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Introdução
A era genomica tem produzido muita informação sobre proteínas regulatórias e os complexos que estas formam. Na UFMG, está sendo desenvolvido um sistema genético [1] que permite isolar mutantes de uma proteína que passam a não interagir com outra. A caracterização desses mutantes pode levar ao conhecimento da especificidade da ligação entre ambas. O desenvolvimento desta metodologia está em fase final e a proposta deste trabalho é gerar mutantes da proteína p53 [2, 3], uma proteína ligada ao controle da proliferação celular que tem o papel de anti-oncogene.
Objetivo geral

Implementar um sistema de isolamento de mutantes da proteína p53 que deixam de se ligar com a proteína largeT do vírus SV40
Objetivos específicos

1. Determinar se a levedura KGY37 [4] é resistente ou sensível à droga L-canavanina, um aminoácido tóxico mimético da arginina

2. Se sensível, isolar por semeadura em placas sob alta concentração de L-canavanina, um mutante resistente. A resistência se deverá a mutação do receptor de arginina.

3. Introduzir na levedura KGY37 o plasmídio pYES-Can1 que expressa o receptor de canavanina quando ativado pelo duplo híbrido formado pela ligação de p53 selvagem a largeT. Introduzir conjuntamente os plasmídios pVA3 e pTD1 que expressam, respectivamente, essas duas últimas proteínas. Assim, quando houver a interação entre p53 e largeT, o receptor de arginina será produzido e a levedura morrerá na presença da droga L-canavanina.

4. Retirar a seqüência codificadora de p53 do plasmídio pVA3, irradiar a mesma com doses crescentes de luz ultravioleta 254 nm, ligar as seqüências irradiadas novamente no plasmídio pVA3 e amplificar os plasmídios resultantes em bactérias.
5. Transformar a levedura KGY37 com o plasmídio pYES-Can + pTD1 + plasmídios pVA3 contendo o gene da p53 irradiado com diferentes intensidades de luz UV.
Resultado esperado:

1.Somente leveduras onde a luz ultravioleta tiver produzido mutações que impeçam a ligação de p53 a largeT crescerão em placas com L-canavanina, pois a interação entre a p53 selvagem e largeT induz a expressão do receptor de L-canavanina incorrendo na morte das leveduras [1].

2. Quanto maior a dose de UV, maior o número de leveduras obtidas na presença de L-canavanina.
3. Um desses possíveis mutantes será estudado em detalhe, isolando-se o plasmídio pVA3 dele e seqüenciando-se o seu gene p53.

Justificativa

O desenvolvimento de um sistema que permite selecionar mutantes de uma proteína que impeçam a sua interação com um ligante conhecido é muito relevante. Dado o grande avanço da genômica, muitos complexos formados por proteínas regulatórias são conhecidos. O sistema que estamos desenvolvendo permite uma rápida seleção de mutantes e seu seqüenciamento em larga escala será capaz de mapear as superfícies de interação entre as proteínas.

Metodologia
A metodologia utilizada está representada na figura abaixo. Apenas a porção que contém o gene do receptor de arginina do plasmídio pYES-Can está representada. Um plasmídio expressa a proteína p53 fusionada com um domínio de ligação a DNA (DL). A porção que será retirada e mutagenizada está marcada. O outro plasmídio expressa a proteína largeT (lT) fusionada com um domínio de ativação de transcrição (DA). Quando a interação ocorre [5], a transcrição do gene do receptor de arginina é ativada e as leveduras morrem na presença de L-canavaniana. Mutantes onde a interação não ocorrer crescerão nas placas com L-canavanina.
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