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Cel projektu

Badania procesow kierujacych powstawaniem i rozwojem komorek ptciowych jest kluczowe dla zrozumienia
przyczyn nieptodnosci stanowiacej wazny problem medyczny we wspolczesnym Swiecie. Wykrylismy
mutacje genu NANOS1 u nieplodnych mezczyzn charakteryzujacych si¢ brakiem komorek plciowych w
jadrach. Pokazalismy, ze powstate nieprawidtowe biatko NANOS1 powodowato obnizenie liczby komoérek
TCam-2, nasladujacych meskie komorki piciowe, az o okoto 50%. Wynik ten byt zgodny z obserwowanym
brakiem komoérek ptciowych w jadrach pacjentow. Ponadto, nieprawidtowe biatko NANOSI1 stymulowato
zaprogramowang S$mieré komorki, zwang apoptoza. \WWzmocnienie apoptozy przez nieprawidlowe biatko
NANOS1 mogloby stanowié¢ jeden z mechanizméw przyczyniajacych si¢ do obnizenia liczby komorek
ptciowych w jadrach pacjentéow. Te wstepne wyniki stanowig cenng wskazowke, ze biatko NANOSI jest
istotne dla prawidtowego funkcjonowania komorek ptciowych oraz ptodnosci cztowieka. Ponadto, NANOS
oddziatuje z czasteczkami RNA kodujacymi biatka oraz kilkoma biatkami. W dodatku, w nieprawidtowym
biatku NANOS1 zaburzone zostaje oddziatywanie z biatkiem GEMIN3. Stad ogdélnym celem tego projektu
jest uzyskanie mozliwie najszerszego wgladu w kontrolowane przez biatko NANOSI interakcje RNA/biatka
oraz ich dynamik¢ W czasie powstawania oraz we wczesnych etapach rozwoju komorek piciowych.
Réwnolegle do prawidtowego bedziemy badaé biatko zmutowane, pochodzace od nieptodnych pacjentow.
Oczekujemy, ze poréwnanie funkcjonowania prawidtowego biatka ze zmutowanym, pozwoli nam dostrzec
procesy najwazniejsze dla powstawania i wczesnego rozwoju meskich komorek ptciowych.

Planowane badania

Biorgc pod uwage zdolnos¢ biatka NANOSI wiagzania si¢ z innymi biatkami oraz czasteczkami RNA,
planujemy bada¢ powyzsze procesy po pierwsze, poprzez identyfikacje biatek a po drugie czasteczek RNA
ktore z biatkiem NANOSI1 oddziatujg. Jednak z powoddéw etycznych nie jest mozliwe wykonanie badan u
cztowieka a tym mniej we wczesnych ludzkich embrionach, w ktorych powyzsze procesy maja miejsce. Z tych
powoddéw zastosujemy dwa modele ludzkich komoérek, ktore sg reprezentatywne dla procesu powstawania
oraz wczesnych etapow rozwoju ludzkich komoérek piciowych. Jeden z nich to posiadane przez nas
embrionalne komorki macierzyste (hESCs) rosngce w naczyniu ktore poddamy roéznicowaniu, by uzyskac 3
jedno po drugim wczesne stadia rozwojowe komorek ptciowych. Drugi model to uzywane od lat w naszym
laboratorium komorki TCam-2, ktdre reprezentujg nieco pozniejsze, cho¢ nadal wezesne stadium, jednak juz
zdeterminowane jako mgskie, nazwane stadium 4. Zastosujemy najbardziej nowoczesng metodologie by
zidentyfikowaé wszystkie czgsteczki RNA z ktoérymi wigze si¢ prawidtowe oraz nieprawidlowe biatko
NANOS1 w poszczegdlnych stadiach rdéznicowania. Podobnie w nastepnym etapie projektu, rowniez z
zastosowaniem najbardziej nowoczesnych metod, przeprowadzimy identyfikacj¢ biatek, wigzacych si¢ z
prawidtowym oraz nieprawidtowym biatkiem NANOSI1. By¢ moze owe biatka beda specyficzne dla
poszczegdlnych stadiow rozwojowych komorek piciowych. Dane uzyskane z tych badan beda uzyte do
zbudowania siedzi oddziatywan biatek i RNA (tzw. interaktomu RNP) kontrolowanego przez biatko
NANOSL, przy zastosowaniu odpowiednich programéw bioinformatycznych. Poznanie struktury takiego
interaktomu bedzie pomocne by ocenié potencjalne wspotzalezno$ci funkcjonalne budujacych ja elementow.
Oczekujemy, ze interaktom zbudowany na bazie prawidtowego biatka NANOS1 bedzie odmienny od
utworzonego na bazie nieprawidtowego biatka NANOSI1 a takze odmienny dla réznych stadiow rozwojowych
komorek ptciowych. Na koniec, najbardziej obiecujace elementy interaktomu, np. wybrane biatka kodowane
przez wigzace si¢ z NANOSI mRNA beda sprawdzenie, czy rzeczywiscie ich ilo§¢ w komorce jest
kontrolowana przez biatko NANOSI. Taka zalezno$¢ bedzie w kolejnym etapie analizowana pod katem
wplywu na takie procesy jak, podziat komorki, apoptoza lub inne, ktére moglyby thumaczy¢ brak komoérek
ptciowych w jadrach nieptodnych mezczyzn w ktorych funkcjonuje nieprawidtowe biatko NANOSI.
Uzasadnienie celowoS$ci prowadzenia powyzszych badan

Nieptodnos¢ dotyka okoto 15% par w réznych czgéciach $wiata. defekty genetyczne sa przyczyna 15-30%
przypadkow nieptodnosci mezczyzn. Nieptodnos$¢ meska jest ponadto czynnikiem ryzyka dla nowotworu jadra
wywodzacego sie z komorek piciowych, na wczesnym etapie ich rozwoju (TGCT). Oczekujemy, ze
przedstawiony plan badan pozwoli nam na dokonanie glebokiego wgladu w procesy ktorymi kieruje biatko
NANOSI. Cigzki defekt ptodnosci z ktorym mamy tutaj do czynienia, tzn. catkowity brak komorek piciowych
w jadrach pacjentow, pozwala przypuszczac, ze procesy kontrolowane przez biatko NANOSI sg kluczowe dla
ptodnosci. W ramach tego projektu zidentyfikujemy zaangazowane w te procesy czasteczki RNA oraz biatka.
Ich poznanie moze postuzy¢ wypracowaniu lepszych narzedzi diagnostycznych w badaniu par, ktore nie moga
uzyska¢ potomstwa. Oczekujemy, ze wyniki naszych badan beda rowniez wartosciowe dla przysztych terapii
nieptodno$ci. Mamy nadzieje, ze rOwniez rzuca $wiatto na mechanizmy, ktoére powodujg rozwoj nowotworow
jader u nieptodnych mezczyzn. Byloby to szczegdlnie cenne wobec coraz czgstszego wystepowania tych
nowotworow u mezczyzn w wieku rozrodczym.



