
 

 

 

 

 

Rozprawa doktorska 

 

Rola białek RBMXL3 oraz DDX53 w regulacji 

metabolizmu RNA w komórkach linii płciowej człowieka 

 

 

 

mgr Agata Jolanta Barszcz 

 

 

Rozprawa doktorska została przygotowana w Instytucie Genetyki 

Człowieka Polskiej Akademii Nauk 

 

Promotor: 

dr hab. n. med. Natalia Rozwadowska, prof. IGC 

 

 

Poznań, 2026 

 



- 1 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Serdecznie dziękuję 

 

Prof. dr hab. Natalii Rozwadowskiej za opiekę naukową, przekazaną wiedzę, wszelką 

pomoc, wsparcie oraz wiarę w moje możliwości, 

 

Członkom zespołu badawczego za pomoc, życzliwość oraz stworzenie przyjaznej 

atmosfery pracy, 

 

Moim Przyjaciołom za rozmowy oraz chwile wytchnienia, które pomagały zachować 

równowagę podczas pracy nad rozprawą, 

 

Moim Rodzicom za nieustające wsparcie, cierpliwość i wyrozumiałość, 

a w szczególności mojej Mamie, która zawsze była przy mnie i wspierała mnie na 

każdym etapie tej drogi, 

 

Mojemu Mężowi Danielowi za codzienne wsparcie, cierpliwość i obecność,  

które pomagały mi przetrwać najtrudniejsze momenty. Dziękuję również mojej 

ukochanej córce Laurze, której uśmiech i miłość były dla mnie największą motywacją. 

  



- 2 - 

Rozprawa doktorska przygotowana na podstawie następujących artykułów: 

 

1. Agata J. Barszcz, Natalia Rozwadowska 

“In vitro models for human germ cells and spermatogenesis research: concepts 

and perspectives” 

(praca przeglądowa - manuskrypt) 

 

2. Agata J. Barszcz, Katarzyna Tutak, Joanna Zyprych-Walczak, Erik Dassi, Erkut 

Ilaslan, Małgorzata Dąbrowska, Agnieszka Malcher, Marta Olszewska, Dominik 

Cysewski, Agnieszka Nadel, Tomasz Kolanowski, Zofia E. Madeja, Michał Hrab, 

Alexander Yatsenko, Maciej Kurpisz, Zbigniew Warkocki, Natalia Rozwadowska 

“Multi-omic screening identifies RBMXL3 as a primate-specific RNA-binding 

protein and candidate regulator of RNA metabolism in human spermatogenesis” 

(praca oryginalna - przyjęta do druku) 

Cellular & Molecular Biology Letters (Springer Nature),  2026. 

Impact Factor: 9.4 

Punkty MNiSW: 100 pkt;  

doi: 10.1186/s11658-026-00959-z 

 

3. Agata J. Barszcz, Katarzyna Tutak, Agnieszka Malcher, Małgorzata Dąbrowska, 

Joanna Zyprych-Walczak, Erik Dassi, Erkut Ilaslan, Marta Olszewska, Dominik 

Cysewski, Michał Hrab, Tomasz Kolanowski, Alexander Yatsenko, Maciej 

Kurpisz, Natalia Rozwadowska 

“The RNA helicase DDX53 (CAGE) contributes to RNA metabolism in a human 

germ cell model” 

(praca oryginalna - w trakcie recenzji)  

bioRxiv doi: 10.64898/2026.02.03.703580 

 

 

  



- 3 - 

Rozprawa doktorska finansowana przez: 

 

 
 

• Narodowe Centrum Nauki (NCN)  

OPUS 2017/25/B/NZ5/01231 

kierownik: dr hab. n. med. Natalia Rozwadowska, prof. IGC 

PRELUDIUM BIS 2019/35/O/NZ5/01900, 

kierownik: dr hab. n. med. Natalia Rozwadowska, prof. IGC 

 

 

• Narodową Agencję Wymiany Akademickiej (NAWA) 

NAWA Preludium BIS 1, PPN/STA/2021/1/00062/U/00001, 

beneficjent: mgr Agata Barszcz 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Autor uzyskał środki finansowe w ramach finansowania projektu badawczego z Narodowego Centrum Nauki 

(2019/35/O/NZ5/01900). 

  



- 4 - 

Pozostałe artykuły nieobejmujące zakresu tematycznego prac stanowiących rozprawę 

doktorską: 

 

1. Vincent M. Friebe, Agata J. Barszcz, Michael R. Jones, and Raoul N. Frese 

“Sustaining Electron Transfer Pathways Extends Biohybrid Photoelectrode 

Stability to Years” 

(praca oryginalna) 

Angewandte Chemie - International Edition 2022, 61(24):e202201148 

doi: 10.1002/anie.202201148 

Impact Factor: 16.9 

Punkty MNiSW: 200 

 

2. Agnieszka Nadel, Ewelina Kałużna, Agnieszka Zimna, Anna Kowala,  

Agata J. Barszcz, Urszula Mackiewicz, Natalia Rozwadowska, Tomasz 

Kolanowski 

“Human Engineered Heart Tissue Models for Pharmacological Studies-Inhibition 

of Small-Conductance Ca2+-activated K+ (KCa2) channel” 

(praca oryginalna - w trakcie recenzji)  

bioRxiv doi: 10.1101/2025.09.30.679523 

 

  



- 5 - 

Spis treści 

1. Wykaz skrótów ........................................................................................................ 6 

2. Wstęp ....................................................................................................................... 8 

3. Hipoteza i cele rozprawy doktorskiej .................................................................... 22 

4. Omówienie publikacji wchodzących w skład cyklu prac stanowiących rozprawę 

doktorską ............................................................................................................... 24 

4.1. Artykuł 1: „In vitro models for human germ cells and spermatogenesis 

research: concepts and perspectives” 24 

4.2. Artykuł 2: „Multi-omic screening identifies RBMXL3 as a primate-specific 

RNA-binding protein and candidate regulator of RNA metabolism in human 

spermatogenesis” 55 

4.3. Artykuł 3: „The RNA helicase DDX53 (CAGE) contributes to RNA 

metabolism in a human germ cell model” 122 

5. Wnioski ............................................................................................................... 179 

6. Streszczenie ......................................................................................................... 182 

7. Abstract ............................................................................................................... 184 

8. Bibliografia .......................................................................................................... 186 

9. Oświadczenia współautorów Artykułu 1 ............................................................ 195 

10. Oświadczenia współautorów Artykułu 2 ............................................................ 197 

11. Oświadczenia współautorów Artykułu 3 ............................................................ 204 

  



- 6 - 

1. Wykaz skrótów 

2D dwuwymiarowy (ang. two-dimensional) 

3D trójwymiarowy (ang. three-dimensional) 

ALI granica powietrze–ciecz (ang. air–liquid interface) 

ARs receptory androgenowe (ang. androgen receptors) 

AS alternatywny splicing (ang. alternative splicing) 

BTB bariera krew–jądro (ang. blood-testis barrier) 

ChIP immunoprecypitacja chromatyny (ang. chromatin immunoprecipitation) 

ChIP-seq immunoprecypitacja chromatyny połączona z sekwencjonowaniem (ang. 

chromatin immunoprecipitation followed by sequencing) 

Co-IP-MS koimmunoprecypitacja sprzężona ze spektrometrią mas (ang. co-

immunoprecipitation coupled with mass spectrometry) 

CTAs antygeny nowotworowo-jądrowe (ang. cancer-testis antigens) 

DEGs geny o zróżnicowanej ekspresji (ang. differentially expressed genes) 

DSGs geny o zmienionym splicingu (ang. differentially spliced genes) 

EBs ciała embrioidalne (ang. embryoid bodies) 

ECM macierz zewnątrzkomórkowa (ang. extracellular matrix) 

eCLIP-seq wzmocniona metoda sieciowania i immunoprecypitacji połączona z 

sekwencjonowaniem (ang. enhanced crosslinking and immunoprecipitation followed by 

sequencing) 

FSH hormon folikulotropowy (ang. follicle-stimulating hormone) 

GO ontologia genów (ang. gene ontology) 

hESCs ludzkie embrionalne komórki macierzyste (ang. human embryonic stem cells) 

hiPSCs ludzkie indukowane pluripotencjalne komórki macierzyste (ang. human induced 

pluripotent stem cells) 

hPGCLCs komórki przypominające pierwotne komórki linii płciowej człowieka (ang. 

human primordial germ cell-like cells) 

hPGCs pierwotne komórki płciowe człowieka (ang. human primordial germ cells) 

hPSCs ludzkie pluripotencjalne komórki macierzyste (ang. human pluripotent stem 

cells) 

HPA atlas białek człowieka (ang. Human Protein Atlas) 

IHC immunohistochemia (ang. immunohistochemistry) 

IVG gametogeneza in vitro (ang. in vitro gametogenesis) 
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LH hormon luteinizujący (ang. luteinizing hormone) 

NOA azoospermia nieobturacyjna (ang. non-obstructive azoospermia) 

PGCs pierwotne komórki płciowe (ang. primordial germ cells) 

PTMs okołokanalikowe komórki mioidalne (ang. peritubular myoid cells) 

RBDs domeny wiążące RNA (ang. RNA-binding domains) 

RBPs białka wiążące RNA (ang. RNA-binding proteins) 

RNA-seq sekwencjonowanie RNA (ang. RNA sequencing) 

RNP kompleks rybonukleoproteinowy (ang. ribonucleoprotein complex) 

RRM domena RRM (ang. RNA recognition motif) 

SCOS zespół komórek Sertolego (ang. Sertoli cell-only syndrome) 

SLCs komórki podobne do spermatogonii (ang. spermatogonium-like cells) 

snRNPs jądrowe rybonukleoproteiny (ang. small nuclear ribonucleoproteins) 

SSCs spermatogonialne komórki macierzyste (ang. spermatogonial stem cells) 

TEs elementy transpozycyjne (ang. transposable elements) 

ToC jądro na chipie (ang. testis-on-a-chip) 

TOs organoidy jąder (ang. testicular organoids) 

WES sekwencjonowanie całego egzomu (ang. whole-exome sequencing) 

WGS sekwencjonowanie całego genomu (ang. whole-genome sequencing) 
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2. Wstęp 

 

Rozwój komórek linii płciowej i proces spermatogenezy człowieka 

U podstaw rozwoju każdego organizmu leży precyzyjnie skoordynowany proces, 

który od pierwszych podziałów zarodkowych prowadzi do powstania 

wyspecjalizowanych tkanek i narządów oraz wyodrębnienia komórek odpowiedzialnych 

za przekazanie informacji genetycznej kolejnym pokoleniom. Komórki linii płciowej 

pełnią wyjątkową funkcję biologiczną, zapewniając zarówno ciągłość gatunku, jak i 

zmienność stanowiącą podstawę ewolucji. Rozwój ludzkiej linii płciowej rozpoczyna się 

od specyfikacji pierwotnych komórek płciowych (ang. human primordial germ cells, 

hPGCs), będących embrionalnymi prekursorami gamet. Komórki te nie są jeszcze 

zdeterminowane płciowo i powstają na wczesnym etapie embriogenezy, około 2.-3. 

tygodnia (Saitou, Nagano, and Mizuta 2025; Tang et al. 2016). Następnie hPGCs migrują 

do rozwijających się gonad, gdzie pod wpływem sygnałów molekularnych różnicują się 

w gonocyty płodowe. Gonocyty płodowe, konkretnie prospermatogonia w przypadku 

męskiej linii płciowej, stanowią prekursorową populację, z której po urodzeniu 

wykształca się pula spermatogonialnych komórek macierzystych (ang. spermatogonial 

stem cells, SSCs). Proces spermatogenezy jest inicjowany dopiero w okresie dojrzewania 

płciowego i przebiega przez całe życie dorosłe mężczyzny (Rycina 1). 

Spermatogeneza jest wysoce zorganizowanym i dynamicznym procesem, 

prowadzącym do przekształcenia diploidalnych spermatogonii w haploidalne plemniki. 

Proces ten przebiega etapowo i wymaga precyzyjnej regulacji ekspresji genów, ścisłej 

kontroli sygnalizacji molekularnej oraz rozległego przeprogramowania epigenetycznego, 

co warunkuje powstawanie prawidłowych i funkcjonalnych gamet męskich (Griswold 

2016). Istotną rolę w tym procesie odgrywa regulacja hormonalna, która koordynuje 

procesy różnicowania męskich komórek płciowych. Prawidłowa spermatogeneza 

zachodzi w wyspecjalizowanym mikrośrodowisku, w którym kolejne etapy różnicowania 

komórek germinalnych są wspierane przez komórki somatyczne, w szczególności 

komórki Sertolego, komórki Leydiga i komórki mioidalne okołokanalikowe. Procesy 

dynamicznej przebudowy epigenetycznej gamet, w tym globalne zmiany metylacji DNA, 

modyfikacje histonów oraz reorganizacja chromatyny są niezbędnym elementem mejozy 

oraz różnicowania postmejotycznego, a także kształtowania znaków epigenetycznych, 

które są przekazywane potencjalnemu potomstwu (McSwiggin and O’Doherty 2018).  
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Proces spermatogenezy u człowieka przebiega w kanalikach nasiennych 

zlokalizowanych w jądrach i trwa około 74 dni, a inicjacja różnicowania w danym 

obszarze kanalika odbywa się cyklicznie w odstępach około 16 dni (Amann 2008).  

 

Rycina 1. Schemat przedstawiający proces spermatogenezy człowieka. Wykonano w 

BioRender.com, na podstawie (Eisenberg et al. 2023). 

 

Spermatogeneza obejmuje proliferację spermatogonialnych komórek 

macierzystych (SSCs), ich różnicowanie do spermatocytów, a następnie podziały 

mejotyczne spermatocytów, które prowadzą do powstania haploidalnych spermatyd, 

które przekształcają się w dojrzałe plemniki (Amann 2008; Eisenberg et al. 2023). 

Komórki linii płciowej męskiej utrzymywane są przez populację SSCs zlokalizowaną 

wzdłuż błony podstawnej nabłonka plemnikotwórczego, wykazującą zróżnicowanie 

stanów funkcjonalnych - od spermatogonii w stanie spoczynku (ang. quiescence) po 

zaangażowanie w proces różnicowania (Guo et al. 2020; Kaltsas et al. 2025; Kubota and 

Brinster 2018). W wyniku różnicowania spermatogonia typu B dają początek 

spermatocytom I rzędu poprzez ostatni podział mitotyczny. Powstałe spermatocyty I 

rzędu przekraczają barierę krew–jądro (ang. blood-testis barrier, BTB), uzyskując 
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izolację od układu immunologicznego, co umożliwia ochronę komórek 

postmejotycznych przed odpowiedzią ze strony układu immunologicznego (Mruk and 

Cheng 2015). Bariera krew–jądro zachowuje swoją integralność i funkcję ochrony 

immunologicznej, ponieważ proces „przechodzenia” spermatocytów polega na ścisłym 

remodelowaniu połączeń między komórkami Sertolego i opiera się na mechanizmie 

„śluzy” (Wanjari and Gopalakrishnan 2024). Po przejściu do przedziału adluminalnego 

spermatocyty wchodzą w pierwszy podział mejotyczny (mejozę I), podczas którego 

chromosomy homologiczne ulegają parowaniu oraz wzajemnej wymianie materiału 

genetycznego w procesie crossing-over, co prowadzi do powstania unikalnych 

kombinacji alleli rodzicielskich, istotnych dla różnorodności genetycznej. W wyniku 

mejozy I powstają dwa spermatocyty II rzędu, które następnie przechodzą drugi podział 

mejotyczny (mejozę II), prowadząc ostatecznie do utworzenia czterech haploidalnych, 

okrągłych spermatyd, z których każda zawiera pojedynczy zestaw chromosomów. 

Przekształcanie haploidalnych spermatyd w plemniki o pełnej dojrzałości morfologicznej 

i funkcjonalnej nie wymaga dalszych podziałów komórkowych, lecz polega na złożonych 

procesach przebudowy wewnątrzkomórkowej. Proces ten jest określany jako 

spermiogeneza, natomiast uwalnianie dojrzałych plemników z komórek Sertolego do 

światła kanalików nasiennych określane jest jako spermiacja (Eisenberg et al. 2023). U 

człowieka spermiogeneza trwa około trzech tygodni (Hermo et al. 2010; Teves and 

Roldan 2021). Powstawanie dojrzałych, funkcjonalnych plemników wymaga 

skoordynowanego przebiegu licznych procesów komórkowych i molekularnych, takich 

jak przebudowa jądra komórkowego i wymiana histonów na protaminy, formowanie 

akrosomu, rozwój witki oraz redukcja cytoplazmy prowadząca do wytworzenia ciał 

resztkowych, podlegających następnie fagocytozie przez komórki Sertolego (Skinner 

2018). 

Każdy etap spermatogenezy wymaga precyzyjnie kontrolowanych sygnałów 

regulacyjnych dostarczanych przez komórki somatyczne jądra, w tym komórki Sertolego, 

komórki mioidalne oraz komórki Leydiga, a także wsparcia ze strony układu 

naczyniowego i specyficznego mikrośrodowiska gonady męskiej. 

Spermatogeneza człowieka różni się istotnie od przebiegu tego procesu u innych 

gatunków, w tym szeroko wykorzystywanych organizmów modelowych, takich jak 

muszka owocowa (Drosophila melanogaster), danio pręgowany (Danio rerio) czy nawet 

mysz domowa (Mus musculus). Różnice te obejmują zarówno czas trwania i dynamikę 

procesu, jak i architekturę tkanki, gatunkowo specyficzne programy ekspresji genów oraz 
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odmienne mechanizmy regulujące różnicowanie komórek płciowych. Badania 

transkryptomiczne i epigenetyczne wykazały, że liczne geny oraz szlaki regulacyjne 

kluczowe dla spermatogenezy człowieka są nieobecne, zmienione lub odmiennie 

regulowane w modelach mysich, co podkreśla ograniczenia w bezpośredniej ekstrapolacji 

wyników badań z organizmów modelowych na biologię rozrodu człowieka (Hermann et 

al. 2018; Soumillon et al. 2013; Tharmalingam, Jorgensen, and Mitchell 2018). Ponadto 

dla wielu genów potencjalnie zaangażowanych w spermatogenezę nadal brakuje 

jednoznacznych danych potwierdzających ich funkcję w tym procesie, co odzwierciedla 

zarówno ograniczenia dostępnych modeli badawczych, jak i wysoką złożoność 

mechanizmów molekularnych towarzyszących różnicowaniu męskich komórek 

germinalnych (Siebert-Kuss et al. 2022). 

 

Metabolizm RNA jako istotny mechanizm regulacyjny podczas spermatogenezy 

Podstawowym założeniem biologii molekularnej jest tzw. centralny dogmat, 

opisujący przepływ informacji genetycznej od DNA przez RNA do białka. Informacja 

zapisana w DNA ulega transkrypcji do RNA, które następnie - w przypadku mRNA - jest 

tłumaczona na sekwencję aminokwasów tworzących białko. Choć schemat ten stanowi 

fundament rozumienia procesów komórkowych, obecnie wiadomo, że ekspresja genów 

zapisanych w genomie podlega złożonej i wielopoziomowej regulacji. W trakcie rozwoju 

organizmu oraz różnicowania komórek ekspresja genów jest kontrolowana przez złożoną 

sieć mechanizmów epigenetycznych, transkrypcyjnych oraz potranskrypcyjnych, które 

wspólnie zapewniają odpowiedni poziom, czas oraz tkankową i komórkową 

specyficzność ekspresji genów. W tym wielopoziomowym systemie szczególną rolę 

odgrywa metabolizm RNA, obejmujący procesy syntezy, dojrzewania, modyfikacji, 

transportu oraz degradacji cząsteczek RNA (Rycina 2). Na każdym etapie dochodzi do 

precyzyjnej regulacji liczby, stabilności oraz różnorodności izoform i modyfikacji 

chemicznych RNA, co bezpośrednio wpływa na poziom oraz właściwości 

syntetyzowanych białek w komórce. Z tego względu metabolizm RNA ma 

fundamentalne znaczenie dla prawidłowego funkcjonowania komórek. 

Metabolizm RNA odnosi się do procesów obejmujących cały cykl życia 

cząsteczki RNA (Choi, Ham, and Hwang 2022). Procesy takie jak modyfikacje końców 

transkryptów, alternatywne składanie (splicing) pre-mRNA, transport jądrowo-

cytoplazmatyczny, regulacja stabilności mRNA oraz kontrola translacji są ze sobą ściśle 
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powiązane i zachodzą w sposób skoordynowany, tworząc wielopoziomową sieć 

regulacyjną. Niezwykle istotny udział we wszystkich tych procesach mają białka wiążące 

RNA (ang. RNA-binding proteins, RBPs), które bezpośrednio wpływają na los 

transkryptów (Dassi 2017). Zaburzenia któregokolwiek z etapów metabolizmu RNA 

mogą prowadzić do znaczących zmian w ekspresji genów i mogą być powiązane z 

rozwojem chorób, w tym nowotworów, schorzeń neurodegeneracyjnych (Tao et al. 2024) 

oraz zaburzeń płodności (Morgan et al. 2021a), co dodatkowo podkreśla znaczenie tych 

procesów dla utrzymania homeostazy komórkowej. Metabolizm RNA nie jest zatem 

jedynie pasywnym etapem pośrednim, lecz aktywnym architektem fenotypu 

komórkowego, gdzie każda modyfikacja chemiczna (Gehring and Roignant 2021) czy 

zmiana partnera białkowego w kompleksie rybonukleoproteinowym (składającym się z 

RNA oraz białek wiążących RNA, ang.  ribonucleoprotein complex, RNP) ma 

fundamentalne znaczenie dla regulowanego procesu. 

 

 

Rycina 2. Schemat przedstawiający procesy związane z metabolizmem RNA. Wykonano 

w BioRender.com. 
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 Jak wspomniano powyżej, spermatogeneza należy do jednego z najbardziej 

złożonych procesów różnicowania komórkowego w organizmie człowieka (Komeya, 

Sato, and Ogawa 2018). Wymaga niezwykle precyzyjnej i wielopoziomowej regulacji 

ekspresji genów, a kontrola metabolizmu RNA stanowi jeden z kluczowych 

mechanizmów regulacyjnych. Kolejne etapy dojrzewania komórek rozrodczych (od 

SSCs stanowiących rezerwuar macierzystych komórek germinalnych, przez 

spermatocyty wchodzące w mejozę, aż po haploidalne spermatydy) wiążą się z 

intensywnymi zmianami  transkryptomicznymi (Hermann et al. 2018). Charakterystyczną 

cechą spermatogenezy jest także przestrzenne i czasowe rozdzielenie transkrypcji i 

translacji. W trakcie spermiogenezy dochodzi do postępującej kondensacji chromatyny 

oraz wymiany histonów na białka przejściowe, a tych na protaminy, co prowadzi do 

niemal całkowitego wygaszenia aktywności transkrypcyjnej (Morgan et al. 2021a). Wiele 

mRNA niezbędnych na późnych etapach różnicowania - w tym transkrypty białek 

przejściowych i protamin - musi być syntetyzowanych w spermatydach z wyprzedzeniem 

i przez wiele dni pozostawać w stanie represji translacyjnej, zanim zostaną aktywowane 

w odpowiednim momencie spermiogenezy. Te specyficzne transkrypty mRNA są w tym 

celu magazynowane w kompleksach mRNP, składających się z mRNA oraz białek 

wiążących RNA (RBPs), które chronią je przed degradacją oraz utrzymują je w stanie 

czasowej represji translacyjnej. Regulacja losu cząsteczek RNA stanowi zatem jeden z 

centralnych mechanizmów zapewniających prawidłowy przebieg spermatogenezy. 

 

Alternatywny splicing i jego znaczenie w regulacji spermatogenezy 

Splicing stanowi fundamentalny etap obróbki potranskrypcyjnej RNA, polegający 

na usuwaniu intronów z pre-mRNA oraz precyzyjnym łączeniu egzonów, co prowadzi do 

powstania ciągłej sekwencji kodującej w dojrzałym mRNA. Chociaż splicing klasycznie 

jest zaliczany do grupy procesów potranskrypcyjnych, znaczna część składania pre-

mRNA zachodzi kotranskrypcyjnie, pozostając ściśle sprzężona z przebiegiem 

transkrypcji. Splicing pre-mRNA jest katalizowany przez spliceosom – dynamiczny i 

wysoce złożony kompleks rybonukleoproteinowy, złożony z pięciu małych jądrowych 

rybonukleoprotein (ang. small nuclear ribonucleoproteins, snRNPs) oraz licznych białek 

pomocniczych, które współdziałają w ściśle kontrolowanej sekwencji zdarzeń 

(Wilkinson, Charenton, and Nagai 2020). Prawidłowe rozpoznanie miejsc donorowych 

5’ (ang. 5′ splice site) i akceptorowych 3’ (ang. 3′ splice site) stanowi istotne wyzwanie 
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w komórkach ludzkich, szczególnie ze względu na dużą długość intronów oraz złożoną 

strukturę genów. W genomie człowieka przeciętny gen zawiera liczne introny, często 

znacznie dłuższe niż egzonowe regiony kodujące. Najważniejszym mechanizmem 

zwiększającym złożoność transkryptomu jest alternatywny splicing  (ang. alternative 

splicing, AS), któremu podlega około 95% ludzkich genów wieloegzonowych (Wang et 

al. 2008; Wilkinson et al. 2020). Proces ten umożliwia generowanie wielu izoform mRNA 

z pojedynczego genu, różniących się strukturą oraz potencjalną funkcją, co stanowi 

kluczowy element regulacji ekspresji genów i w konsekwencji także różnorodności 

funkcjonalnej proteomu. Wybór alternatywnych miejsc splicingu jest regulowany przez 

sekwencje regulatorowe w pre-mRNA oraz złożone mechanizmy molekularne, w których 

kluczową rolę odgrywają białka RBPs.  

Alternatywny splicing znacząco zwiększa złożoność transkryptomu i proteomu 

bez konieczności zwiększania liczby genów. Proces ten odgrywa szczególnie istotną rolę 

w komórkach męskiej linii płciowej, ponieważ geny zaangażowane w spermatogenezę 

często wykazują tkankowo i etapowo specyficzną ekspresję izoform mRNA - różniących 

się pomiędzy poszczególnymi subpopulacjami komórek germinalnych. Umożliwia to 

dynamiczne przeprogramowanie proteomu podczas różnicowania komórek męskiej linii 

płciowej. W konsekwencji precyzyjna regulacja alternatywnego splicingu jest niezbędna 

dla prawidłowego przebiegu spermatogenezy, a gonada męska należy do narządów o 

najwyższym poziomie tego procesu spośród tkanek ssaków (Mazin et al. 2021; Song et 

al. 2020). Tak wysoki stopień zależności spermatogenezy od precyzyjnej regulacji 

alternatywnego splicingu sprawia, że zaburzenia czynników splicingowych mogą 

prowadzić do defektów rozwoju komórek germinalnych i męskiej niepłodności. Badania 

z wykorzystaniem modeli zwierzęcych wykazały, że taką zależność obserwuje się dla 

wielu czynników splicingowych. Przykładowo, inaktywacja PTBP2 prowadzi u myszy 

do postępującego zaniku komórek germinalnych związanego ze zwiększoną apoptozą 

spermatocytów oraz zahamowaniem dojrzewania spermatyd (Zagore et al. 2015). Utrata 

SRSF1 zaburza natomiast regulację alternatywnego splicingu genów związanych z 

przebiegiem mejozy i różnicowaniem komórek germinalnych, prowadząc do zatrzymania 

różnicowania oraz nasilonej apoptozy męskich komórek płciowych (Lei et al. 2023). 

Podobnie dysfunkcja RBM5, innego czynnika splicingowego wiążącego RNA, skutkuje 

zatrzymaniem spermatogenezy na etapie okrągłych spermatyd i całkowitą bezpłodnością 

samców myszy (O’Bryan et al. 2013).  
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Defekty w obrębie aparatu splicingowego mogą manifestować się szerokim 

spektrum fenotypów związanych z zaburzeniami spermatogenezy, w zależności od tego, 

które czynniki splicingowe wykazują nieprawidłową aktywność oraz na jakim etapie 

różnicowania komórek germinalnych ich działanie jest najbardziej krytyczne. Niezwykle 

istotna jest także pula transkryptów mRNA, na które wpływają RBPs w sposób 

bezpośredni (poprzez wiązanie) bądź pośredni (poprzez interakcje z innymi białkami), 

ponieważ różne transkrypty mogą być kluczowe na różnych etapach procesu 

spermatogenezy (Corley, Burns, and Yeo 2020). Warto także zaznaczyć, że regulacja 

alternatywnego splicingu ma charakter sieciowy - wiele czynników splicingowych 

oddziałuje ze sobą, tworząc kompleksy i modyfikując wzajemnie swoje aktywności. 

 

Kontrola długości ogona poly(A) a stabilność RNA 

 Ogon poli(A) to szereg nukleotydów adeninowych, który jest dodawany podczas 

potranskrypcyjnej obróbki pre-mRNA niemal wszystkich eukariotycznych cząsteczek 

mRNA i jest wymagany dla ich eksportu z jądra komórkowego do cytoplazmy. Ten 

region transkryptu odgrywa kluczową rolę w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji 

genów, wpływając na stabilność, lokalizację oraz translację. Długość ogona poli(A) 

regulowana jest przez dynamiczną równowagę pomiędzy poliadenylacją a deadenylacją, 

kontrolowaną przez polimerazy poli(A), liczne białka RBPs, w tym białka PABP, oraz 

kompleksy deadenylujące PAN2-PAN3 i CCR4-NOT (Passmore and Coller 2021). W 

wielu komórkach somatycznych wydłużenie ogona poli(A) zwiększa stabilność 

transkryptu i sprzyja efektywnej translacji poprzez ułatwienie tworzenia kompleksu 

inicjującego translację. Deadenylacja może stanowić natomiast jeden z pierwszych 

etapów degradacji mRNA i odgrywa istotną rolę w kontroli czasu życia transkryptów  

(Passmore and Coller 2021). 

 W komórkach męskiej linii płciowej regulacja długości ogona poli(A) może 

przebiegać według odmiennego modelu niż w większości komórek somatycznych. 

Podczas spermiogenezy wiele kluczowych transkryptów pozostaje przez długi czas w 

stanie represji translacyjnej, a ich aktywacji translacyjnej może towarzyszyć skrócenie 

ogona poli(A) (Ozturk and Uysal 2018). Klasycznym przykładem tego mechanizmu są 

wspomniane już wcześniej transkrypty protamin i białek przejściowych chromatyny, 

które ulegają intensywnej transkrypcji w okrągłych spermatydach, a następnie są 

magazynowane w postaci kompleksów mRNP do późniejszych etapów spermiogenezy. 



- 16 - 

Aktywacja translacji tych transkryptów zachodzi dopiero na etapie wydłużających się 

spermatyd, równolegle z postępującą wymianą histonów na białka przejściowe, a tych na 

protaminy oraz wygaszaniem aktywności transkrypcyjnej (Ozturk and Uysal 2018). 

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem modelu mysiego wykazały, że całkowita 

utrata funkcji białka YBX2 - o zdolności wiązania DNA i RNA, oddziałującego z 

regionami 3′UTR mRNA protamin i uczestniczącego w utrzymaniu ich represji 

translacyjnej - prowadzi do przedwczesnej aktywacji translacji tych transkryptów w 

okrągłych spermatydach oraz ciężkich zaburzeń spermatogenezy (Yang et al. 2005). 

 Ponieważ w późnych etapach spermiogenezy aktywność transkrypcyjna ulega 

niemal całkowitemu wygaszeniu, cytoplazmatyczna regulacja długości ogona poli(A) 

stanowi istotny mechanizm modulowania dostępności translacyjnej zmagazynowanych 

mRNA (Ozturk and Uysal 2018). Narastająca liczba doniesień naukowych wskazuje 

również, że prawidłowa kontrola metabolizmu mRNA w dojrzałych plemnikach może 

wpływać na stabilność zachowanych transkryptów oraz ich potencjalną funkcję po 

zapłodnieniu, sugerując, że dojrzałe męskie gamety zachowują funkcjonalnie istotny 

repertuar RNA (Sendler et al. 2013).  

 Regulacja długości ogona poli(A) odgrywa istotną rolę również we 

wcześniejszych etapach różnicowania komórek germinalnych. Badania z 

wykorzystaniem modelu mysiego wykazały, że podjednostka CNOT3 kompleksu 

deadenylującego CCR4-NOT ulega wysokiej ekspresji w niezróżnicowanych 

spermatogoniach, a utrata jej funkcji prowadzi do wyczerpania puli spermatogonialnych 

komórek macierzystych oraz niepłodności samców (Chen et al. 2025; Miao and Hu 

2025). Mechanizm ten związany jest z deregulacją stabilności transkryptów kodujących 

czynniki różnicowania, których degradacja zależna od deadenylacji jest niezbędna dla 

utrzymania niezróżnicowanego stanu spermatogoniów. 

 

Udział kompleksów mRNP w regulacji losu mRNA 

Los cząsteczek mRNA w komórce regulowany jest przez złożoną sieć 

oddziaływań obejmujących białka wiążące RNA (RBPs), inne czynniki metabolizmu 

RNA oraz interakcje z różnymi klasami cząsteczek kwasów rybonukleinowych. W 

wyniku tych oddziaływań powstają kompleksy mRNP, odgrywające kluczową rolę w 

regulacji cyklu życia mRNA (Corley et al. 2020; Mitchell and Parker 2014). Skład 

kompleksów mRNP jest dynamiczny i może zmieniać się w zależności od typu komórki, 
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stanu fizjologicznego czy etapu różnicowania komórkowego. Zmiana któregokolwiek z 

komponentów należących do mRNP może wpływać na funkcjonalny status związanych 

z nim transkryptów, oddziałując na przykład na ich stabilność, lokalizację oraz 

dostępność translacyjną. Co więcej, kompleksy mRNP mogą organizować się w 

wyspecjalizowane bezbłonowe struktury komórkowe, takie jak ciałka P (ang. P-bodies), 

granule stresu (ang. stress granules) czy szczególnie istotne w kontekście komórek 

płciowych granule germinalne (ang. germ granules) (Pamula and Lehmann 2024; Pham-

Bui and Lee 2025). Struktury te, bogate w RNA oraz białka RBPs, uczestniczą w regulacji 

stabilności mRNA, jego czasowym magazynowaniu, kontroli translacji oraz, w 

zależności od typu granuli, także w procesach degradacji RNA. Pełnią rolę dynamicznych 

centrów regulacyjnych RNA, dlatego są niezwykle ważne w kontekście różnicowania 

męskich komórek płciowych. 

U ssaków najlepiej poznaną strukturą należącą do granuli germinalnych jest ciałko 

chromatoidalne (ang. chromatoid body) - wyspecjalizowana cytoplazmatyczna granula 

obecna głównie w okrągłych spermatydach i uczestnicząca w potranskrypcyjnej regulacji 

ekspresji genów podczas spermiogenezy (Anbazhagan et al. 2022). Ciałko 

chromatoidalne pełni rolę centrum organizacji wielu kompleksów mRNP oraz 

metabolizmu RNA w męskich komórkach germinalnych, integrując procesy 

magazynowania transkryptów i kontroli translacji. W skład kompleksów mRNP 

obecnych w ciałku chromatoidalnym wchodzą między innymi helikazy typu DEAD-box 

(np. DDX4/VASA) oraz członkowie rodziny PIWI - białka uczestniczące w regulacji 

stabilności transkryptów, kontroli translacji oraz szlaku piRNA (ang. PIWI-interacting 

RNA), zaangażowanego m.in. w potranskrypcyjne wyciszanie i degradację wybranych 

transkryptów, w tym transpozonów (Anbazhagan et al. 2022; Meikar et al. 2014). W tym 

kontekście ciałko chromatoidalne należy postrzegać nie tylko jako strukturę 

zaangażowaną w magazynowanie i regulację translacji wybranych transkryptów mRNA, 

lecz także jako ważne centrum posttranskrypcyjnej kontroli RNA w komórkach 

germinalnych. Szczególne znaczenie ma tu regulacja aktywności elementów 

transpozycyjnych (ang. transposable elements, TEs), czyli ruchomych elementów DNA, 

których niekontrolowana aktywność stanowi istotne zagrożenie dla integralności 

genomu. Do najliczniejszych elementów tego typu u ssaków należą retrotranspozony 

LINE1 (L1), stanowiące około 19% genomu człowieka, których ekspresja i mobilizacja 

w komórkach linii płciowej muszą podlegać ścisłej kontroli (Yang and Wang 2016; Zhou 

et al. 2022). W okresach intensywnego przeprogramowania epigenetycznego aktywacja 
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L1 może prowadzić do niestabilności genomu, uszkodzeń DNA oraz zaburzeń 

różnicowania komórek germinalnych, a tym samym stanowić zagrożenie dla 

prawidłowego przebiegu spermatogenezy (Zamudio and Bourc’his 2010). Z tego 

względu mechanizmy kontrolujące aktywność elementów transpozycyjnych, w tym 

szlaki zależne od małych RNA i białek wiążących RNA, są integralnym elementem 

regulacji posttranskrypcyjnej zachodzącej podczas spermatogenezy. Pomimo rosnącej 

liczby badań mechanizmy te pozostają słabo scharakteryzowane w ludzkich komórkach 

linii płciowej, a ich złożoność, wraz z innymi warstwami regulacji RNA niezbędnymi dla 

prawidłowej spermatogenezy, sprawia, że odtworzenie tego procesu w warunkach in vitro 

nadal stanowi istotne wyzwanie. Badania z wykorzystaniem modeli zwierzęcych 

wykazały, że zaburzenia funkcji białek związanych z ciałkiem chromatoidalnym 

prowadzą do nieprawidłowej organizacji tych struktur, a także do deregulacji translacji, 

zaburzeń spermiogenezy oraz upośledzenia męskiej płodności (Vasileva et al. 2009; Xu, 

Cao, and Bao 2021). 

Znaczenie kompleksów mRNP nie ogranicza się do późnych etapów 

spermiogenezy. Badania przeprowadzone w ostatnich latach wskazują, że dynamiczna 

organizacja kompleksów mRNP odgrywa istotną rolę również we wcześniejszych 

etapach spermatogenezy, obejmujących utrzymanie populacji spermatogoniów oraz 

regulację przebiegu mejozy (Gao et al. 2025; Morgan et al. 2021b; Voronina et al. 2011). 

W spermatogoniach kompleksy mRNP uczestniczą w kontroli stabilności i translacji 

transkryptów związanych z utrzymaniem komórek macierzystych oraz rozpoczęcia 

procesu różnicowania. Przykładem może być białko NANOS2, które tworzy kompleksy 

mRNP uczestniczące w represji translacyjnej wybranych transkryptów i utrzymaniu 

niezróżnicowanego stanu spermatogoniów w modelu mysim (Zhou et al. 2015). Istotną 

rolę odgrywają również kompleksy mRNP zawierające DAZL - białko RBP niezbędne 

dla prawidłowego przebiegu mejozy, regulujące translację licznych transkryptów 

zaangażowanych w rozwój męskich komórek płciowych (Li et al. 2018). Ciekawą 

obserwacją jest fakt, że alternatywny splicing genu Dazl prowadzi do powstania dwóch 

izoform białka o odmiennych właściwościach funkcjonalnych, a utrata jednej izoformy 

skutkuje ciężkimi zaburzeniami spermatogenezy i niepłodnością (Li et al. 2025). Ten 

przypadek podkreśla, jak precyzyjnie kontrolowane procesy potranskrypcyjne 

determinują przebieg spermatogenezy oraz jak istotną rolę w utrzymaniu prawidłowego 

rozwoju komórek germinalnych odgrywa funkcjonalna różnorodność białek RBPs. 

Złożona organizacja kompleksów mRNP oraz ich dynamiczne remodelowanie stanowią 
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jeden z kluczowych mechanizmów regulujących ekspresję genów podczas 

spermatogenezy i warunkujących prawidłowy przebieg tego procesu. 

 

Białka wiążące RNA jako centralne regulatory spermatogenezy 

 Białka wiążące RNA, określane także jako białka RBPs, stanowią liczną i 

funkcjonalnie zróżnicowaną grupę potranskrypcyjnych regulatorów ekspresji genów, 

które uczestniczą w metabolizmie RNA (Gerstberger, Hafner, and Tuschl 2014; Hentze 

et al. 2018). RBPs są najczęściej klasyfikowane na podstawie obecności specyficznych 

domen wiążących RNA (ang. RNA-binding domains, RBDs), których budowa i 

właściwości funkcjonalne dostarczają informacji dotyczących preferencji wiązania oraz 

potencjalnych celów oddziaływania tych białek (Gerstberger et al. 2014). Wśród 

wyspecjalizowanych domen wiążących RNA można wyróżnić, między innymi, domenę 

RRM (ang. RNA recognition motif), domenę KH (ang. K homology domain), domeny 

RG/RGG (ang. arginine-glycine-rich domains) czy też domenę charakterystyczną dla 

helikaz RNA typu DEAD-box (ang. Asp-Glu-Ala-Asp box domain). Domena RRM należy 

do najczęściej występujących domen wiążących RNA u eukariontów i uczestniczy w 

rozpoznawaniu krótkich sekwencji jednoniciowego RNA, odgrywając istotną rolę 

między innymi w regulacji splicingu, stabilności oraz translacji transkryptów mRNA 

(Corley et al. 2020; Schmeing and Hart 2024). Domena KH odpowiada natomiast za 

oddziaływania z jednoniciowym RNA lub DNA i występuje w licznych białkach 

uczestniczących w regulacji transkrypcji oraz translacji mRNA (Corley et al. 2020; 

Valverde, Edwards, and Regan 2008). Domeny RG/RGG są bogate w reszty argininy i 

glicyny, co umożliwia im oddziaływanie zarówno z RNA, jak i innymi białkami, a także 

uczestnictwo w tworzeniu dynamicznych kompleksów mRNP i granuli RNA-białkowych 

(Chong, Vernon, and Forman-Kay 2018; Corley et al. 2020). Z kolei helikazy RNA typu 

DEAD-box pełnią kluczową rolę w remodelowaniu struktury RNA oraz reorganizacji 

kompleksów RNA-białko, uczestnicząc między innymi w splicingu, translacji, degradacji 

RNA i regulacji powstawania granuli (Putnam and Jankowsky 2013). Różnorodność 

domen RBDs oraz ich kombinacji w obrębie pojedynczych białek umożliwia precyzyjną 

i wielopoziomową kontrolę metabolizmu RNA w komórkach eukariotycznych 

(Gerstberger et al. 2014). 

 Dotychczasowe badania wykazały, że ekspresja oraz aktywność wielu RBPs 

podlega ścisłej regulacji czasowo-komórkowej podczas spermatogenezy, 
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odzwierciedlając wysoką specjalizację mechanizmów potranskrypcyjnych zachodzących 

w męskich komórkach germinalnych (Li et al. 2024; Xu et al. 2025). Podejścia atlasowe 

oparte na wysokoprzepustowych analizach ujawniły istnienie specyficznych dla 

poszczególnych populacji komórek germinalnych sieci RBPs, których dynamiczna 

ekspresja koreluje z kolejnymi etapami różnicowania męskich komórek płciowych, 

podkreślając centralną rolę RBPs. Dlatego zaburzenia funkcji białek wiążących RNA 

mogą prowadzić do deregulacji procesu spermatogenezy i być przyczyną niepłodności. 

Do dobrze scharakteryzowanych białek RBPs uczestniczących w spermatogenezie należą 

między innymi białka RBMY - kodowane na chromosomie Y, zawierające domenę RRM 

i uczestniczące w regulacji splicingu transkryptów istotnych dla rozwoju komórek 

germinalnych (Elliott 2000). Delecje regionów AZF (ang. Azoospermia Factor) 

obejmujących geny RBMY należą do najlepiej udokumentowanych genetycznych 

przyczyn ciężkich zaburzeń spermatogenezy i azoospermii u ludzi. Istotną rolę odgrywa 

również RBMXL2, którego ekspresja jest szczególnie wysoka w spermatocytach, a 

badania z wykorzystaniem modelu mysiego wykazały, że utrata funkcji tego białka 

prowadzi do zaburzeń splicingu transkryptów kluczowych dla procesu mejozy i w 

konsekwencji niepłodności u samców (Ehrmann et al. 2019). Istotną rolę w regulacji 

spermatogenezy odgrywa również DDX4/VASA - helikaza RNA typu DEAD-box, 

będąca jednym z najlepiej scharakteryzowanych markerów komórek germinalnych (Xu 

et al. 2021). Białko to uczestniczy w regulacji metabolizmu RNA, organizacji 

kompleksów mRNP oraz funkcjonowaniu granuli germinalnych. Badania z 

wykorzystaniem modelu mysiego wykazały, że utrata funkcji DDX4 prowadzi do 

całkowitej utraty płodności u samców, natomiast płodność samic pozostaje zachowana 

(Tanaka et al. 2000).  

 

 Podsumowując złożoność oraz etapową specyfikę regulacji metabolizmu RNA 

podczas spermatogenezy, wskazano, że prawidłowość tego procesu zależy nie tylko od 

aktywacji określonych programów transkrypcyjnych, lecz także od precyzyjnej kontroli 

losu RNA przez białka wiążące RNA, kompleksy mRNP oraz mechanizmy regulujące 

splicing, stabilność i translację transkryptów. W tym kontekście szczególnie istotna staje 

się identyfikacja nowych czynników i zrozumienie funkcji regulatorów metabolizmu 

RNA. Do takich białek należą RBMXL3 i DDX53, będące przedmiotem badań 

przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej. 
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RBMXL3 i DDX53 jako białka potencjalnie związane ze spermatogenezą 

oraz z rozwojem męskich komórek płciowych  

 RBMXL3 jest genem specyficznym dla ssaków naczelnych, zlokalizowanym na 

chromosomie X, którego funkcja pozostaje słabo poznana. Wyniki analiz 

transkryptomicznych dostępnych w Atlasie Białek Człowieka (ang. Human Protein Atlas, 

HPA) wskazują, że RBMXL3 ulega ekspresji głównie w męskiej gonadzie, szczególnie w 

spermatogoniach i spermatocytach. Białko RBMXL3 zawiera domenę wiążącą RNA 

(RRM), a badania innych członków rodziny RBMX wykazały ich udział w procesach 

potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genów. 

 DDX53 jest genem zlokalizowanym na chromosomie X, kodującym białko 

należące do rodziny helikaz RNA typu DEAD-box, uznawanych za kluczowe regulatory 

metabolizmu RNA. Wyniki analiz transkryptomicznych dostępnych w bazie HPA 

wskazują, że DDX53 ulega ekspresji głównie w męskiej gonadzie, szczególnie w 

spermatogoniach, spermatocytach i spermatydach. 

 W kontekście niniejszej rozprawy szczególnie istotne są badania, w których 

zidentyfikowano geny RBMXL3 oraz DDX53 jako potencjalnie związane z procesem 

spermatogenezy człowieka na podstawie analiz sekwencjonowania całogenomowego 

(WGS) oraz sekwencjonowania całego egzomu (WES) wykonanych w grupie 

niepłodnych mężczyzn (Hardy et al. 2022; Malcher et al. 2022). Wyniki tych prac, w 

połączeniu ze specyficzną ekspresją RBMXL3 oraz DDX53 w męskich komórkach linii 

płciowej, stanowiły przesłankę do podjęcia badań nad rolą białek RBMXL3 i DDX53 w 

regulacji procesów związanych z powstawaniem gamet męskich. Dotychczas nie badano 

RBMXL3 oraz DDX53 w tym kontekście, a poznanie roli tych białek podczas 

spermatogenezy człowieka pozostaje utrudnione z uwagi na ograniczoną dostępność 

odpowiednich modeli badawczych. W związku z tym w niniejszej rozprawie doktorskiej 

wykorzystano ludzką linię komórkową TCam-2, uzyskaną od prof. Sohei Kitazawy 

(Kobe University, Japonia), wywodzącą się z linii komórek germinalnych nowotworu 

jądra (nasieniaka) (De Jong et al. 2008; Looijenga, Stoop, and Biermann 2014). Komórki 

TCam-2 wykazują profil ekspresji zbliżony do hPGCs i stanowią cenny model 

wykorzystywany w badaniach dotyczących rozwoju męskiej linii płciowej (Irie et al. 

2015; Nettersheim et al. 2016; Smialek et al. 2020). 
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3. Hipoteza i cele rozprawy doktorskiej  

Niepłodność jest globalnym, istotnym problemem zdrowotnym, dotykającym 

pary na całym świecie, a wiedza dotycząca genetycznych podstaw rozwoju komórek 

płciowych oraz precyzyjnej regulacji spermatogenezy nadal pozostaje ograniczona. 

W niniejszej rozprawie doktorskiej postawiono hipotezę badawczą, że RBMXL3 

oraz DDX53 uczestniczą w regulacji procesów zachodzących w męskich komórkach 

płciowych człowieka. W związku z tym celem niniejszej rozprawy doktorskiej była 

identyfikacja sieci powiązań oraz molekularnych interaktorów białek RBMXL3 i DDX53 

w kontekście rozwoju męskich komórek płciowych i spermatogenezy człowieka. 

 

Cel ten został zrealizowany poprzez: 

1. Systematyczne opracowanie aktualnego stanu wiedzy na temat modeli in vitro 

stosowanych w badaniach rozwoju ludzkiej linii płciowej oraz spermatogenezy 

człowieka  

 

2. Identyfikację sieci powiązań oraz molekularnych interaktorów RBMXL3 w kontekście 

rozwoju męskich komórek płciowych i spermatogenezy człowieka 

1. Uzyskanie ludzkiej linii komórkowej TCam-2 z nadekspresją RBMXL3-FLAG 

oraz GFP-FLAG (jako kontroli). 

2. Zbadanie lokalizacji białka RBMXL3 w ludzkiej linii komórkowej TCam-2. 

3. Analiza zmian transkryptomicznych wywołanych nadekspresją RBMXL3-

FLAG z wykorzystaniem sekwencjonowania RNA (RNA-seq). 

4. Identyfikacja celów RNA oraz DNA bezpośrednio oddziałujących z białkiem 

RBMXL3 metodą eCLIP-seq (wzmocniona metoda sieciowania i 

immunoprecypitacji połączona z sekwencjonowaniem) oraz ChIP-seq 

(immunoprecypitacja chromatyny połączona z sekwencjonowaniem). 

5. Identyfikacja interaktorów białkowych RBMXL3 metodą ko-

immunoprecypitacji sprzężonej ze spektrometrią mas (Co-IP-MS) oraz 

walidacja wybranych kandydatów białkowych z użyciem podwójnego 

barwienia immunofluorescencyjnego. 
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3. Identyfikację sieci powiązań oraz molekularnych interaktorów DDX53 w kontekście 

rozwoju męskich komórek płciowych i spermatogenezy człowieka 

1. Uzyskanie ludzkiej linii komórkowej TCam-2 z nadekspresją DDX53-FLAG 

oraz GFP-FLAG (jako kontroli). 

2. Zbadanie lokalizacji białka DDX53 w ludzkiej linii komórkowej TCam-2. 

3. Analiza zmian transkryptomicznych wywołanych nadekspresją DDX53-FLAG 

z wykorzystaniem RNA-seq. 

4. Identyfikacja celów RNA oraz DNA bezpośrednio oddziałujących z białkiem 

DDX53 metodą eCLIP-seq oraz ChIP-seq.  

5. Identyfikacja interaktorów białkowych DDX53 metodą Co-IP-MS oraz 

walidacja wybranych kandydatów białkowych z użyciem podwójnego 

barwienia immunofluorescencyjnego. 
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4. Omówienie publikacji wchodzących w skład cyklu prac 

stanowiących rozprawę doktorską 

 

4.1. Artykuł 1: „In vitro models for human germ cells and spermatogenesis 

research: concepts and perspectives” 

 

Spermatogeneza człowieka stanowi fundamentalny i wysoce złożony proces 

biologiczny, którego pełne odtworzenie w warunkach in vitro pozostaje dotychczas 

nieosiągnięte. Mimo znaczącego postępu naukowego, rozbudowany charakter regulacji 

genetycznej i epigenetycznej tego procesu sprawia, że wiele pytań dotyczących 

molekularnych podstaw dla zachowania męskiej płodności wciąż pozostaje bez 

odpowiedzi. W niniejszej publikacji przedstawiono kompleksowy przegląd aktualnych 

strategii badawczych zmierzających do odtworzenia procesu powstawania męskich 

gamet w warunkach laboratoryjnych, a także do badania mechanizmów regulujących 

rozwój linii płciowej i spermatogenezę człowieka oraz identyfikacji nowych białek 

zaangażowanych w te procesy. 

W rozdziale pierwszym, który stanowi wstęp do dalszej części publikacji, opisano 

biologiczną złożoność spermatogenezy człowieka, podkreślając, że rozwój gamet 

wymaga precyzyjnej koordynacji ekspresji genów, sygnalizacji hormonalnej oraz 

rozległego przeprogramowania epigenetycznego. Podkreślono również fundamentalne 

różnice między procesami związanymi z rozwojem męskich komórek linii płciowej u 

ludzi i zwierząt (np. myszy), co ogranicza możliwość bezpośredniej translacji wyników 

badań oraz wskazuje na potrzebę opracowania modeli specyficznych dla człowieka. 

Zwrócono również uwagę na istnienie licznych, wciąż słabo poznanych regulatorów 

molekularnych oraz unikalnych izoform genów, których identyfikacja z zastosowaniem 

konwencjonalnych metod jest utrudniona, a których funkcje pozostają często 

niewyjaśnione.  

W kolejnej części publikacji omówiono proces spermatogenezy człowieka oraz 

jego dynamikę, od proliferacji spermatogonialnych komórek macierzystych (SSCs), 

przez podziały mejotyczne spermatocytów, aż po proces spermiogenezy prowadzący do 

powstania dojrzałych plemników. Podkreślono kluczową rolę bariery krew–jądro (BTB) 

oraz znaczenie wsparcia fizycznego i sygnałowego zapewnianego przez komórki 

somatyczne, takie jak komórki Sertolego, Leydiga oraz komórki mioidalne (PTMs).  
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Następnie omówiono podstawowe populacje ludzkich komórek jądra, 

klasyfikowane jako komórki rozrodcze lub somatyczne, które są stosowane w badaniach 

nad spermatogenezą. Wśród modeli opartych na komórkach płciowych uwzględniono 

pierwotne spermatogonie, spermatocyty i spermatydy izolowane z tkanki, podkreślając 

ich istotność dla badań przy jednoczesnych ograniczeniach związanych z niską 

żywotnością in vitro. Przedstawiono również bardziej zdefiniowane modele badawcze, 

takie jak długoterminowe hodowle komórek podobnych do spermatogonialnych komórek 

macierzystych (SSC-like) oraz stabilne linie nowotworowe, w tym linię TCam-2, która 

wykazuje profil ekspresji zbliżony do ludzkich pierwotnych komórek płciowych  

(hPGCs) i umożliwia prowadzenie analiz molekularnych o większej skali i 

powtarzalności. Zwrócono też uwagę na wykorzystanie somatycznych komórek jądra – 

Sertolego, Leydiga i komórek mioidalnych (PTMs). Podkreślono także, że pierwotne 

hodowle ludzkich komórek jądra lepiej odzwierciedlają warunki fizjologiczne, jednak ich 

zastosowanie jest ograniczone przez zmienność między dawcami, krótszy czas życia oraz 

dostępność materiału. Unieśmiertelnione linie komórkowe stanowią bardziej powtarzalne 

modele badawcze, lecz mogą nie w pełni odzwierciedlać właściwości komórek in vivo, 

dlatego wymagają ostrożnej interpretacji wyników. 

Kolejny rozdział został poświęcony tradycyjnym strategiom hodowli 

dwuwymiarowych (2D), a w szczególności systemom kohodowli komórek płciowych z 

somatycznymi. Za pomocą tych modeli dąży się do rekonstrukcji niszy komórek SSC 

poprzez zapewnienie bezpośrednich kontaktów międzykomórkowych oraz sygnalizacji 

molekularnej, choć ich skuteczność w indukowaniu kompletnej mejozy pozostaje 

ograniczona. W rozdziale opisano przykłady takich badań i zwrócono uwagę na to, że 

klasyczne systemy 2D kohodowli odtwarzają jedynie wybrane aspekty tkanki jądra, a 

kluczowe znaczenie dla spermatogenezy może mieć także trójwymiarowa organizacja 

komórek, co uzasadnia rozwój bardziej zaawansowanych modeli hodowlanych.  

W dalszej części przeglądu omówiono innowacyjne podejście polegające na 

różnicowaniu komórek macierzystych in vitro, które mogłyby stanowić potencjalnie 

nieograniczone źródło komórek męskiej linii płciowej. Przytoczono przykłady takich 

badań, podkreślając istnienie powtarzalnych protokołów różnicujących ludzkie komórki 

macierzyste do komórek przypominających pierwotne komórki linii płciowej człowieka 

(hPGCLCs). Pomimo postępów w opracowywaniu modeli opartych na komórkach 

pluripotentnych oraz uzyskiwaniu populacji przypominających różne etapy rozwoju linii 

płciowej, ich funkcjonalna równoważność z komórkami in vivo, w tym zdolność do pełnej 
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spermatogenezy, nie została dotychczas jednoznacznie potwierdzona, a tożsamość i 

funkcjonalność uzyskiwanych komórek wymaga pogłębionej weryfikacji. 

W następnej części artykułu skupiono się na trójwymiarowych (3D) systemach 

hodowlanych używanych w badaniach spermatogenezy człowieka, których celem jest 

bliższe odwzorowanie architektury jądra. Przedstawiono metody hodowli oparte na 

rusztowaniach (ang. scaffold-based) oraz metody wolne od rusztowań (ang. scaffold-

free), wykorzystujące zdolność komórek do samoorganizacji w wielokomórkowe 

agregaty, wraz z przykładami takich badań. Konwencjonalne systemy hodowli 3D 

odtwarzają jedynie wybrane elementy mikrośrodowiska jądra, co ogranicza ich 

zastosowanie głównie do analiz dotyczących wczesnych etapów spermatogenezy i 

interakcji komórkowych. W odpowiedzi na te ograniczenia rozwijane są modele 

organoidowe oraz bardziej zaawansowane platformy hodowli in vitro opisane w 

końcowej części niniejszej publikacji.  

W kolejnym rozdziale opisano organoidy jąder (TOs) oraz trójwymiarowe 

systemy organotypowej hodowli jąder. Podczas gdy organoidy powstają w wyniku 

ukierunkowanej samoorganizacji różnego typu komórek, modele organotypowe polegają 

na utrzymywaniu nienaruszonych fragmentów tkanki ex vivo, co pozwala na zachowanie 

naturalnych interakcji w obrębie kanalików nasiennych. Podkreślono, że choć oba 

podejścia zwiększają trafność fizjologiczną badań, żadne z nich nie umożliwiło dotąd 

uzyskania funkcjonalnych ludzkich plemników in vitro. 

W końcowej części pracy przedstawiono nowoczesny kierunek badań, jakim są 

platformy mikroprzepływowe typu testis-on-a-chip (ToC). Układy te umożliwiają 

dynamiczną kontrolę mikrośrodowiska poprzez ciągłą perfuzję, co poprawia dostarczanie 

składników odżywczych i usuwanie produktów przemiany materii, przybliżając warunki 

hodowli do warunków fizjologicznych. W pracy uwzględniono przykłady zastosowania 

tych technologii do hodowli ludzkich kanalików nasiennych, fragmentów tkanki jądra, a 

także kohodowli komórek płciowych z somatycznymi. Pomimo że ludzkie modele typu 

testis-on-a-chip pozostają na wczesnym etapie rozwoju i rzadko umożliwiają osiągnięcie 

późnych etapów mejozy, uznaje się je za istotny postęp technologiczny w kierunku 

bardziej wiernego odwzorowania warunków panujących in vivo. Dalszy rozwój tych 

platform może przyczynić się do lepszego modelowania spermatogenezy in vitro oraz 

wspierać jej bardziej zaawansowane etapy. 

Wnioski: W publikacji stanowiącej zarazem wstęp do niniejszej rozprawy 

doktorskiej przedstawiono modele in vitro stosowane w badaniach rozwoju linii płciowej 
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oraz spermatogenezy człowieka. W pracy omówiono zarówno proste hodowle 

komórkowe, jak i bardziej zaawansowane modele in vitro oparte na różnicowaniu 

komórek macierzystych, systemy 3D oraz platformy bioinżynieryjne. Ostatni rozdział 

artykułu prezentuje wnioski wskazujące, że pomimo znaczącego rozwoju licznych 

modeli laboratoryjnych do badania spermatogenezy człowieka, pełne odtworzenie tego 

złożonego procesu nie zostało dotąd osiągnięte, a istniejące systemy odwzorowują 

jedynie wybrane aspekty gametogenezy. Za istotny warunek dalszego postępu uznano 

stosowanie rzetelnych kryteriów walidacji komórek przypominających komórki męskiej 

linii płciowej. Ważnym kierunkiem rozwoju są systemy mikroprzepływowe oraz warunki 

hodowli wolne od komponentów zwierzęcych, zwiększające powtarzalność i potencjał 

kliniczny. Podkreślono, że wiedza na temat spermatogenezy człowieka wciąż w dużej 

mierze opiera się na prostszych modelach in vitro, które stanowią dostępne systemy 

badawcze umożliwiające analizę procesów komórkowych oraz identyfikację kluczowych 

regulatorów specyficznych dla człowieka. Konieczne pozostaje dalsze doskonalenie 

modeli oraz uwzględnianie wyzwań etycznych towarzyszących ich rozwojowi. 
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Mój wkład w powstanie publikacji: 

• współudział w opracowaniu koncepcji i stworzenie planu pracy 

• przegląd i wybór prac omówionych w publikacji 

• napisanie oryginalnej wersji publikacji oraz przygotowanie abstraktu w formie 

graficznej 

• przygotowanie ostatecznej wersji publikacji  
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4.2. Artykuł 2: „Multi-omic screening identifies RBMXL3 as a primate-

specific RNA-binding protein and candidate regulator of RNA 

metabolism in human spermatogenesis” 

 

Wstęp: Niepłodność męska stanowi jeden z globalnych problemów zdrowotnych, 

a wiele mechanizmów, które leżą u podstaw zaburzeń rozwoju linii płciowej oraz 

spermatogenezy człowieka pozostaje nadal nieznanych. Przeprowadzone w Instytucie 

Genetyki Człowieka PAN i opublikowane wcześniej badania genetyczne niepłodnych 

pacjentów z azoospermią nieobturacyjną (NOA) pomogły zidentyfikować gen RBMXL3 

(ang. RNA-binding motif X-linked-like-3) jako potencjalnie związany z niepowodzeniem 

procesu spermatogenezy. Gen RBMXL3 jest genem specyficznym dla naczelnych, 

zlokalizowanym na chromosomie X, a dostępne dane literaturowe są bardzo ograniczone 

i obejmują jedynie nieliczne doniesienia. Chociaż ekspresję RBMXL3 wykrywano dotąd 

głównie w męskich gonadach, jego rola w powstaniu męskich gamet nie była dotąd 

badana. Dostępne dane literaturowe wskazują, że białka z rodziny RBMX odgrywają 

istotną rolę w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genów, w tym w splicingu mRNA. 

Przykładem jest białko RBMXL2, które odpowiada za kontrolę splicingu podczas 

spermatogenezy u myszy, a inaktywacja genu Rbmxl2 prowadzi do niepłodności u 

samców. W publikacji stanowiącej część niniejszej rozprawy doktorskiej przedstawiono 

wyniki kompleksowych analiz transkryptomicznych (RNA-seq oraz eCLIP-seq) i 

proteomicznych (Co-IP-MS), mających na celu identyfikację sieci powiązań oraz 

molekularnych interaktorów RBMXL3 w ludzkim modelu komórek płciowych in vitro, 

konkretnie z wykorzystaniem ludzkiej linii komórkowej nowotworu jądra, TCam-2. 

Wyniki i dyskusja: W celu zbadania białka RBMXL3 w kontekście rozwoju 

męskich komórek płciowych i spermatogenezy człowieka przygotowano model 

komórkowy z przejściową nadekspresją tego białka z wykorzystaniem linii TCam-2. 

Przeprowadzono transfekcję komórek TCam-2 typu dzikiego (WT) wektorem kodującym 

białko RBMXL3 znakowane epitopem FLAG lub GFP znakowane epitopem FLAG 

(zastosowane jako kontrola do eksperymentów razem z WT). Ekspresję obu białek 

potwierdzono na poziomie RNA oraz białka, wykorzystując technikę RT-qPCR oraz 

Western Blot (WB). Dzięki nawiązaniu współpracy z prof. J. Alcornem (The University 

of Texas) było możliwe zastosowanie w badaniach specyficznego przeciwciała anty-

RBMXL3 jako potwierdzenie wyników otrzymanych przy pomocy stosowanego 

równolegle przeciwciała anty-FLAG. W celu określenia lokalizacji RBMXL3 w 
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komórkach TCam-2 wykonano podwójne barwienie immunofluorescencyjne z 

zastosowaniem przeciwciała anty-FLAG oraz anty-RBMXL3. Za pomocą mikroskopii 

konfokalnej potwierdzono silną kolokalizację sygnału w jądrze komórkowym. Następnie 

przeprowadzono frakcjonowanie komórkowe połączone z izolacją białek oraz WB, co 

wykazało wyraźne wzbogacenie RBMXL3 we frakcji chromatynowej. Kolejnym etapem 

badań wykonanym w celu zidentyfikowania sekwencji DNA bezpośrednio 

oddziałujących z RBMXL3 było przeprowadzenie eksperymentu ChIP-seq 

(immunoprecypitacja chromatyny połączona z sekwencjonowaniem). Chociaż 

eksperyment ChIP-seq z użyciem FLAG nie wykazał powtarzalnego wzbogacenia DNA 

względem kontroli GFP, w publikacji nie wykluczono możliwości występowania 

oddziaływań o charakterze przejściowym lub pośrednim. Istotnym wynikiem niniejszej 

pracy było wykazanie (po raz pierwszy z wykorzystaniem specyficznego przeciwciała w 

barwieniu immunohistochemicznym) obecności białka RBMXL3 w męskiej gonadzie, z 

jego identyfikacją w spermatogoniach oraz spermatocytach. W dalszej części publikacji 

przeprowadzono sekwencjonowanie RNA (RNA-seq) wykorzystując komórki z 

nadekspresją RBMXL3-FLAG oraz GFP-FLAG (zmodyfikowanych przy użyciu wektora 

lentiwirusowego), a także WT. Analiza danych z sekwencjonowania transkryptomu 

wykazała zmiany w poziomie ekspresji 170 genów, w tym transkryptów kodujących 

białka, które uczestniczą w utrzymaniu integralności strukturalnej macierzy 

zewnątrzkomórkowej, podkreślając potencjalne znaczenie RBMXL3 dla procesów 

migracji dojrzewających komórek płciowych w kanalikach nasiennych. Istotnym 

wynikiem było również wykazanie potencjalnego wpływu RBMXL3 na procesy 

alternatywnego splicingu (AS). Analiza danych RNA-seq pozwoliła na zidentyfikowanie 

916 zdarzeń AS w 470 transkryptach. Spośród genów o zmienionym profilu splicingu 

wyłoniono 14 genów (w tym YY1), które zostały już zakwalifikowane do terminu GO 

(ontologia genów) powiązanego z tworzeniem męskich gamet. W ramach tej samej puli 

transkryptów potencjalnie ulegających alternatywnemu splicingowi w obecności białka 

RBMXL3 zidentyfikowano również m.in. FOS oraz HNRNPH1, powiązane w literaturze 

z regulacją spermatogenezy i utrzymaniem komórek linii płciowej. Ponadto, 

przeprowadzono także analizę wzbogacenia terminów ontologii genowych (GO) oraz 

analizę szlaków biologicznych (Reactome) dla genów o zmienionym splicingu (DSGs). 

W oparciu o uzyskane wyniki wykazano powiązanie genów potencjalnie ulegających 

alternatywnemu splicingowi z uwagi na obecność RBMXL3 z procesami kluczowymi dla 

metabolizmu RNA oraz istotnymi w kontekście spermatogenezy. W następnej części 
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publikacji zaprezentowano wyniki dotyczące identyfikacji interaktorów białkowych 

RBMXL3 z wykorzystaniem ko-immunoprecypitacji sprzężonej ze spektrometrią mas 

(Co-IP-MS). Interakcje białkowe zbadane metodą Co-IP-MS pozwoliły na identyfikację 

16 potencjalnych interaktorów białkowych RBMXL3. Wśród nich znalazły się białka 

związane z procesem splicingu oraz metabolizmu RNA, takie jak EIF4A3 oraz DDX39B, 

a kolejnym etapem była dalsza walidacja ich interakcji z białkiem RBMXL3. W tym celu 

wykonano podwójne barwienia immunofluorescencyjne, a przy użyciu mikroskopii 

konfokalnej wykazano miejscową kolokalizację sygnału RBMXL3 z tymi białkami, co 

może potwierdzać rzeczywistą interakcję. Ważną część publikacji stanowią wyniki 

eksperymentu eCLIP (wzmocniona metoda sieciowania i immunoprecypitacji połączona 

z sekwencjonowaniem), przeprowadzonego w celu identyfikacji RNA bezpośrednio 

oddziałujących z białkiem RBMXL3. Eksperyment przeprowadzony na komórkach 

TCam-2 z przejściową nadekspresją RBMXL3-FLAG (oraz GFP-FLAG jako kontrola)  

pozwolił zidentyfikować ponad 1200 transkryptów RNA wiązanych przez to białko. 

Większość miejsc wiązania (ponad 6900 pików) zlokalizowana była w obrębie intronów. 

Analiza motywów wykazała preferencję RBMXL3 dla konsensusowych sygnałów 

splicingowych, co wskazuje na udział tego białka w procesie alternatywnego splicingu. 

W publikacji przeprowadzono analizę funkcjonalną GO oraz Reactome, która wykazała, 

że transkrypty wiązane przez RBMXL3 uczestniczą w procesach kluczowych dla cyklu 

komórkowego, regulacji splicingu oraz utrzymania populacji komórek macierzystych. 

Wyniki te wskazują na potencjalną rolę RBMXL3 w regulacji procesów istotnych dla 

jakości gamet i różnicowania komórek linii płciowej. Wśród bezpośrednich celów 

zidentyfikowano m.in. transkrypty kodujące EP300, FANCM, PREP, a także FOXJ3, 

powiązane uprzednio w literaturze z procesem spermatogenezy. Ponadto, wyniki eCLIP-

seq wykazały, że białko RBMXL3 wiąże własny transkrypt RNA, co może sugerować 

potencjalny mechanizm autoregulacyjny, typowy dla wielu białek wiążących RNA. W 

ostatniej części wyników zbadano wpływ białka RBMXL3 na retrotranspozycję 

elementów LINE-1 (L1). Eksperyment przeprowadzono, ponieważ analiza danych eCLIP 

wykazała, że RBMXL3 wiąże sekwencje należące do retrotranspozonów z rodziny L1 

(LINE-1), chociaż analiza danych RNA-seq nie wykazała znaczącego wpływu na poziom 

ekspresji takich transkryptów względem obu kontroli (GFP-FLAG oraz WT). 

Eksperymenty dotyczące retrotranspozycji zostały wykonane przez prof. Zbigniewa 

Warkockiego (Instytut Chemii Bioorganicznej PAN), eksperta w dziedzinie biologii 

LINE-1, jako uzupełnienie badań nad białkiem RBMXL3. Test retrotranspozycji wykazał 
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silne hamowanie aktywności L1 przez białko RBMXL3, co podkreśla jego znaczenie dla 

utrzymania integralności genomu, szczególnie istotne w kontekście różnicowania 

komórek linii płciowej. Możliwy mechanizm działania może obejmować m.in. 

bezpośrednie oddziaływanie z transkryptami L1 oraz potencjalny wpływ na ich regulację 

potranskrypcyjną lub interakcje z białkami związanymi z procesem retrotranspozycji. 

Wnioski: Uzyskane wyniki dostarczają pierwszych dowodów na rolę białka 

RBMXL3 jako regulatora metabolizmu RNA w komórkach męskiej linii płciowej 

człowieka. Przeprowadzone eksperymenty wykazały, że białko RBMXL3 wiąże liczne 

RNA w ludzkich komórkach oraz ma potencjalny wpływ na regulację ekspresji i 

alternatywny splicing genów kluczowych dla prawidłowego przebiegu spermatogenezy. 

W publikacji potwierdzono jądrową lokalizację RBMXL3 w komórkach oraz po raz 

pierwszy wykazano obecność tego białka w męskiej gonadzie wykorzystując do tego celu 

specyficzne przeciwciało. Wykazano także, że RBMXL3 istotnie hamuje 

retrotranspozycję elementów L1, co wskazuje na jego potencjalną funkcję w ochronie 

integralności genomu człowieka. Uzyskane wyniki sugerują, że warianty genetyczne 

zakłócające prawidłową funkcję RBMXL3 mogą być przyczyną niepłodności męskiej i 

rzucają nowe światło na skomplikowane mechanizmy regulacji genów u ludzi. 

Podsumowując, uzyskane dane sugerują, że RBMXL3 odgrywa istotną rolę w regulacji 

dynamiki transkryptomu męskich komórek płciowych u człowieka, jednak pełne 

zrozumienie jego znaczenia dla prawidłowego procesu spermatogenezy wymaga 

dalszych badań. 
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Mój wkład w powstanie publikacji: 

• udział w opracowaniu koncepcji i przygotowaniu planu badań 

• prowadzenie hodowli komórkowych, wykonywanie transfekcji i transdukcji 

• optymalizacja metodologii oraz wykonanie i interpretacja eksperymentów 

z wykorzystaniem linii komórkowej TCam-2 

• wykonanie większości izolacji RNA i białek oraz przeprowadzenie analiz 

RT-qPCR, Western Blot 

• optymalizacja i wykonanie barwień immunofluorescencyjnych oraz Co-IP 

• analiza bioinformatyczna danych NGS oraz opracowanie graficznej prezentacji 

wyników 

• napisanie oryginalnej wersji publikacji, przygotowanie większości załączników 

oraz rycin 

• przygotowywanie odpowiedzi dla recenzentów w procesie publikacyjnym 

• przygotowanie ostatecznej wersji publikacji 

 

 

 

Publikacja wraz z materiałami dodatkowymi jest dostępna pod adresem: 

DOI: 10.1186/s11658-026-00959-z 
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4.3. Artykuł 3: „The RNA helicase DDX53 (CAGE) contributes to RNA 

metabolism in a human germ cell model” 

 

Wstęp: DDX53 należy do rodziny helikaz RNA typu DEAD-box, określanych 

mianem kluczowych regulatorów metabolizmu RNA. Białka te uczestniczą m.in. w 

splicingu oraz regulacji transkryptomu, odgrywając istotną rolę w procesach rozwoju 

komórek linii płciowej. Jednym z mniej poznanych przedstawicieli tej rodziny jest białko 

DDX53 (znane również jako CAGE), kodowane przez gen zlokalizowany na 

chromosomie X. Białko to zalicza się do grupy antygenów nowotworowo-jądrowych 

(CTA). Mimo licznych doniesień o roli DDX53 w kontekście nowotworów, jego rola w 

związku z powstawaniem męskich komórek rozrodczych pozostawała dotąd zupełnie 

nieznana. Przesłanką do podjęcia niniejszych badań były analizy genetyczne 

przeprowadzone w Instytucie Genetyki Człowieka PAN, które zidentyfikowały warianty 

DDX53 u mężczyzn dotkniętych niepłodnością. Dlatego celem publikacji stanowiącej 

część niniejszej rozprawy doktorskiej była identyfikacja sieci powiązań oraz 

molekularnych interaktorów białka DDX53 w kontekście rozwoju męskich komórek 

płciowych i spermatogenezy człowieka. W badaniach wykorzystano ludzką linię 

komórkową nowotworu jądra (TCam-2). Pod względem ekspresji genów komórki te 

przypominają ludzkie pierwotne komórki płciowe, będące embrionalnymi prekursorami 

linii płciowej, co czyni je cennym modelem badawczym.  

Wyniki i dyskusja: Opis wyników w publikacji rozpoczęto od przedstawienia 

wyników immunohistochemii, które potwierdziły obecność białka DDX53 w męskiej 

gonadzie. Następnie, w celu zbadania DDX53 wygenerowano model komórkowy TCam-

2 z nadekspresją DDX53-FLAG, a także GFP-FLAG (użyty jako kontrola). Walidację 

uzyskanego modelu przeprowadzono z wykorzystaniem metod RT-qPCR, Western blot 

oraz podwójnego barwienia immunofluorescencyjnego z zastosowaniem przeciwciał 

anty-FLAG oraz anty-DDX53. W celu oceny wpływu nadekspresji białka DDX53 na 

transkryptom wykonano eksperyment RNA-seq z wykorzystaniem komórek TCam-2 z 

ekspresją DDX53-FLAG, GFP-FLAG oraz WT. Zidentyfikowano łącznie 135 genów o 

różnicowej ekspresji z uwagi na obecność białka DDX53, z których 3 geny (SERPINF1, 

MZT1, FBN2) wybrano do walidacji, a ich ekspresję potwierdzono metodą RT-qPCR. W 

kolejnej części publikacji przedstawiono wyniki analizy alternatywnego splicingu (AS). 

Analiza danych RNA-seq wykazała 1270 zdarzeń AS w 646 transkryptach. Porównanie 

listy genów potencjalnie ulegających alternatywnemu splicingowi w komórkach z 
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nadekspresją DDX53-FLAG z listą genów przypisanych do terminu GO powiązanego z 

tworzeniem męskich gamet pozwoliła wyłonić 24 geny, w tym gen SEPTIN7 istotny dla 

spermatogenezy człowieka. W puli transkryptów o zróżnicowanym splicingu 

zidentyfikowano również m.in. TFAM oraz SRSF1, które zostały już opisane w literaturze 

jako istotne dla powstawania męskich komórek płciowych, podkreślając tym samym 

potencjalną rolę DDX53 w procesie spermatogenezy. Analiza funkcjonalna typu GO oraz 

Reactome wykazała powiązanie genów należących do tej grupy z procesami związanymi 

z metabolizmem RNA. W następnej części publikacji przedstawiono wyniki analizy 

dotyczące lokalizacji białka DDX53. W pierwszej kolejności, uwzględniając 

wcześniejsze doniesienia literaturowe wskazujące na pozytywne wyniki eksperymentów 

typu ChIP, komórki TCam-2 z nadekspresją DDX53-FLAG poddano analizie ChIP-seq. 

Przeprowadzony eksperyment ChIP-seq nie wykazał istotnego wzbogacenia sekwencji 

DNA, co może wynikać z różnic metodologicznych czy ograniczeń technicznych, 

jednocześnie nie wykluczając pośredniego lub przejściowego oddziaływania. Analiza 

lokalizacji subkomórkowej wykazała, że DDX53 występuje głównie w cytoplazmie 

komórek TCam-2, z niewielką frakcją jądrową (~11%), co potwierdzono metodami 

frakcjonowania i immunofluorescencji. Dodatkowo zaobserwowano obecność struktur 

przypominających granule germinalne. W publikacji podkreślono, że choć jest to 

interesująca obserwacja, jej jednoznaczne potwierdzenie wymaga dalszej i pogłębionej 

charakterystyki. W kolejnej części pracy opisano wyniki, dzięki którym zidentyfikowano 

RNA bezpośrednio oddziałujące z białkiem DDX53. W tym celu przeprowadzono 

eksperyment eCLIP-seq, a analiza wyników pozwoliła na identyfikację 181 transkryptów 

RNA wykrytych w obu replikatach TCam-2. Za pomocą analizy lokalizacji miejsc 

wiązania RNA przez DDX53 wykazano, że większość zlokalizowana jest w obrębie 

sekwencji kodujących (CDS), 3’UTR oraz intronów. Analiza motywów ujawniła 

wzbogacenie sekwencji typu CA. Przeprowadzono także analizę typu GO, która 

wskazała, że RNA wiązane przez białko DDX53 zaangażowane są m.in. w procesy 

metabolizmu RNA, transkrypcji oraz różnicowania komórek. Wśród zidentyfikowanych 

RNA wykryto między innymi transkrypty kodujące TAF7, LIN28B czy NCBP2, które w 

literaturze zostały już opisane jako istotne dla procesu spermatogenezy. Ponadto na 

podstawie danych eCLIP-seq wykazano wiązanie DDX53 do własnego transkryptu, co 

może sugerować istnienie mechanizmu autoregulacyjnego, typowego dla białek 

wiążących RNA. W celu identyfikacji sieci interakcji białkowych DDX53 

przeprowadzono analizę Co-IP-MS, która pozwoliła zidentyfikować 35 potencjalnych 
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interaktorów zaangażowanych m.in. w regulację transkrypcji, procesy epigenetyczne 

oraz regulację transkryptów RNA. Przeprowadzone analizy wykazały funkcjonalne 

powiązania tych białek oraz ich udział w szlakach istotnych dla rozwoju komórek 

płciowych. Wybrane interakcje poddano dalszej walidacji metodą podwójnego barwienia 

immunofluorescencyjnego, wykazując kolokalizację DDX53 z białkami ACLY oraz 

THOC1 przy użyciu mikroskopii konfokalnej. Uzyskane wyniki wskazują na potencjalną 

interakcję DDX53 z tymi białkami w procesie spermatogenezy oraz możliwy udział 

DDX53 i jego interaktorów w strukturach przypominających granule germinalne. W 

publikacji podkreślono jednak, że jednoznaczna interpretacja tej obserwacji wymaga 

dalszych, ukierunkowanych badań. 

Wnioski: Podsumowując, otrzymane wyniki wskazują, że DDX53 pełni funkcję 

białka wiążącego RNA oraz regulatora transkryptomu w kontekście rozwoju męskich 

komórek płciowych i spermatogenezy człowieka. W publikacji wykazano jego obecność 

w ludzkiej tkance jądra oraz zdolność do wiązania szerokiego spektrum transkryptów. 

Przeprowadzone analizy RNA-seq, sugerują udział DDX53 w regulacji ekspresji genów 

oraz procesów alternatywnego splicingu istotnych dla gametogenezy. Lokalizacja 

DDX53 w cytoplazmatycznych kondensatach przypominających granule germinalne, w 

połączeniu z identyfikacją interaktorów białkowych, sugeruje jego potencjalnie 

specyficzną rolę w komórkach linii płciowej, co wymaga dalszej weryfikacji. Uzyskane 

w publikacji wyniki pozwalają na sformułowanie wniosku, że zaburzenia genetyczne w 

obrębie tego genu mogą prowadzić do niepowodzenia spermatogenezy u pacjentów, 

jednak dalsze badania są konieczne, aby poznać bardziej szczegółową rolę DDX53 

podczas rozwoju komórek męskiej linii płciowej. 
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Mój wkład w powstanie publikacji: 

• udział w opracowaniu koncepcji i przygotowaniu planu badań 

• prowadzenie hodowli komórkowych, wykonywanie transfekcji i transdukcji 

• optymalizacja metodologii oraz wykonanie i interpretacja eksperymentów 

z wykorzystaniem linii komórkowej TCam-2 

• wykonanie większości izolacji RNA i białek oraz przeprowadzenie analiz  

RT-qPCR, Western Blot 

• optymalizacja i wykonanie barwień immunofluorescencyjnych oraz Co-IP 

• analiza bioinformatyczna danych NGS oraz opracowanie graficznej prezentacji 

wyników 

• napisanie oryginalnej wersji publikacji, przygotowanie większości załączników 

oraz rycin 

• przygotowywanie odpowiedzi dla recenzentów w procesie publikacyjnym 

• przygotowanie ostatecznej wersji publikacji 

 

 

 

Publikacja wraz z materiałami dodatkowymi jest dostępna pod adresem:  

DOI: 10.64898/2026.02.03.703580 
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5. Wnioski 

 

1. Systematyczne opracowanie aktualnego stanu wiedzy potwierdziło rosnące znaczenie 

modeli in vitro linii płciowej oraz spermatogenezy człowieka, w tym modeli bazujących 

na komórkach macierzystych, organoidów jąder oraz bioinżynieryjnych systemów 

mikro-przepływowych. 

 

2. Na podstawie badań przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej 

sformułowano następujące wnioski dotyczące specyficznego dla naczelnych białka 

RBMXL3: 

 

1. Wykazano jądrową lokalizację RBMXL3 w komórkach linii TCam-2 oraz 

ekspresję tego białka w męskiej gonadzie. 

2. Wykazano wzbogacenie białka RBMXL3 we frakcji chromatynowej komórek 

TCam-2. 

3. Stwierdzono wpływ RBMXL3 na poziom ekspresji oraz procesy 

alternatywnego splicingu genów takich jak FOS, YY1, GJA1 oraz HNRNPH1, 

związanych z regulacją proliferacji komórkowej, utrzymaniem puli 

spermatogoniów, komunikacją pomiędzy komórkami Sertolego i komórkami 

germinalnymi. 

4. Udowodniono, że RBMXL3 wiąże szeroki repertuar cząsteczek RNA, 

obejmujący między innymi transkrypty genów BRCA1, BRCA2, MSH2, 

MSH6, EP300, PREP oraz FOXJ3, związanych z utrzymaniem integralności 

genomu, regulacją chromatyny, przeżywalnością spermatogoniów oraz 

prawidłowym przebiegiem spermatogenezy. 

5. Zidentyfikowano sieć interaktorów białkowych RBMXL3, obejmującą 

między innymi białka EIF4A3 oraz DDX39B, uczestniczące w procesach 

metabolizmu RNA, w tym alternatywnego splicingu. 

6. Wykazano, że RBMXL3 hamuje proces retrotranspozycji ludzkich elementów 

LINE-1, co wskazuje na istotną rolę tego białka w utrzymaniu integralności 

genomu podczas rozwoju męskich komórek płciowych człowieka. 
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3. Na podstawie badań przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej 

sformułowano następujące wnioski dotyczące białka DDX53: 

 

1. Wykazano głównie cytoplazmatyczną lokalizację DDX53 przy jednoczesnej 

częściowej obecności tego białka w jądrze komórkowym komórek linii 

TCam-2 oraz potwierdzono jego ekspresję na poziomie białka w męskiej 

gonadzie. 

2. Wykazano wzbogacenie białka DDX53 we frakcji cytoplazmatycznej, a także 

potwierdzono jego częściową obecność we frakcji jądrowej linii komórek 

TCam-2. 

3. Stwierdzono wpływ DDX53 na poziom ekspresji oraz procesy alternatywnego 

splicingu genów takich jak MZT1, TFAM, SRSF1 oraz SEPTIN7, związanych 

między innymi z funkcją centrosomu, regulacją funkcji mitochondrialnych, 

procesami alternatywnego splicingu oraz dojrzewaniem i prawidłową 

morfologią plemników. 

4. Udowodniono, że DDX53 wiąże szeroki repertuar cząsteczek RNA, 

obejmujący między innymi transkrypty genów TAF7, LIN28B, NCBP2, 

BRD3, LIN7C oraz DLC1, związanych z regulacją ekspresji genów, 

utrzymaniem funkcji spermatogoniów, metabolizmem RNA, organizacją 

chromatyny oraz rozwojem i dojrzewaniem męskich komórek płciowych. 

5. Zidentyfikowano sieć interaktorów białkowych DDX53, obejmującą między 

innymi białka ACLY oraz THOC1, uczestniczące w procesach metabolizmu 

komórkowego oraz metabolizmu RNA, w tym eksporcie mRNA, istotnych dla 

prawidłowego przebiegu spermatogenezy. 

6. Wykazano struktury wzbogacone o białko DDX53 przypominające granule 

germinalne, co wskazuje na potencjalny udział tego białka w funkcjonowaniu 

wyspecjalizowanych struktur związanych z metabolizmem RNA. 

 

Podsumowanie: 

W niniejszej rozprawie doktorskiej po raz pierwszy zidentyfikowano sieć 

powiązań oraz molekularne interaktory białek RBMXL3 oraz DDX53 w kontekście 

rozwoju męskich komórek płciowych i spermatogenezy człowieka. W badaniach 

wykorzystano model in vitro ludzkich komórek germinalnych (linię komórkową TCam-

2). W ramach realizacji pracy doktorskiej określono lokalizację RBMXL3 oraz DDX53 
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w komórkach TCam-2, oceniono ich wpływ na regulację transkryptomu i alternatywny 

splicing, a także zidentyfikowano pulę RNA wiązanych przez oba białka. Po raz pierwszy 

wytypowano również potencjalne interaktory białkowe obu badanych RBPs, a także 

potwierdzono obecność RBMXL3 oraz DDX53 w męskiej gonadzie dzięki 

wykorzystaniu specyficznych przeciwciał. Co istotne, wykazano także zdolność 

RBMXL3 do ograniczania retrotranspozycji elementów LINE-1, wskazując na jego 

potencjalną rolę w utrzymaniu integralności genomu komórek germinalnych. Dodatkowo 

zidentyfikowano struktury zawierające DDX53 przypominające granule germinalne, co 

może wskazywać na udział tego białka w tych wyspecjalizowanych strukturach, 

odgrywających istotną rolę w kontekście rozwoju męskich komórek płciowych. 

Przeprowadzone badania dostarczają nowych danych dotyczących roli białek 

wiążących RNA - RBMXL3 oraz DDX53 - w regulacji rozwoju męskich komórek 

płciowych i spermatogenezy człowieka oraz poszerzają aktualny stan wiedzy na temat 

mechanizmów potranskrypcyjnych w komórkach ludzkich. Ponadto, uzyskane wyniki 

poszerzają wiedzę na temat złożonych i precyzyjnie regulowanych procesów 

warunkujących prawidłowy rozwój męskich gamet, których zaburzenia mogą prowadzić 

do niepłodności męskiej. 
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6. Streszczenie 

Spermatogeneza człowieka jest wysoce zorganizowanym i dynamicznym 

procesem, którego odtworzenie w warunkach in vitro pozostaje dotychczas nieosiągnięte. 

Prawidłowy przebieg tego procesu wymaga precyzyjnej koordynacji czasowej i 

przestrzennej ekspresji genów, sygnalizacji molekularnej oraz rozległego 

przeprogramowania epigenetycznego. Niestety, wiele kluczowych regulatorów 

molekularnych mających znaczenie dla różnicowania męskiej linii płciowej wciąż 

pozostaje niepoznanych. Badania genetyczne wykorzystujące technologie 

sekwencjonowania całego genomu (WGS) oraz całego egzomu (WES) pozwoliły 

zidentyfikować geny RBMXL3 oraz DDX53 jako potencjalnie związane z procesem 

spermatogenezy człowieka.  

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej, która stanowi zbiór trzech artykułów 

naukowych, była identyfikacja sieci powiązań oraz molekularnych interaktorów białek 

RBMXL3 oraz DDX53 w kontekście rozwoju męskich komórek płciowych i 

spermatogenezy człowieka. We wstępie rozprawy doktorskiej opisano procesy związane 

z metabolizmem RNA oraz rolę przykładowych białek wiążących RNA w procesie 

tworzenia męskich gamet,  które zostały już częściowo poznane. W pierwszej publikacji 

przedstawiono przegląd strategii badawczych przydatnych w kontekście badań nad 

rozwojem ludzkiej linii płciowej i spermatogenezy człowieka. Kolejne dwie publikacje 

wchodzące w skład rozprawy doktorskiej to prace oryginalne, których celem było 

zbadanie białek RBMXL3 oraz DDX53. W celu potwierdzenia znaczenia tych białek dla 

rozwoju męskich komórek płciowych i spermatogenezy człowieka wykorzystano linię 

komórkową nowotworu jądra TCam-2. W zaprezentowanych badaniach przygotowano 

odpowiednie modele komórkowe z wykorzystaniem komórek TCam-2 w celu uzyskania 

ekspresji białek RBMXL3, DDX53 oraz GFP (oznakowane epitopem FLAG). Ekspresję 

badanych białek potwierdzono na poziomie RNA i białka z wykorzystaniem technik 

molekularnych, takich jak RT-qPCR, Western blot oraz immunofluorescencji. W celu 

identyfikacji sieci powiązań oraz molekularnych interaktorów białek RBMXL3 i DDX53 

przeprowadzono analizy RNA-seq, eCLIP oraz Co-IP-MS. Uzyskane wyniki umożliwiły 

identyfikację genów o zróżnicowanej ekspresji i alternatywnym splicingu, a także 

cząsteczek RNA i białek bezpośrednio oddziałujących z RBMXL3 oraz DDX53. 

Interpretacja wyników koncentrowała się na molekularnych celach opisanych w 

literaturze jako związanych z różnicowaniem męskich komórek linii płciowej. Istotnym 
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elementem badań była również analiza lokalizacji subkomórkowej badanych białek w 

komórkach TCam-2, wykonana za pomocą frakcjonowania komórek połączonego z 

Western Blot, a także podwójnych barwień immunofluorecencyjnych. Dodatkowo 

obecność obu białek potwierdzono w skrawkach męskiej gonady metodą 

immunohistochemii z użyciem specyficznych przeciwciał. 

 Uzyskane wyniki pozwoliły na potwierdzenie roli białek RBMXL3 oraz DDX53 

w regulacji procesów zachodzących w męskich komórkach płciowych człowieka. 
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7. Abstract 

Human spermatogenesis is a highly organized and dynamic biological process, the 

full recapitulation of which under in vitro conditions has not yet been achieved. The 

proper progression of this process requires precise temporal and spatial coordination of 

gene expression, molecular signalling, and extensive epigenetic reprogramming. Despite 

significant advances, many key molecular regulators involved in male germ cell 

differentiation remain unidentified. Genetic studies using whole-genome sequencing 

(WGS) and whole-exome sequencing (WES) have identified the genes RBMXL3 and 

DDX53 as potentially associated with human spermatogenesis. 

The aim of this doctoral thesis, comprising three scientific publications, was to 

investigate the network and molecular targets of the RBMXL3 and DDX53 proteins in 

the context of male germ cells development and human spermatogenesis. The 

introductory chapter describes processes related to RNA metabolism and the roles of 

selected proteins in male gamete formation that have been partially characterised to date. 

The first publication provides an overview of research strategies relevant to studies of 

human germ cells and spermatogenesis. The remaining two publications are original 

research articles focused on the investigation of RBMXL3 and DDX53 proteins. To 

assess the relevance of these proteins in the context of male germ cells development and 

human spermatogenesis, the TCam-2 human testicular germ cell tumour cell line was 

used. Appropriate cellular models were established using TCam-2 cells to achieve the 

expression of RBMXL3, DDX53, and GFP proteins (FLAG-tagged). The expression of 

the studied proteins was confirmed at both the RNA and protein levels using molecular 

techniques, including RT-qPCR, Western blotting, and immunofluorescence. 

Investigation of the interaction networks and molecular targets of RBMXL3 and DDX53 

was performed using RNA-seq, eCLIP, and Co-IP-MS. The obtained results enabled the 

identification of differentially expressed genes, alternative splicing events, as well as 

RNA molecules and proteins directly interacting with RBMXL3 and DDX53. The 

interpretation of the results focused on molecular targets described in the literature as 

being involved in male germ cell differentiation. Subcellular localisation of the 

investigated proteins was also analysed using cell fractionation combined with Western 

blotting and double immunofluorescence staining. Additionally, the presence of both 

proteins was confirmed in human testicular sections by immunohistochemistry using 

specific antibodies.  
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Collectively, the findings of this doctoral thesis support the role of RBMXL3 and 

DDX53 proteins in the regulation of processes underlying human male germ cell 

development. 
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