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Streszczenie

Spermatogeneza cztowieka jest wysoce zorganizowanym 1 dynamicznym procesem,
ktorego odtworzenie w warunkach in vitro pozostaje dotychczas nieosiagnigte. Prawidtowy
przebieg tego procesu wymaga precyzyjnej koordynacji czasowej i przestrzennej ekspresji
genéw, sygnalizacji molekularnej oraz rozleglego przeprogramowania epigenetycznego.
Niestety, wiele kluczowych regulatoréw molekularnych majacych znaczenie dla réoznicowania
meskiej linii ptciowej wcigz pozostaje niepoznanych. Badania genetyczne wykorzystujace
technologie sekwencjonowania catego genomu (WGS) oraz catego egzomu (WES) pozwolity
zidentyfikowa¢ geny RBMXL3 oraz DDX53 jako potencjalnie zwigzane z procesem
spermatogenezy cztowieka.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej, ktora stanowi zbior trzech artykutow
naukowych, byta identyfikacja sieci powigzan oraz molekularnych interaktorow biatek
RBMXL3 oraz DDX53 w konteks$cie rozwoju mgskich komorek ptciowych i spermatogenezy
cztowieka. We wstepie rozprawy doktorskiej opisano procesy zwigzane z metabolizmem RNA
oraz role przykladowych bialek wigzacych RNA w procesie tworzenia mgskich gamet, ktore
zostaly juz czeSciowo poznane. W pierwszej publikacji przedstawiono przeglad strategii
badawczych przydatnych w kontek$cie badan nad rozwojem ludzkiej linii plciowej i
spermatogenezy cztowieka. Kolejne dwie publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej
to prace oryginalne, ktérych celem bylo zbadanie biatek RBMXL3 oraz DDX53. W celu
potwierdzenia znaczenia tych bialek dla rozwoju mgskich komorek pitciowych i
spermatogenezy czlowieka wykorzystano lini¢ komdérkowa nowotworu jadra TCam-2. W
zaprezentowanych  badaniach przygotowano odpowiednie modele komorkowe z
wykorzystaniem komorek TCam-2 w celu uzyskania ekspresji biatek RBMXL3, DDX53 oraz
GFP (oznakowane epitopem FLAG). Ekspresj¢ badanych biatek potwierdzono na poziomie
RNA i biatka z wykorzystaniem technik molekularnych, takich jak RT-gqPCR, Western blot
oraz immunofluorescencji. W celu identyfikacji sieci powigzan oraz molekularnych
interaktorow biatek RBMXL3 i DDX53 przeprowadzono analizy RNA-seq, eCLIP oraz Co-IP-
MS. Uzyskane wyniki umozliwity identyfikacj¢ gendw o zréznicowanej ekspresji i
alternatywnym splicingu, a takze czasteczek RNA 1 biatek bezposrednio oddzialujacych z
RBMXL3 oraz DDX53. Interpretacja wynikow koncentrowata si¢ na molekularnych celach
opisanych w literaturze jako zwigzanych z réznicowaniem meskich komorek linii piciowe;.
Istotnym elementem badan byta rowniez analiza lokalizacji subkomorkowej badanych biatek
w komorkach TCam-2, wykonana za pomocg frakcjonowania komorek potaczonego z Western

Blot, a takze podwdjnych barwien immunofluorecencyjnych. Dodatkowo obecno$¢ obu bialek



potwierdzono w skrawkach meskiej gonady metodg immunohistochemii z wuzyciem
specyficznych przeciwcial.
Uzyskane wyniki pozwolity na potwierdzenie roli biatek RBMXL3 oraz DDXS53 w

regulacji procesoOw zachodzacych w meskich komorkach ptciowych cztowieka.



