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Quinases dependentes de ciclinas (CDKs) compre-
endem uma familia de proteinas que podem ser subdi-
vididas em dois grupos funcionais majoritdrios baseados
na sua fun¢ao no ciclo celular e/ou controle transcricio-
nal. J4 foram identificadas 13 CDKs humanas (CDK1-
CDK13). A CDK2 é o0 membro mais bem caracterizado,
funcional e estruturalmente. As CDKs 7, 8,9, 10 e 11 s3ao
importantes reguladores transcricionais. O fator geral de
transcri¢do TFIIH contém a CDK7-ciclina H e o com-
plexo de proteinas associadas aos hormonios da tireoide
contém a CDK8-ciclina C. A CDK9-ciclina T1 pertence
ao fator de elongacdo da transcricao P-TEFD, conhecidos
por fosforilar o CTD da subunidade maior da RNAP I,
tao bem quanto os passos subsequentes da expressao gé-
nica. Os complexos da CDK10 se associam com o fator
de transcri¢do Ets2, e a CDKI11 associa-se com a CK2, e
estd envolvida com “splicing” de RNA, além de ser um re-
gulador transcricional. A CDK9 foi recentemente clonada
e expressa em E. coli, mas hd poucos estudos funcionais
e estruturais relacionados a ela. As referidas CDKs serdo
clonadas, expressas e purificadas seguindo o protocolo
estabelecido para a CDKO9 e, de posse dessas proteinas,
estudos estruturais e funcionais serdo realizados. Essas
proteinas serdo bioquimicamente caracterizadas e serdo
efetuados ensaios da atividade enzimadtica na presenca de
inibidores. Serdo realizados ainda estudos das estruturas
secunddrias por técnicas de dicroismo circular e das es-
truturas tercidrias, pela cristalizagao das referidas CDKs, e
consequente resoluc¢ao das estruturas. O estudo das CDKs
envolvidas na regulacao transcricional ird contribuir para
o entendimento da relagao estrutura-fun¢ao dessas CDKs
e sua relacdo com oncogenes e supressores de tumor. O
estudo estrutural ird contribuir para o desenvolvimento
de inibidores quimicos de baixo peso molecular que pos-
sam inibir especificamente essas CDKs.
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As calicreinas humanas hK5 e hK7 fazem parte de
uma familia de 15 serino-peptidases (hK1-hK15) que, a
exce¢do de hK1, hK2 e hK3, foram recentemente identifi-
cadas e caracterizadas como calicreinas. Pouco se conhece
sobre a especificidade dessas enzimas, mas alguns dados

experimentais sugerem que hK5 e hK7 podem estar par-
ticipando ativamente de processos fisiopatolédgicos rela-
cionados a descamacao da pele. Portanto, a caracterizacao
de suas especificidades é crucial, ndo apenas para mapear
os sitios de interagdo enzima/substrato, como também
para o desenvolvimento de substratos e/ou inibidores es-
pecificos e/ou seletivos para ambas as enzimas. Pretende-
se clonar e expressar hK5 e hK7 usando dois vetores de
expressdo, pET-28a(+) e pPIC9K. O primeiro vetor serd
usado para produzir as enzimas em células de E. coli, vi-
sando a produgao de anticorpos monoclonais. As enzimas
usadas no estudo de especificidade serdo produzidas com
o vetor pPICIK em células de P. pastoris. A caracterizacao
da especificidade das hK5 e hK7 serd feita com o uso de
peptideos com supressdo intramolecular de fluorescén-
cia, baseados na sequéncia de referéncia Abz-KLRSSKQ-
EDDnp, que tem se mostrado eficiente no estudo de ou-
tras peptidases. Com os dados cinéticos obtidos a partir
do estudo de especificidade, a pesquisa se empenhard no
desenvolvimento de substratos fluorescentes seletivos
e/ou especificos para as hK5 e hK7. Além disso, usando
bibliotecas de inibidores de serino-peptidases, pretende-
se buscar inibidores seletivos e/ou especificos para essas
enzimas.
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A abordagem deste projeto é aquela utilizada du-
rante o pds-doutoramento (PD) no National Institute
of Health (NIH, EUA) (Processo FAPESP 05/03380-2) e
constitui uma nova linha de pesquisa a ser implantada e
estabelecida na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirao Preto da USP. O objetivo central é o estudo de
proteinas (marcadores) selecionadas como marcadores
tumorais usando estudos funcionais baseados principal-
mente em RNA de interferéncia. Recentemente, valida-
mos em amostras de tumores de cabega e pescogo um
novo marcador tumoral, a proteina SET (resultados ob-
tidos durante o PD no exterior), que havia sido identifi-
cada também pelo grupo do dr. Silvio Gutkind durante
um screening usando microarranjos de RNA em tumores
de cavidade oral. Na presente proposta, serd dada con-
tinuidade ao estudo desse marcador tumoral para au-
mentar o conhecimento sobre sua fungao e verificar seu
potencial como alvo terapéutico. Importantes resulta-
dos foram obtidos nessa primeira avalia¢ao da SET, que
mostraram sua participagdo em uma das vias mais im-
portantes para a tumorigénese, a via PTEN/AKT (artigo



