A proteina Kin3 é uma serina treonina cinase $kecharomyces cerevisiae. Recentemente,
demonstramos que a linhagdin3A apresenta pronunciada sensibilidade a agentegyémicas indutores de
danos do tipo adutos no DNA, além de apresenta@nais de controle de ciclo celular na fasgMsnestas
condig8es. Adicionalmente, demonstramos que hawmeato de expressao desta proteina durante a t@spos
danos no DNA. Esta proteina parece atuar em umadeisinalizacdo de danos dependente das cinases
sinalizadoras Mecl/Tell e interage diretamente cada uma das proteinas do complexo Mrel1/Rad5Q/Xrs2
Este trabalho tem como objetivo realizar alterag@@esequéncia de aminoécidos da proteina Kin3itcaero
perfil da linhagem selvagem BY4741 8ecerevisiae contendo esta proteina alterada durante a respa&taos
no DNA e interacdo com outras proteinas. Para ss80 sendo conduzidas estratégias de mutagéitiese s
dirigida, com a utilizacdo do sistema de mutagepdsier-Ex2 (Promega). O geni€IN3 foi clonado no vetor
plasmidial pAlter. Em seguida, este vetor simpiessera incubado com oligonucleotideos iniciadomgendo
alteracbes na sequéncia do gelEN3 (delegbes e subtituicdes de nucleotideos) e ed@smigleos
recombinantes serdo isolados. Na Ultima etapas g@gaemideos serdo inseridos na levedura selvageti
para os eventos de recombinacdo e substituicdem® selvagem pelo alelo mutado. Nossos dados praties
de avaliagdo da sequéncia da proteina Kin3, comgareom dados da literatura, indicam que o acigaréso
da posicédo 55 pode ser importante para as reagdardsferéncia de fosfatos pela Kin3 e que a swipuéle

serinas e treoninas entre as posi¢des 247-256 (TPYEMS) € o provavel sitio de fosforilagdo destatpina.
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