Dlugosé
startera startera | produktu

[nt] PCR [nt]
XTrF GGCGCCGGTAATACGACTCACTATAGGGTTCAAACTAAGGC 41 205
XTrR GGCTACATTACACCCTAGACTGAAAATTTGATCACAATTGCAGC( 46

Produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w 1,5% zelu agarozowym

z dodatkiem bromku etydyny jak opisano wczesniej (Metody 5.10). Zel analizowano
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w Swietle UV, a nastgpnie wycinano prazki odpowiadajace dlugoscia oczekiwanym
matrycom do transkrypcji. Izolacje¢ DNA z zelu agarozowego przeprowadzano za pomoca
zestawu QIAquick Gel Extraction Kit firmy Qiagen zgodnie z zalaczona procedura 1 jak
opisano wczesniej (Metody 5.10). Wydajnos¢ izolacji DNA z zelu sprawdzano wstepnie
przy pomocy spektrofotometru NanoDrop, a nastgpnie elektroforetycznie w 1,5% zelu
agarozowym zawierajacym bromek etydyny. Po zakonczeniu frakcjonowania DNA

oceniano w $wietle UV oraz wykonywano dokumentacj¢ fotograficzna.

5.14. Transkrypcja in vitro fragmentu 3’UTR SPIN3 typu dzikiego i zmutowany
Transkrypcja in vitro prowadzono w objgtosci 25 pl mieszaniny reakcyjnej, zawierajacej
matryce DNA 20 ng/ul; ATP, CTP, GTP 25 mM kazdy; 1 mM UTP; 10 mM DTT;
40 mM Tris-HCI pH 7,5; 24 mM MgCl,, 2 mM spermidyna; 0,01% triton X-100;
0,5 U/ul RNazin (inhibitor RNaz); 60 U polimerazy RNA T7 oraz 20 pCi’’P UTP
o aktywnosci 3000 Ci/mM; znakowany w pozycji a. W przypadku syntezy transkryptow
nieradioaktywnych, UTP stosowano w stgzeniu 25 mM, takim jak pozostate trifosforany
nukleozydow. Reakcj¢ prowadzono w 37°C, 20 godzin.

Po zakonczeniu transkrypcji in vitro do prob dodawano bufor obciazajacy o stgzeniu
koncowym 1,6 M mocznik; 40 mM EDTA; 0,02% ksylencyjanol i 0,02% biekit
bromofenolowy, a nastgpnie denaturowano w temp. 75°C, 5 min. RNA rozdzielano
elektroforetycznie w 5% denaturujacym Zelu poliakrylamidowym (stosunek akrylamidu do
bisakrylamidu 29:1) zawierajacym 7 M mocznik, w buforze TBE zawierajacym
90 mM Tris; 90 mM kwas borowy 1 2 mM EDTA, 1,5 godz., przy mocy 15 W.
Frakcjonowanie poprzedzone byto 1,5 godz. elektroforeza wstgpna, w warunkach jak
wyzej. Po zakonczeniu rozdziatu zel eksponowano w obecnosci kliszy rentgenowskiej, by
precyzyjnie wycia¢ fragmenty z zelu zawierajace transkrypty. W przypadku RNA
nieznakowanego zel barwiono bromkiem etydyny o stgzeniu 10 pg/ml 1 analizowano
w Swietle UV. Po wycigciu z zelu radioaktywne 1 nieradioaktywne transkrypty eluowano w
37°C, 16 godz. z wytrzasaniem w obecno$ci réwnowaznej objgtosci fenolu o pH 4,5
1 4 objetosci 0,3 M octanu sodu o pH 5,3. Po zakonczeniu elucji proby wirowano przy
13000 rpm, w temp. pokojowej, 1 minute. RNA ekstrahowano z fazy wodnej rownowazna
objetoscia mieszaniny fenol — chloroform (1:1), po czym wirowano jak wyzej. Ponowna
ekstrakcje fazy wodnej zawierajacej RNA prowadzono w obecnosci chloroformu w
stosunku 1:1 oraz wirowano jak wyzej. RNA wytracano 3 objgtosciami 96% alkoholu

etylowego w temp. —-20°C, 20 godz. 1 wirowano przy 13000 rpm w 4°C,
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1 godz., Osad 2—krotnie przeptukiwano 70% etanolem, suszono w temp. Pokojowe;j
1 rozpuszczano w wodzie wolnej od RNaz. W nastgpnym etapie RNA odsalano na
kolumience wypetnionej Sephadexem G—25""* zawieszonym w buforze zawierajacym 100
mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 7,5 1 | mM EDTA i ponownie wytracano jak wyzej.
Oczyszczone transkrypty oceniano w 5% denaturujacym zelu poliakrylamidowym jak
wyzej. Radioaktywno$¢ RNA mierzono w liczniku scyntylacyjnym, natomiast st¢zenia

nieznakowanych transkryptow oceniano spektrofotometrycznie.

5.15. Ekspresja fuzyjnego biatka w bakteriach i izolacja domeny PUF
Domeng PUF biatek PUM odpowiadajaca za wiazanie z RNA, uzyskiwano w wyniku
przeprowadzenia nadekspresji z plazmidu pTYB12 w bakteriach E. coli szczepu BER2566.
Bakterie te transformowano plazmidem pTYBI12 kodujacym ORF biatka fuzyjnego
inteina—PUF przy uzyciu elektroporacji jak opisano wyzej (Metody, 5.10). Bakterie
wysiewano na ptytki z agarem zawierajacym LB oraz karbenicyling, w st¢zeniu 50 pug/ml i
inkubowano w 37°C, 16 godzin. Pojedyncza kolonia zaszczepiano 10 ml ptynnego
medium LB zawierajacego karbenicyling w stezeniu 50 pg/ml 1 wytrzasano
250 rpm w 37°C, 20 godz., do osiagnigcia stacjonarnej fazy wzrostu. Uzyskanym
inokulum szczepiono 500 ml pozywki i hodowano do osiagnigcia ggstosci optycznej (OD)
~0,6 mierzonej spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 600 nm. Hodowlg chlodzono w
lodzie. Po dodaniu induktora ekspresji biatek — IPTG o stezeniu koncowym 0,3 mM/ml,
hodowlg bakterii wytrzasano 250 rpm w 30°C, 16 godzin. Na koniec schtadzano w lodzie,
po czym wirowano przy 3000 rpm w temp. 4°C, 10 minut.

Osad uzyskany z 500 ml hodowli bakterii zawieszano w 10 ml buforu zawierajacym
150 mM NaCl, 20 mM Tris—HCI pH 7,0, 0,5% triton X—100 oraz mieszaning inhibitorow
proteaz: 2,76 mM benzamidyna, 0,58 pM leupeptyna, 50 pg/ml AEBSF, 7 ng/ml
aprotonina, 1,82 pug/ml pepstatyna A. Bakterie poddawano 3-krotnej sonikacji
w mieszaninie lodu 1 NaCl, 30 s zachowujac 1 min. przerwy pomigdzy impulsami.
Po odwirowaniu catosci przy 14000 rpm, w 4°C, 1 godz., supernatant zawierajacy fuzyjne
biatko inteina—PUF zamrazano w ciekltym azocie i przechowywano w temp. —80°C lub
natychmiast przystgpowano do oczyszczania.

Do izolacji domeny PUF z supernatantow uzyskanych z lizatow bakteryjnych
stosowano technike chromatografii powinowactwa, biorac pod uwage, ze domena ta
zostata sklonowana w fuzji z inteing. Znacznik ten zawiera domen¢ wiazaca sig silnie

z chityna (ang. Chitin Binding Domain — CBD), ktora optaszczone byty stosowane kulki
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agarozowe. W obecnosci DTT nastgpuje precyzyjne cigcie na granicy inteina — domena
PUF. W ten sposob uzyskiwano oczyszczone biatko.

Supernatant uzyskany po sonikacji bakterii mieszano z agarozowymi kulkami
oplaszczonymi chityna zréwnowazonymi identycznym buforem, ktory uzyto do sonikacji
w 4°C, 40 min. Po odwirowaniu przy 3000 rpm, w 4°C, 2 minuty, kulki ptukano 3—krotnie
tym samym buforem w celu usunigcia niezwigzanych biatek bakteryjnych. Kulki
rOwnowazono nast¢pnie buforem jw., zawierajacym dodatkowo 90 mM DTT. Odcinanie
biatka od inteiny prowadzono w buforze o tym samym sktadzie z mieszaniem, w 4°C przez
3 doby. Preparat biatka uzyskano przez odfiltrowanie kulek w kolumience Ultrafree-MC
przy 14000 rpm, w 4°C, 5 min., a nast¢pnie biatko zaggszczano 2—krotnie na kolumience
Ultracel-10K o punkcie odcigcia (ang. cut—off ) 10 kDa (domena PUF ma masg 45,76
kDa), przy 3000 rpm, w 4°C, 20 minut. Preparat biatka porcjowano, zamrazano w ciektym
azocie 1 przechowywano w temp. —80°C. Wszystkie etapy procesu oczyszczania oceniano
elektroforetycznie w denaturujacym zelu poliakrylamidowym.
W tym celu do prob dodawano réwnowazna objgtos¢ 2x stgzonego buforu Laemmli,
denaturowano w 100°C, 8 min. i wirowano przed natozeniem na zel. Sktad Zelu 1 buforow
oraz warunki rozdzialu elektroforetycznego opisano wczesniej (Metody 5.4)
Frakcjonowanie prowadzono 1 godz., przy napigciu 100 V. Po zakonczeniu rozdziatu zele
barwiono 1 godz. roztworem 0,25% bigkitu brylantowego Coomassie, 45% metanol, 10%
kwas octowy, a nastgpnie odbarwiano przez kolejne plukania w roztworze zawierajacym
30% metanol, 10% kwas octowy. Po usunigciu barwnika niezwiazanego
z bialkiem zel suszono i1 skanowano.

Pomiar st¢zenia biatka w oczyszczonym preparacie wykonywano metoda Bradforda.
Na poczatku wyznaczano krzywa wzorcowa dla BSA o stgzeniach: 12,5, 25, 50, 100, 200,
400, 800, 1600 pg/ml. Do roztworéw BSA o objetosci 10 pl oraz do roztworu
zawierajacego badane biatko dodawano po 1 ml wczesniej przygotowanego odczynnika
Bradforda. Po pdét godzinnej inkubacji w temp. pokojowej odczytywano wartosci
absorbancji w spektrofotometrze przy dlugosci fali 595 nm. Stgzenie biatka (domena PUF)
obliczano za pomoca rdwnania regresji krzywej standardowej wyznaczonej

w programie MS Excel.

5.16. Test retardacji zelowej
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Oddzialywanie domeny PUF z fragmentem 3’UTR SPIN3 typu dzikiego i zmutowanym
analizowano testem retardacji zelowej (ang. Electrophoretic Mobility Shift Assay —
EMSA). Polega on na poréwnaniu w natywnym zelu poliakrylamidowym migracji nagiego
RNA z migracja RNA po inkubacji z badanym biatkiem. Utworzony kompleks
rybonukleoproteinowy (ang. RiboNucleProtein - RNP) migruje wolniej w poréwnaniu
z RNA nagim. Wynik doswiadczenia oceniany jest na kliszy rentgenowskiej, poniewaz
RNA wyznakowano radioaktywnym fosforem z zastosowaniem UTP *?P.

RNA znakowany **P w pozycji o, o aktywnosci 1000 cpm (zliczen na minute)
denaturowano w temp. 90°C 3 min. i inkubowano 1 godz. w lodzie w mieszaninie
reakcyjnej z domena PUF. Bufor zawieral 50 mM KCI, 10 mM HEPES, 2 mM DTT,
1 mM EDTA, 100 ng/ul BSA, 5% glicerolu, 0,02% Tween20, 0,5 U/ul RNazin oraz
kompetytory RNA: 100 ng/ul syntetycznego polyU, 30 ng/ul heparyny, 10 ng/pl tRNA
drozdzowego. Po inkubacji proby naktadano na 4% natywny zel poliakrylamidowy
(stosunek akrylamidu do bisakrylamidu 29:1), 2,5% glicerol, TBE zawierajacy 90 mM
Tris; 90 mM kwas borowy; 2 mM EDTA i poddawano frakcjonowaniu w temp. 4°C,
2 godziny przy mocy 5 W. Rozdzial elektroforetyczny poprzedzony byl 2—godzinng
elektroforeza wstepna, w tych samych warunkach. Nastepnie zel suszono i eksponowano z
klisza rentgenowska w obecnosci ekranow wzmacniajacych w temp. —80°C od 1 doby do

kilku dni.

5.17. Test kompetycji

Test kompetycji stluzyt stwierdzeniu, czy obserwowane na kliszy rentgenowskiej
kompleksy domeny PUF z fragmentem 3’UTR SPIN3 reprezentuja oddziatywanie
specyficzne. Polega on na wykonaniu dwoéch réwnolegltych doswiadczen, w ktorych
stosuje si¢ odmienne kompetytory. W pierwszym doswiadczeniu do reakcji wigzania
radioaktywnego badanego RNA z biatkiem dodaje si¢ wzrastajace stgzenie tego samego
badanego, ale nieradioaktywnego RNA. Natomiast w drugim doswiadczeniu
kompetytorem jest niespecyficzny, nieznakowany RNA. Stgzenie kompetytorow w obu
doswiadczeniach powinno by¢ identyczne. Jako niespecyficzny kompetytor zastosowano
fragment wektora, poniewaz nie wykazywat interakcji z domena PUF 1 nie posiadat
potencjalnych motywow PBE wiazania dla tego biatka. Do mieszaniny reakcyjnej, ktorej
sktad byt identyczny, jak w przypadku testu retardacji zelowej dodawano biatko
1 zdenaturowany w temp. 90°C, 3 min. nieznakowany badany lub niespecyficzny

kompetytor we wzrastajacych stgzeniach 1 inkubowano w lodzie przez 30 minut. Nastgpnie
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do obu mieszanin wprowadzano zdenaturowany jw. radioaktywny badany transkrypt i
kontynuowano inkubacj¢ kolejne 30 minut. Na koniec proby rozdzielano
elektroforetycznie w tych samych warunkach, co test retardacji zelowej. Zel suszono

1 eksponowano w obecnosci kliszy rentgenowskie;.
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6. WYNIKI

6.1. SPIN4 zwalnia, podczas gdy SPIN1 przyspiesza proliferacj¢ komorek

Skoro stabilna nadekspresja mysiej Spinl w mysiej linii fibroblastow NIH3T3 i ludzkiej
SPIN1 w komorkach thuszczakomigsaka (ang. liposarcoma) powodowata przyspieszenie
proliferacji [Gao i wsp., 2005; Franz i wsp., 2015], postanowiono sprawdzi¢ wplyw na
proliferacj¢ ludzkiej SPIN1 oraz jej dwoch, jak dotad nieopisanych paralogéw SPIN3
1 SPIN4. Modelem tych badan byly komorki TCam-2, ktore reprezentuja jedyny model
meskich komorek gametogenicznych w hodowli. Linia komoérek TCam-2 zostata
wyprowadzona z nasieniaka (ang. seminoma), ktéry stanowi jeden z typoéw nowotworu
jadra typu germinalnego (ang. Testis Germ Cell Tumor — TGCT).

Badania nad rola SPIN w komdérkach TCam-2 poprzedzono sprawdzeniem poziomu
przejsciowe] nadekspresji tych bialek, w kolejnych dniach po transfekcji plazmidami
kodujacymi odpowiadajace im otwarte ramki odczytu (ang. Open Reading Frame — ORF).
Okazato sig, ze SPIN1, SPIN3 i SPIN4 ulegaty nadekspresji na wysokim poziomie 12
godz. po transfekcji, natomiast przy dluzszym czasie hodowli do 72 godz., nadekspresja
SPIN3 i SPIN4 obnizata si¢ znacznie (Rycina 1, u dolu). Z tego powodu obserwacji nie
prowadzono przez okres dtuzszy niz 72 godziny.

Proliferacje badano poprzez pomiar zmian konfluencji komérek w hodowli, mierzonej
24, 48 1 72 godz. po transfekcji, przy uzyciu kamery JuLI FL, Fluorescence live cell movie
analyzer firmy NanoEntek. Do$wiadczenie przeprowadzano w trzech niezaleznych
powtdrzeniach. W kazdym z nich wykonywano zdjgcia pigciu pdl wybranych losowo z
powierzchni 10 cm” kazdego dotka ptytki 6-dotkowej. Krzywe proliferacji komorek
TCam-2 przy nadekspresji SPIN znormalizowano w stosunku do kontrolnej nadekspresji
pustego wektora pCMV6-entry (Tabela 1 i 2). Bylo to istotne poniewaz pomimo prob jej
wyrownania, konfluencja poczatkowa 24 godz. po transfekcji nie byla taka sama. Dlatego,
w przypadku biatek powodujacych wysoka smiertelnos¢ komorek, tzn. SPIN3 1 SPIN4,
wysiewano komorki z kilkukrotnej transfekcji na jeden dotek plytki 6-dotkowej, by
zréwnowazy¢ konfluencje poczatkowa.

Pokazano, Ze intensywno$¢ proliferacji komorek linii TCam-2 zmieniata si¢ pod
wptywem nadekspresji kazdej z trzech SPIN, w poréwnaniu do komoérek kontrolnych,
czyli transfekowanych pustym wektorem pCMVé6-entry, jednak w odmienny sposob
w zalezno$ci od paraloga (Rycina 1, wykres). Zaobserwowano mianowicie, ze podzialy
komorkowe ulegatly istotnemu przyspieszeniu pod wptywem nadekspresji SPIN1. Wzrost

liczby komorek byt widoczny juz 48 godz. po transfekcji (p<0,05, p=0,0094) i ulegat
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wzmocnieniu az do 72 godz. (p<0,005, p=0,00083). Natomiast przeciwny efekt, czyli
zwolnienie podzialow, byl obserwowany pod wptywem nadekspresji SPIN4, 72 godz. po
transfekcji (p<0,05, p=0,0134). Negatywny wpltyw SPIN4 na proliferacj¢ moégtby by¢
w rzeczywistosci silniejszy, biorac pod uwage poziom nadekspresji tego biatka, ktory byt
znacznie nizszy w poréwnaniu do poziomu nadekspresji SPIN1 (Rycina 1, u dolu).
Nadekspresja SPIN3 powodowata tylko niewielkie zwolnienie proliferacji komorek TCam-
2, ktore okazalo si¢ nieistotne statystycznie, w teScie niesparowanym t-Studenta
o rozktadzie jednostronnym (Rycina 1, wykres). Oznacza to, ze SPIN moga miec
odmienne funkcje w komorce. Zaobserwowany wplyw SPIN na proliferacje komorek
doprowadzit do pytania, czy SPIN wplywaja rowniez na proces apoptozy (Wyniki, punkt
2) lub cykl komoérkowy (Wyniki, punkt 3).

Krzywe proliferacji komdrek pod wplywem nadekspresji SPIN
—8— pCMVE T—SPIN1 A— SPIN3 ¢— SPINA

o ; ﬂ:

50% %
A0%

0 12 24 36 48 60 72 84

Konfluenc)a komdrak

12 godzin 24 podziny 48 godzin 72 godziny
pC SP1SP3SPA pC SP1SP35SPA  pC SP1SP3SPA  pC SP1 SP3 SP4

-d Egzogenne
- e - - SPIN

TR G — — ] =" = S | S S | St R == = 4 WINKULINA

Rycina 1. Wplyw nadekspresji biatek SPIN na proliferacj¢ komoérek TCam-2. Komorki transfekowano
w 3 niezaleznych powtorzeniach plazmidami kodujacymi ORF SPIN (oznaczono SP1, SP3 i SP4) lub pustym
wektorem pCMV6-entry (pC) i mierzono konfluencjg. Pomiar wykonano w trzech puntach czasowych (24,
48 i 72 godz.). U gory: wykres zaleznosci konfluencji komoérek TCam-2 z nadekspresja SPINI, 3 lub 4,
wzgledem pustego wektora pCMV6-entry, do czasu po transfekcji (w godz.). Istotnos¢ statystyczna wynikow
wyrazono w wartosciach p value i oznaczono gwiazdkami na wykresie (* p<0,05; ** p<0,005; ***
p<0,0005). U dotu: sprawdzenie poziomu nadekspresji SPIN metoda Western blot
w roznych czasach po transfekcji komoérek. Po prawej stronie klamra zaznaczono prazki odpowiadajace
egzogennym biatkom SPIN, a grotem strzatki biatkko WINKULINE, bedaca kontrola ilosci biatka
w $ciezkach (ang. loading control). SPIN ulegaty najwyzszej nadekspresji 12 godz. po transfekcji, natomiast
po dluzszym czasie hodowli, nadekspresja SPIN3 i SPIN4 obnizala si¢ znacznie. Pokazano zatem, ze SPINI
(SP1) przyspieszala, podczas gdy SPIN4 (SP4) zwalniata proliferacjg komorek TCam-2.
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Tabela 1. Surowe dane liczbowe oznaczajace wartosci konfluencji komorek TCam-2 pod wplywem
nadekspresji SPIN, wzgledem pustego wektora pCMV6-entry, w roznych czasach po transfekcji.

Egzogenna Srednia ( Odchylenie |Srednia ( Odchylenie |Srednia ( Odchylenie
ekspresja godz.) standardowe | godz.) standardowe | godz.) standardowe
pCMVe6-entry |45,60% |1,46% 72,97% |5,86% 81,11% [5,41%
SPIN1 32,25% |1,37% 62,86% |4,01% 69,43% |2,77%
SPIN3 35,86% |3,13% 54,23% |3,82% 59,84% |4,43%
SPIN4 20,76% |2,86% 26,82% [4,52% 29,40% |6,99%

Tabela 2. Znormalizowane dane przedstawiajace warto$ci konfluencji komérek TCam-2 pod wplywem
nadekspresji SPIN, wzgledem pustego wektora pCMV6-entry, w roznych czasach po transfekceji.

Egzogenna Srednia ( Odchylenie |Srednia (Odchylenie |Srednia ( Odchylenie
ekspresja godz.) standardowe | godz.) standardowe | godz.) standardowe
pCMV6-entry | 45,60% |1,46% 72,97% |5,86% 81,11% |5,41%
SPIN1 45,60% |1,94% 88,88% [5,67% 98,17% [3,91%
SPIN3 45,60% |3,98% 68,95% [4,86% 76,08% |5,63%
SPIN4 45,60% |6,29% 58,91% [9,92% 64,56% |15,36%

6.2. SPIN1 obniza, podczas gdy SPIN3 i SPIN4 wzmagaja apoptoz¢ komorek

By odpowiedzie¢ na pytanie, jaki proces moglby by¢ odpowiedzialny za zmiang liczby
komoérek TCam-2 przy nadekspresji SPIN, postanowiono sprawdzi¢ czy maja wplyw na
apoptoze¢ komoérek TCam-2. Uzasadnieniem wyboru tego podejscia bylo doniesienie
innych autorow, ze SPIN1 obnizata poziom apoptozy komorek ttuszczakomigsaka (ang.
liposarcoma) [Franz i wsp., 2015].

Poziom apoptozy mierzono w cytometrze przeptywowym 48 godz. po transfekcji, przy
uzyciu zestawu z Aneksyna V (ang. Annexin V) skoniugowana z izotiocyjanianem
fluoresceiny (ang. Fluorescein IsoThioCyanate - FITC). Doswiadczenie wykonano
w czterech niezaleznych powtdrzeniach, a uzyskane wartosci liczbowe znormalizowano do
kontroli negatywnej, czyli pustego wektora pCMV6-entry (Rycina 2A, warto$¢ 0, linia
podstawna). Okazato sig, ze nadekspresja SPIN3 1 SPIN4 powodowala wzrost poziomu
apoptozy o odpowiednio ~7% (p<0,00005, p=9,38x10'6) i ~9% (p<0,00005,
p=5,12x10"7), w poréwnaniu do komérek kontrolnych (Rycina 2A i B). Zaobserwowano
mianowicie znaczacy wzrost liczby komorek wybarwionych Aneksyna V skoniugowana z
FITC (oznaczono AnV-FITC), czyli §wiecacych na zielono pod wplywem wzbudzenia
lasera o dlugosci fali 488 nm (Rycina 2C). Zatem te dwa paralogi dziataty
pro-apoptotycznie w linii TCam-2. Natomiast nadekspresja SPIN1 powodowata efekt

przeciwny, to znaczy niewielkie obnizenie poziomu apoptozy, o ~2,5% (p<0,05, p=0,0086)
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w  poréownaniu  z  komorkami  kontrolnymi.  Zatem = SPINI  wplywala
anty-apoptotycznie na komérki TCam-2 (Rycina 2A i B).

Dla potwierdzenia powyzszych wynikow wykonano doswiadczenie odwrotne,
tzn. analizowano apoptoze po uprzednim wyciszeniu ekspresji genéw SPINI, 3 1 4
w komoérkach TCam-2. Sprawdzono, ze poziom mRNA wszystkich trzech SPIN
w komorce pod wpltywem specyficznego wyciszenia przy uzyciu technologii siRNA ulegat
znacznemu obnizeniu: 0 ~93,38% dla SPIN1, o ~80,38% dla SPIN3 1 0 ~88,09% dla SPIN4
(Rycina 3B). Uzyskany wplyw na apoptoze w przypadku SPINI byt zgodny
z oczekiwaniem i byl statystycznie istotny. Doszto mianowicie do wzrostu liczby komoérek
wybarwionych AnV-FITC (Rycina 3C), czyli do podniesienia poziomu apoptozy o ~1,2%
(p<0,05, p=0,026) i bylo to spojne z wynikiem z nadekspresji (Rycina 3A vs. 2A).

Natomiast wyciszenie siRNA ekspresji genow SPIN3 1 SPIN4 nie wplyngto na
apoptoze komorek TCam-2 (Rycina 3A i C). Ow brak efektu mogt by¢ spowodowany
niskim endogennym poziomem ekspresji genow SPIN3 i SPIN4 w komoérkach TCam-2.
Mianowicie poziom transkryptow SPIN3 i SPIN4 wynosil odpowiednio 2,59 i1 3,10
w warto$ciach FPKM (ang. Fragments Per Kilobase per Million) 1 byt on znaczaco nizszy,
w porownaniu do poziomu transkryptu SPINI, ktory wynosit 14,65. Dane te pochodza z
trzykrotnie przeprowadzonego tzw. glebokiego sekwencjonowania transkryptomu
komoérek linii TCam-2 metoda RNA-Seq (ang. RNA Sequencing), przy uzyciu
sekwencjonowania nowej generacji NGS (ang. Next-Generation Sequencing) [Smiatek i
wsp., dane nieopublikowane].

By sprawdzi¢ powyzsze dane uzyskane metoda RNA-Seq, dodatkowo poziom
ekspresji SPIN zmierzono ilo$ciowo przy pomocy metody RT-qPCR. Pokazano, Ze poziom
mRNA SPINI wynosit ~140,5 czasteczki na pl cDNA, SPIN3 ~4,5 czasteczki,
a SPIN4 ~42 czasteczki (Rycina 4). Jak mozna zauwazy¢, poziom mRNA SPIN3 byl
najnizszy (w porownaniu do SPINI, p=0,00006 i SPIN4, p=0,000001), a SPIN4 byt
znacznie nizszy od SPINI (p=0,00021).
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Rycina 2. Wplyw nadekspresji bialek SPIN na apoptozg komoérek TCam-2. Komorki transfekowano
w 4 niezaleznych powtorzeniach plazmidami kodujacymi ORF SPIN (oznaczono SP1, SP3 i SP4) lub pustym
wektorem pCMV6-entry (pC). Komoérki barwiono i mierzono intensywnos$¢ fluorescencji Aneksyny V
skoniugowanej z FITC (AnV-FITC). A — Wartosci liczbowe znormalizowano do kontroli negatywnej —
nadekspresji pustego wektora (na wykresie wartos¢ 0). Istotno$¢ statystyczna wynikow wyrazono w
warto$ciach p value 1 oznaczono gwiazdkami na wykresie (* p<0,05; **** p<0,00005).
B — Analiza Western blot z nadekspresji SPIN. Po prawej stronie strzatkami zaznaczono prazki
odpowiadajace egzogennym biatkom SPIN i biatku WINKULINIE, bedacej kontrola ilosci biatka
w $ciezkach (ang. loading control). C — Wykresy dwuparametrowe (scatter plot) zalezno$ci intensywnosci
jodku propidyny (PI) do AnV-FITC stuzace do analizy poziomu apoptozy. Zaznaczono komoérki: zywe — na
niebiesko, we wczesnej apoptozie — na zielono, w poznej apoptozie — na fioletowo, oraz martwe na
czerwono. Pokazano, ze SPIN1 (SP1) obnizala, podczas gdy SPIN3 (SP3) i SPIN4 (SP4) wzmacnialy
apoptoze komorek.
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Rycina 3. Wplyw wyciszania (ang. knockdown — KD) ekspresji genow SPIN na apoptozg¢ komorek
TCam-2. Komorki transfekowano w 2 niezaleznych powtérzeniach siRNA specyficznym dla SPIN
(oznaczono SP1 KD, SP3 KD i SP4 KD) lub kontrolnym siRNA (Ctrl KD). Komoérki barwiono i mierzono
intensywno$¢ fluorescencji Aneksyny V skoniugowanej z FITC (AnV-FITC). A — Wartosci liczbowe
znormalizowano do kontroli negatywnej — kontrolnego siRNA (na wykresie wartos¢ 0). Istotnos¢
statystyczna wynikdw wyrazono w warto$ciach p value i oznaczono gwiazdkami na wykresie (* p<0,05). B —
Analiza RT-qPCR z wyciszania ekspresji SPIN wzgledem wyciszania kontrolnego. C — Wykresy
dwuparametrowe (scatter plot) zaleznosci intensywnos$ci jodku propidyny (PI) do AnV-FITC stuzace do
analizy poziomu apoptozy. Zaznaczono komorki: zywe — na niebiesko, we wczesnej apoptozie — na zielono,
w p6znej apoptozie — na fioletowo, oraz martwe na czerwono. Pokazano, ze wyciszanie ekspresji SPINI (SP1
KD) podnosito apoptoz¢ komoérek TCam-2, podczas gdy wyciszanie ekspresji SPIN3 (SP3 KD)
i SPIN4 (SP4 KD) nie mialo efektu.
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Rycina 4. Ilosciowa ocena zawarto$ci czasteczek mRNA SPIN na komérke TCam-2. Przy pomocy metody
RT-qPCR pokazano, ze liczba czasteczek mRNA SPIN/ (SP1) na komodrke wynosita ~140,5; mRNA SPIN3
(SP3) ~4,5; a mRNA SPIN4 (SP4) ~42. Istotno$¢ statystyczna wynikow wyrazono w wartosciach
p value i oznaczono gwiazdkami na wykresie (*** p<0,0005; **** p<(0,00005).

6.3. SPIN1 i SPIN3 przyspieszaja cykl komorkowy

Skoro stata nadekspresja biatka SPIN1 w ludzkiej linii HeLa i mysiej linii fibroblastow
NIH3T3 powodowata przyspieszenie cyklu komoérkowego [Gao Y. 1 wsp., 2005; Zhang P.
1 wsp., 2008] postanowiono sprawdzi¢, czy zmiana intensywnos$ci proliferacji komorek
TCam-2 obserwowana pod wptywem nadekspresji SPIN, mogla by¢ spowodowana ich
wptywem na cykl komérkowy. Ze wzgledu na to, ze nie dysponowano systemem stalej
nadekspresji SPIN, ktory w tym doswiadczeniu bytby bardziej odpowiedni, zastosowano
jak poprzednio przejsciowa nadekspresj¢ biatek SPIN, wzgledem pustego wektora
pCMV6-entry w obecnosci GFP. Pokazano w trzech niezaleznych eksperymentach, ze
nadekspresja SPIN1 1 SPIN3 powodowata istotne przyspieszenie cyklu komodrkowego.
Nastepowat spadek liczby komoérek w fazie G¢/G; o odpowiednio ~4,5% (p<0,05,
p=0,026) 1 ~7% (p=0,05, p=0,013) oraz proporcjonalny wzrost w fazie S 0 ~3,3% 1 ~4,5%
(p<0,005, p=0,0012) oraz Go/M o ~1,2% (dla SPIN1) i ~2,5% (dla SPIN3) (Rycina 5).
Natomiast nadekspresja SPIN4 nie miata istotnego wptywu na cykl komorkowy.

W doswiadczeniu przeciwnym, tzn. pod wpltywem wyciszania siRNA ekspresji
gendw w dwoch niezaleznych eksperymentach pokazano, ze zgodnie z oczekiwaniem
wyciszanie SPINI powodowalo zwolnienie cyklu komoérkowego. Zaobserwowano
mianowicie wzrost o ~5% liczby komorek w fazie Go/G; (p<0,05, p=0,041) oraz
proporcjonalne obnizenie w fazie S o ~1,5% (p<0,05, p=0,045) 1 Go/M o ~3,5% (p=<0,05,
p=0,039).
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Rycina 5. Wpltyw nadekspresji biatek SPIN na cykl komérkowy. Komorki transfekowano w 3 niezaleznych
powtorzeniach plazmidami kodujacymi ORF SPIN (oznaczono SP1, SP3 i SP4) lub pustym wektorem
pCMV6-entry (pC). Komorki utrwalano, barwiono i mierzono intensywno$¢ fluorescencji jodku propidyny
(PI) A — Wartosci liczbowe znormalizowano do kontroli negatywnej — nadekspresji pustego wektora
pCMV6-entry (na wykresie wartos¢ 0). B — Analiza Western blot poziomu nadekspresji SPIN. Po prawe;j
stronie strzatkami zaznaczono prazki odpowiadajace biatkom SPIN i biatku WINKULINIE, bedacej kontrola
ilosci biatka w $ciezkach. C i D — Histogramy wygenerowane przez program ModFit LT stuzace do analizy
cyklu komoérkowego. Zaznaczono kolejne fazy cyklu: Go/G; — na zielono, S — na szaro i G,/M — na czerwono.
Pokazano, ze nadekspresja SPIN1 i SPIN3 powodowata przyspieszenie cyklu komoérkowego, natomiast
SPIN4 nie wplywata.

Oznacza to, ze SPIN1 powoduje przyspieszenie cyklu komérkowego (Rycina 6). Jednak
efekt ten byt znacznie stabszy w poréwnaniu do wcze$niejszych doniesien literaturowych
[Gao, 2005; Zhang, 2008]. Z kolei, wyciszanie ekspresji genow SPIN3 (oprocz wzrostu w
fazie S o0 ~2%, p<0,05, p=0,023) 1 SPIN4 nie spowodowato statystycznie istotnej zmiany
(Rycina 6).

Jako kontrole¢ pozytywna w analizie cyklu komoérkowego uzywano komorek
z nadekspresja biatka P21 lub P16, ktore zostaty opisane jako zwalniajace cykl inhibitory
kinaz zaleznych od cyklin (ang. Cyclin-Dependent Kinases — CDK). Taki sam wpltyw

mialy one rowniez na komoérki TCam-2 (Rycina 7). Zauwazono, ze pod wpltywem
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[%6] zmlany wevklu komdrkowym
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Rycina 6. Wptyw wyciszania (KD) ekspresji genéw SPIN na cykl komoérkowy. Komorki transfekowano
w 2 niezaleznych powtorzeniach specyficznym siRNA docelowym dla SPIN (oznaczono SP1 KD, SP3 KD i
SP4 KD) lub kontrolnym siRNA (Ctrl KD). Komérki utrwalano, barwiono i mierzono intensywnosé
fluorescencji jodku propidyny (PI) A —Wartosci liczbowe znormalizowano do kontroli negatywnej —
wyciszania kontrolnego siRNA (na wykresie warto$¢ 0). Istotno$¢ statystyczna wynikdw wyrazono
w wartoSciach p value i oznaczono gwiazdkami na wykresie (¥ p<0,05) B — Schemat przebiegu cyklu
komodrkowego z zaznaczeniem odpowiednich faz. C — Histogramy wygenerowane przez program ModFit LT
stuzace do analizy cyklu komoérkowego. Zaznaczono kolejne fazy cyklu: G¢/G; — na zielono, S — na szaro i
G,/M — na czerwono. Pokazano, ze wyciszanie ekspresji SPINI/ (SP1 KD) powoduje wzrost liczby komorek
w fazie G¢/G, i1 obnizenie liczby komoérek fazach S i G,/M. Oznacza to, ze SPIN1 przyspiesza cykl
komorkowy. Natomiast wyciszanie ekspresji SPIN3 (SP3 KD) i SPIN4 (SP4 KD) nie wplyngto na cykl
komorkowy.

nadekspresji P21 wzgledem pustego wektora pCDNA3 nastgpuje wzrost o ~18% liczby
komoérek w fazie Go/G; (p<0,005, p=0,0009) oraz proporcjonalne obnizenie w fazie S
0 ~14% (p<0,005, p=0,002) i Go/M o ~4%. Dodatkowo pod wplywem nadekspresji P16
odnotowano wzrost o ~15% liczby komorek w fazie Go/G; (p<0,005, p=0,002) oraz
proporcjonalne obnizenie w fazie S o ~12,5% (p<0,005, p=0,003) 1 Go/M o ~2,5%
(p<0,005, p=0,003).

A ] ] Rycina 7. Wplyw nadekspresji biatek P21 i P16 na

Nadekspresia P21iP16 cykl komoérkowy (kontrola pozytywna). Komorki

P P16 transfeko-wano w 3 niezaleznych powtdrzeniach

24% plazmidem kodujacymi ORF P21 i P16 lub pustym

- wektorem pCDNA3. Komorki utrwalano, barwiono i

i mierzono intensywnos$¢ fluorescencji jodku propidyny

(PI) A —Wartosci liczbowe znormalizowano do kontroli

negatywnej — nadekspresji pustego wektora pCDNA3

8% (na wykresie wartos¢ 0). Istotno$¢ statystyczna

wynikow wyrazono w wartosciach p value 1 oznaczono

0% b b i gwiazdkami na wykresie (** p<0,005). B — Histogramy

wygenerowane przez program ModFit LT stuzace do

8w, analizy cyklu komérkowego. Zaznaczono kolejne fazy

cyklu: G¢/G; — na zielono, S — na szaro i G,/M — na

T T czerwono. Pokazano, ze nadekspresja P21 i P16

powoduje wzrost liczby komoérek w fazie Gy/G;

BAAGO/G1 mAAS MAAG2/M i obnizenie liczby komoérek fazach S i Go/M, co
oznacza, ze P21 1 P16 zwalnia cykl komérkowy.
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6.4. Nadekspresja SPIN1, SPIN3 i SPIN4 nie wplywa na morfologi¢ komorek

Stata nadekspresja mysiej Spinl w mysich komoérkach NIH3T3 powodowata uszkodzenie
wrzeciona podziatowego, co skutkowalo niestabilno$cia chromosomow, pojawieniem si¢
komoérek wielojadrzastych oraz starzeniem. Podobny efekt uzyskano przy statej
nadekspresji ludzkiej SPIN1 w komoérkach HelLa (Yuan H. i wsp., 2008; Zhang P. i wsp.,
2008). Postanowiono zatem sprawdzi¢, czy wzrost poziomu SPIN wywoluje analogiczny
efekt w komorkach TCam-2. Jednak przeciwnie do oczekiwan, nadekspresja SPIN1, 3
1 4 az do 72 godz. po transfekcji nie powodowata zadnych widocznych zmian

w morfologii tych komoérek (Rycina 8).

Rycina 8. Analiza wplywu nadekspresji biatek SPIN na morfologie komoérek TCam-2. Komorki
transfekowano plazmidami kodujacymi ORF SPIN lub pustym wektorem pCMV6-entry. Nastgpnie barwiono
przyzyciowo odczynnikiem Hoechst33258 i wykonywano zdjgcia przy uzyciu mikroskopu Leica DMi8 IVD,
w $wietle widzialnym i ultrafioletowym. Jadra komorkowe fluoryzowaly na niebiesko. Pokazano, ze
nadekspresja SPIN1, 3 i 4 nie wptywata na morfologi¢ komoérek TCam-2.
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6.5. Profil nadekspresji bialek SPIN1, SPIN3 i SPIN4 jest rézny w komodrkach
nowotworowych w porownaniu z nienowotworowymi

Skoro zaobserwowano, ze poziom nadekspresji biatek SPIN jest odmienny w komoérkach
TCam-2 (Rycina 1) (ulegaly one nadekspresji na wysokim poziomie 12 godz. po
transfekcji, natomiast przy dhuzszym czasie hodowli do 72 godz., nadekspresja SPIN3
1 SPIN4 obnizata si¢ znacznie) postanowiono sprawdzi¢, czy jest to zalezne od typu
komorek w ktorych dochodzi do nadekspresji. Stad pod katem analizy profilu nadekspres;ji
bialek SPIN zbadano dodatkowo dwie linie komoérkowe, HEK293T - komorki
embrionalne nerki (nienowotworowe) 1 Hela — komorki raka szyjki macicy
(nowotworowe). Pokazano, ze w komdrkach HEK293T biatka SPIN ulegaty wzglednie
stabilnej nadekspresji od 12 do 72 godz. po transfekcji (Rycina 9 u géry). Natomiast
w komorkach HeLa nadekspresja biatka SPIN1 byta na wysokim poziomie 12 i 24 godz.
po transfekcji, a przy dluzszym czasie hodowli do 72 godz., obnizala si¢ znacznie.
Dodatkowo nadekspresja SPIN3 1 SPIN4 byla na istotnie nizszym poziomie 12 godz. po
transfekcji 1 rowniez zanikala przy dhluzszym czasie hodowli do 72 godz. (Rycina 9
u dolu). Wydaje sig, ze profil nadekspresji biatek SPIN w komoérkach TCam-2 jest

podobny do tego zaobserwowanego w komorkach nowotworowych (HeLa).

12 godzin 24 godziny 48 godzin 72 godziny
pC SP1 SP3 5P4 pC SP1 SP3 SP4 pC SP1 SP3 SP4 pC SP1 SP3 SP4
Egzogenne
s v L P W ae am a0
HEK293T
S —— R p— — e a4 WINKULINA
Egzogenne
- - -— - SPIN
Hela
— . . e— - — W — —— — — = s s == 4 WINKULINA

Rycina 9. Poroéwnanie profilu nadekspresji SPIN metoda Western blot w réznych czasach po transfekcji
komorek nienowotworowych (HEK293T — u goéry) i nowotworowych (HeLa — u dotu). Komorki
transfekowano plazmidami kodujacymi ORF SPIN lub pustym wektorem pCMV6-entry. Po prawej stronie
klamra zaznaczono prazki odpowiadajace egzogennym biatkom SPIN, a grotem strzatki biatko
WINKULINE, bedaca kontrolg ilosci biatka w §ciezkach (ang. loading control). W przypadku komoérek
HEK293T wszystkie trzy SPIN ulegaly rownej nadekspresji w rdznych czasach po transfekcji, natomiast w
komoérkach HeLLa SPIN3 i SPIN4 ulegaly niskiej nadekspresji, a po dluzszym czasie hodowli, nadekspresja
wszystkich trzech SPIN obnizata si¢ znacznie.

76



6.6. W regionie 3’UTR mRNA wszystkich trzech SPIN znajduja si¢ potencjalne
miejsca wigzania (PBE) domeny PUF bialek PUM

W tej czgsci rozprawy podjgto probe wyjasnienia mechanizmu regulacji ekspresji SPIN.
Zasugerowano wczesniej, ze mRNA SPINI moze by¢ potencjalnym celem regulacji dla
biatka PUMI. To mRNA =zostalo wykryte metoda RIP-Chip (ang. RNA
ImmunoPrecipitation Chip, chip — microarray) jako wzbogacone w probkach RNA
pochodzacych z immunoprecypitatu biatka PUMI1 w badaniach na mikromacierzach
[Morris 1 wsp., 2008]. Biatka PUM sa znanymi potranskrypcyjnymi regulatorami ekspres;ji
genow [Arvola, 2017]. Posiadaja wysoce zakonserwowana w ewolucji domeng wiazania
RNA, zwana domena PUF (ang. PUmilio and Fbf RNA-binding domain)
i poprzez t¢ domen¢ oddzialuja z motywami PBE (ang. Pum Binding Elements)
o sekwencji UGUANAUA (rdzen sekwencji podkreslono). W regionach 3’UTR mRNA
kazdej SPIN wykryto co najmniej kilka motywow PBE. W 3’'UTR mRNA SPINI wykryto
13, SPIN3 — 3, a SPIN4 — 6 motywow podobnych do PBE (Tabela 3, Rycina 10). W
Rycinie 10 zaznaczono jedynie motywy, ktore zawieraty rdzen sekwencji UGUA oraz co
najmniej dwa nukleotydy zgodne z polowa 3° sekwencji konsensusowej, czyli
z AUA. Obecno$¢ tych motywoéw moze oznacza¢, ze ekspresja SPIN jest regulowana
potranskrypcyjnie przez biatka PUM, co prébowano sprawdzi¢ w nastgpnej czesci
rozprawy. Regulacje potranskrypcyjna zaproponowano juz wczesniej, w przypadku mRNA
mysiej Spinl, cho¢ w tej regulacji nie zasugerowano udziatu biatek Pum. Ten typ regulacji
moglby mie¢ istotne znaczenie w przechowywaniu mRNA Spinl w oocycie
1 dwukomorkowym zarodku mysim, poniewaz pokazano ze jest najbardziej wzbogaconym

transkryptem matczynym na tym etapie rozwoju [Oh B. i wsp., 1997, Oh B. 1 wsp., 2000].
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Tabela 3. Zestaw motywoéw PBE w 3’UTR mRNA kazdej ze SPIN. Wyselekcjonowane motywy zawieraty
rdzefi sekwencji UGUA (podkreslono) i dodatkowo dwa zgodne nukleotydy z potowy 3’ sekwencji, czyli z
AUA (podkreslono). Zaden z wymienionych motywow nie posiada kompletnej sekwencji UGUANAUA.

mRNA SPINI — 4535 nt, 3’UTR — 3430 nt]

Nr | Sekwencja 5’—3’ [12 1 FV?,Z?)}’%?VIZ]THRN
1. | UUUGUAGACAUA | 1152 [48]

2. | GAUGUAUGUAUC | 1483 [379]
3. | UCUGUAUCUACC | 1493 [389]
4. | UGUGUAUACAUA | 1517 [414]
5. | AGUGUACACACA | 1552 [449]
6. | GGUGUAAGUAAU | 2441 [1337]
7. | CAUGUAAACACA | 2827[1723]
8. | CAUGUAAAUCUC |3018[1914]
9. | UAUGUAUAAAAU | 3612 [2508]
10. | CCUGUAUAUUUG | 3847 [2743]
11. | GUUGUAAAUGUC | 3939 [2835]
12. | UGUGUAGACAGU | 4386 [3282]
13. | UCUGUAAGUAAU | 4445[3341]

mRNA SPIN3 — 4479 nt, 3’UTR — 3359 nt]

Nr | Sekwencja 5’—3’ [12 1 fv?,zz%%f;{]mRN
1. | UCUGUAGACACA | 1159 [40]

. | AUUGUAAAUUAG | 3433 [2314]
3. | CAUGUAUUUACA |4314[3195]

mRNA SPIN4 — 4112 nt, 3’UTR — 2841 nt]

Nr | Sekwencja 5°—3’ [12 1 F@Z;%?K]mRN
1. | UCUGUAAAAAUG | 1700 [430]

2. | CAUGUAGAUGAU | 1738 [468]

3. | CAUGUAUCUAUU | 2245 [975]

4. | UUUGUAGAAAUU | 2275[1005]

5. | UUUGUAUAUGGU | 2543 [1273]

6. | UUUGUAAUUAGC |3031[1761]

m13
|12
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11
w10
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" m

3'UTR SPIN1
3'UTR SPIN3
3'UTR SPIN4

Rycina 10. Schematyczne przedstawienie regionéw 3’UTR mRNA wszystkich trzech SPIN (na szaro)
z uwzglegdnieniem potencjalnych miejsc wigzania dla bialek PUM (ang. Pum Binding Elements — PBE, na
czerwono), ktore ponumerowano. W 3’UTR mRNA kazdej SPIN, wykryto wystgpowanie co najmniej kilku
motywow podobnych do PBE: w przypadku SPINI — 13, SPIN3 — 3, a SPIN4 — 6 motywow. Obecnos¢ tych
motywow moze oznaczaé, ze ekspresja SPIN jest regulowana potranskrypcyjnie przez biatka PUM.
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6.7. mRNA SPINI i SPIN3 koimmunoprecypituja z bialkami PUM1 i PUM2

Obecnos¢ motywow PBE w regionach 3’UTR mRNA wszystkich trzech SPIN sugerowata
potranskrypcyjna regulacje ekspresji przez biatka PUM. W organizmach ssakow wystepuja
dwa paralogi, PUMI i PUM2. Oba ulegaja endogennej ekspresji réwniez w komorkach
TCam-2. Ekspresja na podstawie analizy transkryptomu wyrazona w jednostkach FPKM
wynosita 6,31 dla mRNA PUMI oraz 13,84 dla PUM2 [Smialek
1 wsp., dane nieopublikowane]. Obecnos¢ bialek PUM1 1 PUM2 wykryto w komédrkach
TCam-2 z zastosowaniem techniki Western blot oraz przeciwciat przetestowanych jako

dziatajace specyficznie (Rycina 11).

PUM1 PUM2
250 250
150 150
-» - -
100 100

Rycina 11. Wykrywanie endogennych biatek PUM w komorkach TCam-2 technika Western blot. Kreskami
po lewej stronie wskazano markery mas wyrazone w kDa, a strzalkami po prawej prazki odpowiadajace
poszczegdlnym biatkom PUM1 i PUM2.

Oddziatywania mRNA SPIN z bialkami PUM sprawdzano z zastosowaniem
immunoprecypitacji RNA (ang. RNA ImmunoPrecipitation — RIP) oraz specyficznych
przeciwcial anty-PUMI1 1 anty-PUM2 w dwoch niezaleznych eksperymentach. Na
poczatek zweryfikowano wydajno$¢ wiazania endogennych Dbialek do kulek

magnetycznych i oceniono ja jako zadawalajaca (Eluat P, Rycina 12).

“é“' o ﬁ E‘“ ﬁ
s 2 8 &8 3 § ¢
| — i 0 — [TT] [0
150
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Rycina 12. Wykrywanie bialek PUM na kulkach magnetycznych po immunoprecypitacji technika Western
blot. Grotami strzalek po lewej i prawej stronie wskazano prazki odpowiadajace poszczegdlnym
identyfikowanym bialkom PUM1 i PUM2 (oznaczono odpowiednio P1 i P2). Marker mas wyrazony w kDa
zaznaczono kreskami posrodku ryciny.
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Pomiar zawartoSci mRNA SPIN w uzyskanych immunoprecypitatach mierzono
w ilosciowe] reakcji RT-qPCR (ang. Reverse Transcription — quantitative PCR)
z zastosowaniem specyficznych starteréw (Tabela 1, Metody). Reakcje normalizowano
wzgledem trzech gendéw referencyjnych (BAKTYNY, GAPDH i ARNT). Okazato sig, ze
mRNA SPINI i SPIN3 byly wzbogacone w immunoprecypitacie anty-PUM1 (RIP P1)
i anty-PUM2 (RIP P2) w poréwnaniu z kontrola negatywna, ktoéra stanowity kulki
optaszczone frakcja IgG (RIP IgG). Wzbogacenie wyniosto odpowiednio ~3,5x (p<0,05,
p=0,026) i ~14,4x (p<0,005, p=0,00083) dla mRNA SPINI oraz ~2,2x (p<0,05, p=0,014) i
~4,2x (p<0,05, p=0,015) dla mRNA SPIN3. Natomiast w zadnym immunoprecypitacie, ani
PUMI, ani PUM2 nie wykryto wzbogacenia w mRNA SPIN4 (Rycina 13). Wykrycie
wzbogacenia mRNA SPINI 1 SPIN3 moze oznaczaé, ze ekspresja SPIN jest regulowana

potranskrypcyjnie przez biatka PUM, co sprawdzano w dalszej czgsci rozprawy.

mRNA SPINT mRNA SPINZ mRNA 5PiIN4
. 18 — . 8 ———— . 18
c c c
o 12 o 12 o 12
E) E) E)
o b6 o b6 o b ———
3 3 ol &
Z 0 Z 0 Z 0 __—_i
N gV N gV N gV
RS AR & < & O <
AN AN AN

Rycina 13. Wzbogacenie mRNA SP/N w immunoprecypitatach anty-PUM1 (RIP P1) i anty-PUM?2 (RIP P2)
wzgledem kontroli negatywnej — podtoze optaszczone IgG (RIP IgG) zmierzono ilosciowa reakcja RT-
gPCR. Przedstawione wyniki pochodza z dwoch niezaleznych do§wiadczen. Istotno$¢ statystyczna wynikow
wyrazono w wartosciach p value i oznaczono gwiazdkami na wykresie (* p<0,05, ** p<0,005). Pokazano, ze
mRNA SPINI i SPIN3 byly wzbogacone w obu immunoprecypitatach. Wykrycie wzbogacenia moze
oznaczac, ze ekspresja SPIN jest regulowana potranskrypcyjnie przez biatka PUM.
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6.8. PUM1 i PUM2 powodujg silng represj¢e mRNA SPIN1, SPIN3 i SPIN4

Pomimo stwierdzenia braku istotnego wzbogacenia mRNA SPIN4 w immunoprecypita-
tach biatek PUMI 1 PUM2 postanowiono podda¢ dalszej analizie mRNA wszystkich
trzech SPIN, by sprawdzi¢ czy sa regulowane przez te biatka. Zaktadano bowiem, ze brak
wzbogacenia mRNA SPIN4 w immunoprecypitatach anty-PUMI1 i anty-PUM?2 mogt by¢
spowodowany, np. niekorzystna struktura przestrzenna regionu 3’UTR SPIN4, ktéra
w zastosowanych warunkach do§wiadczenia mogla spowodowac niedostgpnos¢ motywow
PBE dla bialek PUM. Do transfekcji komoérek TCam-2 zastosowano reporterowe plazmidy
kodujace ORF lucyferazy Firefly (miareczkujacej) i Renilla (badanej, na schemacie
oznaczono LUC) w fuzji z catymi regionami 3'UTR SPIN1, SPIN3 lub SPIN4, w wektorze
psiCheck2 (Materialy, podrozdziat 4.6) (Rycina 14) oraz plazmidy kodujace ORF dla
biatek PUM w wektorze pCMV 6-entry (Materiaty, podrozdziat 4.6).

J'UTR 5PINT
1 ]

LUC 11 1 11 ]|
3'UTR 5PIN3

LUC 1 | 1
3'UTR 5PIN4

LUC n 1
3’UTR GAPDH o

LUC 1 PBE — PumilioBinding Element

Rycina 14. Schemat plazmidu reporterowego kodujacego lucyferaze¢ Renilla (LUC, oznaczono na ciemno
szaro) w fuzji z calymi regionami 3’UTR SPINI, SPIN3, SPIN4 lub kontroli negatywnej GAPDH (oznaczono
na jasno szaro) z uwzglednieniem motywow podobnych do PBE (0znaczono na czerwono).

Ekspresj¢ plazmidu reporterowego oceniano przez pomiar luminescencji lucyferazy
Renilla wzgledem luminescencji lucyferazy Firefly w jednostkach RLU (ang. Relative
Luciferase Units), w czterech niezaleznych do$wiadczeniach. Dodatkowo w obrebie
kazdego doswiadczenia wykonano trzy powtorzenia, dokonujac za kazdym razem
dwukrotnego pomiaru. Pokazano, Ze nadekspresja zarowno PUMI, jak 1 PUM2
w znaczacym stopniu obnizala ekspresj¢ lucyferazy Renilla z plazmidu reporterowego
zawierajacego 3'UTR SPINI o odpowiednio ~63% (p=3,99x107%) i ~61% (p=9,32x10),
SPIN3 o odpowiednio ~53% (p=4,74x107") i ~42% (p=4,02x107%) i SPIN4
o odpowiednio ~74% (p=3,10x107*) i ~71% (p=2,42x10"°) (Rycina 15A). Oznacza to, Ze
jednym z mechanizmoéw potranskrypcyjnej regulacji ekspresji SPIN moze by¢ represja
przez biatka PUM. Jako kontrol¢ negatywna zastosowano reporterowy plazmid kodujacy
lucyferazg Renilla w fuzji z pelnej dtugosci regionem 3’UTR GAPDH, ktory nie posiada

zadnego motywu PBE (Rycina 14). Nie zaobserwowano znaczacych zmian w ekspresji
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lucyferazy Renilla z plazmidu reporterowego zawierajacego 3’UTR GAPDH przy
nadekspresji PUM1 lub PUM2 (Rycina 15A). Poziom nadekspresji biatek PUM pokazano
w Rycinie 15B, przy czym nadekspresja PUM1 w komorkach TCam-2 byta znacznie
silniejsza niz PUM2.
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Rycina 15. Wplyw nadekspresji biatek PUM (P1 i P2) wzgledem pustego wektora pCMV6-entry (pC) na
ekspresje plazmidu reporterowego kodujacego lucyferaze Renilla w fuzji z regionami 3’UTR wszystkich
trzech SPIN (SP1, SP3 i SP4) lub GAPDH, jako kontrole negatywna. A — Ekspresja lucyferazy przy
nadekspresji PUM wyrazono w procentach jednostek RLU (ang. Relative Luciferase Units), gdzie 100%
RLU przyznano dla nadekspresji pustego wektora pCMV6-entry. Przedstawione wyniki pochodza
z czterech niezaleznych doswiadczen. W kazdym eksperymencie wykonano trzy powtorzenia, a kazde
mierzono dwukrotnie. Istotno$¢ statystyczna wynikéw wyrazono w wartosciach p value i oznaczono
gwiazdkami na wykresie (**** p<0,00005). B — Wykrywanie biatek PUM po nadekspresji metoda Western
blot. Pokazano, ze jednym z mechanizméw potranskrypcyjnej regulacji ekspresji SPIN moze by¢ represja
przez biatka PUM.

6.9. Wyciszenie endogennej ekspresji genow PUM powoduje efekt niezgodny
z oczekiwaniem, tzn. niewielka represj¢ lucyferazowych reporterow kodujacych
regiony 3’°UTR SPIN

Skoro nadekspresja bialek PUM powoduje obnizenie ekspresji lucyferazy Renilla
z plazmidu reporterowego kodujacego regiony 3'UTR SPIN postanowiono sprawdzié, czy
wyciszenie endogennej ekspresji genéw PUM spowoduje efekt odwrotny.
W pierwszym etapie badano wydajnos¢ wyciszenia ekspresji gendéw PUM pod wpltywem
specyficznych siRNA wzgledem siRNA kontrolnego. W ilosciowej reakcji RT-qPCR
sprawdzono, ze pod wplywem siRNA poziom mRNA PUM]I ulegt obnizeniu o ~70%
(p<0,005, p=0,00082), PUM2 o ~82% (p<0,005, p=0,0036), a w przypadku wyciszenia
obu o odpowiednio ~75% (p<0,005, p=0,0030) i ~78% (p<0,05, p=0,0056) (Rycina 16A).
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Natomiast w potilosciowej metodzie Western blot z pigciu niezaleznych eksperymentéw
pokazano, ze poziom biatka PUMI1 ulegt obnizeniu o ~80% (p<0,00005, p=5,68x10"2),
PUM2 o ~81% (p<0,00005, p=4,82x10™'%), a w przypadku wyciszenia obu genéw z dwoch
niezaleznych ~ do$wiadczen, o  odpowiednio ~78%  (p<0,005, p=0,0021)
1 ~77% (p<0,05, p=0,0055). Pomiary poziomu biatek normalizowano wzgledem poziomu

BAKTYNY (Rycina 16B i C).
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Rycina 16. Sprawdzenie efektywnos$ci wyciszania (KD) ekspresji gendéw PUM w komoérkach TCam-2.
Komorki transfekowano siRNA specyficznym dla PUM pojedynczo (oznaczono P1 KD i P2 KD) i razem
(P1&P2 KD) Iub kontrolnym siRNA (Ctrl KD). Pokazano, ze wyciszanie ekspresji PUMI (P1 KD, P1&P2
KD) i PUM?2 (P2 KD, P1&P2 KD) byto efektywne na poziomie mRNA — A (analiza RT-qPCR) oraz biatka —
B i C (analiza Western blot). Istotno$¢ statystyczna wynikdw wyrazono w wartosciach p value
i oznaczono gwiazdkami na wykresie (* p<0,05, ** p<0,005 i **** p<0,00005).

Zaobserwowano, ze efektywne wyciszenie ekspresji genow PUMI i PUM?2 pojedynczo,
powodowato efekt odwrotny do oczekiwanego, tzn. niewielka represj¢ lucyferazy Renilla z
plazmidu reporterowego zawierajacego region 3'UTR SPINI o odpowiednio ~15%
(p=0,00025) 1 ~14% (p=0,00017) i SPIN4 o odpowiednio ~29% (p=1,94x10'10) 1 ~20%
(p=4,14x10") (Rycina 17A). Co wiecej, w przypadku plazmidu reporterowego kodujacego
lucyferaze Renilla w fuzji z 3’UTR SPIN3, dochodzito do niewielkiej represji tylko pod
wpltywem wyciszania ekspresji PUMI o ~12% (p=0,00072). Natomiast wyciszanie
ekspresji PUM2 nie wptywato na ekspresj¢ tego plazmidu (Rycina 17A).
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Rycina 17. Wplyw wyciszania (KD) ekspresji genow PUM na ekspresj¢ plazmidu reporterowego
kodujacego lucyferaze Renilla w fuzji z regionami 3’UTR wszystkich trzech SPIN. A — Ekspresja lucyferazy
przy wyciszaniu ekspresji gendéw PUM pojedynczo (P1 KD i P2 KD). B — Razem (P1&P2 KD). Ekspresje
wyrazono w procentach jednostek RLU (ang. Relative Luciferase Units), gdzie jako 100% RLU oznaczono
wyciszanie kontrolne (Ctrl KD). Pokazano, ze wyciszenie ekspresji gendow PUM pojedynczo powodowato
niewielka represje lucyferazy Renilla z plazmidu reporterowego kodujacego region 3'UTR SPINI i SPIN4, w
stosunku do kontrolnego siRNA. Natomiast ekspresja plazmidu reporterowego kodujacego lucyferaze
Renilla w fuzji z 3’°UTR SPIN3 nie ulegata represji jedyne przy wyciszeniu PUM2. Moze to oznaczal, ze
regulacja ekspresji mRNA SPIN3 przez biatko PUM?2 jest bardziej istotna niz PUMI, czyli mechanizm
represji mRNA SPIN3 przez biatko PUM1 w poréwnaniu z PUM?2 jest odmienny. Przedstawione wyniki
pochodza z dwoch niezaleznych do$wiadczen. W kazdym eksperymencie wykonano trzy powtorzenia i
kazde mierzono dwukrotnie. Istotno$¢ statystyczna wynikow wyrazono w wartosciach p value i oznaczono
gwiazdkami na wykresie (** p<0,005, *** p<0,0005 i **** p<0,00005).

Pomimo wyciszenia obu genow PUM obserwowano statystycznie istotng represje
plazmidu reporterowego kodujacego 3'UTR SPINI o ~11% (p=0,0048). Natomiast
w tych samych warunkach represja plazmidéow zawierajacych 3'UTR SPIN3 1 SPIN4
(Rycina 17B) nie miata miejsca. Przedstawione dane pochodza z dwdch niezaleznych
doswiadczen. W kazdym z nich wykonano trzy powtorzenia mierzone dwukrotnie. Mozna
zatozy¢€, ze represja lucyferazy Renilla plazmidu reporterowego przez endogenne biatka
PUM jest zbyt staba, by derepresja (czyli wzrost ekspresji) pod wptywem wyciszenia

ekspresji genow PUM mogta by¢ zaobserwowana.
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Nalezy zwroci¢ szczegdlng uwage, ze w przypadku wyciszania pojedynczych gendéw
PUM, tylko w przypadku PUM2, miat miejsce efekt catkowitego braku represji plazmidu
reporterowego kodujacego lucyferaze Renilla w fuzji z 3’UTR SPIN3. Obserwacja ta moze
oznaczac, ze biatko PUM?2 jest dla regulacji ekspresji SPIN3 szczegolnie istotne. Wydaje
sig, ze pomimo podobienstwa struktury biatka PUMI1 i PUM2 nie sa funkcjonalnie

identyczne. T¢ kwesti¢ poddano analizie w nastgpnej czg$ci wynikoOw rozprawy.

6.10. Domena PUF bialek PUM1 i PUM?2 oddzialuje specyficznie z fragmentem
3’UTR mRNA SPIN3 zawierajacym motywy podobne do PBE

Skoro zaobserwowano nieco odmienna regulacj¢ mRNA SPIN3 przez biatko PUMI
w poréwnaniu z PUM2, postanowiono przeprowadzi¢ porownawcza analiz¢ interakcji
domen wiazacych RNA, PUF1 i PUF2 (odpowiednio biatka PUM1 i PUM2) z 3°’'UTR
powyzszego mRNA, przy pomocy retardacji zelowej. Z powodu ograniczenia czasem, do
analizy wybrano tylko fragment 3°’'UTR SPIN3 zawierajacy motyw PBE-2 o sekwencji
konsensusowej UGUAAAUU (podkreslono nukleotydy identyczne jak w klasycznym
motywie PBE). Uzasadnieniem wyboru tego fragmentu byto 1/ potozenie motywu PBE-2
na tyle daleko od miejsca alternatywnej poliadenylacji, ze nie bylby usuwany
w przypadku wyboru przez maszyneri¢ transkrypcyjna proksymalnego sygnatu
poliadenylacji. Mogloby to mie¢ miejsce np. w przypadku motywu PBE-3. 2/ W okolicy
motywu PBE-2 znajduja si¢ ponadto dodatkowe potencjalne miejsca wiazania przez biatka
PUM, podobne do PBE, zwane dalej motywami A (AUUGUA) i B (GUUGU) (Rycina
18).

Jak wyzej wspomniano, oddziatywanie domeny PUF bialek PUM z fragmentem
3’UTR mRNA SPIN3 analizowano technika retardacji zelowej (ang. Electrophoretic
Mobility Shift Assay — EMSA). Polega ona na poroéwnaniu migracji nagiego RNA
z migracja RNA inkubowanym uprzednio z badanym biatkiem, w natywnym Zelu
poliakrylamidowym. Utworzony kompleks rybonukleoproteinowy (ang. RiboNucleo-
Protein — RNP) migruje wolniej (ang. retardation) w porownaniu z RNA nagim.

Zaobserwowano, ze oczyszczone domeny PUF1 i PUF2 wiazaly si¢ z fragmentem
3’UTR mRNA SPIN3 (Rycina 19A). Jednak pomimo zastosowania takiego samego
stezenia biatka, wigzanie domeny PUF1 byto wydajniejsze, niz PUF2. Mianowicie juz
w nizszych st¢zeniach biatka powstawaly dwa kompleksy, szybciej migrujacy RNP1 oraz
wolniej migrujacy RNP2 (Rycina 19A, lewy panel). Natomiast w przypadku domeny

PUF2, nawet w wysokich st¢zeniach biatka obecny byt gldownie kompleks nizszego rzedu
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RNPI1, natomiast kompleks RNP2 byl znacznie stabszy (Rycina 19A, prawy panel).
Wynik ten uzyskiwano niezaleznie od preparatow biatkowych.

Specyficznos¢ powyzszego wiazania analizowano z zastosowaniem testu kompetycji,
lecz z powodu ograniczen czasowych jedynie dla PUF2 (Rycina 19B).
Ow test polega na wykonaniu dwoch rownolegtych do$wiadczen, w ktorych stosowane sa
odmienne kompetytory. W pierwszym doswiadczeniu, do reakcji wigzania radioaktywnego
badanego RNA z biatkiem dodaje si¢ wzrastajace st¢zenie tego samego badanego, lecz
nieradioaktywnego RNA. Natomiast kompetytorem w drugim doswiadczeniu byl
niespecyficzny, nieznakowany RNA. St¢zenie kompetytoréw w obu doswiadczeniach
powinno by¢ identyczne. W ten sposob pokazano, ze wiazanie fragmentu 3’UTR mRNA
SPIN3 bylo specyficzne (Rycina 19B). Mianowicie przy wzrastajacych stgzeniach
badanego RNA nieznakowanego, obserwowano wyrazne zanikanie prazka retardacyjnego
(Rycina 19B, lewy panel), podczas gdy prazek ten nie zanikal w rownoleglym
doswiadczeniu, tzn. po dodawaniu niespecyficznego nieradioaktywnego RNA (Rycina
19B, prawy panel).

W nastgpnym etapie postanowiono sprawdzi¢, czy motywy we fragmencie 3’'UTR
mRNA SPIN3, ktore wedhug naszych oczekiwan moglyby warunkowaé specyficznie
oddziatywanie z domena PUF rzeczywiscie taka role petlnia. W badanym fragmencie
obecny byl tylko jeden motyw podobny do PBE. Wystepowato w nim ponadto kilka
motywow o sekwencji GUUGU zwanych motywem A oraz AUUGUA zwanych motywem
B. Motywy te byly wczesniej opisane, jako specyficznie rozpoznawane przez domeng PUF
w oddziatywaniu z mRNA hunchback (ABAB) 1 mRNA bicoid (ABB) Muszki owocowej
[Dalby i1 Glover 1993, Zamore i wsp. 1997 1 1999, Gupta i wsp. 2009]. Oba motywy B w
3’UTR mRNA hunchback pokrywaja sig¢ czgsciowo z poOzniej wygenerowanym
konsensusem UGUANAUA. W analizowanym fragmencie 3°’UTR SPIN3 motywy A i B
wystgpowaty w uktadzie ABBAB (Rycina 18). Dlatego mutagenezie postanowiono
podda¢ wszystkie motywy A 1 B. Istotne, Zze ostatni motyw B pokrywat si¢ czgsciowo z

motywem PBE-2 (Rycina 18, zaznaczono na czerwono).
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Rycina 18. Schematyczne przedstawienie sekwencji regionu 3’UTR mRNA SPIN3 (na szaro)
z uwzglednieniem potencjalnych miejsc wigzania dla biatek PUM — PBE (na czerwono), A i B (na z6tto). W
3’UTR mRNA SPIN3 opréocz motywow PBE wystgpowaty motywy A i B.

Wszystkie motywy A i B we fragmencie 3’UTR mRNA SPIN3 zmieniono przez
wprowadzenie substytucji nukleotydowych z zastosowaniem ukierunkowanej mutagenezy.
Stwierdzono brak wigzania domeny PUF ze zmutowanym w powyzszy sposob fragmentem
3’UTR mRNA SPIN3 (Rycina 19C vs. A). Oznacza to, ze dla wiazania badanego regionu
3’UTR z domena PUF owe motywy byly istotne. A jak wplywa to na regulacje w

komorce?
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Rycina 19. Analiza wiazania fragmentu 3’UTR mRNA SPIN3 z domeng PUF1 i PUF2 w tescie retardacji
zelowej. Znakowany radioaktywnie fragment 3’UTR mRNA SPIN3 inkubowano z domena PUF
i frakcjonowano w 4% natywnym zelu poliakrylamidowym. Pokazano, ze: A — domeny PUF1 i PUF2
wiazaly si¢ z fragmentem 3’UTR mRNA SPIN3, jednak kinetyka wigzania byta odmienna. B — wiazanie
fragmentu 3’UTR mRNA SPIN3 przez domen¢ PUF2 byla specyficzna w tescie kompetycji.
C — Zmutowany fragment 3’UTR mRNA SP/N3 w motywach A i B nie wiazat si¢ z domena PUF.

6.11. Obecnos¢ wybranych motywow w regionie 3’UTR jest istotna dla represji
mRNA SPIN3 przez biatkka PUM

W opisanych powyzej do$wiadczeniach z zastosowaniem plazmidu reporterowego
kodujacego lucyferazg, pokazano odmienny udziat bialek PUM w represji mRNA SPIN3.

Biorac pod uwage fakt, ze efekt represji w komorkach jest wieloczynnikowy, sprawdzano
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na ile zalezy on rzeczywiscie od sekwencji regionu 3’UTR, a precyzyjniej od
wyselekcjonowanych motywow, jako potencjalnie dla represji istotnych. Skoro wyniki
in vitro uzyskane w testach retardacji zelowej wskazaty, ze istotne dla wigzania bialek
PUM z 3'UTR mRNA SPIN3 moga by¢ motywy A i B, poddano je mutagenezie
ukierunkowanej w plazmidzie reporterowym kodujacym petnej dlugosci 3’UTR mRNA
SPIN3. W ten sposob przygotowany, pozbawiony motywéw A i B reporter zastosowano
do testow lucyferazowych (Metody).

Stwierdzono, ze substytucja motywow A 1 B spowodowala jedynie nieznaczne
ostabienie represji przez PUM1 o ~16% i PUM2 o ~19% (Rycina 20). Wyniki zostaty
uzyskane z 4 niezaleznych dos$wiadczen, w kazdym wykonano 3 powtorzenia, ktore
mierzono dwukrotnie. Jest wysoce prawdopodobne, ze poza motywami A i B (w tym

jednego PBE) wystepuja jeszcze inne, ktore dla represji w komorce sg istotne.
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Rycina 20. Wplyw nadekspresji bialek PUM na ekspresj¢ lucyferazy Renilla zawierajacej zmutowany region
3'UTR SPIN3 — pozbawiony motywow A i B (SP3muf), w poréwnaniu z ekspresja 3'UTR typu dzikiego
(SP3wt). Przedstawione wyniki pochodza z 4 niezaleznych doswiadczen. W kazdym z nich wykonano 3
powtorzenia, z ktorych kazde mierzono dwukrotnie. Istotno$¢ statystyczna wynikdw wyrazono w
wartosciach p value 1 oznaczono gwiazdkami na wykresie (**** p<0,00005). Pokazano, ze usunigcie
motywow A i B przez wprowadzenie substytucji nukleotydowych spowodowato niewielkie ostabienie
represji przez biatka PUM.
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6.12. Gen PUM? jest pod represja biatka PUM1

W trakcie pracy nad tym projektem zaobserwowano, ze wyciszanie ekspresji genu PUM1
powodowato wzrost ekspresji genu PUM?2, na poziomie mRNA o ~54 % (Rycina 21A) a
na poziomie biatka o ~87% (p=0,00051) (Rycina 16C i 21A). Ponadto nadekspresja biatka
PUMI1 powodowata obnizenie endogennego poziomu biatka PUM2 o ~30% (p=0,0026)
(Rycina 21B i C). Oznacza to, ze gen PUM? jest pod represja biatka PUMI.
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Rycina 21. Negatywny wptyw bialka PUMI1 na ekspresj¢ genu PUM2. A — Wplyw wyciszania ekspres;ji
genow PUM (P1 KD i P2 KD) na poziom mRNA i biatka swojego paraloga wzgledem wyciszania
kontrolnego (Ctrl KD). B — Wptyw nadekspresji biatka PUM (P1 i P2) na poziom bialka swojego paraloga
wzgledem nadekspresji pustego wektora pCMV6-entry (pC). C — Analiza Western blot nadekspresji biatek
PUM. Grotami strzatek zaznaczono: P1 i P2 — endogenne biatka PUM, P1* i P2* — egzogenne biatka PUM.
Istotno$¢ statystyczna wynikow wyrazono w wartosciach p value i oznaczono gwiazdkami na wykresie (*
p=<0,05, ** p<0,005). Pokazano, ze gen PUM? jest pod represja biatka PUMI.

6.13. Bialka PUM1 i PUM2 oddzialuja z mRNA PUM1 i PUM?2

Skoro ekspresja genu PUM? jest regulowana przez biatko PUM1 postanowiono sprawdzi¢,
czy mRNA obu PUM byly obecne w wyzej opisanych immunoprecypitatach RNA
(Wyniki, punkt 7). Uzyskano odpowiedZ pozytywna, a mianowicie W immuno-
precypitatach anty-PUMI1 oraz anty-PUM2 wykryto wzbogacenie mRNA PUMI
odpowiednio 13 krotne (p=0,000012) i 11 krotne (p=0,044) oraz PUM?2 odpowiednio
15 krotne (p=0,0059) 1 11 krotne (p=0,0035), w stosunku do kontroli negatywnej (Rycina
22). Nie bylo to zaskoczeniem kiedy okazato sig, ze 3’UTR mRNA PUM]I zawiera jeden
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motyw PBE, natomiast PUM2 — trzy motywy PBE. Ten wynik pokazuje potencjalna
potranskrypcyjna autoregulacj¢ oraz regulacj¢ wzajemna ekspresji genow PUM.
Interesujace, ze mRNA PUMI wystepuje w immunoprecypitacie anty-PUM2. Biorac pod
uwage powyzsze wyniki, w analizach PTGR przez biatka PUM nalezy uwzgledni¢ wptyw
biatka PUMI1 na ekspresje PUM2 a by¢ moze wzajemny, cho¢ nie zostato to uwidocznione

w doswiadczeniu w ktorym wyciszano geny PUMI i PUM2.

mRNA PUM1 mRNA PUM2Z
188 — 18 ——%———
L1 1] L1 1]
c c -
@ 12 @ 12
2 2
o b o b
8 8
= 0 = 0
KA KA
QS Q QS Q

Rycina 22. Wzbogacenie mRNA PUM w immunoprecypitatach anty-PUM1 (RIP P1) i anty-PUM2 (RIP
P2), wzgledem kontroli negatywnej — podtoze optaszczone IgG (RIP IgG) zmierzono ilo§ciowa reakcja RT-
gPCR. Przedstawione wyniki pochodza z dwdch niezaleznych do§wiadczen. Istotno$¢ statystyczna wynikow
wyrazono w wartoSciach p value 1 oznaczono gwiazdkami na wykresie (* p<0,05, ** p<0,005, ****
p<0,00005). Pokazano, ze mRNA PUM]I i PUM?2 byty wzbogacone w obu immunoprecypitatach. Wykrycie
wzbogacenia moze oznacza¢ potranskrypcyjna autoregulacje oraz regulacje¢ wzajemna biatek PUM.

6.14. PUM1 powoduje zwolnienie proliferacji

Skoro pokazano wptyw bialek SPIN na proliferacj¢ komorek TCam-2, a ich ekspresja jest
potranskrypcyjnie regulowana przez biatka PUM, postanowiono sprawdzi¢, czy rowniez
biatka PUM wplywaja na proliferacj¢ komorek TCam-2. Mozna byto oczekiwac, ze skoro
PUM powoduja represj¢ mRNA SPIN, ich efekty na komorki TCam-2 sa
w stosunku do SPIN przeciwne.

Na poczatku sprawdzono dynamike¢ nadekspresji biatkka PUMI i PUM2 w réznych
czasach po transfekcji komorek TCam-2. Ekspresj¢ fuzyjnych biatek PUM sprawdzano
metoda Western blot z zastosowaniem przeciwciata anty-DDK (FLAG®). Okazalo sie, ze
24 godz. po transfekcji bialka te ulegaly nadekspresji na wysokim poziomie, ktory
stopniowo obnizal si¢ w trakcie dtuzszej hodowli trwajacej 72 godz. (Rycina 23, u dotu).

Pokazano, ze pod wpltywem nadekspresji biatka PUMI1 proliferacja komoérek linii
TCam-2 byla w istotny sposdb zwolniona, w stosunku do komorek transfekowanych
pustym wektorem pCMV6-entry. Ow efekt byt widoczny juz w 48 godz. po transfekcji
(p<0,005, p=0,0021), a w 72 godz. byt jeszcze silniejszy (p<0,00005, p=6,42x10"")
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(Rycina 23). Natomiast nadekspresja biatka PUM2 nie miata wplywu na proliferacje
(Rycina 23). Konfluencje mierzono tak jak w przypadku SPIN (Wyniki, punkt 1).

Zwolnienie proliferacji w przypadku nadekspresji PUM1 mogto by¢ spowodowane np.
represja mRNA, ktore proliferacje przyspieszaja, tzn. dziatajacych podobnie do badanej w
tej rozprawie SPINT.

Krzywe proliferacji komdrek pod wplywem nadekspresji PUM

—=—pC & P1 o P2

50%

3%

20%

Konfluenc)a komdrak

10%

pCMVo-entry PUM1 PUM2
12h 24h 48h 72h 12h 24h 48h 72Zh 12h 24h 48h 72h

- - oo & - <4 PUM

AN AR e . e e e W < WINKULINA

Rycina 23. Wplyw nadekspresji biatek PUM na proliferacj¢ komoérek TCam-2. Komorki transfekowano
w 3 niezaleznych powtorzeniach plazmidami kodujacymi ORF PUM (oznaczono P1 i P2) lub pustym
wektorem pCMV6-entry (pC) i mierzono konfluencjg. Pomiar wykonano w trzech puntach czasowych (24,
48 1 72 godz.). U gory: wykres zaleznosci konfluencji komoérek TCam-2 z nadekspresja PUM, wzgledem
pustego wektora pCMV6-entry, do czasu po transfekcji (w godz.). Istotnos¢ statystyczna wynikéw wyrazono
w wartoSciach p value i oznaczono gwiazdkami na wykresie (** p<0,005; **** p<0,00005).
U dohu: sprawdzenie poziomu nadekspresji PUM metoda Western blot wzgledem pustego wektora pCMV6-
entry w réznych czasach po transfekcji komoérek. Po prawej stronie grotem strzatki zaznaczono prazki
odpowiadajace egzogennym bialkom PUM oraz biatku WINKULINIE, bedacej kontrola ilosci biatka w
sciezkach (ang. loading control). 24 godz. po transfekcji biatka PUM, ulegaly najwyzszej nadekspresji,
natomiast po dluzszym czasie hodowli, poziom ich nadekspresji obnizal si¢ znacznie. Pokazano, ze
nadekspresja PUM1 (P1) zwalniala proliferacje komorek TCam-2. Mogto to by¢ spowodowane np. represja
mRNA, ktore proliferacjg przyspiesza np. SPINI.
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6.15. PUM1 w odroznieniu od PUM2 znaczaco wzmaga apoptoze

Skoro pokazano, ze SPIN stanowiace cele regulacji biatek PUM moduluja apoptoze
komorek TCam-2, postanowiono sprawdzi¢ czy biatka PUM rowniez wptywaja na ten
proces. Zweryfikowano t¢ kwesti¢ przeprowadzajac doswiadczenia analogiczne do
wczesniej wykonanych dotyczacych SPIN (Wyniki, punkt 2). Zaobserwowano, ze
nadekspresja biatka PUM1 powodowata istotny wzrost apoptozy, ktory wynosit ~25%
(p<0,0005, p=0,00027) (Rycina 24A 1 C), wzgledem kontroli, czyli komorek
transfekowanych pustym wektorem pCMV6-entry (Rycina 24B). Rowniez nadekspresja
biatka PUM2 prowadzita do wzrostu apoptozy, chociaz znacznie mniejszego, bo
wynoszacego zaledwie 2%. Tym niemniej, OW wzrost byt statystycznie istotny (p<0,005,
p=0,0045) (Rycina 24A 1 D). Co wigcej, pro-apoptotyczny efekt nadekspresji biatka
PUMI1 byl spojny z negatywnym wplywem tego biatka na proliferacj¢ komorek
TCam-2. Pro-apoptotyczny wplyw biatka PUMI1 (jak i PUM2) mogtby odbywaé sig
poprzez represj¢ mRNA kodujacych anty-apoptotyczne biatka, ktorych przyktad stanowi
SPINI1. Efekt obu tych bialek w powiazaniu z represja mRNA SPIN1 przez PUM jest
spojny. Jednak efekt ten nie byl w pelni spojny z wykryta w rozprawie negatywna
regulacja ekspresji SPIN3 i 4 przez biatkka PUM. Skoro ekspresja genéw SPIN jest
negatywnie regulowana przez biatkka PUM mozna byto si¢ spodziewaé anty-apoptoty-

cznego dziatania biatek PUM, bowiem SPIN3 i SPIN4 dziataly pro-apoptotycznie.
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Rycina 24. Wpltyw nadekspresji biatek PUM na apoptozg komoérek TCam-2. Komorki transfekowano
w 4 niezaleznych powtorzeniach plazmidami kodujacymi ORF PUM (oznaczono P1 i P2) lub pustym
wektorem pCMVe6-entry. Komoérki barwiono i mierzono intensywnos$¢ fluorescencji Aneksyny V
skoniugowanej z FITC (AnV-FITC). A —Wartosci liczbowe znormalizowano do kontroli negatywnej —
nadekspresji pustego wektora pCMV6-entry (na wykresie warto$¢ 0). Istotnos¢ statystyczna wynikow
wyrazono w wartosciach p value i oznaczono gwiazdkami na wykresie (** p<0,005; *** p<0,0005). B, Ci D
— Wykresy dwuparametrowe (scatter ploty) zaleznosci intensywnosci jodku propidyny (PI) do AnV-FITC
shuzace do analizy poziomu apoptozy. Zaznaczono komorki: zywe — na niebiesko, we wczesnej apoptozie —
na zielono, w pdznej apoptozie — na fioletowo, oraz martwe na czerwono. Pokazano, ze PUM1 (P1) i PUM2
(cho¢ w duzo mniejszym stopniu) promowaty apoptozg komérek TCam-2. Pro-apoptotyczne dziatanie biatka
PUMI (i w niewielkim stopniu PUM2) mogloby odbywac si¢ poprzez represj¢ mRNA kodujacych anty-
apoptotyczne biatka, tj. SPIN1 lub jej podobne.
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6.16. PUM1 i PUM2 powoduja nieznaczne zwolnienie cyklu komorkowego

Biorac pod uwagg wpltyw SPIN1 i SPIN3 na cykl komérkowy oraz ich regulacje¢ przez
biatka PUM1 1 PUM2 postanowiono sprawdzi¢, czy rowniez nadekspresja tych biatek
moduluje cykl komorkowy. Okazalo sig, ze nadekspresja bialek PUMI 1 PUM2
powodowata zwolnienie cyklu komoérkowego (Rycina 25). Mianowicie pod wpltywem
nadekspresji PUM1 zaobserwowano wzrost liczby komoérek w fazie Go/G; o ~6,9%
(p<0,05, p=0,025) oraz proporcjonalny spadek liczby komoérek w fazie S 0 ~4,7% 1 Go/M o
~2,2% (p<0,05, p=0,0077), w poréwnaniu do komorek transfekowanych pustym wektorem
pCMV6-entry. (Rycina 25A 1 B). Natomiast w przypadku nadekspresji PUM?2
odnotowano zwigkszenie liczby komorek w fazie Go/G; o ~5,5% (p<0,05, p=0,0085) oraz
proporcjonalne zmniejszenie liczby komorek w fazie S o ~1% 1 Go/M o ~4,5% (p=<0,05,
p=0,021), w poréwnaniu do kontroli (Rycina 25A i B). Zamieszczony wynik pochodzi
z czterech niezaleznych eksperymentow. Ponadto jest spojny z wynikiem pokazujacym
pozytywny wptyw na cykl komérkowy SPIN1 i SPIN3 (Rycina 5), ktore sa pod represja
obu biatek PUM (Rycina 14A).

A Nadekspresja PUM Rycina 25. Wptyw nadekspresji biatek PUM na cykl

komérkowy. Komorki transfekowano w 3 niezaleznych

Pl P2 powtorzeniach plazmidami kodujacymi ORF PUM

15% (oznaczono P1 i P2) Iub pustym wektorem pCMVo6-

entry. Komorki utrwalano, barwiono i mierzono

10% intensywno$¢ fluorescencji jodku propidyny (PI) A —

. Wartosci  liczbowe znormalizowano do  kontroli

5o, negatywnej — nadekspresji pustego wektora pCMV6-

entry (na wykresie warto§¢ 0). B — Histogramy

. . wygenerowane przez program ModFit LT stuzace do

0% ! T analizy cyklu komérkowego. Zaznaczono kolejne fazy

cyklu: G¢/G; — na zielono, S — na szaro i G/M — na

-5% czerwono. Pokazano, ze nadekspresja PUM1 i PUM2

powoduje wzrost liczby komorek w fazach Gy/G; oraz

“10% spadek liczby komoérek w fazie S i G,/M, co oznacza,
ze bialka te zwalniaja cykl komorkowy TCam-2.

[%6] zmlany wevklu komdrkowym

HAAGO/G1 mAAS EAAG2/M
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6.17. Bialka NANOS1, NANOS2 i NANOS3 reguluja ekspresj¢ SPIN w odmienny
sposob, w zaleznosci od paraloga

Skoro, poczawszy od Muszki owocowej (tac. Drosophila melanogaster) biatka Nanos
wielokrotnie opisano jako kofaktory bialek PUM w PTGR, postanowiono sprawdzi¢, czy
reguluja one takze mRNA SPIN. Wystepujacy w jednej kopii u Muszki owocowej gen
nanos ewoluowat i dat poczatek trzem paralogom NANOS1, NANOS2 i NANOS3 u ssakow,
ktore ulegaja ekspresji gldéwnie w meskich komorkach gametogenicznych.

W analizie transkryptomu komoérek TCam-2 pokazano, Ze przecigtny poziom
transkryptow NANOSI i NANOS3 w wartosciach FPKM wynosit odpowiednio 1,77, dla
NANOSI oraz 2,09 dla NANOS3. Natomiast w przypadku NANOS2 wartos¢ FPKM byta
bardzo niska (rzedu tta) i wynosita 0,0085 [Smiatek i wsp., dane nicopublikowane]. Zatem
mozna przyja¢, ze w komorkach TCam-2 NANOS2 nie ulega ekspresji. Obecno$¢
endogennych bialek NANOSI i NANOS3 wykryto z zastosowaniem techniki Western blot

oraz przeciwcial wczesdniej przetestowanych jako dzialajace specyficznie (Rycina 26).

NANOS1 NANOS3

37

20 25 -
-+
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Rycina 26. Wykrywanie bialek NANOS1 i NANOS3, w komodrkach TCam-2 technika Western blot
z zastosowaniem specyficznych przeciwcial anty-NANOSI i anty-NANOS3. Kreskami po lewej stronie
wskazano markery mas wyrazone w kDa a po prawej strzalkami prazki odpowiadajace poszczegdlnym
identyfikowanym biatkom NANOS1 i NANOS3. Zatem w komorkach TCam-2 wystgpuja oba biatka
NANOSI1 i NANOS3.

Na poczatek oceniano poziom nadekspresji wszystkich trzech biatek NANOS
w komorkach TCam-2 (Rycina 27D). Nastgpnie przeprowadzano nadekspresje
w obecnosci plazmidow reporterowych kodujacych lucyferaz¢ Renilla w fuzji
z regionami 3’UTR kazdej ze SPIN. Postanowiono sprawdzi¢, czy i w jakim stopniu biatka
NANOSI1, NANOS2 i NANOS3, wptywaja na regulacje ekspresji SPIN. Okazalo sig, ze w
przypadku 3'UTR SPINI, wszystkie trzy biatka NANOS powodowaty represje lucyferazy
(Rycina 27A). Najsilniejszy, ~44% efekt represji obserwowano dla biatka NANOS2
(p=1,53x10"°), nastepnie ~29% dla NANOSI (p=3,14x107) i wreszcie ~20% dla
NANOS3 (p=8,63x107). Podobnie, biatka NANOS1 i NANOS3 powodowaly represje
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lucyferazy w przypadku 3’UTR SPIN4, (Rycina 27C), o odpowiednio ~54% (p=1,14x10"
1y i ~18% (p=3,58x10°), podczas gdy nadekspresja NANOS2 nie miala wplywu na
poziom ekspresji lucyferazy. Natomiast w przypadku 3’UTR SPIN3 uzyskano odmienne
efekty w zaleznosci od paraloga NANOS. Mianowicie przy nadekspresji NANOSI
represja wynosita ~28%, (p=3,73x10™"), podczas gdy nadekspresja NANOS2 i NANOS3
powodowaty efekt przeciwny, wzrost ekspresji lucyferazy o odpowiednio ~26%
(p=5,71x107) i ~18% (p=0,025) (Rycina 27B). Na przyktadzie 3°'UTR mRNA SPIN3
pokazano, ze biatka NANOS moga przeciwstawnie wplywaé na ekspresje tego samego
mRNA. Mianowicie dany mRNA moze by¢ negatywnie regulowany przez danego
paraloga NANOS (NANOSI) a jednocze$nie aktywowany przez inne paralogi (NANOS2 i
NANOS3) czego dotad nie opisano.

A Ekspresja Luc B Ekspresja Luc C Ekspresja Luc
Renilla-3'UTRSP1 Renilla-3'UTRSP3 Renilla-3'UTRSP4

160% —— 160% — = 160% ——
120% —— 120% — I 120% ————
= g... = 3 B = L &7

5 ETE 3 1 5 ,,.,.,,
0% ............ 0% .............. 0% ............
PCNINZN3 PCNINZN3 PCNINZN3

pC N1 N2 N3

50 kDa

17 ka [ r <« NANOS1
@ < nanoss

P - <« NANOS1

— - <« NANOS2

S S < BACTIN

Rycina 27. Wplyw nadekspresji bialek NANOS (N1, N2 i N3) wzgledem pustego wektora pCMV6-entry
(pC) na ekspresj¢ plazmidu reporterowego kodujacego lucyferaze Renilla, w fuzji z regionami 3’UTR
wszystkich trzech SPIN. A — Ekspresja lucyferazy przy nadekspresji biatek NANOS wyrazono
w procentach jednostek RLU (ang. Relative Luciferase Units), gdzie 100% RLU przyznano dla nadekspres;ji
pustego wektora pCMV6-entry. Przedstawione wyniki pochodza z dwoch dla SP1 i SP4 oraz trzech dla SP3
niezaleznych do$§wiadczen. W kazdym eksperymencie wykonano trzy powtoérzenia, a kazde powtdrzenie
mierzono dwu-krotnie. Istotno$¢ statystyczna wynikow wyrazono w  wartosciach p value
i oznaczono gwiazdkami na wykresie (* p<0,05, *** p<0,0005 i **** p<0,00005). B — Wykrywanie biatek
NANOS po nadekspresji metoda Western blot. Pokazano, ze jednym z mechanizméw potranskrypcyjnej
regulacji ekspresji SPIN moze by¢ represja lub aktywacja przez biatka NANOS.

6.18. Bialka NANOS2 i NANOS3 powoduja zwolnienie proliferacji, m.in. poprzez
represj¢e mRNA SPINI
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Skoro pokazano, ze biatka SPIN wptywaja na proliferacj¢ komoérek TCam-2, a ich
ekspresja jest potranskrypcyjnie regulowana przez biatka NANOS, postanowiono
sprawdzi¢, czy rowniez biatka NANOS wplywaja na proliferacje komorek. W tym celu na
poczatku oceniono poziom nadekspresji biateck NANOSI, NANOS2 i NANOS3
w linii komodrkowej TCam-2 w kolejnych dniach po transfekcji. Ekspresje fuzyjnych biatek
NANOS sprawdzano metoda Western blot z zastosowaniem komercyjnego przeciwciata
anty-DDK (FLAG™) (Rycina 28, u dolu). Okazalo sie, ze dynamika ekspresji pomimo
zastosowania tego samego wektora byta dla kazdego paraloga bardzo r6zna. Interesujace,
ze biatkko NANOSI ulegalo wzglednie stalej nadekspresji w czasie trwania calego
eksperymentu, czyli od 12 do 72 godz. po transfekcji. Z kolei dynamika ekspresji biatka
NANOS2 byla odmienna, tzn. najwyzsza przypadala w 12 godz.
a nastgpnie bardzo silnie obnizala si¢ i zanikata w 72 godz. po transfekcji. Natomiast
nadekspresja biatka NANOS3 byta najwyzsza w 24 godz. a nastgpnie malata w kolejnych
dniach az do 72 godz. po transfekcji wiacznie.

Pokazano, Ze bialkko NANOSI nie miato wptywu na proliferacj¢ komorek TCam-2, w
porownaniu z komodrkami kontrolnymi (Rycina 28) (krzywe nakladaja si¢). Natomiast
zaobserwowano znaczacy negatywny wplyw na proliferacje bialek NANOS2 i NANOS3.
Efekt zwolnienia proliferacji byt widoczny juz w 48 godz. po transfekcji (p<0,00005;
p=9,44x10°i p=3,14x10™ odpowiednio dla NANOS2 i NANOS3), a w 72 godz. obnizenie
liczby komoérek bylo jeszcze silniejsze (p<0,00005; p=1,48x10° i p=2,99x10"
odpowiednio dla NANOS2 1 NANOS3) (Rycina 28). Negatywny wplyw NANOS2
1 NANOS3 na proliferacj¢ moglby by¢ w rzeczywistosci silniejszy, biorac pod uwage
znacznie nizszy poziom nadekspresji tych biatek, w poréwnaniu do poziomu biatka
NANOSI (Rycina 28, u dotu). Konfluencje komoérek mierzono tak jak w przypadku SPIN
1 PUM (Wyniki, punkt 1i 14).

Zwolnienie proliferacji w przypadku nadekspresji NANOS2 i NANOS3 moglo
nastgpowac poprzez represj¢ mRNA SPINI (i/lub jej podobnych) oraz zwigkszenie
ekspresji mRNA SPIN3.
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Krzywe proliferacji komdrek pod wplywem nadekspresji NANOS
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Rycina 28. Wptyw nadekspresji biatek NANOS na proliferacj¢ koméorek TCam-2. Komorki transfekowano
w 3 niezaleznych powtoérzeniach plazmidami kodujacymi ORF NANOS (oznaczono N1, N2 i N3) lub
pustym wektorem pCMVe6-entry (pC) i mierzono konfluencjg. Pomiar wykonano w trzech puntach
czasowych (24, 48 1 72 godz.). U gory: wykres zalezno$ci konfluencji komoérek TCam-2 z nadekspresja
NANOS, wzgledem pustego wektora pCMV6-entry do czasu po transfekcji (w godz.). Pokazano, ze
nadekspresja NANOS2 (N2) i NANOS3 (N3) zwalniata proliferacj¢ komorek TCam-2. Mogto to by¢
spowodowane np. represja mRNA, ktore proliferacj¢ przyspiesza np. SPINI. Istotno$¢ statystyczng wynikow
wyrazono w warto$ciach p value i oznaczono gwiazdkami na wykresie (**** p<0,00005). U dotu:
sprawdzenie poziomu nadekspresji NANOS metoda Western blot wzgledem pustego wektora pCMV6-entry
w roznych czasach po transfekcji komorek. Po prawej stronie grotem strzatki zaznaczono prazki
odpowiadajace egzogennym biatkom NANOS i biatku WINKULINIE, bedace kontrola ilosci biatka
w $ciezkach (ang. loading control).

6.19. Bialko NANOS1 dziala anty-apoptotycznie, m.in. poprzez represj¢ mRNA
SPIN3 i SPIN4

Skoro pokazano wptyw SPIN na apoptozg komoérek TCam-2, a jednoczesnie regulacje ich
ekspresji przez biatka NANOS, postanowiono zbada¢ rowniez wplyw nadekspresji biatek
NANOS na apoptozg. Doswiadczenia przeprowadzono wedtug schematu zastosowanego
dla SPIN i PUM (Wyniki, punkt 2 i 15), w 2 niezaleznych eksperymentach, w ktoérych
wykonano 3 powtorzenia techniczne. Zaobserwowano, ze nadekspresja biatka NANOSI1
powodowata spadek apoptozy az o ~11% (p<0,0005, p=0,00016) wzgledem komorek
kontrolnych, tzn. transfekowanych pustym wektorem pCMVé6-entry (Rycina 29A, D vs.
O). Natomiast nadekspresja biatek NANOS2
1 NANOS3 nie miala wptywu na apoptozg komorek TCam-2 (Rycina 29A, E i1 F vs. C).
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Nadekspresj¢ bialek NANOS sprawdzano metoda Western blot z zastosowaniem
przeciwciata anty-DDK (FLAG®™) (Rycina 29B). Skoro biatka SPIN3 i SPIN4 dziataja pro-
apoptotycznie, a ich ekspresja jest negatywnie regulowana przez biatko NANOS1 mozna
zatozy¢, ze obnizenie apoptozy pod wplywem biatka NANOS1 moglo mie¢ miejsce m.in.
dzigki represji mRNA SPIN3 i SPIN4. Brak efektu NANOS2 i NANOS3 na apoptoz¢ mogt
by¢ spowodowany znacznie nizszym poziomem ich nadekspresji

w stosunku do NANOS1 (Rycina 29B).
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Rycina 29. Wptyw nadekspresji biatek NANOS na apoptozg komérek TCam-2. Komoérki transfekowano
plazmidami kodujacymi ORF NANOS (oznaczono N1, N2 i N3) lub pustym wektorem pCMV6-entry (pC),
w 2 niezaleznych eksperymentach (w kazdym z nich wykonano 3 powtdérzenia techniczne). Komorki
barwiono i mierzono intensywno$¢ fluorescencji Aneksyny V skoniugowanej z FITC (AnV-FITC).
A —Wartos$ci liczbowe znormalizowano do kontroli negatywnej — nadekspresji pustego wektora pCMV6-
entry (na wykresie warto$¢ 0). Istotnos¢ statystyczna wynikow wyrazono w wartosciach p value i oznaczono
gwiazdkami na wykresie (* p<0,05; **** p<0,00005). B — Analiza Western blot z nadekspresji biatek
NANOS wzgledem pustego wektora pCMV6-entry. Po prawej stronie grotami strzatek zaznaczono prazki
odpowiadajace egzogennym biatkom NANOS i biatku BAKTYNIE, bedacej kontrola zawartoéci biatka w
sciezkach (ang. loading control). C-F — Wykresy dwuparametrowe (scatter ploty) zaleznosci intensywnosci
jodku propidyny (PI) do AnV-FITC stuzace do analizy poziomu apoptozy. Zaznaczono komorki: zywe — na
niebiesko, we wczesnej apoptozie — na zielono, w pdznej apoptozie — na fioletowo, oraz martwe na
czerwono. Pokazano, ze biatko NANOS1 (N1) obnizalo apoptoz¢ komoérek TCam-2, co moglo by¢
spowodowane m.in. represja mRNA SPIN3 i SPIN4.

6.20. Substytucje nukleotydowe w obrebie motywéw w 3’UTR SPIN3 powoduja
czeSciowe zniesienie represji wywolanej przez biatko NANOS1

Odmienne efekty poszczegodlnych biatek NANOS na ekspresje plazmidu reporterowego
kodujacego 3’UTR SPIN3 wydawaly si¢ interesujace by podda¢ je dalszym badaniom.
Postanowiono sprawdzi¢, czy obecno$¢ motywéow A 1 B (cho¢ specyficznie
rozpoznawanych przez domeng¢ PUF) byla istotna dla powyzszych efektow wywolanych
przez biatka NANOS (Wyniki, punkt 11). Okazato sig, ze zmutowanie motywéw A i B w
regionie 3'UTR mRNA SPIN3 powodowalo czg$ciowe zniesienie represji wywotanej przez
bialkko NANOSI 1 wynosito ~14% (Rycina 30). Natomiast usunigcie motywow A i B
(przez wprowadzenie substytucji) powodowato wzrost ekspresji lucyferazy (ze
zmutowanego reportera) w stosunku do reportera typu dzikiego w przypadku nadekspres;i

NANOS2 1 NANOS3.
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Rycina 30. Wptyw nadekspresji biatek NANOS na ekspresje lucyferazy Renilla zawierajacej region 3'UTR
SPIN3 pozbawiony motywow A i B (SP3mut), w poréwnaniu z ekspresja lucyferazy zawierajacej 3'UTR
typu dzikiego (SP3). Pokazano, ze mutacja / substytucja motywow A i B powodowata czgSciowe ostabienie
represji przez biatko NANOS1. Mutageneza tych motywow byla niemal wystarczajaca do zniesienia represji,
co moze oznaczaé, ze pozostate motywy w regionie 3’'UTR SPIN3 sa mniej wazne. Wyniki pochodza z 3
niezaleznych doswiadczen. W kazdym eksperymencie wykonano 3 powtorzenia, z ktorych kazde mierzono
dwukrotnie. Istotnos¢ statystyczna wynikow wyrazono w wartos$ciach p value i oznaczono gwiazdkami na
wykresie (* p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,0005 i **** p<0,00005).
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Mianowicie zmutowanie tych motywoéw powodowato wzrost ekspresji lucyferazy
o odpowiednio ~21% i ~23%, a laczny wzrost wynosit odpowiednio ~47% (p=2,38x10®)
w przypadku NANOS2 i ~41% (p=3,90x10"'?) dla NANOS3 (Rycina 30). Przedstawione
wyniki pochodza z 3 niezaleznych doswiadczen, w kazdym wykonano 3 powtdrzenia,
ktére mierzono dwukrotnie. Moga oznaczaé, ze motywy A i B sa wazne dla rekrutacji

biatka NANOS1 przez PUM. Jednak zagadnienie to wymaga dalszych badan.

6.21. Bialkko NANOS1 razem z domeng PUF2 tworzy potrojny kompleks
z fragmentem 3°’UTR mRNA SPIN3 w te$cie retardacji zelowej

W dalszej czesci skupiono si¢ na doktadniejszym wyjasnieniu mechanizmu wigzania
mRNA SPIN3 przez biatko NANOSI1, poniewaz sposrod trzech paralogéw NANOS, tylko
NANOS1 powodowat represjc mRNA SPIN3. Postanowiono sprawdzi¢, przy pomocy
retardacji zelowej, czy biatko NANOSI1 tworzy kompleks z fragmentem tegoz 3’UTR
zawierajacym motywy A i B (Rycina 18). Pokazano, Zze oczyszczone biatko NANOSI
tworzy potrdjny kompleks z domena PUF2 oraz fragmentem 3’UTR mRNA SPIN3.
Natomiast samo biatko NANOS1, w nieobecnosci domeny PUF2, z fragmentem 3’UTR
nie wigzato si¢ (Rycina 31). Oznacza to, ze bialkko NANOS1wymaga obecnosci domeny
PUF2 by utworzy¢ RNP. Stanowitoby to warunek wspotdziatania z biatkami PUM
w represji mRNA SPIN3. Z powodu ograniczen czasowych nie wykonano tego

doswiadczenia dla domeny PUF1.
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Rycina 31. Analiza wigzania fragmentu 3’'UTR mRNA SPIN3 z domena PUF2 i biatkiem NANOSI
w tescie retardacji zelowej. Znakowany radioaktywnie fragment 3’UTR mRNA SPIN3 inkubowano
z domena PUF2 i/lub biatkiem NANOSI, a nastgpnie frakcjonowano w 4% natywnym zelu
poliakrylamidowym. Pokazano, ze domena PUF2 wraz z bialkiem NANOSI tworzy potrojny kompleks
z fragmentem 3’UTR mRNA SPIN3. Oznacza to, ze biatko NANOS] mogloby wspoldziata¢ z biatkami
PUM w represji mRNA SPIN3, poprzez interakcj¢ z domena PUF biatek PUM.
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6.22. Mutacja p.P34T;S78del bialka NANOS1 powoduje zniesienie represji SPIN3
natomiast wzmacnia represj¢ SPIN1

Skoro stwierdzono waznos$¢ motywdéw A i B dla represji mRNA SPIN3 przez NANOSI,
wykonano doswiadczenie odwrotne, jednak tym razem w komorce. Postanowiono
sprawdzi¢, czy zmutowanie biatko NANOS1 spowoduje zaburzenie regulacji mRNA
SPIN. Cennym narzedziem w tym doswiadczeniu bylo zmutowane biatko NANOSI
wykryte u nieplodnego pacjenta, ktory charakteryzowat si¢ catkowitym brakiem komorek
gametogenicznych w kanalikach plemnikotworczych, co odpowiadato zespolowi samych
komorek Sertolego (ang. Sertoli Cell Only Syndrome — SCOS) [Kusz-Zamelczyk 1 wsp.
2013]. Pacjent posiadal podwdjnie zmutowany allel genu NANOSI, podczas gdy drugi
allel byl prawidlowy. Allel patologiczny warunkowal neutralng substytucje
aminokwasowa, bo czgsto wystgpujaca w ogodlnej populacji p.P34T oraz druga wykryta
wylacznie u nieplodnych me¢zczyzn, ktora polegala na delecji seryny p.S78del. Okazato
sig, ze zastosowanie zmutowanego biatka p.P34T;S78del powodowato catkowite
zniesienie represji lucyferazy Renilla z plazmidu reporterowego zawierajacego 3’UTR
SPIN3 (0 ~29%, p=4,61x10"" w poréownaniu do NANOSI typu dzikiego).
W przeciwienstwie do tego, zmutowane biatko NANOSI p.P34T;S78del powodowato
silniejsza represj¢ lucyferazy Renilla z konstrukcji reporterowej kodujacej 3’UTR SPINI
(0 ~51%, p=1,53x10>*, w poréwnaniu do pustego wektora pCMV6-entry i o ~22%,
p=1,00x10"" w poréwnaniu do NANOSI typu dzikiego. Natomiast mutacja p.P34T;S78del
nie  powodowata  znaczacych  zmian w  ekspresji  lucyferazy  Renilla
z konstrukcji reporterowej kodujacej 3’UTR SPIN4 (Rycina 32). Powyzsze wyniki
przyniosty nowa informacjg, a mianowicie region centralny w ktorym wystapita mutacja
jest dla funkcji biatka NANOSI istotny. Ow region, w przeciwienstwie do
zakonserwowanej domeny palcow cynkowych, nie byt dotad zbadany. Wobec powyzszego
wyniku mozna zalozy¢, ze brak komorek gametogenicznych u pacjenta byt spowodowany
zaburzong potranskrypcyjna regulacja ekspresji gendw, a co za tym idzie
nieprawidlowo$ciami w proliferacji, apoptozie lub cyklu komorkowym. Podazajac za tym
rozumowaniem postanowiono zbada¢ jakie jest znaczenie mutacji p.P34T;S78del dla

fenotypu komorek TCam-2 pod wzgledem tych trzech procesow.

103



A B

Ekspresja Luc Ekspresja Luc Ekspresja Luc g
Renilla-3’"UTRSP1 Renilla-3"UTRSP3 Renilla-3"UTR5P4 0
100% 120% T 7 0% e

i I & I = 3
3 80% . 3 8% I 3 80% g =2 5
= = =
£ 40 bR £ a% g -
0% 0% 0%
Uk o Uk o Uk o
i i i
>3 >3 >3
Z » Z «r Z ¢
= = =
~I ~I ~I
[1}] [1}] [1}]
n_ n_ n_
o o o

Rycina 32. Wpltyw nadekspresji biatek NANOSI typu dzikiego (N1 WT) i zmutowanego (p.P34T;S78del),
wzgledem pustego wektora pCMV6-entry (pC) na ekspresjg konstrukcji reporterowej kodujacej lucyferaze
Renilla w fuzji z regionami 3’UTR wszystkich trzech SPIN. A — Ekspresja lucyferazy przy nadekspresji
bialek NANOSI wyrazono w procentach jednostek RLU (ang. Relative Luciferase Units), gdzie 100% RLU
przyznano dla nadekspresji pustego wektora pCMV6-entry. Przedstawione wyniki pochodza z trzech
niezaleznych doswiadczen. W kazdym eksperymencie wykonano trzy powtorzenia, a kazde mierzono
dwukrotnie. Istotno$¢ statystyczna wynikéw wyrazono w wartosciach p value i oznaczono gwiazdkami na
wykresie (**** p<0,00005). B — Wykrywanie biatek PUM po nadekspresji metoda Western blot. Pokazano,
ze zmutowane biatko NANOSI p.P34T;S78del powodowalo silniejsza represje¢ lucyferazy z konstrukcji
reporterowej kodujacej 3’UTR SPINI. Natomiast w przypadku 3’UTR SPIN3 mutacja ta catkowicie znosita
represjg.

6.23. Mutacja p.P34T;S78del NANOS1 powoduje zwolnienie proliferacji komoérek
m.in. przez represj¢ mRNA SPINI

Skoro pokazano, ze biatko NANOSI1 potranskrypcyjnie reguluje ekspresj¢ SPIN,
a zmutowane bialkko NANOS1 p.P34T;S78del intensywnos$¢ tej represji moduluje,
postanowiono sprawdzi¢, czy obecno$¢ tej mutacji wptywa na proliferacj¢ komorek
TCam-2. W tym celu zbadano wptyw nadekspresji biatka zmutowanego NANOSI
p-P34T;S78del na proliferacj¢ komorek TCam-2, w poréwnaniu do NANOSI1 typu
dzikiego.

Na poczatku sprawdzono nadekspresjg, biatka NANOSI1 typu dzikiego
1 zmutowanego w linii komodrkowej TCam-2. Tak jak wczesniej pokazano, biatko
NANOSI typu dzikiego ulegato wzglednie statej nadekspresji w czasie trwania calego
eksperymentu. Nadekspresja zmutowanego biatkka NANOS1 p.P34T;S78del byla na
wysokim poziomie w 24 1 48 godzinach od transfekcji, jednak w trakcie dluzszej hodowli,
czyli do 72 godzin, ulegala znacznemu obnizeniu. Ekspresje fuzyjnych biatek NANOS
sprawdzano metoda Western Blot z zastosowaniem komercyjnego przeciwciala

anty-DDK (FLAG®) (Rycina 33, u dohu).
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Krzywe proliferacji komdrek pod wplywem nadekspresji NANOS1
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Rycina 33. Wptyw nadekspresji biatlek NANOSI typu dzikiego (N1 WT) i zmutowanego (p.P34T;S78del)
na proliferacje komoérek TCam-2. Komorki transfekowano w 3 niezaleznych powtorzeniach plazmidami
kodujacymi ORF NANOSI1 lub pustym wektorem pCMV6-entry (pC) i mierzono konfluencjg¢. Pomiar
wykonano w trzech puntach czasowych (24, 48 i 72 godz.). U gory: wykres zalezno$ci konfluencji komoérek
TCam-2 z nadekspresja NANOSI, wzgledem pustego wektora pCMV6-entry do czasu ktory uptynat po
transfekcji (w godz.). Istotno$¢ statystyczna wynikow wyrazono w wartosciach p value i oznaczono
gwiazdkami na wykresie (**** p<0,00005). U dohu: sprawdzenie poziomu nadekspresji NANOS metoda
Western blot wzgledem pustego wektora pCMV6-entry w roéznych czasach po transfekcji komoérek. Po
prawej stronie grotem strzatki zaznaczono prazki odpowiadajace egzogennym biatkom NANOSI
i WINKULINIE, bedaca kontrola zawartoSci biatka w $ciezkach (ang. loading control). Pokazano, ze
nadekspresja NANOS1 zmutowanego (pP34T;S78del) zwalniata proliferacj¢ komoérek TCam-2.

Pokazano silne zwolnienie proliferacji komoérek TCam-2 pod wplywem mutacji
p.P34T;S78del biatka NANOSI1, w poréwnaniu do biatka NANOSI typu dzikiego
1 pustego wektora (Rycina 33). Efekt zwolnienia proliferacji byt widoczny juz 48 godz. po
transfekcji (p<0,00005; p=9,05x10™"* — wzgledem komorek kontrolnych i p=4,61x107"" —
wzgledem komorek z nadekspresja NANOSI typu dzikiego), a w 72 godz. obnizenie
proliferacji komorek bylo jeszcze wyrazniejsze  (odpowiednio:  p=3,86x10”
i p=9,10X10'10). (Rycina 33). Konfluencj¢ mierzono tak jak poprzednio w przypadku
SPIN, PUM i NANOS (Wyniki, punkt 1, 14 i 21).
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6.24. Mutacja NANOS1 p.P34T;S78del dziala pro-apoptotycznie, m.in. poprzez
modulacje represji mRNA SPIN

Skoro pokazano 1/ wplyw nadekspresji biatek SPIN na apoptoz¢ komodrek TCam-2,
2/ represje SPIN przez anty-apoptotyczne biatko NANOSI1 oraz 3/ modulacje tej regulacji
przez zmutowane biatko NANOSI p.P34T;S78del, postanowiono zbada¢ jaki proces
odpowiada za tak drastyczny efekt na proliferacje komoérek pod wptywem nadekspresji
zmutowanego biatka. Sprawdzano zatem, czy mutacja NANOSI p.P34T;S78del wplywa
na apoptozg¢ komoérek TCam-2.

W podobnym schemacie do§wiadczalnym jak SPIN, PUM i NANOS (Wyniki, punkt
2, 15 i 22) zaobserwowano, ze zmutowane biatko NANOS1 p.P34T;S78del tracito anty-
apoptotyczna funkcjg, w poréwnaniu do biatka typu dzikiego (Rycina 34A). Mianowicie
nastgpowal wzrost liczby komorek apoptotycznych o ~18% (p<0,005, p=0,0014)
wzgledem biatka typu dzikiego (Rycina 34A, D vs. E) i o ~12% (p<0,05, p=0,012)
wzglgdem  pustego  wektora pCMVeé6-entry (Rycina 34A, E vs. C).
To doswiadczenie wykonano w 3 niezaleznych doswiadczeniach, z 3 powtdrzeniami
technicznymi w kazdym. Ow efekt zmutowanego biatka NANOS1 p.P34T;S78del mogt
by¢ spowodowany silniejsza represja anty-apoptotycznych czynnikow, tj. biatka SPINI
lub/i jemu podobnych lub zniesieniem represji pro-apoptotycznych czynnikéw, tj. biatka

SPIN3 lub/i jemu podobnych.
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Rycina 34. Wplyw nadekspresji bialek NANOSI1 typu dzikiego (N1 WT) i zmutowanego (p.P34T;S78del)
na apoptoz¢ komorek TCam-2. Komorki transfekowano w 3 niezaleznych eksperymentach (w ktorych
wykonano 3 powtérzenia techniczne) plazmidami kodujacymi ORF NANOSI1 lub pustym wektorem
pCMV6-entry (pC). Komorki barwiono i mierzono intensywnos¢ fluorescencji Aneksyny V skoniugowanej z
FITC (AnV-FITC). A — Wartosci liczbowe znormalizowano do kontroli negatywnej — nadekspresji pustego
wektora pCMV6-entry (na wykresie warto$¢ 0). Istotno$¢ statystyczna wynikoOw wyrazono
w wartosciach p value 1 oznaczono gwiazdkami na wykresie (* p<0,05; **** p<0,00005). B — Analiza
Western blot z nadekspresji biatek NANOS1 wzgledem pustego wektora pCMV6-entry. Po prawej stronie
grotami strzatek zaznaczono prazki odpowiadajace egzogennym biatkom NANOSI i biatku BAKTYNIE,
bedacej kontrola zawarto$ci biatka w Sciezkach (ang. loading control). C-E — Wykresy dwuparametrowe
(scatter ploty) zalezno$ci intensywnosci jodku propidyny (PI) do AnV-FITC shizace do analizy poziomu
apoptozy. Zaznaczono komorki: zywe — na niebiesko, we wczesnej apoptozie — na zielono, w po6znej
apoptozie — na fioletowo, oraz martwe na czerwono. Pokazano, ze zmutowane bialko NANOSI
(p.P34T;S78del) wzmagato apoptozg komoérek TCam-2.
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6.25. Zmutowane bialko NANOS1 p.P34T;S78del niweluje efekt zwolnienia cyklu
komorkowego wywolanego przez dzikie biatko NANOS1

Zaobserwowano zwolnienie cyklu komoérkowego pod wpltywem nadekspresji dzikiego
biatka NANOS1 w komodrkach TCam-2, wzgledem komoérek z nadekspresja pustego
wektora pCMV6-entry. Wzrost wynosit ~5,25% liczby komorek w fazie Go/G; (p<0,05,
p=0,012) oraz proporcjonalne obnizenie w fazie S o ~2,12% 1 G»/M o ~3,13%. Biatko
NANOSI moglo powodowa¢ zwolnienie cykl komoérkowego poprzez represje SPINI,
ktéra cykl przyspieszala. Natomiast zmutowane biatko NANOS1 p.P34T;S78del
powodowato statystycznie istotne zniwelowanie efektu zwolnienia cyklu komoérkowego
wywotanego przez dzikie biatko NANOSI1. Odnotowano mianowicie obnizenie liczby
komorek w fazie Go/G; 0 ~4,6% (p<0,05, p=0,039) oraz proporcjonalny wzrost w fazie S o
~3,6% 1 Goy/M o ~1% w poréwnaniu do NANOSI typu dzikiego (Rycina 35).

Doswiadczenie wykonano 3-krotnie.

Rycina 35. Wptyw nadekspresji biatka NANOSI1 typu

A dzikiego (N1 WT) i zmutowanego (p.P34T;S78del) na
Nadekspresja NANOS1 cykl komérkowy. Komorki transfekowano w trzech

N1WT  p.P34T:578del niezaleznych eksperymentach plazmidami kodujacymi

12% ORF NANOSI lub pustym wektorem pCMV6-entry.

g . Komoérki utrwalano, barwiono i mierzono intensywnos¢
o 8% . ﬂuorescencji jodkp propidyny (PI) .A - Wartqéci
5 - liczbowe znormalizowano do kontroli negatywnej —
g 1% i nadekspresji pustego wektora pCMV6-entry (na
> wykresie wartos¢ (). B — Histogramy wygenerowane
= 0% I 1 J [ ] przez program ModFit LT shizace do analizy cyklu
o komédrkowego. Zaznaczono kolejne fazy cyklu: Go/G; —
5_ 4% , na zielono, S — na szaro i Gy/M — na czerwono.
& Pokazano, ze nadekspresja NANOSI powodowata
£ 8% 1 wzrost liczby komorek w fazie Gy/G; oraz spadek
T _19% liczby komorek w fazach S i G/M, co oznacza, Ze
— biatko to zwalnia cykl komorkowy. Natomiast
B AAGD/G1 BAAS B AAGZ/M zmutowane  biatkko  NANOSI  (p.P34T;S78del)

niwelowalo ten efekt
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7. DYSKUSJA
Z powodu wielowatkowos$ci rozprawy przedyskutowano jedynie wyniki, ktore wydawaty
si¢ najbardziej interesujace.

Apoptoza oraz proliferacja sa kluczowymi procesami w rozwoju meskich komoérek
gametogenicznych, lecz réwniez nowotworéw, cho¢ ich znaczenie w obu tych kontekstach
jest odmienne. W komodrkach gametogenicznych apoptoza i proliferacja sa bardzo
precyzyjnie regulowane, co zapewnia utrzymanie ich odpowiedniej liczby,
a w konsekwencji ptodno$¢. Natomiast w nowotworach przeciwnie, apoptoza jest silnie
obnizona, podczas gdy proliferacja wzmozona. Skutkuje to niekontrolowanym wzrostem
komoérek nowotworowych.

W niniejszej rozprawie pokazano po raz pierwszy funkcje nieopisanych dotad biatek
SPIN3 i SPIN4, ktore w przeciwienstwie do poznanego wczesniej onkogennego paraloga
SPIN1, hamuja proliferacj¢ (Wyniki Rycina 1) i indukuja apoptoze (Wyniki Rycina 2).
W zwiazku z powyzszym, SPIN3 oraz SPIN4 moglyby petni¢ supresorowe role
w komoérkach TCam-2. W kontekscie cyklu komoérkowego, obserwowano przyspieszajacy
wplyw SPINI (Wyniki Rycina 1, 2 i 3), co jest zgodne z jej wczesniej opisanymi
onkogennymi funkcjami [Yue i wsp. 2004, Gao i wsp. 2005, Zhao i wsp. 2007, Yuan i
wsp. 2008, Zhang 1 wsp. 2008, Franz i wsp. 2015, Chen i wsp. 2016, Li i wsp. 2017].
Rowniez SPIN3 przyspieszata cykl komodrkowy (Wyniki Rycina 5), jednak nie
niwelowalo to jej supresorowego efektu tzn. ostabienia proliferacji pod wpltywem jej
nadekspresji. Powyzsze obserwacje sa interesujace w kontekscie linii komorkowej TCam-
2, ktora jak wyzej wspomniano, reprezentuje komorki  nowotworowe
a jednoczesnie meskie komorki gametogeniczne, cho¢ zablokowane na wczesnym etapie
rozwoju prenatalnego. Jest godne uwagi, ze we wszystkich przedstawionych w tej
rozprawie doswiadczeniach nadekspresja SPIN3 1 SPIN4 obnizata si¢ znacznie szybciej, w
porownaniu do SPIN1 (Wyniki Rycina 1 dolny panel, 2, 4). Ta ewidentna r6znica profilu
nadekspresji pomigdzy SPIN1 a SPIN3 1 SPIN4 byta réwniez widoczna na poziomie
endogennego mRNA kodujacego te biatka. Bowiem endogenny poziom mRNA SPIN1 byt
istotnie wyzszy, niz SPIN3 oraz SPIN4 (Wyniki Rycina 4). Nasuwa si¢ przypuszczenie,
ze owa roéznica poziomu ekspresji pomigdzy onkogenna SPIN1
a supresorowymi SPIN3 i SPIN4 z korzyscia dla SPIN1 odzwierciedla mechanizm, ktory
w komorkach TCam-2 odpowiada za utrzymanie nowotworowego fenotypu. Zgodnie
z tym przypuszczeniem profil nadekspresji biatek SPIN w linii komorkowej Hela, ktora

pochodzi z nowotworu szyjki macicy jest podobny do linii TCam-2. Natomiast w linii
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komorek HEK293T, ktéora z komodrek nowotworowych si¢ nie wywodzi, profil
nadekspresji wszystkich trzech SPIN byt podobny (Wyniki Rycina 9).

Waznym watkiem w rozprawie jest mechanizm regulacji ekspresji genow SPIN, ktory
poza doniesieniem, ze w dojrzalym oocycie mysim i wczesnym embrionie zalezy od
regionu 3’UTR [Oh i wsp. 1997 i 2000], nie zostat dotad zbadany. Wyniki uzyskane w tej
rozprawie jednoznacznie wskazuja na taki mechanizm regulacji i dostarczaja bardziej
szczegdtowych danych na ten temat. Mianowicie mRNA SPINI, SPIN3 i SPIN4 sa pod
kontrola biatek PUM, szeroko opisanych potranskrypcyjnych regulatoréw ekspresji genow,
specyficznie rozpoznajacych motywy w regionie 3’UTR (Wyniki Rycina 10, 13, 15). W
rozprawie pokazano silng represj¢ reportera lucyferazowego kodujacego 3’UTR mRNA
SPIN1, SPIN3 i SPIN4 pod wptywem biatek PUM1 lub PUM2 (Wyniki Rycina 14 i 15).
Jednak niezgodnie z oczekiwaniem, wyciszenie ekspresji pojedynczych genow PUMI lub
PUM?2 (Wyniki Rycina 16) zamiast derepresji, wywotato statystycznie istotna cho¢ nizsza
niz powyzej opisang represj¢ owych lucyferazowych reporterow (Wyniki Rycina 17A).
Natomiast w przypadku jednoczesnego wyciszenia ekspresji genow PUM, wbrew
oczekiwaniom, wzrostu ekspresji reporterow nie odnotowano (Wyniki Rycina 17B).
Powyzsze wyniki moga wskazywac na inny, wspolistniejacy i zalezny od regionéow 3’UTR
mechanizm represji mRNA SPIN, efektywniejszy niz 6w zalezny od biatek PUM. Taki
wspotistniejacy mechanizm powodowalby silniejsza represj¢ w pordwnaniu do efektu
represji przez endogenne biatka PUM w komoérkach TCam-2 (Wyniki Rycina 17).
Przyktad takiego mechanizmu regulacji mRNA SPINI zostal ostatnio zaproponowany w
powiazaniu
z miRNA miR-489, ktory powoduje represj¢ SPINI w raku piersi, glejaku oraz innych
nowotworach [Chen 1 wsp. 2016, Li 1 wsp. 2017]. Znaczna dtugo$¢ regionow 3’UTR SPIN
wynoszaca ponad 3 000 nt wskazuje na obecno$¢ potencjalnych miejsc wiazania, jeszcze
innych niz miR-489, oraz innych strukturalnych lub sekwencyjnych motywow réznych od
PBE i rozpoznawanych przez inne niz PUM biatka wiazace RNA.

Wyniki uzyskane w rozprawie wskazuja, ze funkcje PUMI1 i PUM2, przynajmniej
w kontekscie mRNA SPIN, nie w pelni si¢ pokrywaja. Po pierwsze, podczas gdy PUMI1
silnie wzmaga apoptoz¢ (Wyniki Rycina 24) i zwalnia proliferacj¢ komorek TCam-2
(Wyniki Rycina 23), PUM2 nie ma wptywu na te procesy. Co wazne, efekt PUMI jest
zgodny z represja SPINI, ktora dziala anty-apoptotycznie i przyspiesza proliferacjg
(Wyniki Rycina 1, 2 i 3). Jednak biatka PUM nie rdznig si¢ istotnie pomigdzy soba pod

wzgledem wplywu na cykl komoérkowy, poniewaz oba w niewielkim stopniu go hamuja
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(Wyniki Rycina 25). Wartoscia tej rozprawy jest pokazanie na modelu komorek ssakow, a
precyzyjniej cztlowieka, ze PUM1 moze dziata¢ supresorowo. Jest warte podkreslenia, ze
mRNA SPIN] jest prawdopodobnie jedynie przyktadem wielu mRNA represjonowanych
przez biatkko PUM1, wplywajacych na apoptoze, proliferacje i cykl komorek TCam-2.

Po drugie, zgodnie z wynikami wyciszania ekspresji pojedynczych genéw PUM]I lub
PUM?2, wydaje sig, ze PUM2 moze odgrywa¢ odmienng rolg niz PUM1 w represji mRNA
SPIN3 1 SPIN4, w poréwnaniu do SPINI (Wyniki Rycina 17). Moze to odzwierciedla¢
wspotdziatanie odmiennych grup specyficznych biatkowych kofaktorow w  represji
poszczegdlnych  SPIN. Bowiem powstajace kompleksy rybonukleoproteinowe
w zaleznosci od sktadu moglyby wespdt np. z miRNA, implikowa¢ odmienne skutki
w PTGR. Taki mechanizm, jak wyzej wspomniano, zostal niedawno pokazany dla mRNA
SPINI, ktora jest bezposrednio regulowana przez miR-489 w komorkach raka piersi 1
glejaka [Chen 1 wsp. 2016, Li i wsp. 2017]. W sumie funkcjonalna specyficzno$¢ kazdego
biatka PUM, wspotdziatajace z nimi kofaktory oraz struktura 3’UTR stanowia jedynie
niektore elementy bardziej skomplikowanego mechanizmu tkwiacego u podstaw nizszej
endogennej ekspresji SPIN3 1 SPIN4, w porownaniu do SPINI (Wyniki Rycina 4). Otoz,
zaobserwowana istotna roznica w szybkosci spadku pozioméw SPIN po ich nadekspresji
(spadek poziomu SPIN3 i SPIN4 byl znacznie szybszy niz SPIN1) wskazuje na
mechanizm ich regulacji, niezalezny od regionéw 3’UTR (Wyniki Rycina 1). Bowiem
plazmidy uzyte do nadekspresji SPIN nie zawieraly regionéw 3’UTR, a jedynie same
otwarte ramki odczytu (ang. open reading frame — ORF). Mogloby to wskazywaé¢ na
transkrypcyjny a nie potranskrypcyjny mechanizm lub ich wspolistnienie. Wreszcie,
w opisanym funkcjonalnym poréwnaniu biatek PUM pomigdzy soba nalezy uwzgledni¢
fakt, ze ekspresja PUM?2 jest negatywnie regulowana przez biatko PUM1 (Wyniki Rycina
16C, 21, 22).

Wazna kwestia do rozwazenia jest wysokie podobienstwo sekwencji aminokwasowej
(Wstep Rycina 15) oraz struktury (Wstep Rycina 12, 13 i 14) biatek SPIN1, SPIN3 i
SPIN4, w zestawieniu z odmiennoscia funkcji. Najbardziej zakonserwowany region
centralny tudziez koniec karboksylowy zawieraja trzy wysoce zachowane w ewolucji
funkcjonalne domeny zwane Tudor (Wstep Rycina 15), przy czym druga z nich
specyficznie rozpoznaje potrdjnie metylowana lizyng 4 w histonie 3 (H3K4me3) [Wang 1
wsp. 2011, Bartke i wsp. 2010, Yang i wsp. 2012, Su i wsp. 2014, Shanle i wsp. 2017,
Yang 1 wsp. 2012, Talon i wsp. 2014]. Zatem za odrebne funkcje moglby raczej

odpowiada¢ koniec aminowy, ktéry jest bardziej zréznicowany niz region zawierajacy
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domeny Tudor. Owe rdznice moga sugerowac np. oddzialywania koncéw aminowych z
odmiennymi, specyficznymi dla kazdego biatka SPIN grupami biatkowych kofaktoréw. Na
poparcie tej hipotezy, w globalnej analizie interaktoréw z komorek HEK293T przy uzyciu
spektrometrii mas pokazano, ze faktycznie SPINI 1 SPIN3 moga oddzialywaé z
odmiennymi biatkami [Huttlin i wsp. 2017]. Mianowicie SPIN1, lecz nie SPIN3 oddziatuje
z biatkami TOPORS i1 PAX3, ktore sa zaangazowane w regulacj¢ proliferacji i apoptozy.
Natomiast SPIN3, lecz nie SPINI1, oddziatuje z biatkami NUDTI i1 PFDN4
zaangazowanymi odpowiednio, w napraw¢ DNA 1 w zwijanie biatek, natomiast nie
zidentyfikowano kofaktoréw zwiazanych z apoptoza lub proliferacja, co nie oznacza ze
kofaktorow o takiej funkcji dla SPIN3 brak w komorce.

Wydaje sig, ze zwielokrotnienie ancestralnego genu SPIN podczas ewolucji genomu,
przyniosto w konsekwencji funkcjonalna dywersyfikacje pomigdzy poszczegdlnymi
paralogami. Na skutek tego, poszczegdlne paralogi SPIN odgrywaja odmienne a nawet
przeciwstawne role, np. w rozwoju mgskich komoérek gametogenicznych, czy TGCT
w kontek$cie proliferacji, apoptozy 1 cyklu komoérkowego. Zgodnie z wynikami tej
rozprawy, biatka PUM poprzez regulacje ekspresji SPIN, odgrywajacych przeciwstawne
role (SPIN1 onkogenna, podczas gdy SPIN3 1 SPIN4 supresorowa) moglyby
reprezentowac ogniwo mechanizmu utrzymujacego status nowotworowy komoérek TCam-2
na niekorzys¢ statusu komorek gametogenicznych. Kwestia ta pozostaje interesujacym
przedmiotem przysztych badan.

W potranskrypcyjnym mechanizmie regulacji ekspresji genow w komorkach
gametogenicznych, biatkka PUM wspoéldziataja z biatkami NANOS [Jaruzelska 1 wsp.
2003]. Owo wspotdziatanie po raz pierwszy udokumentowano dla komorek
gametogenicznych Muszki owocowej (praca przegladowa Keuckelaere 1 wsp. 2018).
Z kolei w tej rozprawie pokazano, ze ludzkie biatko NANOSI, homolog zachowanego
w ewolucji biatka wigzacego RNA, powoduje represje¢ wszystkich trzech SPIN
w komoérkach TCam-2 (Wyniki Rycina 27). Natomiast mutacja NANOS1 p.P34T;S78del,
ktoéra zostata niedawno zidentyfikowana u nieplodnych me¢zczyzn, charakteryzujacych sig
brakiem komorek gametogenicznych w kanalikach plemnikotworczych [Kusz-Zamelczyk 1
wsp. 2013], zaburza potranskrypcyjna regulacj¢ docelowych mRNA, kodujacych SPINT 1
SPIN3. Ot6éz w testach lucyferazowych pokazano, Ze owa mutacja z jednej strony
wzmacnia represj¢ mRNA kodujacego pro-proliferacyjna i anty-apoptotyczna SPINI
(Wyniki Rycina 32), za$ z drugiej catkowicie znosi represj¢ mRNA kodujacego pro-
apoptotyczna SPIN3 (Wyniki Rycina 32). Zaburzenie profilu ekspresji obu SPIN przez
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zmutowane biatkko NANOSI jest zgodne z jego efektem zwolnienia proliferacji (Wyniki
Rycina 33) oraz wzrostu apoptozy komoérek TCam-2 pod wplywem jego nadekspresji
(Wyniki Rycina 34). Ponadto po raz pierwszy pokazano, ze NANOSI1 wptywa na cykl
komorkowy. Powoduje jego zwolnienie, podczas gdy zmutowane biatko NANOSI
p.P34T;S78del efekt zwolnienia niweluje (Wyniki Rycina 35). Wptyw NANOSI na cykl
komorkowy mogt by¢ czesciowo spowodowany represja SPINI i1 SPIN3, poniewaz oba te
biatka cykl komorkowy przyspieszaja (Wyniki Rycina 51 6).

Zaobserwowana represja mRNA SPINI i SPIN3 przez biatko NANOSI, oraz
zaburzenie tej regulacji przez zmutowane bialkko NANOS1 p.P34T;S78del moze
wskazywaé, ze NANOSI1 dziala na wiele docelowych mRNA, ktore odgrywaja role
w apoptozie, proliferacji i cyklu komoérek TCam-2, a takze w ludzkich megskich komoérkach
gametogenicznych. Zatem globalna identyfikacja docelowych mRNA zaangazowanych w
powyzsze procesy stanowi jeden z interesujacych przysztych kierunkéw badan nad rola
biatka NANOSI. Biorac pod uwage, ze SPIN1 dziala onkogennie, natomiast SPIN3
supresorowo, NANOSI moze dziata¢ jako modulator ekspres;ji takich czynnikdw, ktorych
SPIN sa jedynie przyktadem. Powyzsza hipoteza zostala zasugerowana dla biatek
wiazacych RNA w ogole [Blackinton i Keene 2014] i stanowi interesujaca kwestie do
przysztych badan.

W  niniejszej] pracy po raz pierwszy pokazano, zaburzenie mechanizmu
potranskrypcyjnej regulacji zaleznej od regionow 3’UTR jako prawdopodobna przyczyng
meskiej nieplodnosci. Wszystkie powyzsze elementy, a mianowicie 1/ utrata funkcji anty-
apoptotyczne] przez zmutowane biatkko NANOSI p.P34T;S78del z jednoczesnych
zyskaniem funkcji pro-apoptotycznej, co wigeej, 2/ zwolnienie proliferacji 1 zniesienie
wplywu na cykl komorkowy ujawniaja mechanizm, ktory moze by¢ przyczyna
nieptodnosci mezczyzn posiadajacych t¢ mutacje [Kusz-Zamelczyk 1 wsp. 2013].
Ow sprawczy efekt mutacji NANOS1 p.P34T;S78del mogt byé spowodowany odmienna
ekspresja specyficznych docelowych mRNA kodujacych czynniki wazne dla tych
procesow, jak np. SPIN. Mutacja ta mogta spowodowac zanik komodrek gametogenicznych

w kanalikach plemnikotworczych, a w konsekwencji nieplodnosé.
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8. WNIOSKI

Czy geny SPINI1, SPIN3 i SPIN4 pelia funkcj¢ modulatorow apoptozy, proliferacji i
cyklu komérkowego w modelu nasieniaka?

1. W rozprawie pokazano po raz pierwszy funkcje nieopisanych dotad biatek SPIN3 i
SPIN4.

2. Nadekspresja SPIN3 1 SPIN4 powodowala obnizenie proliferacji komorek TCam-2,
podczas gdy SPIN1 jej podwyzszenie.

3. Nadekspresja SPIN3 i SPIN4 powodowata wzmozenie apoptozy w przeciwienstwie do

obnizajacej apoptozg SPINI.

4. Potwierdzono znang z wczesniejszych doniesien onkogenna rolg SPIN1, oraz wskazano

na nieznang dotad supresorowa rolg¢ SPIN3 i SPIN4.

5. Przeprowadzone badania sugeruja, Ze nastgpstwem powielenia ancestralnego genu SPIN

podczas ewolucji, byta funkcjonalna dywersyfikacja powstalych paralogow.

Czy powyizsze geny sg potranskrypcyjnie regulowane przez biatka PUM1, PUM2 oraz
ich kofaktory biatka NANOS1, NANOS2 oraz NANOS3?

6. Ekspresja genow SPINI, SPIN3 1 SPIN4 jest negatywnie regulowana przez biatka PUM1
1 PUM2.

7. Bialka PUM poprzez regulacj¢ onkogennej SPINI1 oraz supresorowych SPIN3
1 SPIN4, moglyby stanowi¢ element modulujacy ekspresj¢ gendw typowa dla komorek

gametogenicznych w stosunku do ekspresji genow typowej dla komérek nowotworowych.

8. Mutacja NANOSI p.P34T;S78del, wczesniej zidentyfikowana u pacjenta
w powigzaniu z calkowitym brakiem komoérek gametogenicznych w kanalikach
plemnikotworczych, powoduje przetaczenie funkcji NANOS1 z anty-apoptotycznej na

pro-apoptotyczna.
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9. To przelaczenie odbywa si¢ poprzez zniwelowanie represji pro-apoptotycznej SPIN3
1 jednoczesne wzmozenie represji anty-apoptotycznej SPINI. Rezultatem tych zmian
w regulacji mRNA SPIN3 1 SPINI byl wzrost apoptozy oraz obnizenie proliferacji
komoérek TCam-2.

10. Jest wysoce prawdopodobne, ze powyzszy mechanizm polegajacy na przetaczeniu
funkcji NANOSI1 z anty-apoptotycznej na pro-apoptotyczna, mogt stanowié przyczyng
braku komorek gametogenicznych u megzczyzn obarczonych mutacja genu NANOSI

p.P34T;S78del.
11. Przedstawione badania wskazuja na wysoka funkcjonalng zachowawczo$¢ biatek

Nanos, od Muszki owocowej do czlowieka, w potranskrypcyjnej regulacji mRNA

odpowiedzialnych za proces apoptozy komoérek gametogenicznych.
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9. Manuskrypty przygotowane na podstawie uzyskanych wynikow

Damian Mikolaj Janecki, Marcin Sajek, Maciej Kotecki, Maciej Jerzy Smialek, Barbara
Ginter-Matuszewska, Anna Spik, Tomasz Kolanowski, Riko Kitazawa, Maciej Kurpisz,
and Jadwiga Jaruzelska.” SPIN1 is pro-oncogenic whereas its repressor PUM1 and SPIN3,

SPIN4 paralogues are anti-oncogenic in human seminoma (praca w rewizji)

Damian Mikolaj Janecki, Maciej Kotecki, Marcin Sajek, Maciej Jerzy Smialek, Erkut
[laslan, Barbara Ginter-Matuszewska, Anna Spik, Patryk Krainski, Kamila Kusz-
Zamelczyk and Jadwiga Jaruzelska. Mutation associated with lack of germ cells switches
NANOSI activity from anti-apoptotic towards pro-apoptotic in a human male germ cell-

line
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