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CLONAGEM DO GENE RECOMBINANTE DA ANEXINA A1 HUMANA EM VETORES PARA
ESCHERICHIA COLI
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Bioquimica - Biologia Molecular

A Anexina Al faz parte de uma superfamilia de proteinas, conhecidas por possuirem
uma alta afinidade a fosfolipideos na presenca de ions de calcio. A Al, em especifico, é
uma enzima de 37 kDa importante no nosso organismo e desempenha papel de
regulacao e sinalizacao anti-inflamatéria, sendo de grande interesse farmacéutico e alvo
de diversos estudos. Devido a inexisténcia de um sistema heterdlogo eficiente de
producao da enzima, os custos para a obtencao da mesma sao elevados, limitando a
comercializacao e seu uso em pesquisas. Este estudo tem como objetivo abrir as portas
para sua producao através da clonagem do gene recombinante em células de E. coli de
forma eficiente. Para tal, empregou-se técnicas de biologia sintética, molecular,
engenharia genética e microbiologia. A sequéncia de nucleotideos do gene ANXA1 foi
obtida a partir de um banco de dados publico (NCBI) e os cédons foram otimizados a fim
de melhorar a expressao, uma vez que organismos procariotos tém preferéncia por
cédons diferentes no momento de transcricao. A sequéncia resultante foi entao
sintetizada e subclonada no vetor pUC57 pela empresa Macrogen (Estados Unidos). O
vetor foi inserido em células bacterianas por meio de transformacao, utilizando-se de
choque térmico. As col6nias transformadas foram cultivadas em meio sélido overnight a
37°C, selecionando para as préximas etapas as colénias mais isoladas e com maior
tamanho. A partir destas, foi feita a extracao do vetor utilizando o QiaRep Spin Miniprep
Kit (Qiagen, Paises Baixos) e a digestao, pelas enzimas Xhol e Ndel. A confirmacao da
presenca da ANXA1, através da digestao, foi feita por eletroforese em gel de agarose
(1,3%). A regiao de interesse no vetor que continha a ANXA1 foi entao amplificada por
PCR e ligado no vetor de expressao pET28a (+) através da DNA Ligase, sendo
posteriormente inserido em células de expressao por meio de eletroporacdo. Por fim, as
coldnias resultantes foram repicadas e armazenadas em placas-mestras, ficando estas
disponiveis para futuras pesquisas que venham a utilizar o gene ANXA1 recombinante.
Como resultado deste estudo, obteve-se sucesso na transformacao, digestao,
amplificacao, cultivo e crescimento de colonias contendo o gene ANXAL, carregado por
dois vetores diferentes. Sendo assim, a partir da metodologia empregada e resultados
apresentados, é possivel inferir que a clonagem do gene da anexina Al é viavel mesmo
usando vetores diferentes, abrindo assim as portas para que se crie um sistema
heterélogo de expressao, aumentando o0 acesso a essa proteina.
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