STRESZCZENIE

Nieptodnosé dotyka okoto 15% par na $wiecie i czesto spowodowana jest czynnikami genetycznymi.
NANOSI to biatko oddziatujace z 3’UTR czasteczek mRNA, o kluczowej roli w potranskrypcyjnej regulacji
rozwoju komorek gametogenicznych, od muszki owocowej po czlowieka. Specyficzny wariant p.[Pro34Thr;
Ser78del] (MUT-NANOS1) biatka NANOS1 powiazany jest z brakiem komoérek gametogenicznych w
kanalikach plemnikotwérczych pacjentéw, wskazujac potencjalny mechanizm patologiczny. Wstepne
badania nadekspresji MUT-NANOS1 wykonanej na linii ludzkich komérek gametogenicznych TCam-2
wyprowadzonej z ludzkiego nasieniaka pokazaly istotne ostabienie zywotnosci komérek w poréwnaniu z
komérkami z nadekspresja WT-NANOS1, w ktérych zaobserwowano efekt anty-apoptotyczny.

Celem badafi byta proba wyjasnienia jaki jest wptyw powyzszego wariantu biatka NANOSI na
wczesny etap rozwoju ludzkich komérek gametogenicznych (hPGC). W badaniach zastosowano wcze$niej
scharakteryzowany model linii ludzkich komérek hESC podarowany przez prof. Azima Suraniego z
Uniwersytetu Cambridge. W zdefiniowanych warunkach in vitro, uzyskiwano najpierw przejsciowy etap
prekursoréw mesendodermalnych (pre-me) stopniowo agregujacych tworzac ciala embroidowe. W ich
wnetrzu dochodzito do réznicowania komoérek podobnych do pierwotnych komérek gametogenicznych
(PGCLCs) pod wptywem stymulacji BMP z wydajnoscig 10-40%. Opisana wyzej linia ludzkich komérek
embrionalnych (46,XY) W15 zaopatrzona we fluorescencyjny reporter NANOS3-dtTomato, umozliwiala
obserwacje powstawania PGCLCs w czasie rzeczywistym. Na podstawie powyzszej linii komérkowej W15
wygenerowano linie komérkowe z nadekspresja MUT- oraz WT-NANOS1 indukowang doxycykling.
Zastosowano technike eCLIP celem identyfikacji mRNA z ktérymi kazde z tych biatek oddzialuje oraz
RNAseq by uchwyci¢ zmiany poziomu tych mRNA.

Badania pokazaty ‘represywny efekt ,,zysku funkcji” (gain of function) wariantu p.[Pro34Thr;
Ser78del] przejawiajacy si¢ m. in., ostabieniem kanonicznej sygnalizacji WNT w stadium pre-me.
Konsekwencjg bylo zaburzenie regulator6w réznicowania takich jak EOMES oraz obnizenie kompetencji
komérek do réznicowania jako PGCLCs. Biatko MUT-NANOS]1 niewystarczajagco obnizalo komponenty
$ciezki WNT/TGF-B, co prowadzito do nieprawidtowej aktywacji $ciezki WNT, podobnej do EMT tranzycji
oraz przesuni¢cia réznicowania ku mesendodermalnemw/mezodermalnemu. Efekt ten byl wsparty
oddziatywaniem MUT-NANOS1 z 5’UTR mRNA NANOG oraz 3’UTR OCT4. Konsekwencja byta supresja
gtéwnych czynnikéw pluripotencji oraz redukcja markeréw PGC takich jak, SOX17, TFAP2C oraz
NANOS3. Powyzsze zmiany pozwalaja wyjasni¢ obnizong liczb¢ komérek PGCLC in vitro oraz brak w
gonadach pacjentéw z wariantem MUT-NANOS1. Nalezy podkresli¢ ze zahamowanie sciezki WNT skutkuje
cze$ciowym odtworzeniem pluripotencji oraz markeréw PGC z jednoczesnym obnizeniem poziomu BMP4.
Wskazuje to na istotne wzajemne oddziatywanie pomigdzy BMP, WNT oraz TGF-B ochraniajace komorki
gametogeniczne. Badania pokazuja zaburzenie transkryptomu oraz dynamiki sygnalizacyjnej przez mutacje¢
p.[Pro34Thr; Ser78del], istotnych dla wczesnych etapéw rozwoju komérek ptciowych i pozwalajg wniknaé

w przyczyne nieptodnosci pacjentéw obarczonych ta mutacja.
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