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Poznanie funkcji biatek obecnych w komdrkach
zwierzecych (zwlaszcza ludzkich) dostarcza cennych
informac;ji i stanowi podstawe do badania wielu zjawisk
i chordb. Czes¢ biatek wystepuje jedynie w pewnych
grupach zwierzgt i nie sg one identyczne, jednak Narsn
zawierajg ewolucyjnie konserwowane fragmenty, co
sugeruje, ze mogg petni¢ istotne funkcie w
organizmach zywych. {

Jednym z ludzkich biatek, o ktorym wiemy niewiele, /L
jest CCDC97 (Rys.1.). To mate biatko o masie okoto 39
kDa zawiera motyw coiled coil i oddziatuje z biatkami
zaangazowanymi w tworzenie innych komplekséw o
waznych, juz poznanych funkcjach.

Rysunek 1. Proponowana struktura
ludzkiego biatka CCDC97 przewidziana
przez algorytm AlphaFold [1].

Na podstawie analiz biochemicznych i spektrometrii mas wykazano juz, ze biatko CCDC97
oddziatuje z biatkami: PHF5A, TTC33, WDR61, o ktérych wiadomo, ze tworzg réwniez
kompleks potrojny PHF5A:TTC33:WDR61. Celem pracy byto ustalenie, czy w komodrkach
tworzony jest tetramer PHF5A:TTC33:WDR61:CCDC97 oraz w jaki sposéb CCDC97
oddziatuje ze sktadnikami tego kompleksu.

W ramach pracy uzyskano pie¢ plazmidéw kodujgcych rézne fragmenty biatka CCDC97 ze
znacznikiem EGFP na N-koncu kazdego fragmentu — schematyczny podziat biatka
zaprezentowano na Rys.2. Dysponowano takze plazmidem kodujgcym biatko CCDC97
petnej dlugosci wraz ze znacznikiem EGFP na jego N—koncu.

N-koniec 1-144aa; Srodek 145-218aa; C—koniec 219-343aa; coiled—coil 224-262

N—-koniec 1-219aa; C—koniec 220-343aa; coiled—coil 224-262

Rysunek 2. Schemat podziatu biatka CCDC97 na 5 fragmentéw. Zaznaczono takie miejsce wystepowania
motywu coiled—coil.

Przeprowadzono transfekcje w komérkach zawiesinowych HEK293, a po immunoprecypitaciji
biatek z uzyskanego materiatu biologicznego metodg hybrydyzacji typu WesternBlot



potwierdzono, ze biatko CCDC97 pelnej dtugosci oddziatuje z PHF5A, z WDR61 oraz
TTC33. Ponadto biatko to oddzialuje z SF3B4 — jest to podjednostka duzego kompleksu
splicingowego SF3B, ktory obejmuje rowniez PHF5A [2,3]. Analiza tego, ktérym fragmentem
CCDC97 oddziatuje z kazdym z wymienionych biatek, nie doprowadzita do jednoznacznych
wnioskow. Niektore z eksperymentéw wskazywaty na oddziatywanie TTC33 z C-koncem
CCDC97, a PHF5A z N-koncem CCDC97, inne natomiast ukazywaty oddziatywanie tych
biatek jedynie z CCDC97 petnej dilugosci. By¢é moze badane biatko jest ,ruchomym”
interaktorem opisanego trimeru petnigc pewng niepoznang funkcje, a oddziatywania s3g
niejednoznaczne i fragmentacja biatka uniemozliwia tworzenie tetrameru.

Przeprowadzono takze eksperymenty polegajgce na wyciszeniu CCDC97 oraz TTC33
w komérkach HEK293 — wyprowadzono stabilne linie komdrkowe. Analiza biochemiczna
wykazata, ze w komérkach z linii z wyciszeniem TTC33 pojawia sie wiecej fosforylowanej
formy biatka p53, co sugeruje na zwigzek jednego z interaktoréw CCDC97 z powstawaniem
peknieé¢ podwajnej helisy DNA, bowiem mechanizm uczestniczgcy w naprawie double strand
breaks polega posrednio na fosforylacji Ser15 biatka p53.
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