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RESUMO

Os anticorpos anti-acidos nucleicos sdo importantes no desenvolvimento de doencas
autoimunes como o lUpus eritematoso sistémico (LES). Porém, muito pouco se sabe sobre a
origem e manutencdo desses anticorpos pelo organismo e das interacGes desses anticorpos
com seus antigenos. Foi observado na literatura e em trabalhos anteriores do grupo de
Imunologia Molecular (UnB), que as sequéncias anotadas em banco de dados da familia
VH10 formadora da regido varidvel da cadeia pesada de anticorpos era composta em sua
maioria de sequéncias formadoras de moléculas anti-DNA. Além disso, através de uma
abordagem experimental observou-se que essa familia apresenta uma certa independéncia da
CDR H3 para esta afinidade. Baseando-se nesses achados, nds desenhamos quatro fragmentos
de anticorpos, no formato scFv (single-chain fragment variable), fragmento que preserva o
sitio de ligacdo ao antigeno, composto de uma cadeia pesada (VH) ligada a uma cadeia leve,
conhecida surrogate light chain (SLC) na tentativa de simular o reconhecimento antigénico
em momento especifico do desenvolvimento dos linfécitos B, onde a auto-reatividade é usada
em prol do desenvolvimento normal dessas células. Levando-se também em conta a
independéncia da CDR H3 para a ligacdo ao antigeno, nds iremos avaliar também através
dessas construcdes o papel da CDR H2 para a ligacdo. Apds clonagem das sequéncias em
plasmideo para a expressdo heterdloga, esses scFvs foram produzidos em cepas de
Escherichia coli BL21(DE3) pLysS. Até o momento, apds padronizacdo das condicdes para a
producdo de scFvs sollveis, condi¢bes favoraveis de duas das quatro construces foram
estabelecidas. Estas construcGes irdo permitir a analise do papel do segmento génico V, mais
especificamente da CDR2, para a afinidade ao DNA por anticorpos originados do segmento
germinal de VH10. Além disso, serd possivel simular a interacdo antigénica de cadeias
pesadas auto-reativas e ndo auto-reativas em um momento especifico do desenvolvimento dos
linfocitos B, onde a auto-reatividade parece ser utilizada em prol do desenvolvimento dessas
celulas.

Palavras chave: Anticorpos, VH10, CDR H2 anti-DNA, Linfocitos B, Cadeia leve substituta
(SLC), scFv, expressdo heterdloga.



ABSTRACT

The anti-nucleic acids antibodies are important in the development of autoimmune diseases
such as systemic lupus erythematosus (SLE). However, very little is known about the origin
and maintenance of these antibodies by the body and interactions of these antibodies with
their antigens. Studies in the literature and previous work of the Molecular Immunology team
(UnB) show that the annotated sequences in database of the VH10 family that is part of the
variable region of the heavy chain antibodies consisted mostly of sequences of anti-DNA
molecules. Furthermore, through an experimental approach it was observed that this family
has a certain independence from CDR H3 for this affinity. Based on these findings, we
designed four antibody fragments in scFv format (single-chain fragment variable), this
fragments preserves the antigen binding site that comprises a heavy chain (VH) connected to
a light chain, known surrogate light chain (SLC) in an attempt to simulate the antigen
recognition in a specific moment in the development of B lymphocytes, where autoreactivity
is used to promote the normal development of these cells. Also taking into account the
independence of the H3 CDR for binding to antigen, we will also access through such
constructions the role of CDR H2 for binding. After cloning the sequences into a plasmid for
heterologous expression, these four scFvs were produced in Escherichia coli BL21 (DE3)
pLysS. To date, after standardization of the conditions for soluble scFv production, conditions
favorable for two of the four constructs were established. These constructions will enable the
analysis of the role of the V gene segment, more specifically CDR2, for affinity to DNA
antibodies originating from the germline segment VH10. In addition, you can simulate the
antigen interaction of autoreactive and not autoreactive heavy chains at a specific time of the
development of B lymphocytes, where self-reactivity seems to be used for the development of
these cells.

Key words: Antibodies, VH10, CDR H2, anti-DNA, B lymphocytes, Surrogate light chain
(SLC), scFv, heterologous expression.
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1 INTRODUCAO

Os anticorpos anti-acidos nucleicos tém atraido ao longo dos anos o interesse dos
pesquisadores principalmente pela sua presenca acentuada em individuos com doencas
autoimunes, porém ainda hoje as interagdes moleculares entre essas moléculas e seus ligantes,

e as consequéncias dessas interacdes ndo sdo inteiramente compreendidas.

Anticorpos ligantes ao DNA ja vém sendo estudado pelo grupo de pesquisa de
Imunologia Molecular da Universidade de Brasilia. O objetivo desses estudos é compreender
0s mecanismos moleculares que sdo responsaveis por essa ligagdo e contextualizar essa
informacdo com a bibliografia existente no que diz respeito ao desenvolvimento de células B

e o0 surgimento de autoimunidade causada pelas caracteristicas dessa interagéo.

A literatura relata que a familia de cadeia variavel pesada de origem murina VH10
apresenta caracteristica intrinseca de ligacao a acidos nucleicos (WHITCOMB et al., 1999).
Essa caracteristica foi também observada por nosso grupo de pesquisa, apos levantamento em
banco de dados de informacdes das familias de VHs murinas, onde constatou-se que de fato
as sequéncias anotadas de VH10 consistiam em sua maioria de moléculas ligantes a acidos
nucleicos, na direcdo contraria, a familia VH4 ndo apresenta nenhuma sequéncia com
afinidade a &cidos nucleicos descrita. Dessa forma, as familias de cadeia pesada VH10 e VH4
se mostram como ferramentas importantes para a compreensao dos mecanismos de afinidade
ao DNA (MARANHAO, 2001).

Através de uma abordagem experimental, utilizando-se tanto a familia VH10 quanto a
VH4, moléculas de scFvs dessas familias foram expressas como componente estrutural na
superficie de fagos pela técnica de phage display, o que permitiu a selecdo dessas moléculas
pela afinidade a DNA fita simples (sSDNA). Pdde-se observar experimentalmente que a
familia VH10 de fato apresenta uma tendéncia natural de se ligar ao DNA, apresentando certa
independéncia da CDR H3 para essa ligacdo, diferente do observado para as moléculas de
VH4 (GUEDES, 2009; COSTA, 2012). No trabalho de Costa e colaboradores, a evidencia de
preferéncia do VH10 de formar anticorpos anti-DNA foi indireta baseada na diversidade dos

CDR H3 identificados em bibliotecas selecionadas.

Neste trabalho, temos o objetivo de produzir fragmentos de anticorpos recombinantes
que irdo permitir a analise de reconhecimento antigénico (DNA fita simples) em um momento

especifico do desenvolvimento dos linfocitos B. Alem disso, também seré possivel avaliar o
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papel da CDR H2 para a ligacdo ao DNA. Serdo construidos fragmentos de anticorpos das
cadeias pesadas de VH10 e VH4, em um contexto similar ao encontrado em células B em
desenvolvimento, no qual estas células expressam uma cadeia leve caracteristicas desse
estagio para a formacdo do pré-BCR (receptor de célula pré-B) que reconhece antigenos

proprios.
2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 SISTEMA IMUNE

O sistema imunologico dos vertebrados evoluiu de forma complexa para a defesa e
manutencdo da homeostase do organismo. Diversas células e outros componentes do sistema
imune convergem para a fungdo de reconhecer e inativar estruturas estranhas ao organismo,
tal complexidade e diversidade, levou a divisdo da imunidade dos vertebrados em inata e
adaptativa (BOEHM, 2012).

A imunidade inata compfe a primeira frente de defesa, caracterizada por ser uma
resposta generalizada, baseada em padrBes de reconhecimento de amplo espectro, répida e
com um nivel de especificidade menor que a adaptativa. E composta por células mieldides,
como, neutrofilos, macrofagos eosinéfilos, basofilos e células dendriticas. Essas células atuam
de forma quase imediata para a inativacdo e/ou destruicdo de qualquer estrutura estranha que
possa ser nociva ao organismo (AKIRA, UEMATSU e TAKEUCH]I, 2006).

Ja a imunidade adaptativa é caracterizada por ser uma resposta lenta, porém, mais
especifica. E composta por células linfoides geradas na medula 6ssea, como, linfécitos B e T.
Os linfocitos T sdo maturados e diferenciados no timo, existem subpopulacGes de células T,
as células CD4+ e CD8+ sdo as mais estudadas. As células CD4+, também chamadas de
helper, atuam como mensageiro, enviando sinais para que as diversas células do sistema
imune ajam contra determinado invasor ou células defeituosas. As células CD8+, conhecidas
como citotdxicas, atuam diretamente na destruicdo de células, infectadas por virus e células
potencialmente cancerigenas (LUCKHEERAM et al., 2012)

Os linfocitos B séo originados e maturados na medula dssea, essas células sdo as
unicas que produzem anticorpos, estes se ligam a um determinado antigeno com alta
especificidade, inativando-o e marcando o mesmo para destruicdo. O anticorpo em um
primeiro momento é exposto na superficie do linfécito B como um receptor de membrana

(BCR). A interagdo anticorpo-antigeno gera uma cascata de sinalizagdo que resulta na
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diferenciacdo celular dos linfocitos B em plasmacitos, células capazes de secretar anticorpos.
Apesar da imunidade inata e adaptativa serem categorizados diferentemente, o que se observa
¢ a cooperacdo celular entre esses sistemas com influéncia mutua (LEBIEN e TEDDER,
2008)

2.2 ANTICORPOS E DIVERSIDADE

Descobertos em 1890, os anticorpos ou imunoglobulinas, sdo proteinas em forma de
Y. A estrutura basica é composta por duas cadeias leves, L, e duas cadeias pesadas, H. A
porcdo amino-terminal da molécula, também chamada de Fab (fragment antigen-binding) é
formado por um dominio constante e um dominio varidvel de cada cadeia e é responsavel pela
ligacdo ao antigeno, enquanto a porcdo carboxi-terminal (regido constante) é reconhecida
pelas células efetoras do sistema imune. A regido varidvel de Fab apresenta trés regides
hipervaridveis em cada cadeia (leves e pesadas) que sdo as principais responsaveis pela
variabilidade dessas moléculas, conhecidas como regides determinantes de

complementariedade (CDRs) (Figura 1).
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Figura 1. Desenho esquematico da estrutura de um anticorpo. (Adaptado de SIMI, 2014)

Os mecanismo de geracdo de variabilidade foi descrito primeiramente por Tonegawa
em uma série experimentos entre os anos de 1970 e 1985, que lhe renderam o Prémio Nobel
de medicina e fisiologia em 1987 (TONEGAWA, 1988). Nestes experimentos foi
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demonstrado que 0s mecanismos de recombinagdo génica dos segmentos génicos VDJ
permitem uma vasta combinacgdo de fragmentos que dardo origem a uma molécula Gnica. Um
humano pode produzir mais que 10'* moléculas de anticorpos diferentes, mesmo na auséncia
de antigenos, esse repertdrio primario pode ter reacdo cruzada com varios outros antigenos
com diferentes afinidades, fazendo com que haja ao menos uma molécula ligante para
qualquer antigeno que venha a existir. Além disso, um processo conhecido como maturacao
de afinidade pode aumentar a especificidade dessas moléculas apos a estimulacdo antigénica
(ALBERTS et al., 2002).

Hoje sabemos que cada tipo de cadeia de anticorpos tem conjuntos de segmentos
génicos separados. Uma variedade de segmentos que sdo unidos para a formacdo de uma
cadeia Unica de anticorpo. A regido V (variavel), de uma imunoglobulina da cadeia leve ou
pesada € codificada por mais de um segmento génico. Dois desses segmentos formam a regido
V., das cadeias leves. O primeiro segmento forma a maior parte dessa regido e é chamado de
segmento V. O segundo segmento codifica o restante da cadeia (~13 aminoacidos) sendo
conhecido como J_ (joining segment) (Figura 2). A juncdo desses dois segmentos forma um

exon que codifica a regido variavel completa de uma cadeia leve (JUNG et al., 2006).

Diferentemente da cadeia leve formada por apenas 2 segmentos, a cadeia pesada €
codificada por 3 segmentos génicos. Os segmentos Vy e Jy e um terceiro segmento conhecido
como diversity ou segmento Dy que fica entre os segmentos Vy e Jy. Primeiramente o
segmento Dy é unido ao segmento Jy formando DJy, e em seguida 0 segmento Vy € também
unido ao segmento DJy (Figura 2) formando a regido variavel completa de uma cadeia pesada
(AFSHAR et al., 2013).
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Figura 2. Representagdo esquematica da formagéo das cadeias leve e pesadas das imunoglobulinas pela uniéo dos segmentos
génicos V e J (cadeia leve) e V, D e J (cadeia pesada). (Fonte: Janeway, 2005)

O locus murino dos segmentos Vy de cadeia pesada, esta localizado no cromossomo
12 e consiste de uma regido de 3.1 Mb, onde cerca de 141 segmentos, dos quais 104
funcionais, podem ser encontrados, estes sdo divididos em 15 familias (subgrupos). O
segmento Vi contém em sua sequéncia regides para a formacao das CDR H1 e H2. A CDR
H3 é formada pelo segmento Vi, Dy e o inicio do segmento Jy (DE BONO, MADERA e
CHOTHIA, 2004).

As cadeias leve e pesada apresentam trés CDRs cada, a mais variavel ¢ a CDR3 da
cadeia pesada, pois € formada por mais fragmentos génicos durante a recombinacdo, além
disso, outros mecanismos envolvidos na ligacdo desses fragmentos inserem nucleotideos de
forma aleatdria, conhecidos como adi¢cdo de nucleotideos N, mais comuns em juncdes da
cadeia pesada, e adicdo de nucleotideos P. Essa maior variabilidade confere a CDR H3 uma
maior relevancia quando se investiga a ligacdo antigénica do anticorpo (JACKSON et al.,
2004; REPASKY et al., 2004).

Apesar da bem estabelecida importancia da CDR H3 para a ligacdo antigénica, as
CDR1 e CDR2 séo também necessarias para a defini¢do dessa ligacdo. Além, disso as regides
fora das CDRs (frameworks) também desempenham papel na conformacdo da molécula para
que os sitios de ligacdo localizados nas CDRs fiquem expostos de modo a favorecer a
afinidade dessa molécula ao antigeno. Foi reportado que em torno de 20% dos aminoéacidos de
anticorpos que interagem com o antigeno podem se encontrar fora das CDRs, e que estes, sdo
tdo importantes para a ligacdo ao antigeno quanto os que se localizam dentro das CDRs
(KUNIK, PETERS e OFRAN, 2012)

2.3 DESENVOLVIMENTO DOS LINFOCITOS B

Os linfécitos B sdo originadas de células tronco hematopoiéticas localizadas na
medula 6ssea, durante esse processo hd uma intensa e coordenada cascata de sinalizacdo
molecular externas e internas as células progenitoras que guiam o processo de diferenciacdo
celular, a partir de uma célula multipotente. Esse processo de sinalizacdo ¢ marcado por
checkpoints que vao definindo passo a passo o destino da celula até a maturacao linfocitos
(LEBIEN e TEDDER, 2008).
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O ambiente da medula déssea fornece os sinais necessarios para a diferenciacdo das
celulas B. Os sinais externos sdo produzidos pelas células estromais que interagem
intimamente com os linfocitos em desenvolvimento, fornecendo citocinas que controlam a
diferenciacéo e proliferacdo dessas células. A citocina IL-7 secretada pelas células estromais,
por exemplo, € fundamental para o crescimento e a sobrevivéncia dos linfécitos B em
camundongos (HARA et al., 2012; WEI, ZEFF e GOLDSCHNEIDER, 2000).

Os estagios do desenvolvimento podem ser identificados e caracterizados pelos
marcadores de superficie dessas células (Figura 3). Os principais estagios do desenvolvimento

séo tratados a seguir.
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Figura 3. Etapas do desenvolvimento dos linfocitos B. (Adaptada de Méartensson et al. 2010)

A primeira etapa de diferenciacdo ocorre quando a célula se encontra no estagio pr6-B
no qual ocorre a recombinacdo dos segmentos génicos D-J da cadeia pesada e a expressdo
caracteristica dos marcadores de superficie B220*, CD117" e CD93". Posteriormente, na fase
pré-B as células B apresentacdo a juncdo do segmento V aos segmentos D-J ja recombinados,
obtendo-se dessa forma o segmento VDJ completo, possibilitando a expressdo da nova cadeia
pesada (uH). Nessa fase também se inicia a expressao do pré-BCR (receptor das células pré-
B), onde ocorre o pareamento da cadeia pesada (uH) com cadeia leve substituta (SLC). E
nessa etapa também que as células sdo estimuladas através do pré-BCR possivelmente por
antigenos proprios selecionando negativamente as células que ndo atenderem aos requisitos
desta sinalizacdo, enquanto as células com sinalizacdo satisfatoria sdo induzidas a proliferar.
Apos a selecdo exercida pela sinalizacdo do pré-BCR, sua expressdo é reduzida e as células

cessam a proliferacdo entrando no estagio pré-Bll. O proprio pré-BCR regula negativamente a
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expressdo dos genes codificadores dos componentes que formam a SLC, VpreB e AS,
reduzindo a expresséo da SLC (PARKER et al., 2005).

No final da fase pré-Bll o pré-BCR deixa de ser expresso na superficie celular e a
expressdo da SLC ndo € mais detectada. Nesse momento, os genes RAG (recombination-
activating gene) sdo expressos novamente e a cadeia leve convencional (LC) sofre
recombinacéo, e entdo passa a ser expressa junto com a cadeia pesada (uH), posicionando na
superficie celular o receptor de células B, 0 BCR. Este receptor é expresso na forma de um
anticorpo IgM e posteriormente co-expresso com a forma IgD, que ndo é secretado neste
momento, permanecendo ligado a membrana celular. A partir dai as células sdo consideras
células B imaturas, que deixam a medula éssea e migram para 0 bago onde completaram o
ciclo de desenvolvimento, podendo se tornarem células de memoria ou plasmécitos apos o
reconhecimento de um antigeno (MARTENSSON et al., 2010).

2.4 PRE-BCR

O pré-BCR diferentemente do BCR expresso em células B desenvolvidas, € formado
por uma cadeia pesada e uma cadeia leve ndo convencional, conhecida como surrogate light
chain (SLC). A SLC invariante é formada por dois polipeptidios VpreB e A5, ligados de
forma n&o-covalente, a porcdo A5 se liga covalentemente a cadeia pesada de forma similar a
ligacdo observada com a cadeia leve convencional (BANKOVICH et al., 2007). Também
apresentam regibes Unicas (tails) que podem ser importantes para a sinalizacdo, através de
contato direto com as células estromais da medula (BRADL et al., 2003).

Light chain

AS-tail

€ Heavy chain ———

Pre-BCR BCR

Figura 4. Comparacio esquematica do pré-BCR com o BCR. (Adaptado de Almqvist e Martensson, 2012).
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O pré-BCR é expresso na superficie celular na fase pré-B do desenvolvimento e em
niveis menores quando comparado com o BCR. Células que ndo expressam ou n&o
conseguem o pareamento satisfatorio da SLC com a VH sdo incapazes de proliferar
corretamente e progredir para 0s proximos estagios do desenvolvimento. A importancia da
SLC para o desenvolvimento das células B foi observada em camundongos deficientes para
algum dos dois componentes formadores desta cadeia (VpreB e A5) ou alguma molécula
dessa via de sinalizacdo. As células B desses animais apresentam defeitos na expressao de
marcadores de maturacdo, no rearranjo da cadeia leve e uma capacidade de proliferacéo
aumentada quando estimulada por IL-7 (SHIMIZU et al., 2002). Em outro estudo, foi
observado que camundongos com gendtipo SLC’/" produziram anticorpos anti-DNA e anti-
nucleares (ANAs), onde também foi observado o aumento da presenca de aminoacidos de
carga positiva nas CDRs H3 dos anticorpos desses camundongos depois do checkpoint, o que
ndo foi observado no controle (SLC*/"). Apesar do fenétipo apresentado, os camundongos

SLC’/ ndo apresentaram sintomas de nenhuma doenca autoimune (KEENAN et al., 2008).

Também foi observado que a expressao a expressdo ectopica de VpreB e A5 de células
B maduras (fora do contexto de desenvolvimento celular) de camundongos transgénicos
promoveu uma leve ativacdo dos linfocitos B, porém nenhum sinal de autoimunidade foi
detectado, e que curiosamente a expressdo prolongada de VpreB protegeu o animal de artrite

induzida pela inducdo dose-dependente de delecdo clonal e anergia (KIL et al., 2015).

Em humanos, apenas um paciente foi estudado. O individuo apresentava mutacdes nos
dois genes formadores da SLC (A5 e 14.1), resultando em severo bloqueio do
desenvolvimento de linfocitos B, e consequentemente uma contagem baixa de linfécitos B
circulantes, além disso, foi observado a auséncia de anticorpos contra doengas para as quais 0
paciente tinha sido vacinado, indicando possivel auséncia de células B de memoria
(MINEGISHI et al., 1998).

2.5 INTERACAO ANTICORPO-ANTIGENO

Os anticorpos sdo moleculas especializadas na ligacdo ao antigeno. Como citado
anteriormente, mecanismos que permitem a recombinacdo dos genes responsaveis pela
formacdo dos dominios variaveis dos anticorpos permitem uma variabilidade imensa de
ligantes, sendo virtualmente plausivel encontrar anticorpos ligantes para todos os antigenos

existentes. A alta afinidade e especificidade desses anticorpos pelos antigenos que apds a
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ligacdo irdo ser inativados e/ou marcados para destrui¢do sdo cruciais para o desenvolvimento

da resposta imune mediada pelos linfocitos B.

As interagdes anticorpo-antigeno sdo feitas por ligacdes ndo-covalentes e as principais
regides do anticorpo que entram em contato direto com o antigeno sdo as CDRs. Estas regides
sdo de grande importancia para a ligacdo ao antigeno, porém regides criticas para a afinidade
podem residir fora das sequéncias das CDRs (KUNIK, PETERS e OFRAN, 2012). Os
frameworks também fazem parte da porcéo variavel, porém sdo regides mais conservadas e
sdo responsaveis pela formacéo estrutural da regido variavel do Fab, sendo importante para o
correto dobramento da molécula naquela regido, expondo as CDRs para 0 meio externo. As
CDRs formam uma estrutura em loops caracteristicas, que irdo entrar em contato direto com
antigeno (HSU et al., 2014).

A figura 5 apressenta uma representacdo deduzida por ressonancia magnética nuclear
(NMR) do complexo de ligagdo de um fragmento de anticorpo que preserva apenas 0S
dominios de ligacdo ao antigeno (scFv) onde é possivel observar a formacdo dos loops
caracteristicos, formados por residuos conservados dentro das CDRs. Também € possivel
perceber o contato direto de praticamente todas as CDRs com o antigeno IL-1f (interleucina

1B) representado em cinza (NORTH, LEHMANN e JR, 2012; WILKINSON et al., 2009).

CDR L3 CDR H3

Figura 5. Representacdo da ligacéo estabelecida entre as regiGes de um scFv (colorido) e seu antigeno alvo (cinza)
(Adaptada de Wilkinson et al., 2009).

Ainda que a CDR H3 seja conhecidamente a regido mais variavel e por isso mais
importante para a ligacdo ao antigeno, ndo necessariamente determina por si s a ocorréncia
ou ndo da ligacdo ao antigeno. Uma biblioteca de sequéncias com variabilidade similar foi
criada para a CDR H3 e CDR L3 na construcdo de moléculas recombinantes, tal incremento
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de variabilidade né&o natural na CDR L3 levou a sele¢do de sequéncias variadas dessa cadeia,
enquanto pouco enriquecimento foi observado para a CDR H3, apresentando sequéncias
inertes para a ligacdo (PERSSON et al., 2013). Tal fato indica a possibilidade de que na
auséncia da CDR H3 com potencial de ligacdo para determinado antigeno, outras CDRs

podem assumir o papel de principal ligante.

2.6 ANTICORPOS ANTI-DNA

Existem anticorpos que reconhecem ndo apenas estruturas de origem externa ao
organismo, mas também estruturas préprias. Essa caracteristica de reconhecimento do proprio
tem sido apontada como a provavel causa inicial para o desenvolvimento de doencas
autoimunes. Anticorpos auto-reativos sdo caracteristicos de algumas doencas autoimunes, o
exemplo classico € o lupus eritematoso sistémico (LES), condicdo patoldgica na qual o corpo
ataca seus proprios tecidos saudaveis, podendo afetar a pele, juntas, rins, cérebro e outros
6rgdos (ARBUCKLE et al., 2001).

Anticorpos anti-DNA sdo comumente encontrado no soro desses pacientes em algum
estadgio da doenca, servindo como indicacdo para diagnostico e monitoramento do quadro
patoldgico. Ainda ndo esté claro o papel danoso desses anticorpos no LES, o fato é que eles
estdo presentes em cerca de 70% dos individuos doentes em algum estagio, principalmente
nos tecidos afetados (ISENBERG et al., 2007). Porém, anticorpos anti-DNA sdo também
encontrados no soro de pacientes saudaveis, e € aqui onde a questdo se complica. Sera que
esses anticorpos encontrado em pacientes com LES tém realmente algum papel critico para o
estabelecimento da doencga? Se sim, por que individuos saudaveis ndao apresentam sintomas da
doenca? Claro que n6s sabemos que uma série de fatores de regulacdo tém que falhar para o
estabelecimento de uma condi¢do autoimune, porém essas sao questdes fundamentais para se

entender a origem e manutencdo desses anticorpos pelo organismo.

Algumas evidéncias indicam que células B que expressam anticorpos auto-reativos
tendem a serem selecionadas negativamente durante o desenvolvimento. O que pode soar
estranho ja que esses anticorpos podem ser encontrados em individuos saudaveis, porém em
um nivel menor. De fato, alguns anticorpos auto-reativos, ja foram descritos como agentes
que auxiliam na manutencdo da homeostase do organismo, por exemplo, na remocdo de
células apdptaticas prevenindo os efeitos adversos do acimulo desse material que pode ativar
a resposta imune adaptativa resultando em uma condicdo autoimune (BOES et al., 2000). O

panorama que se desenha no que diz respeito a anticorpos auto-reativos, é que estes ndo sao
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apenas produtos de mau funcionamento do sistema, mas sdo Uteis para o funcionamento
normal do organismo, e que mecanismos de controle e tolerancia mantém células

potencialmente auto-reativas sob vigilancia.

2.6.1 Caracteristicas dos anticorpos anti-DNA

Anticorpos anti-DNA s&o usados como modelo para o estudo dessas interaces. As
analises entre essas moléculas e o objeto de estudo sdo importantes para a identificacdo de um
padrdo, um fingerprint que permita a identificacdo rapida desses anticorpos. Na pratica, essa
caracteristica é diversificada, tornando essa uma tarefa ndo tdo simples. De fato, existem
tracos caracteristicos de anticorpos anti-DNA, como a presenca acentuada de aminoacidos
positivamente carregados nas CDRs, principalmente arginina (R), mas a auséncia desse

padrdo ndo anula a possibilidade da auto-reatividade (SONG et al., 2008).

O anticorpo BV04-01 é um modelo para o estudo de anticorpos anti-DNA, essa
molécula € um fragmento Fab derivado de auto-anticorpos de camundongos modelo para
LES. A cristalizacdo desse peptideo foi alcancada enquanto ligado a um trinucleotideo de
timinas, o que permitiu a observacdo da interacdo e modificacdes conformacionais que
permitiram a ligacdo entre essas duas moléculas. As regides da CDR3 das cadeias leves e
pesadas passaram por pequenos ajustes conformacionais durante a formacdo do complexo, o
que fez com que a estrutura de fosfato e agucar do trinucleotideo adotasse uma conformacéo
estendida, expondo os sitios para a interacdo com a proteina. O primeiro nucleotideo estava
ligado somente a cadeia pesada (\VVH) através de pontes de hidrogénio com residuos de serina
(S) e asparagina (N), o segundo nucleotideo estava interagindo com as duas cadeias, através
de ligacdo ibnica com um residuo de arginina (R) da cadeia pesada e o terceiro nucleotideo
estava ligado apenas a cadeia leve (VL), o sitio de maior interacdo estava localizado no
segundo nucleotideo, onde a densidade estrutural permitiu a compactacdo e formacdo de
pontes de hidrogénio (HERRON et al., 1991).

A cristalizacdo de outro complexo com um fragmento de anticorpo ligante a oligo
(dT), Fab-dTs, mostrou que apesar destes anticorpos possuirem os mesmos ligantes, as
ligagbes podem se estabelecer de formas diferentes no que diz respeito as regides de maior
relevancia para a formacdo do complexo. Observou-se que a CDR H3 na formagdo do
complexo BV04-01-dT; desempenha um papel importante interagindo com dois nucleotideos,
formando uma estrutura essencial para a afinidade. Ja na formacdo do complexo Fabl-dTs a
CDR H3 interage com 4 nucleotideos, porém essa interacdo é fraca. A CDR L2 néo é
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utilizada para a formacdo do complexo BV04-01-dT3 porém é essencial para a formagédo do
complexo Fabl-dTs entre outras diferencas (TANNER, KOMISSAROV e DEUTSCHER,
2001).

2.7 FRAGMENTOS DE ANTICORPQOS, scFv

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante a manipulagédo e engenharia de
moléculas se tornou possivel. No campo da imunologia, varios anticorpos, na forma de seus
fragmentos, passaram a ser construidos, visando-se um melhor desempenho da molécula para
determinada finalidade, seja para a utilizagdo na pesquisa, diagnostico ou terapéutica
(KONTERMANN, 2010)

Dentre estes fragmentos de anticorpos, os scFvs (single-chain fragment variable) séo
moléculas formadas apenas pela regido variavel do anticorpo, uma porcéo variavel da cadeia
pesada € ligada por linker peptidico de 15 aminoacidos (GGGGS x3) a uma porcao variavel
da cadeia leve (Figura 6). A presenca apenas da regido variavel dos anticorpos, permite que a
mesma funcdo exercida por esse dominio na molécula inteira, seja também desempenhada

pelo scFv, que é a ligagdo ao antigeno (NELSON, 2010).

linker

Figura 6. Desenho esquematico de anticorpo inteiro (esquerda) e um fragmento scFv (direita).

Essas moléculas foram idealizadas tanto para a aplica¢do clinica, por apresentarem
caracteristicas vantajosas, a penetrabilidade tecidual dessas moléculas ¢ uma delas. Porém
essas moléculas podem também ser utilizadas na pesquisa, alta especificidade e tamanho

também sd@o aproveitadas nessa area. Os scFvs sdo moléculas pequenas, cerca de 30 kDa,
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ideais para sistemas de expressao bacteriano, no qual é possivel expressar moléculas simples

com qualidade e em grandes quantidades (AHMAD et al., 2012).

2.8 EXPRESSAO DE PEPTIDEOS EM CELULAS BACTERIANAS

Sistemas de expressdo bacterianos sdo amplamente utilizados, sendo cepas de
Escherichia coli a mais utilizada. O sistema de expressdo ja bem estabelecido favorece a
escolha desses organismos que em se tratando de proteinas de pouca complexidade
desempenham com éxito essa funcdo. Varios aspectos sdo levados em consideracdo nesses
sistemas como, a estrita regulacdo dos promotores procarioticos que permitem uma alta
expressdo génica, o codon usage ideal, bem como as diferentes linhagens variantes que
permitem a escolha do melhor sistema disponivel para a expressdo heter6loga, contribuindo
para sua estabilidade, integridade e atividade biologica (BILGIMOL et al., 2015).

Muitos sistemas de expressdo bacteriana, como o pET, apresentam um sistema de
expressdo baseado no gene 10 do fago T7. O gene de interesse é regulado pelo promotor T7
de fagos, considerado um promotor forte, este permite producdo de proteinas em grandes
guantidades, a expressdo é induzida fornecendo-se uma fonte de RNA polimerase T7. Cepas
modificadas para a expressdo heter6loga apresentam no seu genoma o gene para codificar a
RNA polimerase T7 derivada de fagos, essa polimerase esta sob o controle do promotor lac,
tendo sua expressdo induzida na presenca de IPTG. A polimerase viral se faz necessaria pelo
fato do promotor T7 no plasmideo ser especifico, a RNA polimerase constitutiva da cepa
bacteriana ndo se liga ao promotor viral. A ativagdo faz com que grande parte do metabolismo
celular seja deslocado para a expressao génica, em poucas horas a quantidade da proteina de

interesse pode representar mais de 50% do total de proteina na célula (TERPE, 2006).

Seria esperado haver pouca ou nenhuma expressdo na auséncia de um indutor e que a
expressdo se iniciaria no momento em que o indutor fosse adicionado, porém nem sempre
isso ocorre, outros fatores que ndo somente a presenca do indutor estdo envolvidos na
eficiéncia da expressdo. O AMP ciclico e seu receptor (CAP), por exemplo, também sdo
necessarios para a expressdo, o complexo CAP/cAMP se liga préximo ao promotor e estimula
a expressdao da RNA polimerase T7. Os niveis de CAMP nas células é dependente da fonte de
carbono utilizada, na presenga de glicose os niveis CAMP caem, dimuindo a formacdo do
complexo que ativaria a expressdo da RNA polimerase T7, dessa forma a transcrigéo do gene

de interesse também serd baixa. Na auséncia de glicose, a célula utilizara outras fontes de
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carbono, subindo os niveis de cAMP, permitindo a formacéo do complexo, que resultard na
eficiente producéo da proteina de interesse (NOVY e MORRIS, 2001).

Os controles dos mecanismos de expressao sdo fundamentais para a producéo eficiente
da proteina. Algumas cepas, possuem o plasmideo pLysS, que expressa a lisozima T7, uma
inibidora da T7 RNA polimerase. As utilizagOes desses mecanismos adicionais de controle da
expressao sdo dependentes do impacto da producdo da proteina heterdloga na célula
bacteriana, visando-se uma maior eficiéncia na producdo principalmente de produtos toxicos
para as células (ZHANG e STUDIER, 1997).

2.9 HIPOTESES

A presenca de sequéncias germinais das familias de cadeia pesada, principalmente
VH10, descritas como ligantes a acidos nucleicos é um fato que merece atencdo, uma vez que
mais da metade das sequéncias anotadas de VH10 foram descritas com essa caracteristica
(Tabela 1). A presenca de uma afinidade intrinseca dessa familia para com o DNA pode estar
relacionada com o processo de desenvolvimento dos linfocitos B, uma vez que essas células
necessitam de estimulos, provavelmente mediados por antigenos proprios (como o DNA)
ainda na medula dssea, e consequentemente no estabelecimento do repertdrio primario de
células B maduras potencialmente auto-reativas. Na tentativa de demonstrar indiretamente
essas possibilidades, nds pretendemos simular a possivel interacdo de um pré-BCR composto
de uma VH com sequéncia germinal de VH10 ou VH4 (controle) e da cadeia leve substituta

(SLC), expressa somente em células no estagio pré-B do desenvolvimento.

Além disso, a afinidade a acidos nucleicos observada para membros da familia VH10
sugere que elementos do fragmento génico V contribuem significativamente para a
especificidade pelo DNA. Testamos essa hipétese selecionando peptideos de CDR H3 por
phage display para afinidade a DNA fita simples (sSDNA). Os fagos selecionados foram
sequenciados em alto desempenho o que permitiu a analise de um grande numero de
sequéncias. Utilizando uma abordagem entrdpica, mostrou-se que um fragmento génico V da
familia VH10 apresenta uma certa independéncia do segmento CDR H3 para a ligacdo ao
ssDNA, diferentemente do observado para VH4, que se mostrou mais restritivo no aspecto de
diversidade de CDR H3 compativeis. (COSTA, 2012).

Tal anélise nos levou a questionar se 0 CDR H3 no contexto VH10 é de fato o
principal fator para a ligagdo antigénica, quando as evidéncias apontam para regides fora da

CDR H3. Provavelmente elementos do fragmento génico V contribuem de forma efetiva para
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a afinidade pelo DNA. Nesse trabalho iremos além, perguntando que se temos reatividade
dependente de do segmento génico V gene, e se podemos elimina-la, modificando elementos

estruturais como a CDR H2.



Tabela 1: Andlise das sequéncias de segmentos génicos VH murinos depositados no banco de dados Genbank anotados quanto a especificidade
(Adaptado de COSTA, 2012).
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Familia Sequiéncias Freqiiéncia de Média do  Freqiiéncia  Freqiiéncia Numero de Freqiiéncia de Freqiiéncia
depositadas’ seqiiéncias  numero de  das familias/  de germi- seqjiilencias seqiiéncias de ligantes/
das familias> germinais® n? de nais' (%) ligantes a dcidos ligantes em cada  seqiiéncia
germinais nucléicos® familia® (%) de germinais
VH1 2348 66,6 100,0 0.7 56,7 422 18.0 0,2
VH2 237 6,7 15,0 0.4 8.5 96 40,5 2,7
VH3 148 4,2 6.5 0.6 3,7 19 12.8 2.0
VH4 32 0.9 2.0 0.5 1,1 0 0.0 0.0
VH5 327 9.3 12.0 0.8 6.8 120 36.7 3.1
VH6 101 2,9 11,0 0.3 6,2 14 13.9 1.3
VH7 170 4.8 3.0 1.6 1.7 45 26,5 8.8
VHS 14 1,2 8.5 0.1 1.8 5 114 3
VH9 66 1,9 6.0 0.3 3.4 6 9.1 1.5
VH10 37 1.0 3.5 0,3 2,0 22 59.5 17,0
VH11 9 0.3 3.5 0.1 2.0 0 0.0 0.0
VHI12 1 0,0 1.0 0.0 0.6 0 0,0 0.0
VHI13 1 0.0 1.0 0.0 0.6 0 0,0 0.0
VH14 4 0.1 3.5 0.0 2,0 0 0.0 0.0
Total 3525 100.0 176.5 - 100.0 749 - -

!Numero de sequéncias depositadas em bancos de dados contendo CDR H3 de cada familia
*Percentual de sequéncias de cada familia na amostra analisada
®Média do niimero estimado de segmentos germinais levando em conta as diferentes linhagens de camundongos
*Namero de segmentos germinais de cada familia dividida pelo repertério total de VH
*Numero de sequéncias descritas como ligantes a acidos nucléicos

NGimero de sequéncias ligantes a acidos nucléicos dividido pelo niimero total de sequéncias de cada familia
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3 ABORDAGEM EXPERIMENTAL

Anticorpos anti-DNA, como : . -
VH10, podem estar envolvidos no Simular ,lnteragao
desenvolvimento dos linfécitos B? do pré-BCR

= [ooe] ] Voret1 ]

Mudangas na CDR H2
podem alterar a afinidade
de VH10 ao DNA?

Figura 7. Modelo generalizado do scFvs produzidos.

Na tentativa de responder algumas de nossas hipdteses, nds construimos 4 moléculas no
formato scFv. Sendo dois desses polipeptideos formados pela sequéncia germinal de VH da familia 4
ou 10, acompanhados pela cadeia leve substituta (SLC) (Figura 7), e 0s outros dois scFvs nos quais as
duas moléculas originais apresentavam a CDR2 trocadas entre si. As sequéncias génicas foram
clonadas em vetor de expressao bacteriana para a producdo dessas moléculas as quais serdo testadas
com relacdo a afinidade a sSDNA (single stranded DNA). Na figura 8 é apresentado o
esquematicamente 0s passos da abordagem experimental.

Ensaios de afinidade
(ELISA, Biacore)

VRN "ﬁ" (
et - Y
s +
4 \f_}" § ssDNA

e o om . ‘/4 N\
- | B VY Ve
[
.
we -
VI aq ™
(N 7:;:“ \
e L - R VY v
o
o B com e
- - | coa:vay

Figura 8. Representagdo esquematica da abordagem experimental
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

e Produzir e testar a afinidade de scFvs em um contexto VpreBJ com énfase nas
diferengas da CDR H2 da cadeia variavel pesada de sequéncias germinais das familias
VH10 e VH4.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Construir quatro sequéncias recombinates de scFvs no contexto VpreBJ com

sequéncias germinais das familias VH10 e VH4.

e Clonar as sequéncias desenhadas no vetor piglé para a producdo de fragmentos de

anticorpos recombinantes.

e Identificar as condi¢des ideais para a expressdo de proteinas soluveis.

e Produzir as proteinas recombinantes através da expressao heteréloga em bactérias.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 MATERIAL
5.1.1 Linhagens bacterianas

XL1-Blue (Stratagene ®) (amplificag¢ao e clonagens) — recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17
supE44 relAl lac [F* proAB laclqgZ M15Tn10 (TetR )] (Sambrook et al., 1989)

BL21 (DE3) pLysS (expressdo heterdloga) — F-, ompT, hsdSB [I(rB-, mB-), dcm, gal
(DE3), pLysS, Cm'

5.1.2 Meios de cultura e solucges afins
Meio LB (Luria-Bertani)

Peptona de caseina 1% (p/v)

Extrato de levedura 0,5% (p/v)

NaCl 1% (p/v)

pH 7,0

Meio LB agar

Meio LB + Agar bacteriol6gico 1,4% (p/v)
Meio SB (Super Broth)

Peptona de caseina 3% (p/v)

Extrato de levedura 2% (p/v)

MOPS 1% (p/v)
Meio SOB
Bacto-triptona 2% (p/v)

Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 0,06% (p/v)

KCl 0,002% (p/v)
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pH 7,0

Meio SOC

Meio SOB 98ml
Soluc&o estoque de Mg®* 2M iml
Solucdo estoque de glicose 2M iml

Solucéo estoque de glicose 2M
Esterilizada por filtracdo e estocada a 4°C
Solucéo de estoque de Mg 2M
MgCI? 1M
MgSO* 1M
Esterilizada por filtracdo e estocada a 4°C
Antibioticos
e Ampicilina, Tetraciclina e Cloranfenicol

Os antibiodticos liofilizados foram ressuspendidos em agua MiliQ na concentracdo de
20mg/mL. Apos a ressuspensdo, foram esterilizados por filtragdo em membrana Millipore de
0,22 um e entdo estocados a - 4°C (ampicilicina e tetraciclina) ou - 20°C (cloranfenicol)
protegidos da luz. Antibidticos esses utilizados como marca de selecdo

para plasmideos transformados em células de E. coli (XL1 blue e BL21(DE3)p LysS).
Solucéo de IPTG

Solucdo de isopropil-tio-p-D-galactosideo (IPTG) dissolvido em &gua em solugdo

estoque de 100 mM e esterilizado por filtragdo em membrana Millipore de 0,22 pum.
5.1.3 Solucdes para extracdo de DNA plasmidial caseira

Solucéo |

Tris-HCI pH 8,0 25 mM

EDTA pH 8,0 10 mM



Glicose 50 mM
Solucéo 11

NaOH 0,2M
SDS 1,0% (p/v)
Solucéo 111

Acetato de potassio 3 M
Acido Acético 2M

pH ajustado para 4,8 - 5,0
RNAse A

RNAse A (Invitrogen®).
Clorofane

Fenol equilibradoem pH 7,6 1 v
Cloroférmio 1lv

B-hidroxiquinilona  0,05% (p/v)

Equilibrado com 0,1 v de Tris-HCI 100 mM pH 7,6

Clorofil

Cloroférmio 24 v

Alcool isoamilico 1v

Equilibrado com 0,25 v de tampédo TE

Etanol 100%
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Etanol 100% (v/v)
Etanol 70%

Etanol 70% (v/Iv)
Isopropanol 100%

Isopropanol 100% (v/v)
Acetato de sédio 3 M, pH 4,8

Utilizada para precipitacdo de DNA em preparacao de pequena escala.

5.1.4 Solugdes e reagentes para eletroforese em gel de agarose e poliacrilamida

Tampéo de corrida TEB 10X pH 8

Trizma base 0,89 M
Acido borico 0,89 M
EDTA 0,02 M
dH20 g.s.p 1L

Tampéo de corrida TAE 50X pH 8
Tampéo Tris-Acetato 2M
Trizima-base 2429

Acido Acético Glacial 57,10ml
EDTApHS8 0,05M

dH20 g.s.p 1L

Colunas para extracido de DNA de gel de agarose para FreezeSqueeze
Ultrafree DA Centrifugal Unit (Millipore®)

Solucéo de brometo de etideo 20.000X

Brometo de etideo 10 mg/mL
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Tampéo de corrida SDS-PAGE

Trizima base 125mM
Glicina 125mM
SDS 0,5% (p/v)

Tampéao de amostra 5X SDS-PAGE
Tris-HCI pH 6,8 250mM

SDS 10% (p/v)
Glicerol 50% (v/v)
B—mercaptoetanol  10% (v/v)

Azul de bromofenol 0,5% (p/v)

Acrilamida 30% (29:1)

Acrilamida 145¢
Bis-acrilamida 5¢
dH,O q.s.0. 500ml

Estocar a 4°C ao abrigo da luz.
Tris-HCI 1.5M pH 8,8

Tris 36,349
dH,O g.s.0. 200ml
Tris-HCI 0,5M pH 6,8

Tris 12,119

dH,O q.s.0. 200ml
APS 10% (p/v)
Persulfato de aménio 100mg/ml

TEMED (N,N,N,N)- tetrametiletilenodiamina
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Gel concentrador 5% SDS-PAGE
Solucéo de acrilamida/bis-acrilamida (29:1)

Tris-HCI pH 6,8 0,83 ml

SDS 50 pl
APS 50 ul
TEMED 5 pl

Gel separador 12% SDS-PAGE
Solucdo de acrilamida/bis-acrilamida (29:1)

Tris-HCI pH 8,8 4 ml

SDS 100 ul
APS 100 ul
TEMED 4 pl
Tampédo TE

Tris-HCI pH 8,0 10 mM

EDTA pH 8,0 1mM

Tampéo Tris

Tris-HCI pH 8,0 10 mM

3,4 ml

3,3ml

5.1.5 Marcadores moleculares para DNA e proteina

1kb plus DNA Ladder (Invitrogen®)

High Mass DNA Ladder (Invitogen®)
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BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen®)
BenchMark™ Pre-stained Ladder (Invitrogen®)
5.1.6 Kits

QIAGEN Plasmid Miniprep Kit (100) — para extracao plasmidial em pequena escala
QIAGEN Plasmid Midiprep Kit (100) — para extracdo plasmidial em média escala

5.1.7 Enzimas e tampdes

Cfr9l (Xmal) (10X Cfr9l buffer) 10U/ul (Thermo Scientific)
PfI12311 (BsiW1) (10X Tango buffer) 2U/ul (Thermo Scientific)
Ncol (10X Cutsmart® buffer) 10U/ul (Biolabs)

EcoRI (10X NEBuffer 2.1) 10U/ul (Biolabs)

Pvull (10X NEBuffer 3.1) 10U/ul (Biolabs)

T4 DNA ligase (5X buffer) 5U/ul (Invitrogen®)

5.1.8 Solucdes para células eletrocompetentes e choque térmico

Glicerol — Solugéo estoque

Glicerol 50% (v/v)

Cubetas de eletroporacéo
(Gene Pulser/MicroPulserCuvettes, Biorad®)

Solucéo de CaCl,
CaCl, 50 mM
Esterilizada por filtragéo e estocada a 4° C
5.1.9 Solucdes e tampdes para Western Blot

Tampéo PBS (Phosphate-Buffered Saline) 10X, pH 7,4



NaCl 15M
Na;HPO,4 0,1M
NaNs3 0,02% (p/v)
Tampao PBST 1X,pH 7,4

PBS 1X acrescido de Tween 20 na concentracdo final de 0,1% (v/v)
Solucéo descorante para coloracdo com Comassie

Metanol 20% (v/v)

Acido acético 5% (V/V)

Tampao de transferéncia semi-seca

Trizima-base 48mM
Glicina 39Mm

SDS 0,037% (p/v)
Metanol 20% (v/v)

Tampao de fosfatase alcalina (APB)
Tris-HCI pH 9,5 100mM

NaCl 100mM

MqgCl, 5mM

Solucéo de Bloqueio

Leite em p6 desnatado 5% (p/v)

Dissolvido em PBST 1X

Membrana de Nitrocelulose

Hybond-C Extra (Amersham® Bioscience)
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5.1.10 Anticorpos

IgG humana Pierce® - Thermo Scientific

IgG de coelho — Thermo Scientific

Anti-IgG humana — Anticorpo com fosfatese alcalina produzido em bode - SIGMA
Anti-1gG de coelho - Anticorpo com fosfatese alcalina produzido em bode - SIGMA

5.2 METODOS
5.2.1 Preparacéo de DNA plasmidial.
Em pequena escala (adaptado de Sambrook e Russel, 2001).

1. Aproximadamente 5 mL de cultura de células de E. coli, transformadas com o plasmideo de
interesse, crescidas em meio LB/Amp (150 ug/mL) durante 16 horas a 37 °C, foram coletados
por meio de duas centrifugacdes de 5 min a 5.000 rpm em microtubos de 1,5 mL, sendo o

sobrenadante desprezado a cada centrifugagao.

2. O sedimento foi ressuspendido em 200 uL de Solucgédo 1. Incubava-se as amostras no gelo

por 5 min.

3. Adicionadou-se 400 uL de Solucdo Il e as amostras eram homogeneizadas, por meio de

inversdo do tubo vérias vezes, e estas eram incubadas a temperatura ambiente por 5 min.

4. Eram entdo adicionados 300 uL de Solugéo 111, 0 mesmo procedimento de homogeneizagéo

era repetido, e as amostras eram incubadas no gelo por 10 min.

5. As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 15 mina 4 °C.

6. Ao sobrenadante foi adicionado 5 uLL de RNAse A e incubava-se por 1 hora a 37 °C.

7. Em seguida adicionadou-se 300 uL de clorofane e, ap6s forte homogeneizacéo, as amostras

eram centrifugadas por 5 min a 5.000 g a temperatura ambiente, a fase aquosa era coletada

para outro tubo.
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8. Posteriormente adicionou-se 300 uL de clorofil e 0 mesmo procedimento anterior de para
homogeneizar as amostras, em seguida 0s passos de centrifugacdo e coleta eram repetidos.

9. Em seguida foram adicionados 2v de etanol absoluto gelado e as amostras eram incubadas

a -20 °C por no minimo 2 horas.

10. As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 45 min a 4°C. O sobrenadante era

desprezado.

11. Finalmente adicionou-se 1 mL de etanol 70% gelado e as amostras eram novamente

centrifugadas a 12.000 rpm por 15 min a 4 °C. O sobrenadante era desprezado.

12. O sedimento foi seco a vacuo ou por simples exposi¢cdo ao ar e ressuspendido em 50 puL
de TE ou agua MiliQ e as amostras conservadas a — 20°C.

5.2.2 Preparacao de células competentes e transformacao bacteriana.

Por choque térmico-CaCl, (adaptado de Maranhéo, 2003).

1. Foram inoculados 500 pL de um pré-indculo, feito a partir de uma coldnia isolada da célula
de interesse, em 50 mL de meio LB. O in6culo foi incubado a 37 °C a 220 rpm até a cultura
atingir uma densidade 6ptica a 600nm (OD600) de 0,1 a 0,3.

2. Centrifugou-se o inéculo a 3.000 x g por 15 min a 4 °C, o sobrenadante era desprezado.
(Apos essa etapa é importante que em todas as etapas subsequentes as células sejam mantidas
resfriadas para evitar uma perda de eficiéncia).

3. O sedimento foi ressuspendido em 10 mL de solucdo de CaCl2 50mM estéril gelada, com

movimentos suaves.

4. Centrifugou-se novamente a solugdo a 3.000 x g por 15 min a 4 °C, o sobrenadante era

desprezado.
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5. O sedimento foientdo ressuspendido em 1 mL de solugdo de CaCl2 50mM estéril gelada,

com movimentos suaves.

6. Apos incubacdo de 1 hora em banho de agua/gelo, as células eram aliquotadas e estas

podiam ser utilizadas por um periodo maximo de 24 horas.

7. Eram incubados de 100 a 200 pL de célula competente com o plasmideo de interesse a ser

transformado em banho de agua/gelo por 30 min.

8. O choque térmico foi realizado por meio de incubacdo do sistema de transformacdo em
banho a 42 °C por 3 min.

9. Adicionou-se imediatamente 1 mL de meio LB e o sistema foi incubado por 1 h a 37 °C.

10. Foram semeadas quantidades varidveis do sistema de transformacdo em placas contendo
meio LB-4gar contendo ampicilina a 150 pg/mL. As placas eram mantidas na estufa a
37 °C por 16 horas.

Por eletroporacéo (adaptado de Maranhéo, 2003).

1. Uma coldnia isolada da célula de interesse foi inoculada em 10 mL de meio SB contendo o
antibidtico de interesse. Esse pré-inoculo foi mantido a 37 °C sob agitagdo de 220 rpm por 16
horas.

2. Posteriormente, inoculou-se 1 mL do pré-in6culo em 500 mL de meio SB contendo
2,5 mL da solugdo estoque de glicose 2M e 2,5 mL da solugédo estoque de Mg 2M. O in6culo
era incubado a 37 °C a 220 rpm até a cultura atingir uma OD600 de 0,7 a 0,9.

3. O indculo foi entdo centrifugado a 3.000 x g por 20 min a 4°C, e o sobrenadante

desprezado e a célula era mantida sempre gelada a partir desse momento.

4. O sedimento foi ressuspendido em 25 mL de glicerol 10% estéril gelado e a seguir

adicionou-se mais 75 mL de glicerol 10% gelado.



45

5. Em seguida outra centrifugacdo a 3.000 x g por 20 min a 4 °C, repetindo a etapa anterior.

6. O sedimento era entdo ressuspendido em 25 mL de Gilcerol 10% estéril gelado e

submetido a Gltima centrifugacdo a 3.000 x g por 20 min a 4 °C.

7. O sedimento final foiressuspendidoem 1 a 2mLde glicerol 10% e as células
eram aliquotadas, congeladas em banho de gelo seco com etanol e armazenadas

imediatamente a -80 °C.

8. Para a transformacéo, o plasmideo foi adicionado, ja em um tubo resfriado previamente, a
célula competente e imediatamente colocado na cubeta de eletroporacdo (BioAgency®)

também ja resfriada.

9. A eletroporacgdo foi feita seguindo os seguintes parametros elétricos: 2,5 kV, 25 uF e
200 Q, no aparelho Gene Pulser com PulserController da BioRad. O tesperado nessas

condicdes é de 4,0 a 5,0 milissegundos.

10. Imediatamente ap6s o choque a cubeta lavou-se com 3 mL de meio SOC e transferiu-se o
meio recolhido para um tubo de centrifugacéo de 50 mL.

11. Ap6s uma incubacdo de 1 h a 37°Ce 220 rpm, diluicdes da transformacdo foram
semeadas em placas contendo ampicilina a 200 ug/mL e as placas mantidas na estufa a
37 °C por 16 horas.

5.2.3 Obtencéo das sequéncias de Vh e VpreBJ (SLC)

5.2.3.1 Sequéncais dos Vhs

As sequéncias das familias de VH10 e VH4 foram retiradas de uma biblioteca de

sequéncias montada em trabalhos anteriores (GUEDES, 2009).
5.2.3.2 Cadeia similar a SLC, VpreBJ

Foi desenhada uma cadeia leve similar a cadeia leve caracteristica de células B em

desenvolvimento (SLC), completando a formacdo das sequéncias que codificardo as
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moléculas scFvs. A SLC é codificada por dois genes diferentes que séo transcritos no estagio
pré - B dessas celulas (Martensson e Almqvist.,, 2012). O modelo da scFv resultante €
reportado no artigo de Morstadt et al. (2008), no qual um scFv recombinante com VpreBJ é
construido para estudo do desenvolvimento de células B. Nesse mesmo trabalho, a
cristalografia mostrou que a conformagéo do scFv montado com esta cadeia, de fato remonta
0s aspectos de um anticorpo normal dessa regido, formando o dominio de imunoglobulina (1g)

responsavel pelo reconhecimento de antigénico.

5.2.3.3 Sintese dos genes sintéticos

Os genes Vh foram ligados a cadeia VpreBJ por um segmento que codifica para um
linker peptidico de 15 aminiacidos com a repeticdo dos residuos GGGGS x 3. Apos o desenho
dos 4 genes que codificam para quatro scFvs diferentes, as sequéncias foram enviadas para a
sintese pela empresa GenScript®, produzidas quimicamente e clonadas no vetor puc57.

5.2.4 Clonagens

Os scFvs sem modificacdo foram nomeados de acordo com o segmento V que
carregam, VH10 e VH4 (originais), e 0s scFvs com as CDRs trocadas VH10-H24 e VH4-
H210. Os quatro genes sintetizados estavam em plasmideos comerciais, esses plasmideos ndo
sdo apropriados para a expressdo génica, tendo sido aproveitados somente a origem de
replicacdo (oriC) e o gene de resisténcia a ampicilina (bla) para a sele¢do. Deste modo, fez-se
necessaria a realocacdo por clonagem génica desses segmentos em um plasmideo de
expressdo. NoOs utilizamos o plasmideo plgl6 para a expressdo bacteriana. Esses plasmideos
contém ndo somente oriC e gene de resisténcia para ampicilina, como também um promotor
para a expressdo da proteina de interesse e sitios Uteis para pareamento de primers universais

para sequenciamento (T7 e SP6).

O segmento de interesse foi retirado do plasmideo comercial pela digestdo
primariamente simples com Xmal (Cfr9l) e Ncol em dois tubos separados, a 37°C overnight,
posteriormente retirou-se uma aliquota dessas digestdes para observacao da digestdo no gel de
agarose, confirmada a digestdo as amostras foram precipitadas para a obtencdo do segmento
linearizado, ap6s ressuspendé-los em agua miliQ, a segunda enzima de restricdo foi
adicionada aos tubos junto com todo sistema e deixada novamente overnight para a digestao

completa dos segmentos.
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DNA 5ul (~10pg)

H20 6,5ul
Tampédo 1X 1,5ul
Enzima 2ul
Vol.Total 15ul

Tabela 2. Sistema de digestéo de plasmideos provenientes de MidiPrep (QIAGEN).

Depois da segunda digestdo, foi feita uma nova analise por gel de agarose com uma
aliquota de 1 ul para a confirmacdo da digestdo pelas duas enzimas, resultando na liberacédo
das bandas esperadas. Foram entdo feitos dois géis de agarose para a eluicdo das amostras, um
para o vetor (0.8%) e outro para o inserto (1.2%). Adicionou-se tampao (azul de bromofenol)
as amostras que em seguida foram aplicadas no gel de eluicdo, submetido a uma corrente
constante de 30 Volts durante a corrida de duracdo de 6 horas. Em seguida, as amostras foram
levadas ao transluminador UV onde se identificou as bandas de interesse, foram recortadas as
bandas dos géis e prontamente estocadas a -20°C. Apos o congelamento esse material passou
por processo conhecido como freeze squeeze, que consiste na maceracdo seguida da
centrifugacdo do material congelado em colunas (Ultrafree DA Centrifugal Unit Millipore®),
essas colunas possuem um filtro que barra a agarose, porém permitem a passagem do DNA,
as amostras do vetor e inserto foram tratadas separadamente. Posteriormente o material
recuperado foi precipitado pela adi¢do de 2,5V de etanol 100% e 10% de acetato de sodio
(CoH3NaO,) 3M e estocado a -20°C por 2 horas, passado o tempo de precipitacdo
centrifugou-se as amostras (12.000g por 45min a 4°C), descartou-se o0 sobrenadante e lavou-
se as amostras com etanol 70% sendo em seguida centrifugadas novamente (12.000g por 15
min a 4°C), o sobrenadante foi rapidamente descartado e a amostra na forma de pellet nem
sempre visivel foi deixada para secar pela simples exposicdo ao ar, finalmente as amostras

foram ressuspendidas em agua miliQ e quantificadas por gel de agarose, utilizando-se o
marcador High Mass (Invitrogen®) e o aparelho Nanodrop para comparagdo, a partir deste

momento as amostras estavam prontas para compor os sistemas de ligacao.

A quantidade de DNA utilizado na ligacdo foi obtida pela formula:

Vetor (ng) x inserto (kb)

= ng do inserto
vetor (kb)
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Esse célculo permite a obtencdo da quantidade de material a ser utilizada no sistema
de ligacdo baseado na molaridade de 1:1 dessas moléculas, ja que o tamanho do vetor neste
caso é maior que o tamanho do inserto, a proporcao correta entre 0 nimero de moléculas do
vetor e inserto sdo cruciais para o éxito da clonagem génica. O sistema de ligacéo utilizado na

primeira clonagem e no segundo conjunto de clonagens é detalhado na tabela abaixo:

Clonagem 1 Clonagem 2

1:0 1:5 1:0 1:5
Vetor 3,5ul 3,5ul(~105ng) Vetor Sul 5ul (~75ng)

(~105ng) (~75ng)

Inserto - 4,7ul(~118ng) Inserto - 3ul (~30ng)
Ligase 1pl 1ul Ligase 1ul 1ul
Tampéo 2ul 2ul Tampaéo 2ul 2ul
H.O 4,7ul - H20 3ul 3ul
Vol.Total 11,2ul 11,2l Vol.Total 11pl 11pl

Tabela 3. Sistemas de ligacdo utilizados nas clonagens.

Os sistemas de ligacdo foram mantidos a temperatura de 4°C overnight, transformados
por eletroporacéo (Gene Pulser Xcell™ Electroporation System Bio-Rad®) em cepas de XL1
blue e plaqueados em LB &agar com ampicilina (150ug/ml), cultivou-se as placas a 37°C
overnight. Apds comparagdo com o controle negativo, que apresentava somente o vetor (1:0),
as placas com poucas col6nias no controle negativo em relacdo a ligacdo completa (1:5)
foram escolhidas e tiveram suas coldnias coletadas para preparacdo do indculo e extracdo do
DNA por miniprep caseira. Quantificou-se as amostras para 0 Seu UsSO no screening por
digestdo para a confirmacgédo da clonagem, as amostras que apresentassem resultado positivo
tinham suas células cultivadas novamente e uma nova miniprep (QIAGEN Plasmid Midiprep

Kit (100)) foi realizada e as amostras obtidas enviadas para sequenciamento (Sanger).

As etapas detalhadas acima foram repetidas nas outras clonagens, porém, essas
clonagens eram dependentes da primeira pelo fato do primeiro segmento clonado ser o Unico
a apresentar a regido completa para a formacdo do scFv, enquanto os outros segmentos eram

compostos apenas de parte da cadeia pesada, que compreende o inicio da cadeia até o final da
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CDR2, essa regido € intercalada pelos sitios de Xmal e BsiWI respectivamente, sendo assim,
o arcabouco formado na primeira clonagem foi necessario para a clonagem das trés

sequéncias restantes.

5.2.5 Expressdo em E.coli
5.2.5.1 Verificagédo da expressao no vetor plgl6

Para a verificacdo da expressdo das proteinas de interesse foram utilizadas cepas de
BL21(DE3) pLysS com resisténcia a cloranfenicol. Essas células bacterianas sdo modificadas
para a otimizacdo da producdo de proteinas heterdlogas, sendo o processo induzido
principalmente pela adi¢do de IPTG no meio de cultura. Os plasmideos foram transformados
em BL21 por choque térmico segundo o procedimento do item 5.2.2.1 e as células cultivadas
em placas de LB &gar com ampicilina (150 pug/ml) e cloranfenicol (10ug/ml) overnight. No
dia seguinte, foram feitos pré-indculos, colocando-se uma col6nia coletada dessas placas em
5ml de meio LB com ampicilina (150 ug/ml) e cloranfenicol (10ug/ml) cultivados no shaker
a 37°C e 250 rpm overnight, no dia seguinte coletou-se uma aliquota de 500 ul que foi
adicionada a 25ml de meio LB com ampicilina (150ug/ml) e cloranfenicol (10upg/ml). O
indculo foi mantido no shaker a 37°C 250 rpm até atingir uma densidade 6ptica (DO) de cerca
0.8, neste momento foi adicionado IPTG nas concentracfes de 0.1, 0.5 e 1 mM para a inducgéo
da expressdo do plasmideo VH10, para os outros plasmideos a inducdo foi feita apenas na
concentracdo de 0.5mM de IPTG, porém antes da adicdo, uma aliquota de 1ml foi retirada
para controle. O periodo de inducdo foi entre 4 e 5 horas, passado esse tempo foi retirada
outra aliquota de 1 ml do meio. As duas aliquotas foram centrifugadas e o meio descartado,

sendo os pellets estocados a - 20°C.

Os pellets foram ent&o ressuspendidos em 40 pl de tampdo de amostra 5X e colocados
em 4gua fervente por 5 minutos. Também foram feitos géis de poliacrilamida 12%. Da
amostra total entre 2-5 ul eram aplicados nos pocos. O gel foi submetido a uma corrente de 30

mA e a uma voltagem méxima de 300 volts por 2 horas em média.

5.2.5.2 Expressdo de proteinas soluveis

Depois da confirmacéo da expressdo das proteinas de interesse apos a transformacéo
dos plasmideos e indugdo, nés focamos nossos esforgos na otimizagdo da expressdo e

recuperacdo dessas proteinas de modo que estivessem sollveis e funcionalmente ativas.
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Diferentemente da abordagem anterior, na qual todo o extrato celular foi lisado e aplicado no
gel para a visualizacdo da expressdo, nessa etapa nos seguimos um protocolo diferente para a
obtencdo dessas proteinas. O mesmo procedimento utilizado na etapa inicial para a
transformacéo dos plasmideos em BL21 se repete aqui, ja para a indugdo nos estipulamos trés
concentragcdes de IPTG (0.1; 0.2 e 0.5 mM) e duas temperaturas (16°C e 37°C) para cada

construcdo, visando estabelecer os melhores parametros para a expressao dos scFvs sollveis.

A adicdo de IPTG chegada a DO de 0.8 foi seguida de um tempo de inducéo de 18
horas para ensaios realizados a 16°C e 4-5 horas para indugbes a 37°C. Aliquotas de 1ml
foram retiradas antes e depois da inducdo, estas aliquotas e todo o pellet da amostra original
foram centrifugadas e o pellet estocado a - 20°C. No dia seguinte as amostras foram
ressuspendidas em 1ml buffer de lise (75mM Tris, 300mM NaCl pH 7,25) e sonicadas para
lisar as células. Cada amostra foi colocada em um suporte fixo com gelo e sonicada quatro
vezes com uma amplitude 50% durante 4 minutos e com intervalos de 4 minutos para o
resfriamento do material. As amostras eram entdo centrifugadas a 13.000 rpm por 8 minutos a
uma temperatura de 4°C, sendo mantidas no gelo durante todo processo. Em seguida,
coletava-se o sobrenadante que era diluido em tampéo de amostra 5X e estocados a -20°C se
houvesse a necessidade, para a aplicacdo das amostras, elas eram colocadas em agua fervente
por 5 minutos e aplicadas em géis de poliacrilamida 12% para a analise de expressao
utilizando-se do gel de SDS-PAGE corado com comassie e do resultado do western blot.

5.2.3 SDS-PAGE

A técnica de SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
permite a analise qualitativa de proteinas, sendo Util para a separacdo das proteinas por
tamanho, permitindo também a andlise da integridade das proteinas e de sua massa molecular.
O SDS é um detergente que junto com um agente redutor para a quebra das pontes dissulfeto,
como B-mercaptoetanol, desfaz toda a estrutura terciaria das moléculas, tornando-as
linerizadas (desnaturacdo). O SDS recobre as proteinas de forma uniforme com uma carga

negativa, tornado sua carga aproximadamente proporcional ao seu peso molecular.

Para fazer o SDS-PAGE, primeiramente preparava-se o gel separador de 12%, sendo a
polimerizacdo catalisada pela adi¢do de 100ul de APS 10% e 4ul de TEMED, em seguida
colocado na cuba. Seguia-se com a preparacdo do gel concentrador, para a polimerizagdo 50yl

de APS 10% e 5ul de TEMED. O gel concentrador era aplicado sobre o separador, colocava-
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se entdo o pente para gerar 0s pocos. Apos a polimerizacdo colocava-se a cuba com o gel no
aparato de eletroforese de modo que as extremidades do gel ficassem em contato direto com o
tampdo de corrida 1X. Retirava-se 0 pente e aplicavam-se as amostras ja preparadas
anteriormente.

De modo geral, foram adicionadas as amostras o tampdo de amostra, em seguida
foram colocadas em &gua fervente por 5 minutos para desnaturacdo completa das proteinas,
posteriormente foram aplicados no gel de 2-4 ul por poco para as amostras do extrato celular
total, ja para as amostras provenientes da sonicacao foram aplicados 10 ul por poco, ja que as
amostras estavam mais diluidas. Ap6s a aplicacdo das amostras nos po¢os e o fechamento da
cuba, a corrente foi ligada em 20mA por gel. A corrida dos géis durou em média 2 horas, 0
tampdo de amostra contendo azul de bromofenol permitiu 0 acompanhamento da corrida, de
modo que quando a banda de coloragédo do bromofenol que corresponde a ~10 kDa percorria
todo o gel, a corrente era cortada e o gel retirado para a coloragdo ou western blot.

5.2.4 Coloracéo do gel

Para a coloracdo, os géis foram colocados em uma solucdo de comassie G em agitagéo
constante por um periodo entre 2-4h. Passado esse tempo, a solu¢do de comassie G foi
descartada e adicionou-se solucdo descorante que era trocada a cada 1 hora e meia ou deixada
overnight, sendo o processo continuado no dia seguinte até que o gel estivesse descorado com

as bandas de proteinas visiveis.
5.2.5 Western blot

Western blotting é uma técnica utilizada na biologia molecular que permite a
identificacdo de proteinas especificas em uma solucdo complexa de proteinas. Apds a
eletroforese, as proteinas sdo transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose por
contato direto e pela passagem de uma corrente elétrica. Apds a transferéncia for completada,
a membrana € incubada com anticorpos especificos para a proteina de interesse. Os anticorpos
gue ndo se ligarem na proteina ou se ligarem de forma inespecifica em outra regido serdao
excluidos da membrana pelas etapas de lavagem da mesma. A partir deste momento €
possivel de identificar a localizacdo da banda pela utilizacdo de um anticorpo que permite a
revelacdo da posicao de ligagdo por reages quimicas enzima-substrato que geram um produto

visivel, como uma banda na membrana. Dependendo do alvo escolhido pode ser necessaria a
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utilizacdo de um anticorpo secundario que carregue o substrato para a revelacdo da banda de
proteina na membrana (MAHMOOD e YANG, 2012).

Ap0s a eletroforese do gel de poliacrilamida, recortou-se 12 pedacos de papel filtro do
tamanho do gel (8cm x 7cm) e um pedaco da membrana de nitrocelulose nas mesmas
medidas. As partes recortadas foram entdo mergulhadas no tampéo de transferéncia, fez-se
um ‘sanduiche’, no qual a membrana e o gel estavam em contato direto no centro, de modo
que os papéis filtros, seis de um lado, seis do outro protegiam a membrana e o gel. Esse
material foi novamente umidificado com tampdo de transferéncia e o excesso de bolhas
retirado por compresséo, sendo entdo levado para um sistema de transferéncia semi-seca com
eletrodos de grafite (Pharmacia-LKB®), onde os eletrodos foram posicionados assegurando-
se que a membrana estivesse na orientacdo correta entre o gel e o eletrodo positivo, ja que
transferéncia é feita no sentido (-) para (+), submetida a uma corrente elétrica de 45mA (0,8

mA/cm?) tendo o processo de transferéncia duracdo de 1h e 45 min.

Apo6s a transferéncia, a membrana de nitrocelulose agora com as proteinas foi
incubada em solucdo de leite em pd desnatado (5%) e sob agitagdo constante por 1 hora, esta
etapa conhecida como bloqueio, é importante para evitar ligacbes ndo especificas de
anticorpos na membrana, j que esta possui uma alta afinidade por proteinas. Em seguida
lavou-se a membrana 3 vezes com PBST 1X, e entdo adicionou-se a solucdo de anticorpos
IgG (humano ou coelho) na concentragéo de 0,4ug/ml e agitagdo constante por 1 hora seguida
de 3 lavagens com PBST 1X e adicdo de um anti-lgG (humano ou coelho) diluido em
1:20.000 incubando-se por mais 1 hora em agitacdo constante. Lavou-se mais 3 vezes a
membrana, e foi adicionada uma rapida lavagem com APB, depois disso adicionou-se 10 ml
da solucdo reveladora (NBT/BCIP). Em menos de 3 minutos em média a membrana estava
revelada com as bandas em evidéncia, a membrana foi lavada com &gua em abundancia,

deixada para secar ao ar livre e guardada para analise.
6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 DESENHO DE SEQUENCIAS

Foram escolhidas duas sequéncias de cadeia pesada, uma baseada na sequéncia
germinal de VH10 e outra de VH4 com um mesmo CDR H3 selecionado a partir da biblioteca
em phage display. O critério relevante para a escolha dessas sequéncias foi a viabilidade de

expressao dessas moléculas pelo organismo utilizado na expressdo heter6loga. Além dessas 2
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sequéncias, outras duas sequéncias foram criadas, nas quais, houve uma troca da regido CDR
H2 entre as sequéncias VH10 e VVH4 iniciais (Figura 9).

Xmal CDR2 CDR3 Ncol
VH10 - | L - ‘/preéJ
xXmal Bsiwi
VH4 - - L VpreBJ
xXmal Bsiwl
VH4-H210 | | VpreB) ] mm cDR3
Xmal Bziwl = CDR 2 (VH10)
VH10-H24 i N . ypcal | = CDR 2 (VHY)

Figura 9: Construgdes dos genes das familias VH10 e VH4 e suas variantes de CDR H2 trocadas. A primeira sequéncia

contém além do VH, a parte comum em todas as construgdes, CDR3H, FW4, linker (L) e a fusdo VpreB com A 5 (VpreBl)

Sequéncias formadoras das cadeias pesadas (VHs) foram sequéncias germinais murinas

montada em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa.

» % x 20
VIO EVOLVE VOP KOS LRLAC NHWY R t Finix R " MLYLOMANIRTI VA
™ v v IR ATWMEWY R . piurp oK " « MIKYRLLD cy
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Figura 10. Alinhamento maltiplo (ClustalW/Bioedit) das sequéncias de germinais das familias VH4 e VH10 e suas variantes

com as CDRs H2 trocadas.

Obtencéao das sequéncias formadores da cadeia leve do gene recombinante.

e Sequéncia murina do gene VpreB1l AU de imunoglobulina cadeia iota. Em amarelo a

regido selecionada e em vermelho a regido excluida.
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Selegdo de
VpreBl AU
P13372120-142), Immunoglobulin ijota chain, Mus musculus
rebl
w i 20 3o 40 Lo 60
MANTSVLIML LAYLTGCGPQ PMVHQPPLAS SSLOATIRLS CTLSNDHNIO IYSIYWYQQOR

70 0 $0 100 110 120
POHPPRFLLR YFSHSDERNQO PDIPPRFSOS KDTTRNLOYL SISELQPEDE AVYYCAVOLR

130 140

U [] regiido selecionada
[ regiio inica excluida

e Sequéncia murina da regido J de A5. Em amarelo a regido selecionada.

Selegdo da regido
Jde s

P20764(93-104), Immunoglobulin lambda-like polypeptide 1, Mas muscoulus

i0 20 30 10 0 <0
MELRVGOTLG TIPRQCEVLL LLLLLGLVDG VMNHILSPSSA ERSRAVGPGA SVGSNRPILW

70 50 20 i00 ii0 i

I IPRGAGPRCS PHRLPSKPQF WYVFOOOTQL TILOQPKSDP LVILFLPS

130 i40 150 160 170 180

NLOANKATLY CLVSEFYPGT LVVDREVDGY PVIQGVETTQ PSKQTNNKYM VSSYLTLISD
190 200

OWMPMSRYSC RVIMEGNTVE KSVSPAECS
[] regido selecionada

e Fusdo VpreBl + J (A5) formando o segmento da cadeia leve utilizadas nos genes

recombinantes. Em amarelo a regido VpreB1 AU e em verde regido J de A5.

Fusio VpreBl AU + Ji5

QPMVHQPPLASSSLGATIRLSCTLSNDHNIGIYSIYWYQQRPGHPPRFLLRYFSHSDKHQGPDIPPRFSGSKD
TTRNLGYLSISELOPE DEAVYYCAVGLRSONEGGGTOLNIG

[Jregido VpreBl AU
[ regido J de 3.5

Figura 11: Esquema do desenho da cadeia leve (VpreBJ) expressa em células B murina em desenvolvimento com
modificacdes conforme Morstadt et al (2008).

Em nossa abordagem, diferentemente de Morstadt et al. (2008) que utilizou
sequéncias humanas, utilizamos sequéncias murinas. As sequéncias para a regido VpreB1AU
(n° de acesso X05556) e a regido J de A5 (n° de acesso AJ852426) foram obtidas no banco de
dados biolégico Uniprot (http://www.uniprot.org/) (Figura 11), a combinacdo dessas

sequéncias permitiu a formacdo de um dominio Ig completo quando ligados com a cadeia
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pesada (Vh). As sequéncias do VH10 e VH4 citadas anteriormente foram obtidas a partir de
uma biblioteca de pesquisas anteriores do nosso laboratério. O codon usage do organismo de
expressao utilizado foi obtido no banco de dados Codon Usage Database

(http://www.kazusa.or.jp/codon/).

A molécula desenhada por Morstadt et al (2008) foi desenvolvida com o propésito da
criagdo de um modelo de auséncia de sinalizacdo pela retirada das regides Unicas de VpreB e
A5. No6s utilizamos o mesmo desenho para gerar uma molécula scFv murina estavel, baseado
nos dados de cristalografia do estudo citado acima, com a mesma molécula. Tal decisdo, se
apoia no fato de nos acreditarmos que ndo somente as regifes Unicas sdo responsaveis pela
ligacdo a antigenos prdprios gerando sinalizagdo, o que j& estd demonstrado em Vvarios ensaios
(GAUTHIER et al., 2002), como também a estrutura convencional por si so, tem papel
fundamental na ligacdo ao antigeno mesmo em um contexto de pré-BCR, sendo capaz de
gerar estimulo necessario para a sinalizacdo ocorrer. Como demonstrado por Kohler et al
(2008), BCRs auto-reativos induzem a sinalizacdo autbnoma e expansdo clonal de células pré-
B de forma similar ao pré-BCR. Ou seja, mesmo na auséncia das regides Unicas, que apenas
estdo presentes no pré-BCR, porém nao no BCR de células maduras, um receptor auto-reativo
¢ capaz de mimetizar a sinalizacdo do pré-BCR, gerando a cascata de sinalizacdo necessaria

para o enriquecimento celular.

6.2 CLONAGENS

O plasmideo de expressao utilizado apresentava sequéncias formadoras do peptideo
sinal (fragmento de fosfatase alcalina, PhoA) e proteina A que estavam dentro da ORF
intercalando a regido onde o segmento de interesse seria inserido, essas estruturas irdo compor
o polipeptidio, atuando no enderecamento da proteina e na purificacdo, respectivamente. O
gene do scFv VH10 foi desenhado de forma que os sitios de restricdo de Xmal e Ncol
intercalassem a sua sequéncia no plasmideo plgl6, sendo este 0 segmento que contém toda a
informacdo para a sintese do scFv completo (Figura 9).
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1° clonagem (VH10)

Yomal ()

VIO 41+ Vgrett
Mg an (222) s w

plgl6 (vetor de expressdo) Plasmideo comercial

XNesal (103

Inserdo Pig 16 1+ Vhi10gi revisado
axizte

Ecold (1100

Figura 12. Esquema da primeira clonagem. Liberacdo do vetor e retirada do inserto com as enzimas Xmal e Ncol seguida da
ligacédo para a formagao de um novo plasmideo (VH10).

Os plasmideos foram digeridos com Xmal e Ncol para liberacdo do vetor e retirada do

segmento de interesse do plasmideo comercial (Figura 12). O segmento génico de interesse

para a formacdo do scFv obtido foi entdo ligado ao vetor. Ap6s a amplificacdo e purificagéo,

0 material passou por novas digestfes para a confirmagéo da clonagem.

Os plasmideos provenientes das clonagens foram digeridos com EcoRI e BsiWI, ja
gue o vetor utilizado ndo possui sitio de corte para BsiWI e o plasmideo com inserto sintético
ndo possui sitio de corte para EcoRI, apenas plasmideos que sofreram linearizagdo com as
duas enzimas em reacOes separadas foram considerados clones positivos, 0 que era esperado

apos a clonagem (Figura 13).
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VH10 (digerido com EcoRI e BsiWI)
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Figura 13. Digestdo dos plasmideos dos plasmideos para a confirmagéo da clonagem do VH10. A disposicdo das amostras
no gel segue a sequéncia, plasmideo intacto (1), digestdo EcoRI (E) e digestdo com BsiWI (B). As setas (vermelho) indicam
as amostras consideradas clones positivos ap6s o screening.

As amostras que apresentavam as digestdes mais confiaveis, como a clara observagdo
da linearizagéo (4.151pb) e a auséncia de bandas extras, foram selecionadas e enviadas para

sequenciamento Sanger.
2° Conjunto de clonagens

O plasmideo resultante da primeira clonagem (VH10) serviu como vetor para as trés
clonagens restantes, ja que apenas um pequeno fragmento referente ao dominio VH seria
substituido, mantendo a CDR H3 e a cadeia VpreBJ. Dessa vez, os plasmideos contendo o
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vetor e inserto foram digeridos com Xmal e BsiWI destacando a regido citada acima e
inseridos no vetor.

segmento VH
sl vinio 3156 b
4355 by

Looll 1110

BsIWI (947)

Vetor Plasmideo comercial com
(scFv VH10) 0s insertos de interesse
(165) Xmal Pvull (178) (e8) Jmat %1;55

BeiWL (463)
BSIWT (463)

Ros
Rés 17 promoeg,
T7 Promote,

Pwall (907)

Pvull (907) Ncol (922)

Ncol (922)

EcoRI (1130)
ECoRI (1130)

VH10-H24 VH4 e VH4-H210
(2 sitios de Pvull) (1 sitio de Pvull)

Figura 14. Esquema do segundo conjunto digestdes. Utilizou-se as enzimas Xmal e BsiWI para liberacéo do vetor e retirada
do inserto. Diferengas no ndmero sitios de Pvull foram utilizados como auxilio para confirmagéo por enzimas restrigao.

Os plasmideos foram digeridos com Xmal e BsiWI para liberacdo do vetor e retirada

do segmento de interesse do plasmideo comercial (Figura 14). O segmento génico de interesse

para a formacao do scFv obtido foi entdo ligado ao vetor. Apds a amplificacdo e purificacdo,

0 material passou por novas digestfes para a confirmacgéo da clonagem.

Dois perfis diferentes de plasmideos foram obtidos apds a clonagem. O plasmideo
VH10-H24 manteve os dois sitios de Pvull apdés a clonagem o que ndo permitiu a
confirmacéo da digestdo pela sua grande semelhanca com o vetor. J& os plasmideos VH4 e
VH4-H210, apos a clonagem apresentavam apenas um sitio de Pvull (Figura 14), tornando-se



59

atil para a confirmagdo das clonagens em relacdo ao vetor, para descartar a presenga do
plasmideo comercial onde estava o inserto, também foram feitas digestdes com EcoRI j& que
um anico sitio esta presente nos clones VH4 e VH4-H210, porém nenhum sitio no plasmideo

comercial.

VH4 (digerido com Pvull e EcoRlI)

Figura 15. Digestao dos plasmideos para a confirmagéo da clonagem de VVH4. A disposicdo das amostras no gel segue a
sequéncia, plasmideo intacto (1), digestdo Pvull PE) e digestdo com EcoRI (E). As setas (vermelho) indicam as amostras
consideradas clones positivos ap6s o screening.

VH4-H210 (digerido com Pvull e EcoRlI)
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Figura 16. Digestdo dos plasmideos para a confirmagdo da clonagem de VH4-H210. A disposi¢do das amostras no gel segue
a sequéncia, plasmideo intacto (1), digestédo Pvull PE) e digestdo com EcoRI (E). As setas (vermelho) indicam as amostras
consideradas clones positivos ap6s o screening.

Alguns clones do VH10-H24 foram enviados para sequenciamento sem screening
prévio. E, alguns clones de VH4 e VH4-H210 que foram considerados clones positivos apos o

screening também foram enviados para sequenciamento Sanger.

6.3 Resultado do sequenciamento (Sanger)

A primeira clonagem resultou da liberacdo do vetor pela retirada de um segmento
formador de scFv descartdvel para nossos propoésitos e a insercdo da nossa sequéncia
formadora do scFv de cadeia VH germinal da familia 10 e da cadeia leve conhecida como
SLC por ser expressa apenas em células no estagio pré-B do desenvolvimento dos linfocitos
B. A figura abaixo (Figura 17) mostra a insercdo desse segmento no vetor que apds a
clonagem ficou flanqueado pelas sequéncias do peptideo sinal formado por um dominio de
fosfatase alcalina (PhoA) para transporte celular e pela proteina A para a purificacdo em
coluna de IgG agarose, sequéncias estas, presentes apenas no vetor e nao nos plasmideos
comerciais utilizados. Sendo entdo essas sequéncias expressas fusionadas ao scFv como um

unico polipeptidio.
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Figura 17. Alinhamento maltiplo (ClustalW/Bioedit) das sequéncias resultantes da primeira clonagem (C2, C7 e C8) apés
sequenciamento Sanger e do vetor (plg16). Destacado em verde, PhoA; em lilas as cadeias VH e SLC formadoras do scFv

com destaque para a CDR H2 em vermelho; em azul, a proteina A necesséria para purificagao.
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Para 0 segundo conjunto de clonagens o plasmideo resultante da primeira clonagem
foi utilizado como vetor. A inser¢do dos segmentos compreendia apenas o inicio da cadeia
VH, sendo estes, VH4, VH4-H210 e VH10-H24 até o inicio da CDR H3 ja que queriamos
que esta regido e a SLC estivessem conservadas entre as moléculas. Na figura abaixo (Figura
18), pode se observar as sequéncias de VH4 e VH10 originais e suas variantes apos a troca
das CDRs H2 e a confirmacdo das clonagens no vetor (VH10/C2 sequencing) ja que as
amostras estdo flanqueadas pelos segmentos formadores do peptideo sinal (PhoA) e da
proteina A.
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Figura 18. Alinhamento multiplo (ClustalW/Bioedit) das sequéncias resultantes do segundo conjunto de clonagens (VH4;
VH4-H210; VH10-H24). PhoA (verde), VH e VL (SLC), CDR2 (vermelho) e Proteina A (azul). Para comparagdo, a

sequéncia do primeiro vetor (plg16) e um clone da 1° clonagem (C2) estdo dispostos no alinhamento.

6.4 EXPRESSAQO HETEROLOGA EM E.coli

O plasmideo resultante da primeira clonagem (VH10) foi transformado em
BL21(DE3) LysS e os procedimentos descritos no item 5.2.5.1 verificagdo de expresséo
foram executados. Pode-se observar que as amostras retiradas antes da inducao apresentaram
um certo grau de expressdo do scFv de ~37kDa e que ap6s a inducéo pela adicdo de IPTG no
meio de cultura a expressdao do peptideo foi aumentada significativamente (Figura 19),
confirmando o funcionamento correto do vetor de expressdo. O fato de mesmo na auséncia de
indugdo haver expressdo do peptideo ndo surpreende, pois o promotor forte T7, que faz parte
da composicdo do vetor, apresenta esse ‘vazamento’ caracteristico que pode ser inibido pela

adicdo de glicose no meio (NOVY e MORRIS, 2001).
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VH10 (scFv)

NI NI NI 0.1 0.5 1 IPTG (mM)
S 40kDa
30kDa

Figura 19. Western blot. Expressao de VH10 (scFv), amostras do extrato celular total de 3 coldnias. Trés primeiras amostras

(esquerda) antes da indugdo com 1mM de IPTG (NI). As trés amostras seguintes (direita) apds a indugdo.

O mesmo procedimento foi seguido com os plasmideos resultantes das clonagens do
segundo conjunto de plasmideos (VH4, VH4-H210 e VH10-H24). Nesse caso, dois géis
foram feitos, sendo um corado com comassie G e o outro utilizado para western blot. Pode ser
claramente observado o aumento da expressdo dos diferentes scFvs, com excecdo do VH4-
H210, no qual ap6s a inducdo ndo parece ter havido aumento significativo na expressao do
polipeptidio. Também é possivel observar degradacdo da proteina, porém em pouca

quantidade, quando comparado com a banda néo degradada (Figural9).

VH4 VH4-H210 VH10-H24
7' s e e
NI 5 M IPTG (mMD)
40kDa . ‘
! ‘ SDS-PAGE
30kDa’
37.1kDa

- Western Blot

Figura 20..SDS-PAGE e Western blot do extrato total de cepas de BL21(DE3) LysS com os plasmideos VH4, VH4-H210 e
VH10-H24. Amostras antes da inducdo (NI) e depois da inducéo com IPTG sdo mostradas, assim como a posi¢do do

marcador (M).

6.5 Expressao de proteinas sollveis

A producdo de proteinas recombinantes expressas em E.coli em grande quantidade e
na sua forma solivel e funcional é uma limitacdo importante para a producdo dessas
proteinas. Em condicOes de sobrecarga de expressdo as proteinas se agregam e formam os
chamados corpos de inclusdo. A formacdo dessas estruturas impede a recuperacdo dessas
proteinas na sua forma nativa jd& que os procedimentos geralmente requerem condicdes
desnaturantes, o que gera a necessidade de renaturagdo dessas proteinas (SORENSEN e
MORTENSEN, 2005).
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Novas abordagens experimentais tém sido testadas na tentativa de diminuir a formacéo
de desses agregados através de alteragbes nas temperaturas de inducdo, concentracdo de
IPTG, utilizacdo de chaperonas, entre outros (SAN-MIGUEL, PEREZ-BERMUDEZ e
GAVIDIA, 2013). Seguindo nessa linha, ndés definimos diferentes concentracdes e
temperaturas para os sistemas de indu¢do com o objetivo de obter de proteinas sollveis. Cada
plasmideo foi transformado em cepas de BL21(DE3) pLysS, crescidos em cultura e induzidos
com 0.1; 0.2 e 0.5 mM de IPTG a temperaturas de 16°C e 37°C.

VH10-H24 VH4-H210
| |

’ '“‘ ‘\
NI 01 N 02 N 05 M N 01 NI 02 NI 05 IPTG(mM)

50kDa

40kDa

-—

30kDa

Figura 21. SDS-PAGE das amostras tratadas para obtencéo de fragdo soldvel de proteinas apds a inducdo em diferentes
concentracdes de IPTG a 16°C. Na figura séo indicados as amostras ndo induzidas (NI), o marcador (M) e as amostras
induzidas com referéncia a concentracéo de IPTG uilizada.

Na analise do gel p6de-se obsevar um aumento de expressdo na amostra de VH10-H24
induzida com 0.1mM e 0.5mM de IPTG a 16°C (Figura 21), a diferenca de concentracdo entre
as amostra 0.2mM e sua ndo induzida (NI) dificultou a avaliacdo. As amostras de VH4-H210
sdo bem semelhantes entre si , ndo sendo possivel obeservar nenhum aumento de expressao
entre 0s gupos induzidos e ndo induzidos (NI). Corroborando as observacoes feitas
primeiramente no gel, o western blot (Figura 22), mostrou que todas as amostras de VH4-
H210 apresentaram algum grau de expressdo de scFvs sollveis, com a expressao de proteina
solivel mais acentuada na inducdo de 0.5mM IPTG (16°C). Note-se que esta figura esta

invertida com relacéo a figuras do gel das mesmas amostras acima.

As amostras do scFv VH4-H210 apresentaram pouquissima expressao dessa proteina
nessas condi¢cdes, pode ser observado bandas na parte inferior da membrana das amostras
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induzidas, o que pode indicar degradacdo do material. Esse resultado para os scFvs e VH4-
H210 contradizem as expectativas do ensaio, pois tem sido mostrado que expressdo de
proteinas em E.coli em baixas temperaturas melhoram a solubilidade de proteinas dificeis de
expressar na forma soltvel, levando a maior estabilidade e padrdo de dobramento correto das
moléculas e impedindo a formacdo de corpos de inclusdo e diminuicdo da degradacéo,
acontecimentos estes provavelmente relacionado com aumento da expressédo de chaperonas
em E.coli em baixas temperaturas (KHOW e SUNTRARACHUN, 2012).

VH4-H210 VH10-H24

M 05 NI 02 NI 01 M 05 NI 02 NI 01 NI IPTG(mM)

37.1kDa
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Figura 22. Western blot das amostras tratadas para obtencéao de fragéo solGvel de proteinas ap6s a inducdo em diferentes
concentracdes de IPTG a 16°C.

As amostras de VH4 e VH4-VH10 foram induzidas em diferentes concentragdes de
IPTG a 37°C. Pode-se observar na inducdo de 0.1mM do scFv VH4 houve aumento da
expressao na altura da proteina alvo de ~37kDa, considerando-se a todas as bandas de
proteina dessa amostra e de sua versdao nao induzida (NI) percebe-se que elas estdo em
concentracdes equivalentes, o que facilia a constatacdo do aumento de expressdo na altura
esperada. Diferentemente, as outras amostras de VH4 e VH4-H210 ndo apresentam
equivaléncia entre as concentragdes das amostras induzidas e ndo induzidas o que prejudica a
analise (Figura 22). Essas amostras induzidas sao feitas em pequenas quantidades (25ml), dos
quais apenas uma aliquota de 1 ml foi utilizado para a obtencdo da fracdo soluvel, o que
indica a possivel obtencdo de grandes quantidades de proteina nos ensaios de producdo em

500ml — 1L de meio de cultura.
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Figura 23. SDS-PAGE das amostras tratadas para obtencéao de fragdo soltvel de proteinas ap6s a inducéo em diferentes
concentracgdes de IPTG a 37°C.

N&o foi possivel testar até 0 momento, as construcdes do scFv VH10 para a producao
de proteinas solUveis, uma série de tentativas de transformacgdo do plasmideo nas cepas de
BL21 culivados LB agar ndo resultaram em crescimento de coldnias, fato estranho ja que esse
plasmideo ja timha sido transformado anterioremente e as células cultivadas normalmente.
Apos essas tentativas, foram feitos controles com placas com glicose e sem glicose levando-se
em consideragdo que a expressdo basal dessa proteina causada pelo ‘vazamento’
caracteristicos na expressdo poderia estar inibindo o crescimento dessas células (ROSANO e
CECCARELLI, 2014), nenhuma melhora significativa foi observada. As poucas coldnias
crescidas ndo apresentavam bom crescimento quando inoculadas em meio de cultura. Dessa
forma, alguns condicbes de transformacdo e crescimento terdo de ser revistas para esse

plasmideo e cepa bacteriana.

7 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A construcdo de fragmentos de anticorpos como o0s scFvs que preservam fungoes
especificas, como a especificidade antigénica, sdo ferramentas apropriadas para a investigacao
da interacdo antigeno-anticorpo, além de serem moléculas mais facilmente expressas em
sistemas de expressdo bacterianos.

As nossas moléculas recombinantes da familia VH10 ligadas a uma cadeia leve que é
expressa em células B em desenvolvimento visa simular o reconhecimento antigénico em um
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momento onde ja se sabe que a auto-reatividade é utilizada como mecanismo de sele¢éo. Isso
faz com que haja a possibilidade de que familias germinais de VH com sequéncias
potencialmente auto-reativas sejam selecionadas positivamente compondo parte do repertorio

de células B que saem da medula para desempenhar a fungédo de defesa.

Neste trabalho, além da clonagem desses segmentos génicos em vetor de expressao
bacteriana, eles foram expressos em cepas de BL21(DE3)pLysS com sucesso, com excecao
da construcdo VH4-H210 que mesmo na andlise do extrato total apresentou pouca expressao e
certo grau de degradacdo. A producdo também foi otimizada para a obtencdo dessas proteinas
na forma soltvel, sendo que as condi¢des para duas construcdes foram estabelecidas: a
construcdo VH10-H24 apresentou melhor producdo na sua forma soltvel quando induzida a
16°C e 0,5 mM de IPTG, enquanto a construcdo VH4 foi melhor expressa na sua forma
solivel a 37°C e 0,1 mM de IPTG.

O estudo das interacbes anticorpo-antigeno de anticorpos auto-reativos,
principalmente de anticorpos anti-DNA tém de ser melhor compreendido, pois estes
anticorpos séo importantes para o desenvolvimento de algumas doencas autoimunes. A clara
compreensdo dessa interacdo ira permitir com que abordagens terapéuticas especificas sejam
desenvolvidas. Atualmente anticorpos anti-DNA capazes de hidrolise estdo sendo estudados
guanto a sua utilizacdo terapéutica em canceres nos quais as células afetadas apresentam
deficiéncias no reparo de DNA (HANSEN et al., 2012), o que confirma a importancia desse

conhecimento para diversas aplicacoes.
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