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A Epilepsia Mioclénica Juvenil (EMJ) representa 7% a 9% de todas as epilepsias. A regido
6p12-p11 do cromossomo 6 humano foi identificada como responsavel pela doenga. Analises
de interagdo da proteina EFHC1 com canais de calcio voltagem-dependente revelaram que a
primeira aumenta o influxo de calcio pelo canal, acarretando, dessa forma, morte celular
programada. O objetivo do trabalho é clonar o gene EFHC1 com a cauda de fusdao SUMO,
expressar e purificar a porgdo C-terminal da proteina EFHC1, para posterior andlise estrutural
da mesma. Amplificou-se o gene por PCR, a partir de cDNA total de hipocampo humano. Os
produtos foram purificados e clonados em vetor pETSUMO (Invitrogen). Verificou-se a
presenca de clones positivos por digestdo enzimatica. Dois clones foram selecionados para os
testes de expresséo. Transformou-se a cepa BL21(DE3) juntamente com o plasmidio pRARE.
Obteve-se proteina soluvel e pura utilizando-se cromatografia de afinidade através da resina
Ni-NTA (Qiagen). Nos testes de clivagem com a protease SUMO 1, a eficiéncia da reagéo foi
proxima de 95%, e a proteina n&o precipitou apds a separacédo da cauda solubilizadora. Para
separagao da cauda SUMO, passou-se a reagdo por uma segunda coluna de afinidade (Ni-
NTA), obtendo-se pureza superior a 95%. Serdo realizados estudos estruturais, como
caracterizagdo do estado conformacional através de técnicas espectroscépicas como DLS e
CD, além de SAXS, afim de se construir um modelo de baixa. Adicionalmente, testes
cristalograficos serdo realizados com essa porgéo da proteina. Também estdo em andamento

testes de clonagem, expressao e purificacdo de constru¢des contendo o N-terminal da EFHC1.
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