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Zasadniczym mechanizmem potranskrypcyjnego wyciszania genoéw jest degradacja mRNA.
Kluczowym etapem degradacji jest hydroliza ogona poliA mRNA, znajdujacego si¢ na koncu
3’. Odpowiada za to wielosktadnikowy kompleks enzymatyczny CCR4-NOT. mRNA s3
zazwyczaj kierowane do deadenylacji przez odpowiednie miRNA, wigzane przez biatko
Argonaute. Posrednikiem pomiedzy Argonaute i CCR4-NOT jest natywnie nieuporzadkowane
biatko bogate w glicyne i tryprofan o masie 182 kDa (GW182) [1]. Miejsce oddzialywania
CCR4-NOT z GW182 jest nieznane.

Wyjatkowa klasg MRNA stanowig te kodujgce protoonkogeny, jadrowe czynniki
transkrypcyjne i cytokiny (biatka inicjacji stanu zapalnego). Ich mRNA zawierajg sekwencje
bogate w reszty adenylowe i urydylowe (AU-rich elements; AREs) w rejonie 3’ nieulegajacym
translacji. Sekwencje te sa rozpoznawane przez inne natywnie nieuporzadkowane biatko,
tristetraproling (TTP), ktora wigze si¢ do centralnej podjednostki CCR4-NOT (CNOT1),
kierujac te mRNA do degradacji. Struktura krystalograficzna kompleksu konca C TTP z
fragmentem CNOT1 jest znana [2].

Nasze wstepne wyniki uzyskane metodami spektrometrii mas wskazuja, ze GW182 wigze si¢
do CNOT1 w tym samym miejscu, co TTP. Aby to udowodni¢ metodami spektroskopii
korelacji fluorescencji (FCS), przygotowujemy szereg fragmentow GW182 i TTP w fuzji z
biatkami fluorescencyjnymi (mCherry lub aEGFP): https://www.fpbase.org/protein/avgfp/ .
Stopien poprawnego zwinigcia bialek fluorescencyjnych zalezy m. in. od ich umiejscowienia
na koncu N 1lub C, sekwencji linkera i temperatury hodowli: http://zeiss-
campus.magnet.fsu.edu/articles/probes/index.html . Jakkolwiek wydajno$¢ poprawnego
zwijania znacznikow nie wplywa na odzialywania z CNOTI, to iloSciowa analiza tych
oddzialtywan wymaga znajomosci proporcji znacznika do czgsci aktywnej konstruktu.
Dodatkowe wyzwanie stanowi fakt, iz warunki sprzyjajace tworzeniu fluorochromow sa
odmienne niz warunki sprzyjajace ekspresji bialek niestrukturyzowanych. Rozwigzujemy
czgsciowo ten problem stosujac drugie biatko fuzyjne, SUMO, poprawiajace wydajnosc¢
ekspres;ji.

Celem pracy jest otrzymywanie (E. coli), oczyszczanie (His-tag) i charakterystyka spektralna
(widma absorpcyjne UV/VIS oraz IR) fragmentow GWI182 i TTP w fuzji z biatkami
fluorescencyjnymi, ktore sg konieczne do badan oddziatywan z CNOT1.
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