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Objetivos

O projeto objetiva aumentar a expressdo e
melhorar a solubilidade da proteina-cinase
dependente de ciclina 9 humana (CDK9) ao
fusiona-la com a proteina parceira de fusdo
SUMO, no sistema de expressao bacteriano
(Escherichia coli), que sera obtida pela técnica
do DNA recombinante. Serd realizada uma
analise comparativa da estrutura da CDK9
nativa com a estrutura obtida por refolding (tese
de mestrado da aluna Diandra Alencar) e sua
interacdo com candidatos a inibidores que
possam vir a ser aplicados em terapias
oncoldégicas.

Métodos e Procedimentos

Para obtencdo do DNA recombinante pET28a-
SUMO-CDK9 a principio foram utilizadas as
enzimas de restricdo BamHI e Xhol seguido da
T4 DNA ligase, cujo produto foi transformado
na cepa de propagacdo de E. coli One Shot
ToplO. Devido aos resultados obtidos, foi
realizada a troca dos primers, substituindo o
sitio de restricdo da BamHI pelo sitio da EcoRI.
Ap6s obtencdo do recombinante, a expresséo
ocorrerd em baixas temperaturas (20°C ou
menos) e durante um tempo mais longo (cerca
de 72h), a fim de otimizar a solubilidade da
proteina. A purificacdo serd feita por
cromatografia de afinidade, pois a proteina tera
um His-tag N- terminal.

Resultados

Ainda nédo foi possivel obter o recombinante a
partir da transformacado utilizando 0s novos

primers. Foi realizado um teste de digestéo
individual das enzimas de restricdo. Na Figura
1 é possivel observar que as duas enzimas
utilizadas conseguem linearizar o vetor. As
bandas do DNA linearizado estdo acima da
banda de DNA circular (controle). Entretanto, a
banda da Xhol esta mais destacada do que a
da EcoRIl, mostrando baixa eficiéncia da
enzima EcoRI.
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Figura 1. Teste da digestdo do DNA circular. 1-
marcador de massa molecular 1kb DNA ladder
(Thermo); 2- Controle (DNA circular); 3- DNA
linearizado com a enzima EcoRI; 4- DNA linearizado
com a enzima Xhol.
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Conclusdes

ApoOs seguidas tentativas de transformacgado que
ndo resultaram na obtencdo do plasmideo
recombinante, foi levantada a hipotese de
problemas na digestdo dupla do incerto de
DNA e do vetor. Foi trocado o sitio de restricao
dos primers, pois a enzima EcoRI tem 100% de
atividade no tamp&o utilizado, o que ndo ocorre
com a BamHI. O teste da digestdo individual
mostrou uma grande diferenga na atividade
enzimatica, portanto, uma mudanca no
protocolo da digestdo dupla pode ser
necessaria como adicionar a Xhol um tempo
apo6s o inicio da reagdo com a EcoRI ou
aumentar a concentracdo de EcoRI na reacao.
Novos ensaios serdo realizados.
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