Streszczenie

Post-transkrypcyjna regulacja ekspresji genéw poprzez biatka wiazace RNA (ang. RNA-
binding proteins, RBPs) jest kluczowa dla wielu procesow zachodzacych w organizmach
eukariotycznych. Poprzez kontrolowanie réznych etapow biosyntezy i metabolizmu RNA, biatka
wigzace RNA stanowig glowny mechanizm pozwalajgcy na zachowanie réwnowagi pomigdzy
podzialami mitotycznymi, a procesem ukierunkowanego réznicowania komérek macierzystych.

Wykorzystujac model wezesnego rozwoju D. melanogaster, wykazano wystepowanie sieci
antagonistycznych petli regulatorowych prowadzacych do prawidtowego réznicowania komérek
macierzystych w oocyty. Pierwotne komorki rozrodcze (ang. Primordial germ cells, PGCs)
produkuja biatka Nos i Pum odpowiadajace za samoodnawianie komorek macierzystych (ang. stem
cell self-renewal). Szlak Nos-Pum pozostaje pod scista kontrolg biatka Brat oraz kompleksu
biatkowego utworzonego przez bialka Mei-P26, Bam, Bgen i1 Sxl. Kompleks ten, poprzez
odzialywanie ze specyficznym mRNA (nanosRNA) w regionie nieulegajacym translacji
znajdujacym si¢ na koncu 3’'mRNA (ang. 3'uniranslated region, 3'UTR), prowadzi do
zahamowania ekspresji biatka Nos, kierujac komorki macierzyste na droge réznicowania.
Pozostate szlaki promujace podzialy mitotyczne na drodze represji translacji czynnikéw
odpowiedzialnych za réznicowanie komorek to (I) szlak przekazu sygnatu MBP (ang. Bone
Morphogenetic Protein) oraz (I1) Sciezka mikroRNA (miRNA).

Biatko Mei-P26 jest jednym z najwazniejszych czynnikdw regulatorowych prowadzacych
do rdznicowania komoérek macierzystych poprzez (1) udziat w represji szlaku Nos-Pum oraz (II)
hamowanie szlaku mikroRNA na drodze oddziatywania z biatkiem Agol. Ponadto, mutacje w
biatku Mei-P26 powoduja gromadzenie si¢ niezroznicowanych cyst w jajnikach i jadrach, co w
rezultacie powadzi do karcynogenezy oraz bezplodnosci. Co ciekawe, Mei-P26 w pewnych
warunkach moze réwniez promowaé samoodnawianie komdrek macierzystych poprzez wspieranie
sciezki BMP. Biatko Mei-P26 petni funkcje regulatora procesu translacji, natomiast sposob jego
oddziatywania z RNA nie zostal w pelni poznany.

Prowadzone badania naukowe w ramach przygotowanej rozprawy doktorskiej mialy na
celu strukturalng i biochemiczna charakterystyke oddzialywania C-koncowej domeny NHL biatka

Mei-P26 z informacyjnym kwasem rybonukleinowym (mRNA).



Pierwszy etap prowadzonych badan zakladal znalezienie odpowiedniego systemu ekspresji
do wyprodukowania biatka Mei-P26 oraz jego domen. W tym celu przetestowano ekspresje biatka
i jego domen w komorkach bakteryjnych, drozdzowych oraz owadzich. Uzycie owadziego systemu
ekspresji pozwolito na otrzymanie domeny NHL biatka Mei-P26 w iloéciach pozwalajacych na
przeprowadzenie analiz biochemicznych oraz strukturalnych.

Przy uzyciu termoforezy mikroskalowej (MST) okre$lono preferencje domeny NHL biatka
Mei-P26 wzgledem roznych typow kwasow nukleinowych (DNA, jednoniciowe RNA,
dwuniciowe RNA). W przeprowadzonych testach oddzialywania, potwierdzono mozliwos¢
rozpoznawania wylfacznie jednoniciowego RNA przez domen¢ NHL biatka Mei-P26. Dodatkowo,
poprzez  przeprowadzenie  szczegotowych  analiz  wigzania  krétkich  fragmentow
oligonukleotydowych o réznych sekwencjach, dowiedziono wystepowania specyficznego
oddzialywania miedzy badang domena, a bogatymi w urydyng¢ motywami oligonukleotydowymi.

Badania strukturalne z wykorzystaniem krystalografii rentgenowskiej pozwolily na
rozwiazanie struktury domeny NHL biatka Mei-P26. Otrzymana struktura krystaliczna zostata
nastepnie poréwnana ze znanymi domenami NHL wystepujacymi w innych biatkach, w celu
okreslenia cech prowadzacych do réznic w specyficznosci substratowej pomigdzy wybranymi
domenami. Stwierdzono, ze pomimo wysokiego podobienstwa strukturalnego, biatka te posiadajg
niski stopien konserwatywnosci aminokwasoéw kluczowych dla wigzania RNA oraz znaczgco
rozna dystrybucje tadunkow powierzchniowych, co moze prowadzi¢ do rozpoznawania réznych
sekwencji RNA przez poréwnywane domeny.

W ostatnim etapie prowadzonych badan sprawdzono wplyw mutacji punktowych
w domenie NHL biatka Mei-P26 na sile oddzialywania badanej domeny z krotkimi sekwencjami
oligonukleotydowymi, wykorzystujac narzegdzia biologii molekularnej oraz eksperymenty MST.
Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw stwierdzono, ze domena NHL biatka Mei-P26
osigga specyficznosé substratowg dzieki wystgpowaniu konkretnych aminokwasow o fadunku
pozytywnym na jej gérnej powierzchni.

Wyniki przedstawione w pracy doktorskiej pozwolily na uzyskanie szczegélowych
informacji na temat nowego oddzialywania biatko-RNA oraz przyczynily si¢ do lepszego

zrozumienia mechanizmu regulacji rozwoju rozrodczych komoérek macierzystych.
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Post-transcriptional gene regulation via RNA-binding proteins (RBPs) plays an important
role for many fundamental physiological processes in eukaryotes. By controlling different aspects
of RNA metabolism and forming highly complex feedback loops, RBPs represent major regulators
of the stem cells' fate decision.

In Drosophila, Primordial germ cells (PGCs) formed during embryogenesis express
specific RNA regulatory proteins - Nanos (Nos) and Pumilio (Pum), which are conserved from C.
elegans to humans and responsible for stem cells maintenance. The Nos-Pum pathway is tightly
controlled by the Brat protein and a macromolecular complex composed out of four RNA-binding
proteins, namely bag-of-marbles (Bam), benign gonial cell neoplasm (Bgen), meiotic P26 (Mei-
P26) and sex-lethal (Sxl). The complex forms ribonucleoprotein particles (RNPs) with cis-elements
present in the 3° untranslated regions (3°UTR) of the ranos RNA and represses Nos and Pum
protein expression. The specific repression of the Nos-Pum pathway promotes stem cell
differentiation and allows stem cells to switch between self-renewal and differentiation. Of note,
this cellular mechanism might additionally be controlled by the bone morphogenetic protein (BMP)
pathway and the microRNA (miRNA) pathway.

The Mei-P26 protein is one of the key players in the regulation of germline differentiation,
as it represses the Nos-Pum pathway and binds to Argonaut (Agol) to repress the miRNA pathway.
Moreover, mutations in Mei-P26 lead to the accumulation of undifferentiated cysts, which results
in tumor formation in the ovary and testis. Interestingly, the loss of Mei-P26 also impairs BMP
signaling, suggesting that Mei-P26 is crucial both for stem cell self-renewal and differentiation.
Mei-P26 is known to act as a translational regulator, but the detailed mechanism of its interaction

with RNA has remained elusive.



The main objective of the PhD project described in the thesis was to obtain structural and
mechanistic insights into the RNA recognition mode of the Mei-P26 NHL domain, which was
previously reported as a hot spot for RNA recognition.

The first part of the performed research aimed at establishing an appropriate expression
system to produce the Mei-P26 and its domains. Expression and purification trials performed in
bacterial, yeast and insect expression systems resulted in obtaining a high amount of stable and
soluble NHL domain from insect cells.

Using a Microscale thermophoresis (MST) approach the binding preferences of Mei-P26
NHL toward nucleic acids were determined in detail. Initial binding experiments for the NHL
domain with different types of nucleic acids (DNA, dsRNA, ssRNA) showed that Mei-P26 NHL
recognizes only ssRNA. Further analysis for the NHL domain with a variety of short
oligonucleotides indicated that Mei-P26 NHL binds RNA in a sequence-specific manner by
recognizing unique uridine-enriched motifs in single-stranded RNA.

The structural studies generated high-resolution information on the C-terminal domain of
Mei-P26, which adopts a known propeller-like shape. The novel crystal structure of the NHL
domain was compared with other known NHL domains to gain deep insights into the specificity of
this domain family. It was found that, despite high structural similarities, the domains exhibit low
conservation of the amino acids important for RNA recognition and differ in top surface charges
distribution. Both findings may explain the observed differences in substrate specificity between
known NHL domains.

Finally, structure-guided mutagenesis together with MST binding assays for single amino
acid substitutions of the Mei-P26 NHL were carried out to identify those amino acids responsible
for the NHL domain interaction with RNA. The obtained results showed that Mei-P26 NHL
specificity toward uridine-rich motifs in RNA relies on positively charged amino acids on the top
surface of the domain.

Altogether, the results described in the thesis provide information about a novel RNA-
protein interaction and strongly contribute to a better understanding of the underlying molecular

mechanism that guides stem cell differentiation in the germline.



