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Resumo

Uma das kinases associadas a regulagé@o de proteinas de splicing, a Pre-mRNA processing factor 4B kinase (PRPF4),
foi também relacionada a progressao do cancer de mama. Tal proteina tem fungdo e mecanismo ainda desconhecidos.
Esse projeto visa a contribuir para o entendimento da estrutura do dominio de kinase e dos niveis endégenos da
proteina PRPF4 em células de cancer de mama. Por isso, propusemos expressar e purificar o dominio de kinase da

proteina PRPF4B utilizando sistema de células de inseto. Em seguida estamos avaliando condi¢des de cristalografia.
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Introducgao

As proteinas kinases séo responsaveis pela fosforilagao de
substratos e muitas vezes atuam com outras proteinas que
participam de cadeias de fosforilagdo. Tais cadeias sdo de
extrema importdncia para a transdugdo de sinais e,
consequentemente, para realizagdo de diversos processos
celulares. Entretanto, os estudos acerca das kinases sao,
em sua maioria, focados em um pequena porcentagem do
total conhecido, o que leva a uma neceSS|dade de se
pesquisar aquelas com poucas informacdes.’

Dentre as possiveis fungdes de uma kinase esta a
atuacgao indireta no processo de splicing alternativo. Para
que ocorra o splicing alternativo, sado acionadas
maquinarias celulares das quais faz parte a kinase
PRPF4. Sabe-se que tal proteina tem relagdo com o
receptor-2 do fator de crescimento epidérmico humano
(HER2), cuja expressdo é aumentada em casos de
cancer de mama.” Por isso, € interessante investigar
como se da essa relagdo bem como procurar entender
melhor a estrutura da PRPF4 por meio da cristalografia.

Resultados e Discussao
O dominio kinase da proteina PRPF4 foi expresso em
sistema de células eucarioticas de inseto SF9 (40kDa). A
proteina foi confirmada por avaliagdo de massa intacta.

Figura 1: filtracdo em gel da proteina PRPF4.

Figura 2: confirmacédo da massa intacta de PRPF4.
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A proteina purificada esta sendo testada em ensaios
para verificar a atividade enzimatica. Em paralelo estao
sendo testados tampdes com diferentes combinacgdes de
sais e detergentes para melhorar a obtengéo de cristais.
Para parte de fungao celular, os niveis de expressao de
PRPF4 foram inicialmente avaliados em linhagens de
células de cancer de mama e os experimentos estdo
sendo repetidos em ftriplicatas para apresentacdo de
conclusdes.

Conclusoes

Com os experimentos realizados obtivemos a expressao
da proteina recombinante PRPF4 em sistema de células
de inseto. A expressdo nao havia sido possivel
inicialmente em bactérias. As pesquisas que tém sido
realizadas no Centro de Biologia Molecular e Engenharia
Genética (CBMEG, Unicamp) e no SGC Unicamp
certamente contribuirdo para o objetivo de melhor
entendimento de tal proteina.
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