‘ ' UNIVERSIDADE DE BRASILIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR

POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA MOLECULAR

EFEITOS DA CLONAGEM DE ELEMENTOS DE DNA ANTI-REPRESSORES EM
VETOR DE EXPRESSAO NA PRODUCAO DE ANTI-CD3 EM CHO-K1.

PAULO HENRIQUE DE FRANCO ALCANTARA

Orientador: Prof2. Andréa Queiroz Maranhéo

Coorientador: Prof°. Marcelo de Macedo Brigido

BRASILIA, DF
2010



UNIVERSIDADE DE BRASILIA

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR
POS — GRADUACAO EM BIOLOGIA

EFEITOS DA CLONAGEM DE ELEMENTOS DE DNA ANTI-REPRESSORES EM
VETOR DE EXPRESSAO NA PRODUCAO DE ANTI-CD3 EM CHO-K1

PAULO HENRIQUE DE FRANCO ALCANTARA

Orientadora: Prof®. Dra. Andréa Queiroz Maranhao
Co — Orientador:Prof. Dr. Marcelo de Macedo Brigido

Dissertacdo apresentada ao
Departamento de Biologia Celular
do Instituto de Ciéncias Biologicas
da Universidade de Brasilia como
requisito parcial & obtencdo do
grau de Mestre em Biologia
Molecular

Brasilia — DF
2010



Banca Examinadora:

Prof®. Dra. Andréa Queiroz Maranh&o — Orientadora

Prof. Dr. Marcelo de Macedo Brigido — Co-orientador

Prof®. Dra. Maria de Fatima dos Santos — UnB (membro externo)
Prof. Dr. Mércio José Pocas Fonseca - UnB

Prof?, Dra. lldinete Silva Pereira - UnB

Trabalho desenvolvido no
Laboratdrio de Biologia Molecular da
Universidade de Brasilia sob
orientacdo da Dr® Andréa Queiroz
Maranhao



Agradecimentos

Gostaria de agradecer todo o conjunto do Laborat6rio de Biologia Molecular da UnB,
especialmente a Professora Andrea Maranhao, pela excelente orientacao e pelo zelo
dedicado a seus alunos, o Professor Marcelo Brigido, que além de abrir as portas do
laboratdrio também colaborou como co-orientador, e os colegas do grupo de Imunologia
Molecular, que tornaram o ambiente subterraneo do Minhoc&o muito mais agradavel.

Também quero agradecer as pessoas que me incentivaram e estimularam a continuar meus
estudos além da graduacao, principalmente os meus pais que priorizam a minha educacao e
a dos meus irmaos acima de tudo! Aproveito para recordar com gratidao os outros familiares
(irmdos, tios, primos, avos), os amigos (do Colégio Militar de Brasilia e da Fundacao
Logosofica) e a namorada, Isadora, a qual me estimulou a finalizar a redacéo dessa
dissertacdo. Agradeco também o pensador humanista Gonzalez Pecotche, pelos
conhecimentos que guiam muitos dos meus passos rumo ao arquétipo de ser humano que
quero ser.

Agradeco a Deus, ndo aquele imposto pelas crengas, mas o que eu aprendi a conhecer por
meio do conhecimento. Esse Deus (o verdadeiro) me concedeu a prerrogativa de viver e
evoluir conscientemente, e entendo que a conclusdo desse mestrado, mais que um curso de
pés-graduacao, foi uma oportunidade de aperfeicoamento.



Sumario

indice de Figuras

viii

Indice de Tabelas

Lista de Abreviaturas

Resumo

Xiil

Abstract

Xiv

Introducéo

1.1 Estrutura da cromatina em eucariotos

1.2 Elementos funcionais na modulacéo da expressdo génica em eucariotos

1.3 Producdo de proteinas terapéuticas em células de mamiferos

1.4 Anticorpos como biofarmacos

10

1.5 Modelo experimental

14

15

Objetivos
2.1 Objetivo Geral

15

15

2.2 Objetivos Especificos

Materiais e Métodos

16

3.1 Materiais

16

3.1.1 Células

16

3.1.2 Plasmidios

16

17

3.1.30ligonucleotideos

19

3.1.4Solucdes estoques de inibidores de proteases

20

3.1.5 Meios de cultura para bactérias

3.1.6 Meios de cultura e solugdes para cultura de células de mamiferos

21
22

3.1.7 Solugoes e tampdes de uso geral

3.1.8 SolucBes e material para preparo de células competentes e transformacao

bacteriana 22
3.1.9 Solugdes para preparacdo de DNA plasmidial 23
3.1.10 Enzimas e tampdes de endonucleases de restricdo 24
3.1.11 Enzimas e reagentes de outras reacdes enzimaticas utilizadas em DNA __ 25
3.1.12 Solucdes e reagentes para eletroforese em gel de agarose 27
3.1.13 Anticorpos utilizados nos ensaios de ELISA 27




3.1.14 Solucdes e materiais para ELISA

3.1.15 Marcadores moleculares para DNA

3.1.16 Kits comerciais

3.2 Métodos

3.2.1 Extragdo e quantificacdo de DNA cromossomal de leucécitos do sangue

periférico humano

3.2.2 Reacgdes em cadeia da polimerase (PCR)

3.2.2.1 Amplificacdo por PCR dos elementos anti-repressores

3.2.2.2 Adicdo de adeninas nas extremidades dos amplicons

3.2.3 Anélise de DNA plasmidial em gel de agarose

3.2.4 Eluicéo de fragmentos de DNA de gel de agarose

Vi

28
28
29

30

30
30
30
31
31
32

3.2.5 Ligacdo de fragmentos de DNA

33

3.2.6 Transformagé&o bacteriana

33

3.2.6.1 Preparo de células competentes

33

3.2.6.1 Eletroporacao

34

3.2.7 Preparacdo plasmidial em pequena escala

34

3.2.8 Digestdo do DNA plasmidial com enzimas de restri¢ao

35

3.2.9 Sequenciamento dos elementos anti-repressores

35

3.2.10 Cultura de células de mamiferos

36

3.2.10.1 Congelamento de células CHO — Criopreservacéao

36

3.2.10.2 Descongelamento de células CHO

36

3.2.10.3 Tripsinizagdo, passagem das células e formac&o da monocamada celular

37

3.2.10.4 Estimativa do nimero de células viaveis por meio de contagem em camara

de Neubauer

38

3.2.10.5 Transfec¢do de células CHO utilizando o reagente Lipofectamine LTX__38

3.2.10.6 Selecdo de células transfectadas utilizando Geneticina (G418)

39

3.2.10.7 Isolamento de clones estaveis produtores de anticorpos recombinantes _ 40

3.2.11 ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

41

Resultados e Discussao

42

4.1 Isolamento dos elementos anti-repressores a partir do genoma humano
4.1.1 Reac0es de amplificacdo e adenilagdo dos elementos anti-repressores

4.1.2 Clonagem dos elementos anti-repressores em pGEM-T Easy

42

42

45




4.1.3 Sequenciamento dos elementos anti-repressores em pGEM-T Easy

4.2 Clonagem em vetor de expressdo em células de mamifero

Vi

47
56

4.2.1 Otimizagdo do promotor CMV

56

4.2.1 Clonagem dos elementos anti-repressores

58

4.3 Transfec¢do em CHO-K1 e selecao de clones estaveis

61

4.4 Anélise da expressdo génica

Conclusao e Perspectivas

Referéncias Bibliogréaficas

63
65
67



viii

Indice de Figuras

Figura 1.Esquematizacdo da dindmica do estado de compactacdo da cromatina 3

Figura 2.Diagrama esquematico de uma molécula de IgG secretada 10
Figura 3.Nomenclatura de anticorpos recombinantes obtidos por engenharia genética 11
Figura 4.Esquematizacdo da estrutura de oligossacarideos no motivo Fc de 1gG humana 12

Figura 5.Desenho esquematico das interacdes entre oligossacarideos adicionados a regido Fc de um

anticorpo 13

Figura 6.Andlise eletroforética da integridade do DNA gendmico extraido de células sanguineas

humanas 42
Figura 7.0btencdo por PCR dos elementos anti-repressores 44
Figura 8.Construgdo do vetor pPGEM-T Easy elemento anti-repressor 46

Figura 9.Confirmagdo dos clones contendo os elementos 35 e 40 clonados no plasmidio pGEM —T Easy

47
Figura 10.Esquematizacdo do alinhamento dos clones recombinantes em relacdo as sequéncias do
GenBank 48
Figura 11.Localizagdo cromossomica do clone 1 e do elemento anti-repressor 40 no genoma humano

50
Figura 12.Alinhamento do elemento 40 e do clone 1 com o cromossomo 14 humano 51
Figura 13.Alinhamento do clone 1 e do elemento 40 ao longo do genoma humano 52
Figura 14.Detalhamento da regido flanqueadora do elemento 40 no cromossomo 14 humano_ 54
Figura 15. Estratégia de construgdo do vetor pCO anti-CD3 FvFc humanizado 57
Figura 16. Perfil de restricdo do vetor pCO anti-CD3 FvFc humanizado 58
Figura 17. Estratégia de construgdo dos vetores pCO35 anti-CD3 FvFc humanizado e pCO40 anti-CD3
FvFc humanizado 59
Figura 18. Perfil de restri¢do do vetor pCO35 anti-CD3 FvFc humanizado 60
Figura 19. Perfil de restricdo do vetor pCO40 anti-CD3 FvFc humanizado 61

Figura 20. Mecanismo de agdo do sitio de entrada ribossomal interno (IRES) em um processo de

traducao 62




Indice de Tabelas

Tabela 1. Caracteristicas dos elementos de DNA moduladores da expressao heter6loga em células de

mamiferos 6

Tabela 2. Anticorpos monoclonais recombinantes aprovados para comercializag¢ao 7

Tabela 3. Oligonucleotideos sintéticos utilizados 17




ADCC
ATP
Amp
BSA
°C
CD
CH
CHO
CMV

CL
dNTPs

dH,0
DNA
DTT
EDTA
ELISA
IPTG
Fab

Fc
FDA
Fv

IL
kb

Lista de abreviaturas

Citotoxicidade celular mediada por anticorpos
Nucleotideo trifosfato de adenosina

Gene de resisténcia a ampicilina (B-lactamase)
Albumina bovina sérica

Grau Celcius

Marcador de superficie celular (Cluster of diferentiation)
Cadeia constante pesada de anticorpo

Células de ovério de hamster chinés

citomegalovirus

Intron A

Cadeia constante leve de anticorpo

Mistura de desoxirribonucleotideos trifosfatos adenosina, citidina,
guanosina, timidina

Agua destilada

Acido desoxirribonucléico

Ditiotreitol

Acido etilenodiaminotetracético

Ensaio de ligagdo imunoenzimaética

Isopropil- 3 -D-tiogalactopiranosideo

Fragmento (de anticorpo) de ligacdo ao antigeno
Fragmento (de anticorpo) cristalizavel (porcao constante)
Food and Drug Administration (EUA)

Fragmento (do anticorpo) variavel

Grama

Forca gravitacional

Hora

Imunoglobulina

Interleucina

Kilobase



nm

mA
mg

mL
mM
mMRNA
ms

ng

OD

ori

PBMC

RT — gPCR
PBS

PCR

pH

pmol
PMSF

SFB
TE

rpm
RNA
RNAse
sckv
SDS
Tris

VH
VL

X-gal

Litro

Nanometro

Molar

Miliampeére

Miligrama

Mililitro

Milimolar

Acido ribonucléico mensageiro
Milisegundo

Nanograma

densidade Otica

Origem de replicacéo

Par de base

Células mononucleares do sangue periférico
Transcrigéo reversa seguida de PCR quantitativa
Tampao salina fosfato

Reacdo em cadeia da polimerase

Potencial hidrogenibnico

picomol

Fluoreto de fenilmetilsulfonato

Soro fetal bovino
Tampédo Tris’sEDTA

Rotac¢des por minuto

Acido ribonucléico

Ribonuclease

Fragmento variavel (de anticorpo) de cadeia Unica
Sddio Duodecil Sulfato

Tri (hidroximetil) aminometano

Unidade enzimatica

Volts

Volume

Dominio variavel da cadeia pesada de um anticorpo
Dominio variavel da cadeia leve de um anticorpo

5-bromo-4-cloro-3-indolil- 8 -D-galactopiranosideo

Xi



MF
MY
ML
pm
MM

HAT
HDAC
HMT
HP1
LCR
cHS4
MAR
STAR
GFP
SEAP
SV40
U-20S
IFN-y

Xii

Micro Faraday

Micrograma

Microlitro

Micrémetro

Micromolar

Tempo de passagem da corrente elétrica
Unidade de medida da resisténcia elétrica (ohm)
Histona acetil-transferase

Histona deacetilase

Histona methil-transferase

Proteina de heterocromatina 1

Regido de controle do locus

Sitio 4 hipersensivel de B-globina de galinha
Regido associada a matriz

Elemento antirepressor e estabilizador
Proteina florescente verde

Fosfatase alcalina secretada

Virus de simio 40

Célula de osteosarcoma humana

Interferon vy



xiii

Resumo

Nos Ultimos anos o grupo de Imunologia Molecular da Universidade de Brasilia tem
humanizado anticorpos de interesse clinico visando a sua aplicacao terapéutica. A producéo de
proteinas terapéuticas como essas € de grande interesse para a indudstria biofarmacéutica. Com
intuito de produzir glicoproteinas estaveis, tém-se utilizado células de mamiferos como sistema
de expressdo heterdloga, pois estas possuem uma maquinaria pés-transcricional necessaria para
estabilizar biomoléculas complexas. No entanto, a producdo de tais moléculas é geralmente
dificultada pela imprevisibilidade e instabilidade da expresséo ao longo do tempo. Isso se deve
a alta probabilidade de silenciamento dos transgenes ao serem integrados na cromatina das
células de mamiferos. Uma das alternativas para contornar esse problema é o melhoramento de
vetores de expressdo com o emprego de pequenos elementos de DNA (menores que 2100 pares
de bases) que atuam como anti-repressores. No presente trabalho foram isolados quatro
elementos de DNA humanos semelhantes as sequéncias dos elementos anti-repressores 35 e 40
identificados por Kwaks e colaboradores em 2003. Um elemento semelhante ao anti-repressor
35 e outro semelhante ao anti-repressor 40 foram clonados no vetor de expressao em células de
mamiferos pMIRES anti-CD3 FvFc humanizado (Silva et al., 2009). O elemento anti-repressor
35 apresentou vérios alinhamentos no cromossomo 7 humano. Ja o elemento 40 pdde ser
alinhado com diversas regides de varios cromossomos, destacando-se os alinhamentos nos
cromossomos 14 e 22. Esses elementos de DNA sdo sequéncias repetitivas presentes ao longo
do genoma humano. Além disso, substituiu-se o promotor de citomegalovirus (CMV) deste
mesmo vetor por um promotor CMV otimizado contendo a sequéncia do intron A (I1A). As
novas construces de vetores foram transfectadas em células de ovario de hamster chinés
(CHO) e clones estaveis foram isolados para posterior caracterizacdo da producdo de

anticorpos.

Devido a sua similaridade com sequéncias anti-repressoras € 0 seu predominio em regides
subcentroméricas, sugere-se que os elementos de DNA isolados sejam importantes na
modulacdo da cromatina exercendo atividade anti-repressora. Outra hip6tese é que, devido ao
fato de serem elementos repetitivos no genoma humano, tais elementos podem ter sua origem

em regides altamente transcritas de retrotransposons.
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Abstract

Recently, the Molecular Immunology group of Universidade de Brasilia has humanized
clinical antibodies aiming their therapeutic applications. These therapeutic proteins production
is of great interest to the biopharmaceutical industry. In order to produce stable glycoproteins,
mammalian cells have been used as heterologous expression system since they possess post-
translational machinery to stabilize those complex biomolecules. However, the production of
such molecules is often hampered down by the unpredictability and instability of expression
over time. This is due to the high probability of silencing of transgenes integrated into the
chromatin of mammalian cells. One way to overcome this problem is the use of small elements
of DNA (less than 2100 base pairs) that act as anti-repressors. In this work we have isolated
four DNA human elements similar to the anti-repressors 35 and 40 sequences identified by
Kwaks and collaborators in 2003. An element similar to the anti-repressor 35 and other similar
to the anti-repressor 40 were cloned into the expression vector for mammalian cells pMIRES
humanized anti-CD3 FvFc (Silva et al., 2009). The anti-repressor element 35 presented several
alignments on human chromosome 7. Moreover, the element 40 was aligned with different
regions on several chromosomes, particularly on chromosomes 14 and 22. These DNA
elements are repetitive sequences present throughout the human genome. Additionally, we
substituted the vector cytomagalovirus (CMV) promoter by the optimized CMV promoter
containing the intron A (1A) sequence. These new vectors constructions were transfected into
Chinese hamster ovary cells (CHO) and stable clones were isolated to acccess the antibody

production.

Due to its similarity to anti-repressor sequences and its prevalence in sub centromeric
regions, it is suggested that the isolated DNA elements are important in the chromatin
modulation by exerting anti-repressor activity. Another hypothesis is that, due to the fact that
they are repetitive elements in the human genome, these elements may have their origin in

retrotransposon’s highly transcribed regions.



1. INTRODUCAO

1.1. Estrutura da cromatina

No genoma dos organismos eucariéticos, 0 DNA se encontra complexado a diversas
proteinas (principalmente a histonas). Tal complexo é chamado de cromatina. As histonas séo
proteinas ricas em aminoacidos bésicos, principalmente arginina e lisina, que se associam
ionicamente aos grupamentos fosfato do DNA, e sdo classificadas em H1, H2A, H2B, H3 e
H4 (revisto por Garcia et al., 2007). Particularmente, as histonas H3 e H4 sdo bastante
conservadas nos eucariotos, 0 que sugere que tais proteinas exercam uma funcéo bésica para a
vida desses organismos.

A unidade fundamental de organizacdo da cromatina € o nucleossomo, caracterizado
por duas voltas de DNA dupla hélice ao redor de um octamero de histonas (duas copias de
cada uma das H2A, H2B, H3 e H4), mais um DNA espacgador associado a histona H1. As
cadeias laterais das histonas estdo sujeitas a modificagBes enziméticas que alteram a carga
elétrica liquida e a conformacdo da proteina. Tanto os deslocamentos dos nucleossomos ao
longo do DNA quanto as modificacdes enzimaticas das histonas interferem nas propriedades
estruturais e funcionais da cromatina (revisto por Leliévre, 2009).

Dependendo dessas modificacbes das histonas, dois graus de compactacdo de
cromatina podem ser distinguidos — a eucromatina e a heterocromatina. A eucromatina € a
regido em que o complexo DNA-proteina se encontra mais frouxo, enquanto que a
heterocromatina é a regido mais compactada. O grau de compactacdo da cromatina é algo
dindmico, variando de acordo com as necessidades metabolicas da célula. Os genes
localizados na regido de heterocromatina sdo geralmente reprimidos ou silenciados (Dillon e
Festenstein, 2002; Kwaks e Otte, 2006), enquanto os genes da regido de eucromatina estdo
mais livres ao acesso da maquinaria de transcricdo e, portanto, podem ser facilmente
expressos. Dessa maneira, regulando as propriedades estruturais da cromatina, as células
eucaridticas sdo capazes de controlar a sua expressdo génica (Garcia et al., 2007).

Um exemplo claro da importancia do controle da expressdao realizado no nivel de
cromatina é a diferenciacdo celular, como é o caso da supressdo do gene ARH1 na
diferenciacdo celular em cancer de mama (Feng et al., 2007). A partir de um Unico genoma
pode-se gerar uma grande variedade de tecidos diferenciados como consequéncia da
expressdo seletiva de genes. No entanto, 0os mecanismos de controle dessa expresséo seletiva

ainda precisam ser totalmente entendidos (revisto por Lelievre, 2009).



Nos ultimos anos, o estudo da regulacdo da expressdao génica tem sido bastante
intensificado, especialmente aquela realizada pelas modifica¢cdes da cromatina, visto que ha
um grande interesse na producdo de proteinas heterélogas em organismos eucariotos. A fim de
desvendar os mecanismos da expressdo seletiva de genes, é importante ampliar o
conhecimento sobre os elementos da maquinaria nuclear responsaveis pelo remodelamento da
cromatina (Leliévre, 2009).

O entendimento de fendmenos epigenéticos permite buscar relagdes entre as alteragdes
sofridas pelas proteinas da cromatina e os niveis de transcricdo de genes. Acetilacdes,
metilacOes, fosforilacbes e ubiquitinagdes nos residuos de lisina e serina localizados na
extremidade amino-terminal das histonas exercem enormes impactos na ativagéo e inativagéo
de genes (Peterson e Laniel, 2004; Margueron et al., 2005). Dessa forma, os estudos em
epigenética tém avancado no campo da regulacdo génica, indo além da regulacdo exercida por
promotores e enhancers. As informacdes obtidas a partir das combinacGes de modificacdes
em histonas tém sido chamadas de “histone code” (Jenuwein e Allis, 2001). Para exemplificar,
a lisina 27 de histonas H3 serve de sitio de ancoragem ao complexo policomb (Montgomery
et al., 2005), o que favorece a formacdo de heterocromatina e significa para a célula o
silenciamento da expressdo naquela regidao do DNA.

Outro exemplo é o estado em que se encontra a lisina 9 presente na cauda das histonas.
A adicdo de um grupamento acetil (positivamente carregado) pela enzima HAT (histone
acetyltransferase) na lisina 9 permite o afrouxamento dos nucleossomos e favorece, assim, a
transcricdo dos genes dessa regido da cromatina (Figura 1A). Por outro lado, a deacetilacdo da
lisina por meio da acdo de HDAC (histone deacetylase) promove a compactacdo da cromatina
(Figura 1B). A lisina deacetilada ainda pode-se adicionar um grupamento metil pela enzima
HMT (histone mehtyl transferase). A lisina 9 metilada, por sua vez, € sitio para ligacdo do
complexo protéico de heterocromatina HP1 (heterochromatin protein 1), um potente repressor
associado a cromatina (Figura 1C). Como pode ser observado, o grau de compactacdo da
cromatina envolve um balango entre histonas acetiladas e histonas metiladas (revisto por
Kwaks e Otte, 2006).
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Figura 1. Esquematizacdo da dindmica do estado de compactacdo da cromatina. (Kwaks
e Otte, 2006) A enzima HAT (histone acetyltransferase) promove a acetilacdo da lisina 9 das
histonas do nucleossomo, 0 que promove o relaxamento da cromatina e permite o acesso da
maquinaria de transcri¢do a essa regido do DNA (A). A deacetilacdo promovida pela enzima
HDAC (histone deacetylase) favorece a compactacdo da cromatina, particularmente quando
se segue com a adi¢do de grupos metil por parte da enzima HMT (histone metyltransferase)
(B). A proteina HP1 (heterochromatin protein 1) ancora-se na lisina 9 metilada e reprime a
expressao dos genes nessa regido da cromatina (C).

Com a ampliacdo do conhecimento acerca das modificacbes sofridas pelas histonas,
hd uma expectativa de se desenvolver técnicas de modificacdo da cromatina na qual esta

integrado o gene de interesse, e assim aumentar a taxa de producéo da proteina desejada.



1.2. Elementos funcionais na modulacédo da expressao génica em eucariotos.

Uma estratégia para o aumento da producdo de proteinas heter6logas é baseada na
clonagem de elementos de DNA reguladores nas construcfes de vetores de expressdo. Tais
elementos devem exercer alguma atividade em cis no sentido de ativar a expressdo. Um

elemento de DNA ideal para utilizagdo em vetores deve possuir as seguintes caracteristicas:

a) ter um tamanho razoavel, caso seja muito extenso o vetor pode se tornar instavel e
muito grande para a clonagem;

b) seu efeito deve ser dependente do numero de coOpias transfectadas/transformadas,
ou seja, um maior nimero de copias integradas no genoma deve corresponder a um
aumento da expressdo do gene;

c) deve garantir uma estabilidade na producdo protéica ao longo das geragdes de
células;

d) deve ser, preferencialmente, universalmente aplicavel, de maneira que possa ser

utilizado em diversas linhagens celulares e com diferentes promotores.

Um dos elementos de DNA regulatérios conhecido é a regido de controle do locus
(LCR) que por um lado confere estabilidade de expressdo e proporciona uma producdo
dependente do numero de copias integradas do gene recombinante, mas por outro lado é um
elemento muito extenso e sua aplicabilidade ¢ tecido especifica (Tabela 1). A LCR de -
globina humana, por exemplo, s6 funciona em celulas derivadas de linhagens eritropoiéticas.
Na tentativa de encontrar elementos menores, pode-se utilizar o sitio 4 hipersensivel de -
globina de galinha (cHS4), sitio de 1,2 kb da LCR da B-globina de galinha. Embora mantenha
a estabilidade da producdo, perde a sua capacidade de expressao dependente do nimero de
copias e seu efeito continua sendo tecido especifico (revisto por Kwaks e Otte, 2006).

Para contornar a dificuldade da acdo tecido especifica, existe a possibilidade de
utilizacdo de regibes de promotores de genes expressos ubiquamente. Conhecidos como
UCOEs (ubiquitous chromatin opening elements), esses fragmentos de DNA podem ser
utilizados em diversas linhagens eucaridticas, conferem um aumento e estabilidade da
expressao heterdloga, mas sua extensdo é relativamente grande quando comparada com 0s
demais elementos de DNA utilizados nas construcdes de vetores de expressdo em células de
mamiferos (Tabela 1) (revisto por Kwaks e Otte, 2006).

Outro elemento de DNA bastante estudado recentemente é a regido associada a matriz



(MAR). Tais elementos estdo envolvidos na estruturacdo topologica da cromatina associada a
matriz nuclear e, por esse motivo, acredita-se que eles regulem a acessibilidade dos genes
presentes nessa regido da cromatina. MARs operam independentemente do promotor ou da
linhagem celular, aumentam os niveis de expressdo e sua estabilidade, mas ndo apresentam
correlacdo entre a producdo e o numero de copias integradas no genoma da célula hospedeira
(Tabela 1) (Kwaks e Otte, 2006; Galbete et al., 2009).

Novos elementos de DNA envolvidos na modulacdo da expressdo génica foram
identificados por Kwaks e colaboradores, em 2003. Esse grupo publicou um trabalho no qual
desenvolveram um método para identificar elementos de DNA presentes no genoma humano
capazes de exercer funcdo anti-repressora sobre a acdo das proteinas de heterocromatina HP1
e HP2C. Tais elementos foram denominados STAR (stabilizing and antirepressor elements)
(Tabela 1). No total, foram isolados 65 elementos, sendo 10 deles avaliados separadamente no
referido estudo. Basicamente, os pesquisadores clonaram cada um desses elementos de DNA
flanqueando um gene de resisténcia a zeocina e analisaram os efeitos dessas construgdes
transfectadas em CHO-K1. Como resultado, observou-se um aumento significativo na
transcricdo do gene de resisténcia. Além disso, houve um maior nimero de colénias que
produziam a proteina de interesse, 0 que aumenta as chances de obter clones estaveis. Outro
aspecto importante dos elementos anti-repressores estudados & que suas extensdes nao
excedem 2100 pares de bases e, portanto, ndo inviabilizavam a sua clonagem em vetores de
expressao (Kwaks et al., 2003).

Em uma anélise mais detalhada, os autores focaram a atencdo no elemento 40, por ter
apresentado os melhores resultados nos primeiros testes (maior taxa de transcricdo, maior
namero de clones sobreviventes e crescimento mais rapido das coldnias). Com uma extensao
de 1031 pb, o efeito anti-repressor do elemento 40 apresentou bons resultados também nos
testes seguintes tais como: aumento nos niveis de producao de diferentes proteina heterélogas
(GFP, SEAP), sob o controle de diferentes promotores (CMV, SV40 E UB6) e em diferentes
linhagens celulares (CHO-K1 e U-20S). A producdo heterdloga dos transfectomas ainda
apresentou uma forte correlagdo com o nimero de cdpias integradas no genoma e, na auséncia
do agente seletivo, a producdo se manteve estavel ao longo de 60 geracdes.

Diante desses resultados, sugere-se que 0s elementos anti-repressores podem interferir
na propagacdo do padrdo de deacetilacdo e metilagdo das histonas, 0 que caracterizaria um
estado reprimido da cromatina induzido pelas proteinas de heterocromatina. A interferéncia
nesse nivel molecular basico explicaria a capacidade anti-repressora nos diversos

experimentos realizados (Kwaks et al., 2003).



Posteriormente, em 2005, Kwaks e colaboradores fusionaram o dominio p300 da
proteina HAT (histone deacetylase) a proteina LexA e o direcionaram ao promotor viral CMV
e ao promotor celular UB6 obtendo melhores niveis de produgdo de uma proteina reporter. O
sucesso da pesquisa ainda foi reforcado com a utilizacdo de elementos anti-repressores
flanqueando o gene reporter a qual, combinada com a utilizacdo do dominio HAT, resultou em
maiores niveis de expressao e estabilidade.

Com isso, a utilizacdo de elementos de DNA com atividade anti-repressora representa
uma valiosa ferramenta na producdo de proteinas terapéuticas em sistemas de cultura de

células de mamiferos.

Tabela 1. Caracteristicas dos elementos de DNA moduladores da expressdo heterologa

em células de mamiferos.

Elemento  Tamanho Aumento da Estabilidade  Especificidade Dependéncia do

(kb) expresséao da expressao tecidual namero de cdpias
LCR 16 Sim Sim Sim Sim
cHS4 12-24 Né&o Sim ND Né&o
UCOE 25-8 Sim Sim Néo ND
MARs ~3 Sim Sim Nao ND
STAR 05-2 Sim Sim Né&o Sim
ND: ndo determinado (Adaptado de Kwaks e Otte, 2006)

1.3. Producdo de proteinas terapéuticas em células de mamiferos

Proteinas terapéuticas tém representado um importante e crescente segmento da
indUstria farmacéutica com mais de 80 bilhdes de dolares em vendas em todo o mundo
(Pilbrough et al., 2009). Com isso, ha um grande interesse nas pesquisas relacionadas a
producdo de proteinas recombinantes nos diversos sistemas de expressao existentes. No caso
das proteinas recombinantes voltadas a aplicacdo clinica, a indUstria optou por utilizar como
sistemas de expressdo as culturas de Escherichia coli e de células de mamiferos, sendo a
célula de ovario de hamster chinés (Cricetulus griseus) — CHO — a linhagem celular mais
comum (revisado por Andersen e Krummen, 2002).

Em uma revisao publicada em 2002 por Chu e Robinson, foi mostrado que de janeiro de 1996
a novembro de 2000, 21 dos 33 produtos biotecnoldgicos licenciados pela FDA (U.S. Food

and Drug Administration) eram produzidos em culturas de células de mamiferos, sendo 7



deles em CHO, e desde entdo diversos resultados clinicos foram positivos (Andersen e Reilly,

2004). Especialmente anticorpos monoclonais recombinantes tornaram-se uma importante

classe de proteinas terapéuticas, atualmente contando com mais de 150 produtos em teste

clinico e 22 diferentes produtos aprovados para comercializacao (van Berkel et al., 2009).

Tabela 2. Anticorpos monoclonais recombinantes aprovados para comercializagao.

Genérico Fabricante Nome Descricao Data de
comercial aprovacao
Muromonab-  Ortho Biotech Orthoclone  Murino, 19gG2a, anti-CD3 14/09/92
CD3 OKT3
Abciximab Centocor ReoPro Quimeérico, IgG1, anti- 22/12/94
GPIIb/1lla; Fab
Rituximab Genentech Rituxan Quimérico, IgGlx, 26/11/97
anti-CD20
Daclizumab Hoffmann-La Zenapax Humanizado, IgGlx, 10/12/97
Roche anti-CD25
Basiliximab Novartis Simulect Quimérico, IgGlx, 12/05/98
anti-CD25
Palivizumab Medlmmune Synagis Humanizado, IgGlx, 19/06/98
Virus respiratério
Infliximab Centocor Remicade Quimérico, IgGlx, 24/08/98
anti-fator de necrose tumoral
(TNFa)
Trastuzumab  Genentech Herceptin Humanizado, IgGlx, 25/09/98
anti-HER2
Gemtuzumab  Wyeth Mylotarg Humanizado, IgG4x, 17/05/00
0zogamicin Madison anti-CD33; imunotoxina
Alemtuzumab  Genzyme Campath- Humanizado, IgGlx, 07/05/01
Cambridge 1H anti-CD52
Ibritumomab  Biogen Idec Zevalin Murino, IgGlxk, anti-CD20; 19/02/02
tiuxetan Radioterapia
(Itrio 90)
Adalimumab  Abbott Humira Humano, IgG1xk, anti-TNFa 31/12/02
Deerfield Park
Omalizumab  Genentech Xolair Humanizado, IgGlxk, anti-IgE ~ 20/06/03




Tositumomab- Corixa Bexxar Murino, IgG2aA, anti-CD20; 27/06/03
1131 Radioterapia
(lodo 131)
Efalizumab Genentech Raptiva Humanizado, IgGlx, 27/10/03
anti-CD11a
Cetuximab Imclone Erbitux Quimérico, IgGlx, 12/02/04
Systems anti-receptor de fator de

crescimento epidérmico

Bevacizumab  Genentech Avastin Humanizado, 1gG1, 26/02/04
anti-fator de crescimento
endotelial vascular

Natalizumaba Biogen Idec Tysabri Humanizado, IgG4x, 23/11/04
anti-a4-integrina
Arcitumomab  Immunomedics CEA-Scan  Murino, Diagnoéstico por 28/06/96
imagem para carcinoma colo-
retal
Imciromab Centocor Myoscint Murino, Diagndstico por 03/07/96
Pentetate imagem para necrose
miocardica.
Capromab Cytogen Corp. ProstaScint ~ Murino, Diagnostico por 28/10/96
Pendetide imagem para carcinoma de
prostata.

Radiomarcagcdo indio 111

Nofetumomab Boehringer Verluma Murino, Diagnostico por 20/08/96
Ingelheim imagem para
Cancer de pulméo.

A explicagdo para o fato de a maioria desses produtos serem produzidos em células de
mamifero & simples. Muitas proteinas de interesse farmacoldgico sdo estruturalmente
complexas e requerem modificacdes pos-traducionais semelhantes as dos seres humanos para
desempenharem suas funcdes in vivo com eficiéncia (Pilbrough et al., 2009). Especialmente a
producdo de anticorpos inteiros em células de mamifero se faz necessaria para 0 correto
dobramento da proteina, ponto critico para a atividade do medicamento. Desse modo, as
maquinarias de glicosilagdo de proteinas, fosforilagdo, formacéo de pontes-dissulfeto e outras
modificacbes pds-traducionais encontram-se disponiveis naturalmente em células de
mamiferos (Butler, 2005). Essas modificacbes pds-traducionais sdo importantes para as

células no tocante as propriedades das proteinas nativas como estabilidade da molécula,


http://www.fda.gov/Drugs/DevelopmentApprovalProcess/HowDrugsareDevelopedandApproved/ApprovalApplications/TherapeuticBiologicApplications/ucm080665.htm
http://www.fda.gov/Drugs/DevelopmentApprovalProcess/HowDrugsareDevelopedandApproved/ApprovalApplications/TherapeuticBiologicApplications/ucm080665.htm
http://www.fda.gov/Drugs/DevelopmentApprovalProcess/HowDrugsareDevelopedandApproved/ApprovalApplications/TherapeuticBiologicApplications/ucm080734.htm
http://www.fda.gov/Drugs/DevelopmentApprovalProcess/HowDrugsareDevelopedandApproved/ApprovalApplications/TherapeuticBiologicApplications/ucm080734.htm
http://www.fda.gov/Drugs/DevelopmentApprovalProcess/HowDrugsareDevelopedandApproved/ApprovalApplications/TherapeuticBiologicApplications/ucm093371.htm

citolocalizagéo, reconhecimento de ligantes, atividades bioldgicas, regulacdo da meia vida, e
imunogenicidade (Walsh e Jefferis, 2006). Portanto, essas propriedades também devem ser
consideradas na producdo de proteinas heterdlogas, principalmente visando a reducdo dos
riscos de imunogenicidade causada pelas modificacbes ndo humanas, em particular a
glicosilacdo (Schirrmann et al, 2008). Embora a glicosilacéo realizada pela célula CHO seja
diferente da realizada pelo ser humano, as diferencas ndo afetam a seguranga na utilizacao de
proteinas recombinantes produzidas nesses sistemas de expressdo (Schirrmann et al, 2008).
Prova disto € a utilizacdo segura de fator V11l recombinante produzido em CHO e purificado
por cromatografia de afinidade pela Aventis Pasteur, aprovada para o tratamento de hemofilia
A (Walsh e Jefferis, 2006). Com tudo isso, as células de mamiferos se tornaram os sistemas
de expressdo mais adequadas do que outros tipos celulares na producdo de moléculas
complexas para serem utilizadas como biofarmacos (Wurm, 2004).

No entanto, os baixos niveis e a instabilidade da expressao heterdloga sdo desafios
para a utilizacdo das células de mamiferos na producdo de proteinas terapéuticas (Kwaks e
Otte, 2006). Isso se deve, principalmente, ao fato de que grande parte do genoma de células
de mamiferos estd na forma de heterocromatina e, com isso, ha uma grande possibilidade de
integracdo do transgene nessas regides silenciadas ou proximas a elas (Kwaks et al., 2003).
Até recentemente, os maiores niveis de expressao em células de mamiferos estavam em torno
de 5¢/L, o que representava um terco da producdo em bactérias e fungos (Wurm, 2004;
Gerngross, 2004; Baez et al 2005).

Em alguns casos clinicos, como, por exemplo, na utilizacdo de alguns anticorpos
monoclonais, sdo necessarias grandes doses do medicamento (Andersen e Reilly, 2004). Com
a baixa taxa de producdo da proteina recombinante e a demanda de grandes doses do
medicamento, o tratamento se torna muito caro, inviabilizando a comercializacdo do produto.

Para otimizar essa relacdo de custo-beneficio, pesquisas buscam desenvolver novos
métodos de producdo. Alguns deles sdo: alteracBes na temperatura de cultivo celular (Shi et
al, 2005); utilizacdo de derivados de aminoacidos em meio de cultura (Chang et al., 1999) e
de compostos quimicos, como o butirato de sodio (inibidor da histona deacetilase) (Jiang e
Sharfstein, 2008); aperfeicoamento da sele¢do dos clones mais produtores (van Blockland et

al., 2007); engenharia de vetores de expressdo, entre outros.
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1.4. Anticorpos como biofarmacos

A estrutura basica de uma molécula de imunoglobulina G (IgG) nativa é composta por
duas cadeias polipeptidicas leves e duas cadeias pesadas. Cada cadeia leve possui um dominio
variavel (VL) e um dominio constante (CL) enquanto que cada cadeia pesada possui um
dominio variavel (VH) e trés dominios constantes (CH1, CH2, CH3). Uma cadeia leve e uma
pesada se associam por ponte dissulfeto formando um mondmero. Por sua vez, dois
mondmeros idénticos se associam por ponte dissulfeto e formam um homo-dimero. Toda essa
estrutura apresenta trés motivos protéicos: dois Fab (fragment antigen biding) e um Fc
(fragment crystallizable). O motivo Fab contém a porcdo variavel de uma IgG e é responsavel
pela ligacdo ao antigeno. Ja o motivo Fc € responsavel pelas respostas efetoras como, por
exemplo, fagocitose, citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) e ativacdo do

sistema complemento (Figura 2)

Cadeia
; Pesada Sitio de ligacdo ao
Cadeia 90

Fove / FV Antigeno
| N

Dobradica

Ponte dissulfeto  « -« -~

Dominiolg + '

Figura 2. Diagrama esquematico de uma molécula de 1gG secretada. (Adaptado de Abbas
e Lichtman, 2003).

Com o avanco da tecnologia de engenharia de anticorpos, as imunoglobulinas

utilizadas como farmacos vém assumindo diversos formatos (Figura 3). Dependendo da
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aplicabilidade, os anticorpos recombinantes podem conter apenas fragmentos de um anticorpo
nativo, o que facilita a sua producdo devido a sua menor complexidade. Fragmentos de Fab,
scFv ou diabodies sdo alguns desses exemplos e podem, inclusive, serem produzidos em
organismos procariotos mantendo a sua atividade ligante ao antigeno e assim cumprir a sua
funcdo (Schirrmann et al, 2008).

Fab

Fv (Fd + LC)

¢ «f'

:: W

diabody
scFv-Fc !
scFv-CH ;5
scFab scFv-dHIx

Figura 3. Nomenclatura de anticorpos recombinantes obtidos por engenharia genética.
Imunoglobulina nativa IgG e derivadas. Siglas: VH, variavel pesada; VL, varidvel leve; CL,
constante leve; CH, constante pesada; Fv, fragmento variavel; Fc fragmento cristalizavel, Fab,
fragmento de ligacdo ao antigeno; dHIx hélices anfipaticas para dimerizacdo dos fragmentos
scFv. Em roxo encontram-se os linkers peptidicos artificiais (Schirrmann et al, 2008).

No entanto, em alguns casos, a resposta efetora também € de interesse clinico. Todas

as células do sistema imunoldgico possuem receptores de Fc (FCR) presentes na superficie
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celular que, ao se ligar a regido Fc de um anticorpo, desencadeia uma resposta efetora. Tais
receptores, por sua vez, dependem do reconhecimento da estrutura tridimensional da regiéo
Fc da imunoglobulina. Como ja foi dito anteriormente, as modificagGes pds-traducionais dos
anticorpos sdo essenciais para a conformacdo da proteina e mais especificamente a
conformacdo da regido Fc esta diretamente associada a ligacdes covalentes de oligosacarideos

na asparagina 297, presente no dominio CH2 (Figura 4) (Walsh e Jefferis, 2006).

v GIn-Tyr-Asn,g,-Ser-Thr-Tyr-Arg-\anvs

GlcNAc =~ ~ Fuc

GlcNAc
g Man ¢
A 77
N 3
/ :
1
Man Man
| GlcNAc |
GlcNAc GlcNAc
i i
] 1
Gal Gal
1 1
1 1
1 1
Neu5Ac Neu5Ac

Figura 4. Esquematizacdo da estrutura de oligossacarideos no motivo Fc de IgG humana
(Wash e Jefferis, 2006). A asparagina 297 é glicosliada com a adi¢cdo de um heptasacarideo
(estrutura béasica em azul) ao qual sdo adicionados outros residuos de acucar (vermelho)
formando ramificacOes diversas.

A adicdo de diferentes estruturas de aglcar nas proteinas confere a heterogeneidade
das estruturas tridimensionais das glicoproteinas. Da mesma forma, a delecéo dos residuos de
acucar provoca uma mudanca conformacional na regido Fc que impede o seu reconhecimento

pelos receptores de Fc (Figura 5) (Arnold et al., 2007).
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Deglycosylation
l

Figura 5. Desenho esquematico das interacGes entre oligossacarideos adicionados a

regido Fc de um anticorpo (Radaev e Sun, 2001).

No caso do anticorpo anti-CD3 recombinante, proteina utilizada no tratamento e
prevencdo de rejeicdo de tecidos transplantados, sugere-se que a regido Fc seja responsavel
pelo efeito anti-inflamatdrio desse medicamento. Enquanto que a regido Fab desse anticorpo
se liga a proteina CD3 na superficie dos linfocitos T reativos e induz a inativacdo dessas
células — prevenindo, assim, a rejeicdo — por outro lado a regido Fc se liga a receptores de Fc
de outras células do sistema imunoldgico desencadeando a supressao da resposta efetora.

Uma via de modulacdo da resposta efetora foi observada em testes in vitro com células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) onde anticorpos FvFc anti-CD3 humanizados
induziram tais células a aumentarem a producdo de citocinas supressoras do sistema imune,
como IL-10, e a reduzirem a producédo da citocina pré-inflamatoria IFN-y (Silva et al., 2009).
Quando os niveis de IFN-y sdo inferiores aos niveis de IL-10, as vias de sinalizagdo anti-
inflamatorias sdo predominantes (Herrero et al., 2003). Esse resultado sugere que 0s
anticorpos anti-CD3 humanizados tenham o potencial de induzir um microambiente anti-
inflamatdrio favorecendo o desenvolvimento de condi¢Bes imunoreguladoras por meio da
ativacdo dos mecanismos supressores de 1L-10 (Silva et al., 2009).

Nesse mesmo estudo, também foi avaliado a capacidade dos anticorpos anti-CD3
humanizados de induzir a transcricdo do gene de FOXP3, um fator de transcri¢do envolvido
na atividade supressora de células T regulatdrias. Por meio de PCR quantitativa, foi observado
um aumento tardio (ap6s 192h de incubac¢do com o anticorpo anti-CD3 humanizado) da
quantidade do transcrito de FOXP3 em PMBC (Silva et al., 2009). A expressdo estavel de
FOXP3 esta correlacionada com a inducdo de atividade supressora de celulas T regulatéria
(Wang et al., 2007).

Outro importante resultado obtido in vitro com o anticorpo anti-CD3 humanizado

produzido por Silva e colaboradores foi a baixa indu¢do mitogénica das PBMC em relacéo a
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utilizacdo do anticorpo anti-CD3 murino OKT3 (Unico anticorpo anti-CD3 aprovado para
utilizacdo clinica até o0 momento). Novamente é a estrutura da regido Fc que esté relacionada
ao potencial mitogénico desses anticorpos. Quando o FcR de uma célula efetora reconhece a
regido Fc de um anticorpo ligado ao seu antigeno, essa interacdo molecular ativa a
proliferacdo celular e reforca a resposta pro-inflamatoria, o que ndo € desejavel nos casos de
prevencdo da rejeicdo de orgdos transplantados. No caso do referido anticorpo humanizado, a
regido Fc pode ter apresentado baixa afinidade pelo receptor de Fc presentes nos fagdcitos
(Silva et al., 2009) e, dessa forma, ndo estimulou a proliferagéo celular.

Portanto, sugere-se que a modulacdo da resposta efetora, 0 potencial mitogénico e a
inducdo da diferenciagdo de linfocitos T em linfocitos T regulatérios possam estar
relacionados as vias de sinalizagdo desencadeadas pelo reconhecimento do anticorpo anti-
CD3 pelas células do sistema imune. Os resultados obtidos com o anticorpo anti-CD3
humanizado sdo compativeis com um perfil imunoregulador (Silva et al., 2009) e as vias de
sinalizagdo que prevalecem sdo as imunossupressoras, podendo ser esses 0s mecanismos de

indug&o de tolerancia a transplantes.

1.5. Modelo Experimental

Nos Ultimos anos, o grupo de Imunologia Molecular da UnB tem produzido proteinas
recombinantes de interesse clinico visando a sua aplicacdo terapéutica. Ja& foram produzidos
anticorpos humanizados anti-CD18, anti-Z22 (Ruggiero, 2002) e anti-CD3 (Silva et al.,
2009), e também fatores plasméaticos humanos, como o fator V11 e IX (Campos-da-Paz et al,
2008). Em todos os casos, 0 sistema de expressdo utilizado foi células de mamiferos e o
promotor do vetor de expressao heteréloga foi o promotor de CMV. Com isso, busca-se agora
meios para 0 aumento dos niveis e da estabilidade na producdo protéica, tais como o
melhoramento do vetor com a clonagem de anti-repressores, visando ao fim a producdo em

larga escala e a comercializacdo desses biofarmacos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Obter os elementos anti-repressores da transcri¢do 35 e 40 (identificados por Kwaks e

colaboradores) e testar os efeitos da sua clonagem na producdo em do fragmento de anticorpo

FvFc anti-CD3 humanizado em CHO-K1.

2.2. Objetivos especificos

v Amplificar por PCR elementos de DNA anti-repressores a partir do genoma humano

v' Caracterizar esses elementos quanto a sua sequencia, localizacédo e identidade com os

fragmentos anteriormente reportados por Kwaks

v" Substituir o promotor CMV do vetor de expressao heter6loga em célula de mamiferos

PMIRES anti-CD3 FvFc humanizado por um promotor CMV otimizado

v" Clonar os elementos anti-repressores no vetor de expressao em célula de mamifero

v’ Transfectar células CHO e estabelecer clones estaveis produtores da proteina

recombinante

v Avaliar os efeitos das novas construcdes plasmidiais na producdo do anticorpo anti-
CD3
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais

3.1.1.Células

- Linhagens de Escherichia coli

®
XL1-Blue (Stratagene ) - recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F" proAB
laclgZ M15Tn10 (Tet®)] (Sambrook e Russel, 2001).

DH 50 (Invitrogen®) — F /endAl hsdR17(r« mg*) supE44 thi* recAl gyrA (Nal") relAl
D(laclZYA-argF)U169 deoR (F80dlacD(lacZ)M15).

Essas linhagens foram utilizadas nos procedimentos de isolamento de elementos de

DNA anti-repressores.

- Linhagens de células de mamifero

CHO-K1: Linhagem celular derivada da subclonagem de uma célula epitelial de ovario de
hamster Chinés (CHO) parental, iniciada pela bidpsia de um ovéario da fémea adulta do
hamster Chinés Cricetulus griseus. Séo células epiteliais que crescem aderidas a superficie e
necessitam de suplementacdo de soro fetal bovino e prolina ao meio de cultura. Ndmero
ATCC: CCL-61.

3.1.2. Plasmidios
- pGEM — T Easy (Promega) — 3,15 kb. E constituido pelo promotor T7 e SP6, multiplos

sitios de clonagem, gene alLacZ, gene da B-lactamase (bla), origem de replicacéo de fago (f1
ori) e origem de replicacdo plasmidial. Utilizado para a clonagem de produtos de PCR.
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- pGFP/NEO - 11,2 kb. Possui promotor de timidina quinase (pTK), NEOR, mdltiplos sitios
de clonagem, sinal de poliadenilacdo TkpA, promotor pRSV-LTR, sinal de poliadenilagéo
SV40polyA, origem de replicagéo ori e gene da B-lactamase (bla). Utilizado em transfeccbes

como controle da eficiéncia de transfeccdes.

- pMIRES anti CD3 FvFc humanizado — 7,7 kb. Contém Amp", ori ColE1, mdltiplos sitios
de clonagem, promotor pCMV, peptideo sinal de imunoglobulina, genes da imunoglobulina
FvFc anti CD3, sitio de entrada ribossomal interno (IRES), NEOR, sinal de poliadenilagdo
SV40polyA, origem de replicacdo ori e gene da B-lactamase (bla). Utilizado para clonagem de

um promotor CMV otimizado e de elementos de DNA anti-repressores. (Silva, 2008)

- pUC57 promotor CMV otimizado (GenScript)— 4,6 kb. E formado pelos mdiltiplos sitio
de clonagem, promotor CMV otimizado sintetizado quimicamente (inserto), gene lacZ, gene
da p-lactamase (bla), origem de replicacdo rep. Utilizado para extrair o promotor CMV

otimizado.

3.1.3.0ligonucleotideos

Os oligonucleotideos foram fornecidos pela IDT® e solubilizados em agua Mili-Q
para concentrac¢do de uso de 10 pmoles/uL. A Tabela 2 mostra as sequéncias de cada um dos

oligonucleotideos.

Tabela 3. Oligonucleotideos sintéticos empregados neste trabalho.

Oligo Sequéncia Utilizacio

M13 Universal 5" GTAAAACGACGGCCACT 3 Sequenciamento dos
elementos de DNA
clonados em pGEM-T
Easy.

M13 Reverso 5" CAGGAAACAGCTATGAC 3’ Sequenciamento dos
elementos de DNA
clonados em pGEM-T
Easy.

Elemento 4 3’ 5" CTGGAATGAGAGGCTGAAGG 3° Amplificagdo do elemento
4 por PCR a partir do
genoma humano.
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Elemento 4 5’

Elemento 7 3’

Elemento 7 5’

Elemento 35 3’

Elemento 35 5’

Elemento 40 3°

Elemento 40 5°

Kwaks40 clone 1 3’

Kwaks40 clone 1 5’

Kwaks40 clone 2 3’

Kwaks40 clone 2 5°

5> GTGCGGGTCTTAACAAAAGG 3’

5" TGGGTGACAGAGCAAGACTG 3’

5" TATCCTGAGTGCATGGATGG 3°

5" GCAAAACGAATCCAGCAGTA 3’

5" ACTGTGATGCCTCCAGCTTT 3’

5" ATAGGGGGAAAGCCTCTTGA 3’

5" GGCCATATTTGAAGGTGCTG 3’

5 AAAGTTTGTCTTCCATCCAG 3°

5’ TTCAGATACTGTCTTCATGC 3’

5 AAAGTTTGTCTTCAATCCAG 3°

5 TTCAGATATTGTCTTCATGC 3

Amplificacdo do elemento
4 por PCR a partir do
genoma humano.

Amplificacdo do elemento
7 por PCR a partir do
genoma humano.

Amplificacdo do elemento
7 por PCR a partir do
genoma humano.

Amplifica¢do do elemento
35 por PCR a partir do
genoma humano.

Amplificacdo do elemento
35 por PCR a partir do
genoma humano.

Amplifica¢do do elemento
40 por PCR a partir do
genoma humano.

Amplificacdo do elemento
40 por PCR a partir do
genoma humano.

Sequenciamento de uma
regido interna do clone 1
correspondente ao
elemento 40.

Sequenciamento de uma
regido interna do clone 1
correspondente ao
elemento 40.

Sequenciamento de uma
regido interna do clone 2
correspondente ao
elemento 40.

Sequenciamento de uma
regido interna do clone 2
correspondente ao
elemento 40.
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VHCd3humanizado 5 CCTGACGAACCCAGTGCATA 3> Quantificagdo do mRNA
Realtime Foward correspondente & porgao
codificadora do VH

VHCd3humanizado 5° GTTCAATCCGGTGCTGAGGT 3*  Quantificacdo do mRNA
Realtime reverse correspondente a por¢do
codificadora do VH

VLCd3humanizado 5’ TCGGTACCAGAGCCAGAACC 3°  Quantificagdo do mRNA
Realtime Foward correspondente a porgéo
codificadora do VL

VLCd3humanizado 5" AGGTCAAGCTCCTCGTCTGC 3>  Quantificacdo do mRNA
Realtime Reverse correspondente a porgéo
codificadora do VL

Fc(Ch2Ch31gG1l) 5 CTGCTCTTGTCCACGGTGAG 3>  Quantificacdo do mRNA
Realtime Foward correspondente a porgéo
codificadora do Fc

Fc(Ch2Ch31gG1l) 5 GGCAGCCGGAGAACAACTAC 3> Quantificacdo do mRNA
Realtime Reverse correspondente a porgéo
codificadora do Fc

3.1.4.Solucbes estoques de inibidores de proteases

PMSF (Phenilmethylsulfonyl Fluoride) 0,1 M
Solubilizado em isopropanol e estocado a temperatura ambiente por até 1 ano. E um inibidor
de serino e tiol proteases como, por exemplo, tripsina, quimiotripsina, trombina, papaina etc.

Adicionar a uma concentracéo final de 1 mM.

EDTA (Acido Tetracético Etilenodiamina) 0,5M
Solubilizado em &gua, pH 8-9, estocado a 4°C por até 6 meses. E um inibidor de

metaloproteases. Adicionar a uma concentragéo final de 5 mM.

Azida Sédica — Solucéo estoque 100X

Azida sodica 5% (p/v)

Esta solucdo era utilizada para a conservacdo dos tampbes PBS e PBS-T e nas solugcbes
estoque dos anticorpos em concentragéo final de 0,05% (p/v).



3.1.5. Meios de cultura para bactérias

Meio LB (Luria-Bertani)

Peptona de caseina 1,000% (p/v)
Extrato de levedura 0,500% (p/v)
NaCl 1,000% (p/v)
pH 7,0.

Meio LB agar

Meio LB adicionado de agar bacterioldgico a 1,400% (p/v).

Meio SB (Super- Broth)

Peptona de Caseina 3,000% (p/v)
Extrato de Levedura 2,000% (p/v)
MOPS 1,000% (p/v)
pH 7,0

Meio SOB

Bacto-triptona 2,000% (p/v)
Extrato de levedura 0,500% (p/v)
NaCl 0,060% (p/v)
KCI 0,002% (p/v)
pH 7,0.

Meio SOC

Meio SOB , 98 mL
Solucéo estoque de Mg 2 M 1mL
Solucao estoque de glicose 2 M 1mL
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Apos dissolver os reagentes em agua destilada, todos os meios de cultura foram

autoclavados a 120°C por 15 minutos.
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3.1.6. Meios de cultura e solugdes para cultura de células de mamiferos

Meio Ham-F12 com L-glutamina a 2 mM (Gibco®, n° catalogo: 21700-026)

Meio Base 1 pacote
NaHCO; 1,176 ¢

dH,0 g.s.p 1,000 L
pH 7,2

Meio de Congelamento de Células

Meio Ham-F12 com L-glutamina
Soro Fetal Bovino 20% (v/v)
DMSO 5% (v/Iv)

Solucdo salina balanceada (HBSS — Hank’s Balanced Salt Mixture) (HyClone®, no
catadlogo: SH30015.01)

Mistura base 1 pacote
NaHCO; 0,350 ¢

dH,0 g.s.p 1,000 L
pH 7,4

Tripsina-EDTA (Invitrogen®, n°® catalogo: 27250-018)

Tripsina 2,500 g
EDTA 0,380 g
HBSS gsp 1,000 L
pH 8,0

Soro Fetal Bovino (LGC Biotecnologia®, n° catalogo: 10-bio500)

Estocar de -5 a -20 °C.

Adicionado ao meio de cultura Ham-F12 com L-glutamina a concentragdo de 10% ou 20%
(V/v).

Azul de Tripan

Corante Azul de Tripan 400 mg
PBS pH 7,2 g.s.p. 100 mL
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Reagente de transfec¢do Lipofectamine™ LTX (Invitrogen, n® de catalogo 15338-500)

E um lipideo catidnico cuja formulagio especifica permite a transfecgo de diversas linhagens
de células de mamifero.

3.1.7. Solucgodes e tampdes de uso geral

Tampéo TE
Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 1 mM

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

NaCl 1,50 M
Na,HPO, 0,10 M
NaNj3; 0,02% (p/v)

Tampao PBS-T 1X,pH 7,4
PBS 1X acrescido de Tween 20 na concentracdo final de 0,10% (v/v)

3.1.8. Solucbes e material para preparo de células competentes e transformacao

bacteriana

Solucéo estoque de glicose 2 M

Esterilizada por filtracdo e estocada a 4°C.

Solucéo estoque de Mg 2 M

MgCl, 1M
MgSO, 1M
Esterilizada por filtracdo e estocada a 4°C.

Glicerol 10% (v/v)

Esterilizado por filtragéo e estocada a 4°C
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Solucéo de X-Gal
Solugdo de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosideo (X-Gal) dissolvido em N,N-
dimetilformamida em solucéo estoque de 2,5%. Solucdo armazenada a -20°C e protegida da

luz. Usada no meio de cultura na proporc¢éo de 1:100.

Solucéo de IPTG
Solucdo de isopropil-tio-p-D-galactosideo (IPTG) dissolvido em &gua em solucédo
estoque de 100 mM e esterilizado por filtragdo em membrana Millipore de 0,22 um. Usada no

meio de cultura na proporg¢éo de 1:1000

Ampicilina

A ampicilina liofilizada foi ressuspendida em agua destilada na concentracdo de 20 a 50
mg/mL. Apos a ressuspensdo, ela foi esterilizada por filtracio em membrana Millipore de
0,22 um. Apds a filtragdo, foi estocada a -20°C e protegida da luz. Antibiético utilizado como
marca de selecdo para plasmidios transformados em células de E. coli

Cubetas de eletroporacdo (Gene Pulser/MicroPulser Cuvettes, Biorad®, n° catalogo: 165-
2086)

3.1.9. Solucdes para preparacdo de DNA plasmidial

Solucéo |

Tris-HCI pH 8,0 25 mM
EDTA pH 8,0 10 mM
Glicose 50 mM
Solucéo 11

NaOH 0,2 M
SDS 1,0% (p/v)
Solucéo 111

Acetato de potassio 3M
Acido Acético 2 M

pH ajustado para 4,8 - 5,0



RNAse A

RNAse A (Invitrogen®, n° de catalogo 12091-021).

Clorofane

Fenol equilibrado em pH 7,6 lv
Cloroférmio 1lv
B-hidroxiquinilona 0,05% (p/v)

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

Clorofil
(;Ioroférmio 24 v
Alcool isoamilico lv

Equilibrado com 0,25 v de tampéo TE

Acetato de aménio 7,5 M
Utilizada para precipitagcdo de DNA.

Glicogénio

Glicogénio 20 mg/mL
Utilizado para precipitacdo de DNA.

3.1.10. Enzimas e tamp®es de endonucleases de restri¢do

Ezimas de restricdo (New England Biolabs®)
Sbf |

Xma |

Not |

Hind I11

Sac Il
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Tampdes de Endonucleases de Restricdo (New England Biolabs®)

NEB 1

Bis-Tris-propano-HCI pH 7,0 10 mM
MgCl, 10 mM
DTT (ditiotreitol) 1 mM
NEB 2

Tris-HCI pH 7,9 10 mM
MqCl, 10 mM
DTT (ditiotreitol) 1 mM
NEB 3

Tris-HCI pH 7,9 150 mM
MqgCl, 10 mM
NaCl 100 mM
DTT (ditiotreitol) 1 mM
NEB 4

Tris-Acetato pH 7,9 20 mM
Acetato de Magnésio 10 mM
Acetato de Potéssio 50 mM
DTT (ditiotreitol) 1mM

3.1.11. Enzimas e reagentes de outras reacfes enzimaticas utilizadas em DNA
- Ligase
T4 DNA ligase (Invitrogen®, n° catalogo 15224-041) — 5U /ul
- Polimerases
Platinum® Tag DNA Polymerase (Invitrogen®, n° catalogo 10966-018) — 5U /ul
Taq DNA Polimerase (Cenbiot/RS) — 2U /ul

Elongase Enzyme (Invitrogen®, n° catalogo 10480-010)
rTth Polymerase XL (GeneAmp, n° catalogo N8080193)
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- Fosfatase Alcanina

Shrimp Alkaline Phosphatase — SAP (Promega®, n° catdlogos M8201) — 1U/ul

Tampéo de Reacdo da Enzima T4 DNA Ligase 5X- Invitrogen

Tris-HCI Ph 7,6 250mM
MgCl, 50mM
ATP 5mM
DTT smM
Polietileno Glicol (PEG)-8000 25% (p/v)

Tampéo de Reacdo da Tag DNA Polimerase 10X - CENBIOT/RS

Tris-HCI 0,1M
KCl 0,5M
BSA 0,1% (p/v)

Tampéo A da enzima Elongase 5X — Invitrogen

Tris-SO4 pH 9.1 300 Mm
(N H4)2804 90 mM
MgSOq4 5mM

Tampéo B da enzima Elongase 5X — Invitrogen

Tris-HCl ph 9,1 300 mM
(N H4)2804 90 mM
MgSO, 10 mM

Tamp&o SAP (Fosfatase alcalina de camarao) 10 X - Promega®

Tris-HCI pH 9,0 500 mM
MqgCl, 100 mM

Reagentes de reacfes enzimaticas

26

Mistura dNTP (Amersham Pharmacia Biotech): com dGTP, dATP, dCTP e dTTP na

concentragdo de 10 mM cada, utilizado nas reacdes de PCR.

MgCl;, (GibcoBRL): 50 mM, utilizado nas reac¢6es de PCR (concentragéo final de 1 mM)



3.1.12. Solucbes e reagentes para eletroforese em gel de agarose

Tampéo de corrida TEB 10X

Trizma base 0,89 M
Acido Bérico 0,89 M
EDTA 0,02 M
dH,0 q.s.p. 1,00 L
pH 8,0

Tampéo de corrida TAE 50X

Tampéo Tris-Acetato 2,00 M
Trizma-base 242,00 g
Acido Acético Glacial 57,10 mL
EDTA pH 8,0 0,05 M
dH,0 q.s.p. 1,00L

Tampéao de amostra para gel de agarose 10X

Tampado de corrida TEB 20X 50% (v/v)
Glicerol 50% (v/v)
Azul de Bromofenol 0,1% (p/v)
Xileno Cianol 0,1% (p/v)

Solucao de brometo de etideo 20.000X

Brometo de etideo 10 mg/mL
Mantido protegido de luz.

3.1.13. Anticorpos utilizados nos ensaios de ELISA

Anti — 1gG humana (H + L) feito em cabra (Pierce® n° catalogo: 31119)
Concentracéo: 1,8 mg/mL
Titulacdo de uso: 1:1000
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Anti — 1gG humana (Fc especifico) feito em cabra conjugado com fosfatase alcalina

(Sigma® n° catalogo: A9544)
Concentracdo: 1 mg/mL
Titulacdo de uso: 1:5000

IgG Humana (Sigma® n° catalogo: K9001)
Concentragdo: 1 mg/mL

Utilizado a 100 ou 120 ng/mL como padrdo nos experimentos de ELISA.
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3.1.14. Solucdes e materiais para ELISA

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

NaCl 15M
Na,HPO,4 0,1M
NaN3 0,02% (p/v)

Tampéo PBS-T 1X, pH 7,4

PBS 1X acrescido de Tween 20 na concentracdo final de 0,1% (v/v)

Tampéo de Fosfatase Alcalina (APB)

Tris-HCI pH 9,5 100 mM
NaCl 100 mM
MgCI2 5mM

Solucéo de Bloqueio

Leite em p6 desnatado 5% (p/v)
Dissolvido em PBS-T 1X

Solucdo Reveladora para ELISA

PNPP (para-nitro-fenil-fosfato) 1 mg/mL
Dissolvido em APB

Placas de microtitulacao de poliestireno com 96 pogos com fundo chato para ELISA
(Nunc®, Maxisorp, n° catalogo: 456537)

3.1.15. Marcadores Moleculares para DNA

1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen® n°. catalogo. 10787-026)
Fragmentos de DNA em pb: 100; 200; 300; 400; 500; 650; 850; 1.000; 1.650; 2.000; 3.000;
4.000; 5.000; 6.000; 7.000; 8.000; 9.000; 10.000; 11.000; 12.000.

1 kb DNA Extension Ladder (Invitrogen® n°. catalogo. 10511-012)
Fragmentos de DNA em pb: vector bands; 517/506; 1.018; 1.636; 2.036; 3.054; 4.072;
5.090/5.000; 6.108; 7.126; 8.144; 10.000; 15.000; 20.000; 40.000.
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Low Mass DNA Ladder (Invitrogen® n°. catalogo. 10068-013)
Mistura equimolar de fragmentos de DNA em pb de 2.000; 1.200; 800; 400; 200 e 100.
Utilizando 2 pL do marcador, corresponde a massa de 100; 60; 40; 20; 10 e 5 ng,

respectivamente.

High Mass DNA Ladder (Invitrogen® n°. catalogo 10496-016)
Mistura equimolar de fragmentos de DNA em pb de 10.000; 6.000; 4.000; 3.000; 2.000 e
1.000. Utilizando 2 pL do marcador, corresponde a massa de 100; 60; 40; 30; 20 e 10 ng,

respectivamente.
3.1.16. Kits comerciais

QIAGEN Plasmid Maxi Kit 25 — Para preparacdo plasmidial em larga escala (Qiagen®, n°.
catalogo 12163).

QIlAprep Spin Miniprep Kit (250) - Para preparacdo plasmidial em pequena escala
(Qiagen®, n°. catalogo 27106).

Ultrafree DA Centrifugal Unit — Colunas para extracdo de DNA de gel de agarose por
Freeze Squeeze (Millipore®, n°. catalogo 42600).

Wizard® Genomic DNA Purification Kit — Para extracdo de DNA cromossomal de

leucdcitos de sangue periférico humano (Promega, n°. catdlogo A1120)

Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System — Para limpeza dos plasmidios obtidos em

preparacdes caseiras e para limpeza de produtos de PCR (Promega® n°. catalogo A9281)
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3.2. Métodos

3.2.1. Extracdo e quantificacdo de DNA cromossomal de leucdcitos do sangue

periférico humano

Coletou-se 2 mL de sangue humano doados por um voluntério e por meio do Wizard
Genomic DNA Purification Kit extraiu-se 0 DNA cromossomal dos leucdcitos seguindo o
protocolo fornecido pelo fabricante. Foi realizado, inclusive, o tratamento com RNAse A,
procedimento opcional do protocolo. Ao final todo o DNA foi ressuspendido em um volume
de 400 pL da solucdo de reidratacdo fornecida no Kit.

Uma amostra do DNA extraido foi diluida 10X em agua miliQ e procedeu-se a leitura
da absorbancia no comprimento de luz de 260 nm no espectrofotdmetro GeneQuant pro
RNA/DNA Calculator da Amersham Pharmacia Biotech.

3.2.2. Reacbes em cadeia da polimerase (PCR)

3.2.2.1. Amplificacdo por PCR dos elementos anti-repressores

- Desenho dos iniciadores

Baseado nas sequéncias anti-repressoras depositadas por Kwaks e colaboradores no
GenBank, desenhou-se quatro iniciadores cada um com 20 pares de bases (Tabela 2). Os
segmentos escolhidos para amplificacdo foram os elementos 35 (nimero de acesso:
AY190754) e 40 (nimero de acesso: AY190756).

- Sistema de reacdo para amplificacéo do elemento 35

Montou-se o sistema de reacdo contendo: 127 ng de DNA molde; ambos os primers
Elemento 35 3’ ¢ Elemento 35 5° a 0,3 uM; dNTP equimolar 1 mM; MgCl, a 2,5 mM;
tampdo de reacdo da Platinum Taq DNA Polimerase a 1X (Invitrogen); 2,5U da enzima

Platinum Tag DNA Polimerase (Invitrogen) e 4gua miliQ para totalizar 50 pL de reacao.
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- Sistema de reacdo para amplificacéo do elemento 40

Montou-se o sistema de reacdo contendo: 127 ng de DNA molde; ambos os primers
Elemento 40 3’ e Elemento 40 5” a 0,3 uM; dNTP equimolar 2 mM; MgCl, a 4 mM; tampéo
de reacdo da Taq DNA Polimerase a 1X (Cenbiot); 2U da enzima Tag DNA Polimerase

(Cenbiot) e agua miliQ para totalizar 50 pL de reacao.

- Programacéo do termociclador da marca ThermoHybaid

Ambos sistemas de reacdo foram submetidos a seguinte programacéo do termociclador
da marca ThermoHybaid: 94°C por 5 minutos (hot start); 35 ciclos com as seguintes
caracteristicas: desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 54°C por 1,5 minutos e
extensdo a 72°C por 2,5 minutos; mais 10 minutos a 72°C para finalizagdo da extenséo e, ao
final, manter a 4°C indefinidamente. Os produtos das duas PCRs foram analisados por

eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v).

3.2.2.2. Adicdo de adeninas nas extremidades dos amplicons

Os produtos da PCR de amplificacdo dos elementos anti-repressores foram submetidos
a uma reacdo de adenilacdo para facilitar a ligacdo desses fragmentos de DNA ao vetor
pGEM-T Easy (Promega). Para isso foi realizada uma nova PCR contendo 30 pL do produto
das respectivas PCRs; dATP a 0,125 mM; MgCI2 a 2 mM; tampéo da Taq DNA Polimerase a
1X (Cenbiot), 2U da enzima Taq DNA Polimerase (Cenbiot/RS) e dgua miliQ para totalizar
50 pL de reacdo. A programacao do termociclador foi apenas 72°C por 30 minutos e manter a

4°C ao final.

3.2.3. Analise de DNA plasmidial em gel de agarose (Azevedo et al., 2003)

Todos os géis eram preparados com agarose entre 0,7 e 1,5% (p/v) em tampédo TEB
1X com 0,5 pg/mL de brometo de etideo. Marcadores moleculares e as amostras de DNA com
tampdo de amostra para gel de agarose eram aplicadas no gel e submetidas a eletroforese em
tampdo TEB 0,5X, como descrito por (Sambrook e Russel, 2001). Nos casos em que se
pretendia extrair o DNA do gel de agarose, substituiu-se o tampdo TEB por TAE. Para
visualizacdo do DNA incidia-se luz ultravioleta no gel utilizando-se um transluminador

(Pharmacia-LKB®) e a imagem era digitalizada em aparato de fotodocumentacéo.
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3.2.4.Eluicao de fragmentos de DNA de gel de agarose (Barbas I11 et al., 2001)

1 - Preparava-se um gel de agarose 0,7% (p/v) feito com tampéo TAE.

2 - Apos a aplicacdo do DNA no gel, submetia-se a eletroforese com voltagem baixa (valor da
voltagem depende das dimensdes da cuba de eletroforese) até que a banda de DNA
correspondente ao fragmento a ser eluido estivesse isolada das demais bandas.

3 — Com auxilio de luz ultravioleta, cortava-se a banda de DNA de interesse e a colocava em
uma bolsa de Parafilm.

4 - Selava-se a bolsa de Parafilm e a incubava a -20°C por 30 minutos.

5 - Com o gel de agarose congelado, 0 mesmo era macerado. Quanto mais eficiente fosse a
trituracdo do gel enquanto estivesse congelado, maior o rendimento da eluicao.

6 - O liquido que foi obtido com o processo de trituracdo e o gel triturado eram transferidos
para uma coluna ultrafree-DA da Millipore (unidade de pré-filtro de 0,45 » m adaptada em
um tubo de 1,5mL.)

7 - O sistema era centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente.

8 — Para aumentar o rendimento, adicionava-se 50 puL do tampao EB (Elution Buffer da
Qiagen) pré aquecido a 50°C e novamente o sistema era centrifugado nas mesmas condicdes
anteriores. Depois disso, a agarose retida na coluna era descartada.

9 — Ao liquido coletado no tubo de 1,5ml, adicionava-se 0,5V de acetato de amonio 7,5M;
2,5V de etanol absoluto ; 20 pg de glicogénio e incubava-se durante a noite a -20°C para
precipitar o DNA contido nesse liquido.

10 — No dia seguinte, as amostras eram centrifugadas a 12.000 x g por 45 minutos a 4°C para
sedimentar o DNA.

11 - Descartava-se 0 sobrenadante e adicionava-se 200 x L de etanol 70% (v/v) gelado
(cuidando para ndo perturbar o sedimento) para lavar o DNA.

12 — O sistema era novamente centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C.

13 - Descartava-se 0 sobrenadante, adicionava-se 200 . L de etanol absoluto (cuidando para
ndo perturbar o sedimento) e repetia-se 0 passo 12.

14 — O sobrenadante era descartado, e o sedimento era deixado a temperatura ambiente por
cerca de 15 minutos para evaporar o etanol.

15 — O sedimento era ressuspendido em volumes adequados de tampéo TE.
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3.2.5. Ligacéao de fragmentos de DNA

As concentrages de DNA (vetor: inserto) utilizadas nos sistemas de ligagéo variavam
de acordo com o experimento a ser realizado, sendo normalmente em uma razdo molar de 1:3

ou 1:5 e aplicando-se a formula:

ng vetor x tamanho do inserto em pb X razdo inserto = ng de inserto
tamanho do vetor em pb vetor

As reacdes de ligacdo foram realizadas de acordo com instrucdo do fabricante da T4
DNA Ligase (Invitrogen). Apo6s incubacéo de 16 horas a 4°C, as rea¢des foram utilizados para
transformar células de E. coli competentes (previamente tratadas)

3.2.6. Transformacao bacteriana (Azevedo et al., 2003)

3.2.6.1. Preparo de células competentes

1- Inoculava-se uma colbnia isolada da célula de interesse em 10 mL de meio SB (no caso de
linhagens celulares portadoras de genes de resisténcia, pode-se acrescentar o antibiético de
interesse nesse primeiro passo). Esse pré-indculo era mantido a 37° sob agitacdo de 220 rpm
por aproximadamente 16 horas.

2- Inoculava-se 1 mL do pré-inéculo em 500 mL de meio SB contendo 2,5 mL da solucdo
estoque de glicose 2M e 2,5 mL da solugéo estoque de Mg 2M. Incubava-se a 37°C a 220 rpm
até a cultura atingir uma ODgoonm de 0,7 a 0,9.

2- Centrifugava-se a 3.000 x g por 20 min a 4°C, desprezando-se o sobrenadante e mantendo
sempre a célula gelada a partir desse momento.

3- O sedimento era ressuspendido em 25 mL de glicerol 10% estéril gelado e a seguir
adicionava-se mais 75 mL de glicerol 10% gelado.

4- Centrifugava-se a 3.000 x g por 20 min a 4°C, repetindo-se a etapa anterior.

5- O sedimento era ressuspendido em 25 mL de Gilcerol 10% estéril gelado e submetido a
ultima centrifugacao a 3.000 x g por 20 min a 4°C.

6- O sedimento final era ressuspendido em 1 a 2 mL de glicerol 10% e as células eram
aliquotadas a cada 100 pL, congeladas em banho de gelo seco com etanol e armazenadas

imediatamente a -80°C.
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3.2.6.2. Eletroporacao (Azevedo et al., 2003)

1- Para a transformacdo, o plasmidio era adicionado a uma aliquota de célula competente e
todo esse contelido era imediatamente colocado na cubeta de eletroporacdo (BioRad®)
previamente resfriada.
2- A eletroporagdo era feita seguindo os seguintes parametros elétricos: 2,5 kV, 25 pF e 200
Q, no aparelho Gene Pulser com Pulser Controller da BioRad. O t esperado (tempo de
duracdo da corrente elétrica que atravessa a cubeta) nessas condicdes é de 4,0 a 5,0
milisegundos.
3- Imediatamente ap6s o choque a cubeta era lavada com 3 mL de meio SOC e 0 meio era
recolhido para um tubo de centrifugacao de 50 mL.
4- Apds uma incubacdo de 1 h a 37°C e 220 rpm, dilui¢bes da transformacao eram semeadas
em placas contendo LB-agar, ampicilina a 200 pg/mL. As placas eram mantidas na estufa a
37°C por 16 horas.

Por se tratar de eventos ocorridos em dias distintos, utilizou-se diferentes linhagens

celulares para cada vetor obtido.

3.2.7. Preparacao plasmidial em pequena escala (Azevedo et al., 2003)

1- Coletava-se 3,0 mL de cultura de células de E. coli, transformadas com o plasmidio de
interesse, crescidas em meio LB/Amp (150 pg/mL) durante aproximadamente 16 horas a
37°C, por meio de duas centrifugacdes de 5 min a 5000 rpm em microtubos de 1,5 mL, sendo
0 sobrenadante desprezado a cada centrifugacao.

2- Ressuspendia-se o sedimento em 200 pL de Solugdo I. Incubava-se as amostras no gelo por
5 min.

3- Adicionava-se 400 uL de Solugdo II e as amostras eram homogeneizadas, invertendo-se
gentilmente o tubo varias vezes. Incubava-se a temperatura ambiente por 5 min.

4- Adicionava-se 300 pL de Solucdo III, 0 mesmo procedimento de homogeneizagdo era
realizado e a amostra era incubada no gelo por 10 min.

5- Centrifugava-se a 12000 rpm por 15 min a 4°C.

6- O sobrenadante era transferido para outro microtubo de 1,5 mL contendo 5 pL. de RNAse
A e incubado por 1 a 2 hora a 37°C.
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7- Adicionava-se 300 pL de clorofane e, apds forte homogeneizacdo, centrifugava-se por 5
min a 5000 rpm a temperatura ambiente, a fase aquosa era coletada para outro tubo.

8- Adicionavam-se 300 pL de clorofil e repetia-se 0 mesmo procedimento anterior de
homogeneizacéo, centrifugacéo e coleta.

9- Adicionava-se 2,0 v de etanol absoluto gelado e incubava-se a -20°C por no minimo 2
horas.

10- Centrifugava-se a 12000 rpm por 45 min a 4°C. Desprezava-se o sobrenadante.

11- Adicionava-se 1 mL de etanol 70% gelado e centrifugava-se novamente a 12.000 rpm por
15 min a 4°C.

12- Secava-se 0 sedimento por exposicéo ao ar.

13- O sedimento era ressuspendido em 50 puL de TE. E as amostras conservadas a -20°C

3.2.8. Digestao do DNA plasmidial com enzimas de restricao

As digestbes dos plasmidios utilizados eram realizadas com enzimas de restrigdo
conforme instrucdes dos fabricantes. O tempo de incubacdo e a quantidade de material a ser

digerido variavam de acordo com o interesse do experimento realizado.

3.2.9. Sequenciamento dos elementos anti-repressores

Apbs ter sido realizada uma analise de restricdo, os plasmidios eram sequenciados
utilizando-se o sequenciador automético MegaBACE 500Plus (Molecular Dinamics®). Eram
utilizadas de 150 a 200 ng do vetor, 10 picomoles do oligonucleotideo apropriado e o kit
“DyeEnamic ET DYE Terminator Cycle Sequencing”.

As sequéncias obtidas por meio do sequenciamento automatico eram analisadas,
utilizando-se ferramentas de bioinforméatica: Phred e CAP3 disponiveis na pagina:

www.biomol.unb.br. Depois da anélise de qualidade, as sequéncias eram submetidas a

ferramenta de procura de alinhamentos basicos locais (BLAST, do inglés, Basic Local

Alignment Search Tool, www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para analise de identidade com

sequéncias ja depositadas no GenBank. As sequéncias também eram manipuladas e analisadas
com sequéncias depositas em um banco de dados pessoal utilizando o programa BioEdit
Sequence Aligment Editor (Hall, 2007).


http://www.biomol.unb.br/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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3.2.10. Cultura de células de mamiferos

Durante todo o cultivo, as células eram mantidas em meio Ham-F12 (pH 7,2) com
10% a 20% de soro fetal bovino (SFB) e incubadas em estufa a 37°C, 5% de CO, e 70% de
umidade. A observacéao das células eram feitas em microscopio invertido de contraste de fase
NIKON DIAPOH,

3.2.10.1.Congelamento de células CHO - Criopreservacao (Ruggiero, 2002)

1- As células em cultura aderente eram lavadas com HBSS. Ap0s esse procedimento, era
adicionado um volume suficiente de Tripsina EDTA para cobrir toda a superficie de

crescimento celular para gque as células se soltassem da garrafa de cultura.

2— A suspensao celular era entdo transferida para um tubo de centrifuga de 50 mL, ao qual se
adicionava um volume igual de meio Ham-F12 acrescido de 10% de Soro fetal bovino (SFB)

para a inativacdo da tripsina, que é nociva as células.
3— As células eram centrifugadas a 130 x g por 8 minutos.

4— O sobrenadante era descartado e o sedimento era ressuspendido no meio de congelamento

de células.
5— As células eram distribuidas em aliquotas de 500 pL em criotubos.

6— Os criotubos eram incubados a 4°C por 30 minutos, depois a — 20°C por 30 minutos e
depois a — 80°C durante a noite. As células poderiam permanecer estocadas a esta temperatura

ou ser transferidas para a estocagem em nitrogénio liquido.

3.2.10.2. Descongelamento de células CHO (Ruggiero, 2002)

1 — Os criotubos eram transferidos para um banho de 37°C até o total descongelamento das

células.

2 — Imediatamente todo o contetdo de cada criotubo era transferido para um tubo de

centrifuga de 15mL contendo 3-5mL de HBSS e centrifugado a 130 x g por 8 minutos.
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3 — O sobrenadante era descartado e o sedimento era ressuspendido em 1mL de meio Ham-
F12 acrescido de % SFB.

4 — As células eram adicionadas em densidade de 2 x 10? células por garrafa de 25cm? em
meio Ham-F12 acrescido de 20% SFB.

5 — A partir do momento que as células apresentaram crescimento visivel da populago,
passou-se a utilizar meio Ham-F12 acrescido de 10% SFB e, no caso de descongelamento de

clones transfectados, passou-se a adicionar o agente seletivo na devida concentracao.

3.2.10.3. Tripsinizacgao, passagem das células e formacédo de monocamada celular
(Ruggiero, 2002)

Quando as ceélulas atingiam confluéncia entre 90% e 100%, ou seja, quando
praticamente toda superficie da placa de cultura estava ocupada por células, a cultura celular

deveria ser repicada.
1- O meio de cultura da garrafa era descartado.

2— Eram adicionados 5 mL de tripsina EDTA a garrafa de cultura de 25 cm? (guardar as

devidas proporcdes no caso de utilizacdo de outros frascos de cultura de dimensdes variadas)

3— Apds 3 minutos, as células comecaram a se descolar da superficie da garrafa. O
descolamento das células era acompanhado por visualizacdo a olho nu. Alternativamente,

incubava-se a 37°C durante esses 3 minutos para melhor atividade da tripsina.
4— A tripsina era neutralizada com cerca de 5 mL de meio acrescido de 10% de SFB.

5- A suspensdo celular era transferida para tubos falcon de 50 mL, e centrifugados a 130 x g

por 8 minutos.

6— O sobrenadante era descartado e o sedimento ressuspendido em 3 mL de meio acrescido de
SFB.

8- Era transferida toda a populagdo células por garrafas de 75 cm? ou 150 cm? contendo 10

mL ou 30 mL de meio acrescido de SFB.
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3.2.10.4.Estimativa do numero de células viaveis por meio de contagem em

camara de Neubauer (adaptado de Spector et al., 1998)

1- As celulas eram tripsinizadas e sedimentadas da mesma forma descrita anteriormente (ver

passos de 1 a 5 no item anterior) e o sedimento era ressuspendido em 1mL de meio de cultura.

2— Uma amostra da suspensdo celular era diluida na solucdo de corante Azul de Tripan
totalizando 50 a 100 pL finais. O fator de diluicdo variava entre 5 e 20, ou seja, diluia-se a
amostra entre 5 e 20 vezes, dependendo da quantidade de células estimada a olho nu no

sedimento do passo anterior.

3— A camara de Neubauer era montada, e nela aplicava-se um volume de 10 pL da mistura

suspensédo celular e corante.

4— As células eram observadas em microscéopio éptico (na objetiva com aumento de 40 vezes)
e contadas nos quadrantes. As células viaveis apresentavam-se com coloracdo clara (nédo
corada). Ja as células ndo vidveis tém a membrana celular mais permeavel e, por isso, 0

corante entra nas células, tornando-as azuis. Em seguida, era utilizada a formula:

ntimero de células contadas X fator de diluicio X 10* = n° de células / mL
namero de quadrantes contados

3.2.10.5. Transfeccédo de células CHO utilizando o reagente Lipofectamine LTX

(Invitrogen)

1 — Em uma placa de cultura de 6 pocos foram semeadas cerca de 2 x 10° células por pogo,
adicionando-se em seguida 2 mL de meio contendo SFB 10%.
2 — As células foram incubadas em estufa a 37°C, 5% de CO, e 70% de umidade durante a
noite. No dia seguinte, a confluéncia estava entre 60% a 70%.
3 — Para cada poco, diluiu-se 5 ug de DNA em 500 pL de Ham-F12 (sem soro) e em seguida
adicionou-se 10 pL de lipofectamina LTX. Esse sistema foi homogeneizado suavemente e

incubado por 30 minutos a temperatura ambiente para a formagdo do complexo
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lipofectamina-DNA (como controle foi preparado um sistema semelhante, porém sem DNA).
Enquanto isso, 0 meio de cultura era trocado por meio de cultura fresco.

4 — Ap0s este periodo, todo volume contendo o complexo lipofectamina-DNA foi adicionado
gota a gota sobre varios pontos distintos do po¢o

8 — As células foram incubadas a 37°C com 5% de CO, e 70% de umidade.

10 — No tempo de 24 e 48 horas pos-transfeccdo as células do poco transfectado com o vetor
pGFP eram observadas ao microscopio invertido para determinar a eficiéncia de transfeccéo.

3.2.10.6. Selecdo de células transfectadas utilizando Geneticina (G418)

Como os vetores utilizados para expressdo das proteinas recombinantes apresentam o
gene de resisténcia a geneticina (NEOF), ap6s o processo de transfeccdo foi possivel fazer a
selecdo das células transfectadas e eliminacdo daquelas que ndo estavam produzindo as

proteinas recombinantes.

1- ApGs 48h da transfeccdo o meio de cultura de todos os pogos era substituido por meio de
cultura fresco acrescido de geneticina a uma concentracdo final de 600 pg/mL, inclusive o

poc¢o com as células ndo transfectadas utilizadas como controle.

2- O meio de cultura a partir de entéo era trocado a cada 48h nas mesmas condigdes descritas
anteriormente e visualizava-se, ao microscépio 6tico, a morte celular no pogo controle de

células ndo transfectadas.

3- Quando era constatado a ocorréncia de morte das células ndo transfectadas (elas mudam
sua morfologia de elipticas para esféricas e perdem a aderéncia a placa de cultura)
permanecia-se mais uma semana com o procedimento descrito acima e a partir de entdo as

celulas eram consideradas selecionadas e somente células transfectadas estavam presentes no

POGO.

As células selecionadas por esse método apresentam diferentes niveis de producdo da
proteina heterdloga devido a integracdo randémica do gene recombinante no cromossomo.
Portanto esse conjunto de células, contendo clones diversificados, chama-se “populacdo
mista”. Tais populagdes mistas foram expandidas e aliquotas foram congeladas (conforme

descrito anteriormente) para futuros experimentos.
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3.2.10.7. Isolamento de clones estaveis produtores de anticorpos recombinantes

1- A partir de uma populacdo mista de clones estaveis, semeou-se placas de Petri proprias
para cultivo de tecido com 10, 20 e 40 células por placa em meio Ham-F12 acrescido de SFB
10% e G418 a 600 pg/mL

2- As células foram incubadas a 37°C com 5% de CO, e 70% de umidade por 4 dias, trocou-
se 0 meio e incubou-se por mais 4 dias, de modo que, depois de sucessivas geracoes, cada
clone desse origem a uma colénia visivel a olho nu.

3- As colbnias que visivelmente estavam isoladas eram marcadas e observadas ao
microscopio para verificar se de fato estavam isoladas.

4- O meio de cultura era entdo descartado e a placa era lavada com HBSS para retirada de
restos de SFB.

5- Com auxilio de uma pinca pegava-se pequenos cilindros de vidro (PYREX Cloning
cylinders — Corning Incorporated) e os colocava sobre uma graxa de silicone para vedagéo (da
marca VETEC, n° catalogo 000597.05 - prépria para cultura de tecidos), de modo que a base
do cilindro ficasse impregnada com a graxa. Em seguida, os cilindros eram fixados na placa
de cultura, pressionando-os levemente com o dedo, de maneira que as colénias fossem
isoladas uma das outras.

6- Em cada poco formado pelo cilindro de vidro, acrescentava-se 60 uL de tripsina EDTA e
incubava-se a 37°C por 3 minutos. Assim, as coldnias eram tripsinizadas individualmente.

7- Cada col6nia era entdo passada para um poc¢o na placa de 24 pocos contendo Ham-F12,
10% SFB e G418 a 600 pug/mL.

8- As coldnias de clones estaveis foram expandindo-se isoladamente até que se obteve células

suficientes para congelar aliquotas e para fazer ensaios biolégicos.
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3.2.11. ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) (Silva et al, 2009)

Eram realizados ensaios do tipo ELISA sanduiche para deteccdo e quantificacdo das
proteinas recombinantes. Apés cada lavagem as placas de microtitulacdo (Nunc®) eram
invertidas sobre uma pilha de papel toalha e batidas vigorosamente até a retirada completa das
solugdes presentes. Durante as incubagdes as placas permaneciam cobertas para evitar a
evaporagdo das solugBes. Os anticorpos utilizados estdo detalhados no item 3.1.12 dos

Materiais.

1- Os pogos de interesse na placa eram sensibilizados com 150 uL por pogo com o anticorpo
anti-lgG humana H+L feito em cabra, diluido em PBS 1X 1:1.000, durante 2 horas a

temperatura ambiente.
2- Lavava-se 3X com PBS - T 1X, 200 pL por pogo.

3- Bloqueava-se com 200 uL por pogo de solugdo de bloqueio, durante 2 horas a temperatura
ambiente ou durante a noite a 4°C.

4- Lavava-se 3X com PBS - T 1X e adicionava-se o sobrenadante de cultura das células
transfectadas ou os FvFcs purificados. Eram feitas diluicGes seriadas de fator comum 3 das
proteinas em PBS, onde o volume final era de 100 pL por poco e titulos de 1:1; 1:3; 1:9;
1:27; 1:81 e 1:243. A mesma diluicdo era realizada para todas as amostras. Como padréo
utilizava-se 1gG humana purificada na concentracdo especificada nos materiais (diluida na
mesma solucdo/meio que as proteinas recombinantes). As reacdes eram feitas em duplicatas.

Incubava-se por 2 horas a temperatura ambiente.

5- Lavava-se 3X com PBS - T 1X e incubava-se com 150 puL por pogo do anticorpo anti-Fc
humano conjugado a fosfatase alcalina na diluicdo de 1:5.000 por 2 horas a temperatura

ambiente.
6- Lavava-se 3X com PBS - T 1X e uma vez com tamp&o para fosfatase alcalina (APB).

7- Revelava-se com 100 pL por pogo de pNPP (para-nitro-fenil-fosfato) 1 mg/mL dissolvido
em APB. Incubava-se de 20 a 30 min. A partir dai a absorbancia era lida no leitor de ELISA

®
“Microplate Reader BioRad ” modelo 450 a um comprimento de onda de 405 nm.
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Os célculos de concentracdo eram feitos baseados na curva padrdo de 1gG humana,

sempre desconsiderando os pocos brancos (com PBS 1X em todas as etapas).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Isolamento dos elementos anti-repressores a partir do genoma humano

4.1.1. Reac0es de amplificacéo e de adenilacdo dos elementos anti-repressores

A extracdo do DNA genomico humano a partir do tecido sanguineo gerou 400 pL de
DNA molde em uma concentragdo final de 127 ng/uL. Essa quantificacdo foi dada pelo
espectrofotbmetro e calculada partindo dos dados de absorbancia no comprimento de onda de
260nm. A amostra diluida 10 vezes apresentou a absorbancia de 0,022 A no comprimento de
onda especificado.

No entanto, ndo € possivel verificar a integridade da estrutura primaria do DNA
cromossomal por espectrofotometria e, portanto, uma amostra da extracdo foi diluida 10 vezes
e analisada por eletroforese em gel de agarose (Figura 6). Dessa forma foi possivel detectar a
presenca de fitas de DNA de alto peso molecular o que possibilitou a sua utilizagdo como

DNA molde para a amplificacdo de elementos anti-repressores.

M 1 2
kb ng
10 100
3 30
1 10

Figura 6. Analise eletroforética da integridade do DNA gendmico extraido de células
sanguineas humanas. Uma amostra da extracdo de DNA foi diluida 10 vezes e submetida a
eletroforese em gel de agarose 1.5% (p/v). Nas linhas 1 e 2 foram aplicados, respectivamente,
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9 uL e 4 pL da amostra. Os numeros ao lado da foto se referem a0 tamanho e a massa de
DNA das bandas do marcador High Mass Ladder (Invitrogen), aplicado na linha M.

A partir dos resultados obtidos por Kwaks e colaboradores em 2003, onde se obteve
significativo melhoramento do processo de producao heteréloga com a utilizacdo do elemento
40 nos vetores de expressdo em células de mamiferos, escolnemos isolar esse elemento de
DNA a partir do genoma humano. Além dele, buscamos isolar também os elementos 4, 7 e 35.
No presente trabalho, foram escolhidos os elementos 40, 35 e 7 por terem apresentado,
respectivamente, o primeiro, segundo e terceiro melhores resultados nos testes iniciais de
Kwaks e colaboradores em 2003. J& o elemento 4 foi escolhido aleatoriamente entre os
elementos anti-repressores que apresentaram resultados intermediarios.

Os iniciadores para as PCRs foram desenhados de forma a amplificar a regido
contendo um elemento anti-repressor mais alguns pares de bases adjacentes, tanto a montante
guanto a jusante. Dessa forma, os produtos obtidos nas PCRs deveriam ser um pouco maiores
do que os elementos anti-repressores, diferenca esta que ndo pode ser resolvida por
eletroforese. Considerou-se, portanto, que os amplicons referentes aos elementos 4, 7, 35 e 40
seriam os de aproximadamente 2 kb, 2,5 kb, 1 kb, 1,5 kb, respectivamente.

Vérias tentativas de amplificacdo por PCR foram realizadas até ajustar os parametros
de cada reagdo para se obter um Unico produto. Na reacdo de amplificacdo do elemento 35, no
entanto, outros fragmentos também foram amplificados, além daquele previsto (Figura 7A)
Tal dificuldade poderia ser contornada empiricamente alterando novamente as concentracdes
dos reagentes, como a concentracdo de MgCl, , ou aumentando a temperatura de anelamento
dos primers para aumentar a especificidade. Porém, como a reacdo produziu uma grande
massa de um fragmento de aproximadamente 1 kb, a alternativa escolhida foi a de isolamento
do fragmento majoritario do gel por freeze squeeze (seccdo 3.2.4 de material e métodos) para
separar do gel de agarose apenas a banda de interesse. Ja a especificidade da reacdo de
amplificacdo do elemento 40 foi maior. A reagdo produziu apenas um fragmento cuja banda
da eletroforese corresponde ao tamanho esperado (Figura 7B).
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Figura 7. Obtencdo por PCR dos elementos anti-repressores. (A) Amplificacdo do
elemento 35 sendo que na linha M esta o marcador 1kb Extension Ladder (Invitrogen) e as
linhas 1 e 2 contém, respectivamente, 5 uLL ¢ 9 uLL do produto da PCR. (B) Na reacdo de PCR
do elemento 40 produziu-se apenas fragmentos de aproximadamente 1,5 kb, conforme o
previsto. Na linha 1 analisou-se uma amostra do controle (PCR sem o DNA molde); na linha
2 ha 4 pL da PCR completa; e na linha M utilizou-se 0o marcador 1 kb Plus Ladder
(Invitrogen). Os numeros ao lado das fotos representam o numero de pares de bases dos
fragmentos presentes em cada banda.

Quanto aos elementos 4 e 7, ndo se obteve sucesso em suas amplificacdes por PCR.
Embora a enzima polimerase utilizada seja capaz de amplificar fragmentos de DNA ainda
maiores do que os elementos 4 e 7, foram realizadas novas tentativas com enzimas
especializadas na amplificacdo de fragmentos extensos como a Elongase (Invitrogen) e a
polimerase rTth XL (GeneAmp). O trabalho entdo prosseguiu apenas com os elementos 35 e
40.

Os amplicons obtidos pelas PCRs foram purificados utilizando-se o Wizard® SV Gel
and PCR Clean-up System (Promega) e, em seguida, foram feitas varias tentativas de
clonagem dos fragmentos de DNA no vetor pGEM-T Easy. No inicio variou-se inimeras
vezes a razao inserto:vetor, mas nao tivemos sucesso. No entanto, a eficiéncia das clonagens
melhorou apos a adicdo de uma cauda de adenina (pA) nas extremidades dos fragmentos
amplificados por meio de uma nova reacdo de PCR. Tal reacéo foi realizada pela enzima Taq

DNA polimerase (Cenbiot/RS) que apresenta menor fidelidade e é capaz de adicionar
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inespecificamente o nucleotidio disponivel na reacdo sem a necessidade de um DNA molde,
devido a sua atividade de terminal deoxinucleotidil transferase (TdT). Com isso, acrescentou-
se a reacdo apenas dATP e ajustou-se o tamponamento e o volume final da reagdo. Apds a
reacao de adenilacdo, os produtos obtidos foram purificados utilizando-se 0 mesmo Kit citado

acima.

4.1.2. Clonagem dos elementos anti-repressores em pGEM-T Easy

Os produtos da PCR adenilados foram, em seguida, submetidos a clonagem no vetor
p-GEM T easy por meio da reacdo de ligagdo com T4 DNA ligase (Invitrogen). A adicdo da
adenina nas extremidades do inserto favorece o pareamento das extremidades pA do inserto
com a timina presente nas extremidades do vetor comercial pPGEM-T Easy (Figura 8).

Tal vetor comercial estd submetido ao controle do operon lac para a transcricdo dos
seus genes, o qual permanece reprimido na auséncia de lactose. Na presenca de um sinal
externo, um indutor, o repressor se dissocia e entdo a transcricao do gene é permitida. Um dos
genes a ser transcrito ¢ o da B-galactosidase, enzima que catabolisa a lactose. Porém, o
sistema de ligagdo do vetor pGEM-T Easy possui o sitio de clonagem no meio do gene da -
galactosidase, o0 que promove o truncamento do gene caso haja uma clonagem de um inserto
(Figura 8), no caso o proprio elemento de DNA amplificado por PCR. Ou seja, as bactérias
que forem transformadas com o vetor contendo o inserto produzirdo uma [-galactosidase
truncada, incapaz de metabolizar a lactose. J& 0os microorganismos transformados pelo vetor
sem inserto sintetizardo a enzima perfeitamente. Na presenca do IPTG e X-GAL, contidos no
meio de cultura sélido, as coldnias ja transformadas apresentam coloracGes diferentes
dependendo do vetor que cada célula recebeu na transformagao. O IPTG é um B-galactosideo
que atua como indutor do operon lac mas néo ¢é substrato da f-galactosidase. J& 0 X-GAL é
um analogo a lactose e atua apenas como substrato da enzima. Assim, as coldnias que
possuem a enzima perfeita (transformadas com o vetor pGEM-T Easy vazio) metabolizam o
X-GAL e adquirem uma coloracdo azul. Por outro lado, as col6nias com a enzima truncada
(transformadas com o vetor com o inserto) ndo conseguem degradar o substrato e
permanecem com a coloracdo branca. Além disso, o vetor pGEM-T Easy possui 0 gene de
resisténcia a ampicilina como marcador seletivo. Dessa forma, com a ampicilina, o X-GAL e
o IPTG, é possivel selecionar dentre as diversas células transformadas aquelas que
provavelmente receberam o vetor pGEM-T Easy contendo o elemento anti-repressor como

seu inserto.
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Figura 8. Construcdo do vetor pGEM-T Easy elemento anti-repressor. Aos elementos
anti-repressores amplificados por PCR foram adicionados adeninas em suas extremidades por
meio de nova PCR. As adeninas despareadas facilitaram a ligacdo dos elementos de DNA ao
vetor comercial pPGEM-T Easy (Promega) cujas extremidades contem timinas despareadas.
Siglas — lac Z: operon lac. Amp r: regido codificadora de -lactamase.

Ap0s o periodo de incubacgéo do sistema de ligacdo, células E. coli competentes foram
transformadas por eletroporagdo. Para o vetor pGEM-T Easy elemento 35 utilizou-se a
linhagem DH5a e para o vetor pPGEM-T Easy elemento 40 utilizou se XL-1 Blue. Quanto a
variavel tempo () foi de 1,06 ms para a transformacao com o elemento 35 e de 4,26 ms com
0 elemento 40. Mesmo com o tempo de eletroporagéo abaixo do esperado para a construgéo

do elemento 35, as células transformadas foram semeadas em meio LB &gar contendo X-
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GAL, IPTG e ampicilina. No dia seguinte, algumas colbnias que cresceram e apresentaram-se
com coloracdo branca, ou seja, aquelas que receberam o vetor contendo o elemento anti-
repressor, essas células foram inoculadas em meio LB com ampicilina e submetidas a
preparacdo plasmidial em pequena escala utilizando-se a técnica de lise alcalina conforme
descrito na metodologia.

Ap0s a minipreparacdo dos plasmidios, procedeu-se a digestdo dos vetores preparados
com a enzima EcoR | para confirmacdo da clonagem a partir da liberagdo de um fragmento de
aproximadamente 1 kb ou 1,5 kb correspondentes aos elementos 35 e 40, respectivamente.
Com a anélise do perfil de restricdo em gel de agarose 0,8% (p/v) verificou-se a existéncia de
quatro clones que provavelmente continham os elementos anti-repressores: dois com 0
elemento 40, que chamamos de clone 1 e clone 2; e dois com o elemento 35, clone3 e clone 4
(Figura 9).

1 2 3 4 MW

pb
5000 3054
2000 —

—1018

Figura 9. Confirmacao dos clones contendo os elementos 35 e 40 clonados no plasmidio pGEM-T
Easy. Gel de agarose 0,8% (p/v). A esquerda o resultado do elemento 35 e & direita encontra-se o
resultado do elemento 40, ambos digerido pela enzima de restricdo EcoR | (BioLabs). As linhas
impares contém o clone intacto enquanto que as linhas pares contém o DNA digerido. Os nimeros ao
lado da foto se referem ao tamanho das bandas dos marcadores 1 kb Plus Ladder (Invitrogen) na linha
M’ e 1 kb Extension Ladder (Invitrogen) na linha M”’.

4.1.3. Sequenciamento dos elementos anti-repressores

Essas quatro preparacdes plasmidiais foram submetidas a uma purificacdo por meio do
kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega). Esse cuidado é importante para
garantir uma boa qualidade dos dados gerados no préximo passo, que foi o sequenciamento.

Os dois clones referentes ao elemento 35 foram totalmente sequenciados na primeira tentativa
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utilizando-se os primers M13 Universal e M13 Reverso. Por outro lado o sequenciamento dos
dois clones correspondentes ao elemento 40 apresentou uma cobertura de 83% e 89% de toda
a extensdo dos insertos utilizando-se 0s mesmos primers (posteriormente foram
completamente sequenciados). Mesmo com as sequéncias incompletas dos clones referentes
ao elemento 40 ja foi possivel compara-los e afirmar que se tratavam de elementos de DNA
similares ao elemento 40 depositado no GenBank. No entanto o sequenciamento de toda a
extensdo do inserto era importante para as futuras andlises tais como a identificacdo de
provaveis sitios de ligacdo de proteinas e de regides de formacdo de estruturas secundarias no
DNA. Desenhou-se, entdo, mais quatro iniciadores para completar o sequenciamento desses
insertos (Tabela 2, sec¢do 3.1.3 de materiais e métodos).

Com os dados do sequenciamento completo dos quatro clones isolados e com o auxilio
do software BioEdit Sequence Aligment Editor, comparou-se a sequéncia dos clones entre si,
além de serem comparados individualmente com a sequéncia do banco de dados (Figura 10).
Com apenas 3 nucleotideos diferentes, o clone 1 foi 0 que apresentou o maior percentual de
identidade (99,8%) comparado com o elemento 40, enquanto que houve identidade de 91,8%
para o clone 2. Entre os clones do elemento 35, os percentuais de identidade foram menores
com 79,3 % para o clone 3 e 92,0% para o clone 4. Tratam-se, portanto, de elementos
distintos o que poderia ser explicado pela variabilidade genética natural da populagdo humana
ou poderiam ser repeticdes de regides do DNA que geraram cdpias distintas.

1 1036 1 894
5 Kwaks elemento 40 3 5 Kwaks elemento 35 o
Clone 1 (99,8% de identidade) Clone 3 (79.3% de identidade)
Clone 2 (91,8% de identidade) Clone 4 (92,0% de identidade)
Cobertura do clone 1= 100% Cobertura do clone 3 = 100%
Cobertura do clone 2 = 100% Cobertura do clone 4 = 100%

Figura 10. Esquematizacdo do alinhamento dos clones recombinantes em relacdo as
sequéncias do GenBank. As barras amarelas representam as sequéncias depositadas no banco
de dados (numeros de acesso: AY190756 para o elemento 40 e AY190754 para o elemento
35). As barras azuis e verdes representam os fragmentos isolados com seus respectivos
nomes. Os ndmeros encontrados acima das barras amarelas indicam as posigdes de
nucleotideos em relacdo a sequéncia do banco de dados. As porcentagens de identidade
indicam a propor¢do de bases de cada fragmento que pareou perfeitamente com a primeira
sequéncia. A porcentagem de cobertura indica a porcao da sequéncia de Kwaks que alinhou
com os clones obtidos.
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Mesmo ndo sendo os mesmos elementos de DNA isolado por Kwaks e colaboradores,
todos os fragmentos isolados apresentam regides idénticas ao elemento 40 ou elemento 35 do
banco de dados. Sendo assim, as sequéncias isoladas neste trabalho sdo, em potencial, anti-
repressores.

Portanto, os clones pGEM-T Easy elemento 40 clone 1 e pGEM-T Easy elemento 35
clone 4 foram escolhidos para dar continuidade ao trabalho devido & maior identidade com os
anti-repressores do banco de dados.

Agora com a ferramenta BLAST, submetemos ambos os clones selecionados e as
sequéncias do GenBank ao alinhamento com o genoma humano com o objetivo de identificar
a localizagdo cromossOmica desses segmentos de DNA. Em um primeiro momento,
utilizamos o algoritmo megablast para encontrar alinhamentos com o banco de dados “Human
genomic plus transcript”. Com esses parametros encontram-Se 0S alinhamentos de alta
similaridade.

O melhor alinhamento encontrado, ou seja, 0 maior score obtido, ocorreu na regido
14g11.1 (brago longo do cromossomo 14 — numero de acesso NT 026437.12) tanto para o
clone 1 quanto para o elemento 40 do GenBank (Figura 11). No seu alinhamento, o clone 1
apresentou score de 2621 bits, 99% de identidade (1430/1435) e 2 gaps. O elemento 40 do
banco de dados apresentou score de 1905 bits, 100% de identidade e nenhum gap (Figura 12).
E importante observar que, se considerassemos apenas a regido de cobertura da sequéncia do
banco de dados, haveria apenas duas ocorréncias de ndo pareamento do clone 1 com o
cromossomo 14, o que aumentaria ainda mais a similaridade entre essas sequéncias. Esses
dados sugerem que o clone 1 e o elemento 40 do GenBank s&o o0 mesmo elemento anti-
repressor e que as diferencas encontradas entre eles sdo resultados da variabilidade genética.

Ambas sequéncias também foram alinhadas com a fita negativa de outra regido do
cromossomo 14, também localizada na regido 14g11.1. O clone 1 apresentou score de 2543
bits, identidade de 98% (1418/1436) e 9 gaps e o0 elemento 40 do banco de dados apresentou
score 1844 bits, identidade de 99% (1021/1031) e 6 gaps. Outro alinhamento ocorreu no
cromossomo 22, mais precisamente na regido 22gl11.1 (nimero de acesso NT 028395.3)
(Figura 11). Nesse alinhamento, o clone 1 apresentou score de 2590 bits, 99% de identidade
(1425/1435) e 5 gaps, e o elemento 40 apresentou score 1888 bits, 99% de identidade
(1028/1031) e nenhum gap.

O clone 1 também apresentou outros 22 alinhamentos ao longo do genoma humano.
Exatamente esses mesmos alinhamentos também foram obtidos na andlise do elemento 40 do

GenBank (Figura 13). O alinhamento de tais sequéncias com mais de uma regido do genoma
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humano sugere tratar-se de elementos repetitivos ou copias imperfeitas desse elemento anti-

repressor.
Cromossomo 14 Cromossomo 22
19p 13 —m
14p12 — 2R3 '@
14p11.2 22p12 —
13511:1 - 22p11.2
o 22p11.1
14911.2 #
14q12 22*-']11.1 o
14913 -
14q21 22<|11.2
14922
14923 22912
14924
144931
s —_——
14932 —
R

Figura 11. Localizagdo cromossomica do clone 1 e do elemento anti-repressore 40 no genoma
humano. No cromossomo 14 foram encontrados dois alinhamentos na regido 14q11.1. Também foi
obtido um alinhamento na regido 22g11.1 do cromossomo 22 (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast)
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Figura 12. Alinhamento do elemento 40 e do clone 1 com o cromossomo 14 humano.O
elemento 40 alinhou os 1031 pb com 100% de identidade e sem gaps. O clone 1, com 1435
pb, alinhou-se com 99% de identidade e 2 gaps (nas posi¢des 1392 e 1420). Os pontos que
houveram despareamento estdo destacados nos retangulos.
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Figura 13. Alinhamentos do clone 1 e do elemento 40 ao longo do genoma humano. Tanto
os alinhamentos obtidos com o clone 1 como os obtidos com o clone 40 foram exatamente 0s
mesmos (indicados pelos pontos vermelhos). O nimero de cada cromossomo encontra-se em
azul. Os numeros na fileira “Hits” indicam a quantidade de diferentes alinhamentos

encontrados em cada cromossomo (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast).
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E interessante observar que os melhores alinhamentos obtidos pela ferramenta BLAST
estdo localizados em regides proximas ao centrdmero. Esse fato é mais uma evidéncia de que
os elementos de DNA estudados também podem desempenhar um papel anti-repressor in vivo,
ao promover a modulacdo da cromatina dessa regido do cromossomo. Essa hipotese ja havia
sido enunciada por Kwaks e colaboradores ao afirmarem que tais elementos sdo conservados.
A atividade anti-repressora de elementos de DNA localizados em regides pericentroméricas
também foi sugerida por Kim e colaboradores. O efeito de elementos de DNA repetitivos,
localizados na regido pericentromérica do cromossomo 8 humano, foi testado na expresséo de
transgenes em células de eritroleucemia de camundongo (MEL). Esses elementos de DNA,
conhecidos como DNA gama-satélite humano, sdo unidades repetitivas em tandem de 220 pb
constituidas por oito repeticGes e apresentaram efeitos anti-repressores na expressao de um
gene reporter. A conservacdo estrutural de DNA gama-satélite em regides pericintromérica da
maioria dos cromossomos de primatas (entre eles os humanos) sugere que esses elementos de
DNA desempenhem papéis estruturais e funcionais relacionados ao centrémero. Foi proposto,
entdo, que o papel primario do DNA gama-satélite possa ser a prevencdo do avango da
heterocromatina centromérica sobre o0s bracos dos cromossomos. Também pode desempenhar
a funcdo de separacao de dominios especificos de eucromatina e heterocromatina (Kim et al.,
2009).

Em uma analise mais detalhada da regido do cromossomo 14 na qual obteve-se 0s
melhores alinhamentos, foram encontradas dois genes de proteinas hipotéticas flanqueando os
elementos anti-repressores (Figura 14). Do lado 5 encontra-se 0 suposto gene XR_015133.2

e na outra extremidade encontra-se XP_002343304 na extremidade 3’.



54

JEOZCPEZ00 WK i FOSErEE00 dY

02FEEZ001 20 T R

“(3se1g/A0B y1u WU 1goU"ISeg//:dNY) € dPEPIIENXD
BU $OCEPET00 dX O (S Opeprwanxd ens ws Z'SETST0 9X Seansglodiy seujsiosd ap ssusb sojad sopesanbuepy ss-esuodus
Ot Jossaidai-1ue olusWIs|d O "ouewWNY T OWOSSOWO04d OU Of 0lUaWa|a op eiopeanbuels oelbal ep ojusweyjelaq T eanbi

Edvyna B

Zecisio ey I
Ze96Er 4

sjuawubily 9N -

sauah |goN -

Agwasse Arewud asuauaial feyayn ‘Bruoa apwoull | awosowoyd suaydes owoH (2 L' fCF920° LN @auanbag -
| | | | |

H OF6

M 06

W 026 W OLG W 005

or ._n.mm.m.._n.wh-_ucm ojuallz|e

H 0B2

3 088


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast

55

As sequéncias do clone 4 e do elemento 35 do GenBank também foram submetidas ao
alinhamento com o genoma humano. Utilizando-se o algoritmo megabalst e o banco de dados
do genoma humano ndo foi possivel obter um alinhamento. No entanto, baseado na
publicacdo de Kwaks e colaboradores, na qual conseguiram um alinhamento do elemento 35
com o cromossomo 7, buscou-se o alinhamento de cada elemento de DNA apenas na
sequéncia do cromossomo 7 (numero de acesso NC_000007) por meio da ferramenta
blast2seq. Dessa forma encontramos alinhamentos do clone 4 com mais de 1000 sequéncias
do cromossomo 7, todos eles com alta identidade entre as sequéncias. Esses mesmos
resultados foram obtidos nos alinhamentos com o anti-repressor 35 do GenBank. Além disso,
a sequéncia do clone 4 alinhou com uma sequéncia codificadora de transcriptase reversa. O
conjunto dessas informagOes sugere que esse elemento de DNA faca parte de um grupo
pertencente a uma superfamilia viral. Esse grupo é constituido de sequéncias repetidas
intercaladas longas conhecidas como LINES (long interspersed repeated sequences). Estas
sequéncias sdo derivadas de transcritos de RNA polimerase 11. Uma minoria desses elementos
no genoma é completamente funcional, podendo transpor-se de maneira autbnoma, enquanto
0s outros elementos exibem mutacdes e, assim, somente sdo transpostos como resultado da
acao de um elemento autbnomo que age em trans. LINES e SINES (short interspersed
repeated sequences) correspondem a uma parte significante do DNA repetitivo de genomas
animais chegando a ocupar 50% do DNA total (Lewin, 2009).

Em experimentos distintos, Kwaks e colaboradores isolaram algumas sequéncias mais
de uma vez e sugeriram que o nimero de elementos anti-repressores fosse limitado (Kwaks et
al., 2003). Por outro lado, com os dados obtidos neste trabalho pode-se sugerir que o fato de
serem elementos repetitivos fez com que esses elementos fossem isolados em eventos

distintos.

Foi feita, entdo, uma preparacdo em larga escala dos clones pGEM-T Easy elemento
40 clone 1 e pGEM-T Easy elemento 35 clone 4 foram com o0 QIAGEN Plasmid Maxi Kit 25.
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4.2. Clonagem em vetor de expressao em células de mamifero

4.2.1. Otimizagdo do promotor CMV

O passo seguinte foi otimizar o vetor de expressio pMIRES anti-CD3 FvFc
humanizado. Tal vetor de expresséo fora previamente utilizado para a transfeccdo de CHO-
K1. Nesta ocasido, atingiu-se niveis de producdo em torno de 140 a 150 ng/mL em uma
garrafa de cultura de 150 cm2 contendo uma populacdo mista, ou seja, em uma populagédo
contendo clones que produzem variados niveis do anticorpo anti-CD3 (Silva, 2008). Esses
niveis de producéo séo similares aos dados da literatura para sistemas de expressdo heterdloga
em células aderidas utilizando vetores com o promotor CMV (Li, et al., 2007).

Para o aperfeicoamento desse vetor, retirou-se o promotor CMV original do vetor e
clonou-se um promotor CMV otimizado (sintetizado quimicamente pela Genscript) entre 0s
sitios Sbf I e Xma 1. Tal clonagem deu origem ao plasmideo pCO anti-CD3 FvFc humanizado
com 8595 pb (Figura 15). Para confirmacdo da clonagem, foi realizada uma analise do perfil
de restricdo dos clones obtidos com a digestdo dos mesmos com a enzima Hind 1l (Figura.
16). Além de possuir sitios de restricdo de interesse do grupo, esse novo promotor contém o
intron A do gene imediatamente precoce 1 do CMV, que, segundo resultados do grupo
(Quilici, 2008) e dados da literatura, garante uma maior producdo protéica. A regulagdo da
sintese protéica por introns comeca no DNA, ao favorecer a remodelagem da cromatina e
assim favorecer a ligacdo de elementos reguladores da transcricdo e da RNA polimerase II.
Além disso, ap6s a retirada do intron do transcrito priméario pela maquinaria de splicing,
algumas proteinas desta maquinaria permanecem associadas a0 mRNA indicando o seu
amadurecimento completo, o que garante uma maior estabilidade da molécula e permite a sua

migracao do ndcleo para o citoplasma (Le Hir et al., 2003).
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Figura 15. Estratégia de construcdo do vetor pCO anti-CD3 FvFc humanizado. A regido
do promotor CMV original do vetor pMIRES anti-CD3 FvFc humanizado foi retirada pela
digestdo com as enzimas Xma | e Sbf 1. Com essas mesmas enzimas, retirou-se o promotor
CMV otimizado, o qual havia sido previamente sintetizado quimicamente e clonado no vetor
comercial pUC57. A ligacdo do vetor pMIRES anti-CD3 FvFc humanizado sem promotor ao
fragmento de Pcuvy otimizado deu origem ao vetor pCO anti-CD3 FvFc humanizado. Siglas —
CMV: promotor de citomegalovirus. scFv: fragmento varidvel cadeia simples. Fc: fragmento
cristalizavel. IRES: sitio de entrada ribossomal interno. NeoR: gene de resisténcia ao
antibiotico G418. lac Z: operon lac.
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Figura 16. Perfil de restricdo do vetor pCO anti-CD3 FvFc humanizado. A esquerda,
esquema da digestdo do vetor pela enzima de restricdo Hind Il (BioLabs) e o fragmento de DNA
esperado apds a digestdo. A direita, o resultado obtido analisado por eletroforese em gel de agarose
0,8% (p/v). Na sequéncia foram aplicadas a amostra intacta, o vetor digerido e o marcador 1 kb Plus
Ladder (Invitrogen). Os nimeros ao lado da foto se referem ao tamanho das bandas do marcador.

4.2.2. Clonagem dos elementos anti-repressores

Com o vetor pCO em maos, o proximo passo foi clonar os elementos anti-repressores
no vetor de expressao pCO. Cada um dos elementos foi clonado separadamente. Por meio da
digestdo em Not | dos vetores pGEM-T Easy elemento 40 clone 1 e pGEM-T Easy elemento
35 clone 4 liberou-se os fragmentos correspondentes aos anti-repressores. Ja o vetor pCO
possui um unico sitio Not I no promotor otimizado. O pCO foi entdo linearizado em Not I,
defosforilado com a enzima SAP (Promega) e, em seguida, clonou-se os elementos de DNA
anti-repressores. Obteve-se assim dois clones do vetor pCO35 anti-CD3 FvFc humanizado e

cinco clones do vetor pCO40 anti-CD3 FvFc humanizado (Figura 17).
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Figura 17. Estratégia de construcdo dos vetores pCO35 anti-CD3 FvFc humanizado e
pCO40 anti-CD3 FvFc humanizado Os elementos anti-repressores foram obtidos a partir da
digestdo com Not | dos vetores pGEM-T Easy elemento 35 clone 4 e pGEM-T Easy elemento
40 clone 1. A mesma digestdo foi realizada no plasmidio pCO anti-CD3 FvFc humanizado, o
que linearizou tal vetor. Por meio da ligacdo com a enzima T4 DNA ligase clonou-se 0s
elementos anti-repressores, dando origem aos vetores pCO35 anti-CD3 FvFc humanizado
(9600 pb) e pCO40 anti-CD3 FvFc humanizado (10058 pb). Siglas — CMV: promotor de
citomegalovirus. scFv: fragmento variavel cadeia simples. Fc: fragmento cristalizavel. IRES:
sitio de entrada ribossomal interno. NeoR: gene de resisténcia ao antibiotico G418. lac Z:
operon lac. Amp r: regido codificador de pB-lactamase.

Como a estratégia de clonagem foi feita utilizando-se apenas o sitio de restricdo Not I,
existia a possibilidade de clonar mais de uma copia do elemento anti-repressor e também a
possibilidade de clonar os insertos no sentido inverso em relacdo a sequéncia do banco de
dados. Portanto foi feito um perfil de restricdo de um clone de pCO35 anti-CD3 FvFc
humanizado com a enzima Sac Il para determinar o sentido da clonagem (Figura 18). Pelo
mesmo motivo, um clone do vetor pCO40 anti-CD3 FvFc humanizado foi digerido com Hind
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Il (Figura 19). Com essas digestdes, foi possivel afirmar que, nos dois casos analisados, 0
elemento de DNA anti-repressor foi clonado no sentido inverso em relacdo a sequéncia
depositada no banco de dados por Kwaks e colaboradores, e que apenas uma copia foi
clonada em cada vetor. O fato de haver apenas uma cépia dos elementos de DNA nas
construcdes obtidas significa vetores menores (9600 pb para o pCO35 anti-CD3 FvFc
humanizado e 10058 pb para o pCO40 anti-CD3 FvFc humanizado), o que facilita as
transfecgcdes em célula de mamiferos. Quanto ao sentido invertido das clonagens obtidas, tal
fato pode ser interessante para verificar se ha alteracdes na producdo protéica influenciada
pela orientacdo em que o elemento anti-repressor foi clonado. A principio acredita-se que o
efeito anti-repressor seja na cromatina localizada nas proximidades de tais elementos de DNA
e assim a sua orientacdo ndo interfere na sua atividade anti-repressora. Nas proprias
construcdes de Kwaks e colaboradores, por exemplo, os elementos anti-repressores
flanqueavam o gene recombinante, ou seja, 0 elemento localizado a jusante exercia o seu
efeito anti-repressor sobre um gene localizado na sua extremidade 5°. O mesmo efeito é

esperado nas construcdes obtidas no presente trabalho.

Sacll 66 (227?) i
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Figura 18. Perfil de restricdo do vetor pCO35 anti-CD3 FvFc humanizado. A esquerda,
esquema da digestao do vetor pela enzima de restricdo Sac Il (BioLabs) e, dependendo do sentido de
clonagem do elemento 35, as diferentes possibilidades de fragmentos de DNA esperados apés a
digestdo. A direita, o resultado obtido analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v). Na
sequéncia foram aplicadas a amostra intacta, o vetor digerido e o marcador 1 kb Plus Ladder
(Invitrogen). Os numeros ao lado da foto se referem ao tamanho das bandas do marcador.
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Figura 19. Perfil de restricdo do vetor pCO40 anti-CD3 FvFc humanizado. A esquerda,
esquema da digestdo do vetor pela enzima de restricdo Hind 111 (BioLabs) e, dependendo do sentido de
clonagem do elemento 40, as diferentes possibilidades de fragmentos de DNA esperados apés a
digestdo. A direita, o resultado obtido analisado por eletroforese em gel de agarose 0,8% (p/v). Na
sequéncia foram aplicadas a amostra intacta, o vetor digerido e o marcador 1 kb Plus Ladder

(Invitrogen). Os numeros ao lado da foto se

referem ao tamanho das bandas do marcador.

4.3. Transfeccdo em CHO-K1 e selecéo de clones estaveis

Para testar os efeitos dos elementos anti-repressores na producdo de proteina

heter6loga em células de mamiferos, transfectou-se células CHO-K1, por meio do kit

comercial Lipofectamine LTX (Invitrogen), com cada um dos seguintes vetores:

PMIRES anti-CD3 FvFc humanizado;
pCO anti-CD3 FvFc humanizado;
pCO35 anti-CD3 FvFc humanizado e
pCO40 anti-CD3 FvFc humanizado.
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Depois de 24 horas de transfeccdo, adicionou-se meio de cultura contendo o
antibidtico geneticina G418 (Pierce) na concentracdo de 600 pg/mL e, dessa maneira, as
células ndo transfectadas morreram apos seis dias. 1sso porque o gene de resisténcia a esse
agente seletivo, 0 gene NeoR, esta presente apenas nas construcdes dos vetores de expressao.

Além disso, os clones transfectados que apresentaram uma baixa expressdo do gene
NeoR também morreram, o que foi de nosso interesse, visto que a baixa expressao do gene de
resisténcia reflete a baixa expressdo do gene do anticorpo, e com isso facilita-se a selecéo de
clones estaveis mais eficientes na producdo da imunoglobulina anti-CD3. Essa correlacédo
entre os niveis de expressdo desses dois genes € explicada pela propria construcéo dos vetores
de expressdo. Nessas construcdes, ambos 0s genes sdo transcritos em um unico mRNA
dicistronico, sendo que, na regido intercistronica, hd um elemento de RNA conhecido como
IRES (internal ribosome entry site). Tal elemento apresenta uma estrutura secundaria capaz
de se ligar ao ribossomo e iniciar a traducéo do cistron a jusante. Dessa forma, a iniciacdo da
traducdo ocorre independentemente em duas regides distintas desse mRNA (no cap e no
IRES) e, consequentemente, produz as duas proteinas concomitantemente (Figura 20).
Embora o elemento IRES possua uma eficiéncia de iniciacdo da traducdo menor do que a do
cap 5°, esse fato nos permite afirmar que os clones sobreviventes a pressdao seletiva, que
produzem quantidades suficientes de moléculas de resisténcia a geneticina, provavelmente

expressam quantidades ainda maiores do anti-corpo anti-CD3.

ONA Vs HIT Seiection marker Y{poty A7

Ribosome
= &
MRHA 5 en -Gnnn of Interest 1 Selection marker — anrasn
Protelns Protein of Antiblotic resistance or
Interest fluorescent protein

Figura 20. Mecanismo de agdo do sitio de entrada ribossomal interno (IRES) em um
processo de traducdo. Pcmvie: promotor. Gene of interest: gene de interesse. Selection
marker: marca seletiva. IVS: intron sintético. Poly A: sinal de poliadenilagdo (Clontech).
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Com isso, sobreviveram apenas os transfectomas mais eficientes constituindo, assim,
populagdes mistas. Em seguida, semeou-se placas de Petri para cultura de tecidos com 10 a 40
células de cada uma das populagdes mistas de modo que, depois de sucessivas geracdes, cada
clone deu origem a uma col6nia. Tais colénias puderam ser vistas a olho nu depois de 10 dias
de cultivo e, portanto, foram facilmente identificadas aquelas que cresceram afastadas de
outras coldnias. Com a visualizagdo ao microscopio, confirmou-se se de fato uma
determinada colOnia estava isolada e, sendo assim, fixou-se um pequeno cilindro de vidro na
placa de Petri para a tripisinizacdo individual de cada col6nia. Os clones isolados foram
expandidos primeiramente em placas de 24 pocos e posteriormente em garrafas de 25 cmz2
Ao todo foram isolados 2 clones de pMIRES anti-CD3 FvFc humanizado, 11 clones de pCO
anti-CD3 FvFc humanizado, 4 clones de pCO40 anti-CD3 FvFc humanizado e 4 clones de
pCO35 anti-CD3 FvFc humanizado.

Os clones isolados apresentaram diferentes velocidades de expanséo celular, sendo que
muitos deles expandiram lentamente. Esse crescimento lento pode ser um indicio de clones
que produzem altos niveis do anticorpo de interesse em detrimento de sua expansdo. Nao foi
observada uma correlacdo entre a expansao e o tipo de construcdo utilizada em cada clone

isolado.

4.4. Andlise da expressao génica

Com o intuito de mensurar a expressédo do gene recombinante, buscou-se quantificar
0s niveis de anticorpo anti-CD3 humanizado secretado no meio de cultura. Para tanto, foram
realizados testes de ELISA.

Para uma expansdo mais rapida dos clones isolados, passou-se a utilizar meio de
cultura acrescido de 20% de soro fetal bovino, tendo em vista que no soro ha fatores de
crescimento. Por outro lado, as imunoglobulinas presentes no soro podem se ligar aos
anticorpos utilizados no ELISA e, dessa forma, diminuir a sensibilidade do ensaio
dificultando a deteccéo do anti-CD3.

Portanto, os clones isolados foram cultivados até atingirem confluéncia de 60%,
quando passamos a cultiva-los em meio de cultura contendo soro fetal bovino low IgG. Em
seqguida, a producdo proteica foi acumulada por 5 dias de cultivo e, depois disso, 0
sobrenadante de cultura foi coletado para a realizagdo do ensaios de ELISA.

No entanto, foi necessario padronizar o protocolo de ELISA e varios ajustes foram
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feitos. ApOs inUmeras tentativas, ndo foi possivel detectar a proteina. Como alternativa de
analise da expressdo génica, foram desenhados seis iniciadores para quantificar 0 mRNA
correspondente a regibes codificadoras do anticorpo anti-CD3 humanizado (Tabela 2, seccdo
3.1.3 de materiais e métodos). A reacdo de PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) sera

feita em um futuro préximo.
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram isolados elementos de DNA similares as sequéncias de
elementos anti-repressores do GenBank. O alinhamento do elemento similar ao anti-repressor
35 com mais de mil regides do cromossomo 7 e o fato de haver um gene de transcriptase
reversa contido nesse elemento de DNA, sugerem que tal sequéncia seja ou ja fora um
retrotransposon. O elemento 40 também é um elemento repetitivo espalhado ao longo do
genoma humano e a sua predominancia em regides subcentroméricas proximas a janelas de
leitura de proteinas hipotéticas sugere que esses elementos possam influenciar os niveis de
expressao dos genes localizados proximos a heterocromatina. Em ambos os casos, 0s
resultados obtidos sdo indicios de que esses elementos de DNA possuem atividade anti-
repressora a0 modular a cromatina.

Estes elementos tém o potencial de otimizar a expressdo génica, sendo alvos
interessantes para o estudo mais aprofundado e posterior construcdo de vetores para expressao
de proteinas heterdlogas de interesse comercial.

Com os resultados obtidos nesse trabalho, abrem-se perspectivas de novos ensaios
biolégicos com o0 objetivo de ampliar o conhecimento acerca desses elementos anti-

repressores. Algumas dessas perspectivas séo:

e Clonar no vetor de expressdo os elementos anti-repressores 35 e 40 no mesmo
sentido das sequéncias depositadas no GenBank para uma comparacao com as
construcOes j& obtidas. Dessa forma sera possivel verificar se o sentido da
clonagem interfere no efeito anti-repressor desses elementos de DNA. Também
pode-se clonar duas sequéncias anti-repressoras, uma a montante e outra a
jusante do gene de interesse, de forma a flanquear a regido do DNA a ser
transcrita. E em seguida, transfectar e selecionar clones estaveis utilizando
todas essas novas contrugdes;

e Utilizar a técnica de southern blot para verificar se o vetor foi integrado no
genoma da célula;

e Analisar quantitativamente e ao longo do tempo a transcricdo dos genes
recombinantes por meio de RT-gPCR de todos os clones selecionados. Com
essa metodologia pode-se verificar o efeito anti-repressor especificamente nos

niveis de transcricao;
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e Analisar a estabilidade do transgene medindo a producédo de anti-CD3 de todos
os clones selecionados, por meio do teste de ELISA;

e Extrair e analisar o DNA gendmico de um transfectoma estavel apds sucessivas
geracOes para saber se houve algum evento bioldgico na regido de integracao
do gene de interesse como, por exemplo, uma translocagéo;

e Por fim, abre-se a perspectiva de identificacdo e estudo de novos elementos

anti-repressores e a elucidagdo dos mecanismos moleculares de tais elementos.

O aumento na eficiéncia de producdo de proteinas heterologas para fins terapéuticos
visa a diminuicdo do custo de sua producdo, o que consequentemente reflete na reducéo do
custo do tratamento de pacientes. Além disso, a ciéncia prevé que, em um futuro proximo, 0s
medicamentos de origem biologica serdo personalizados, ou seja, serdo produzidos
especificamente para um paciente de acordo com as suas condicgdes fisiologicas. Para que isso
se torne viavel, é interessante buscar tecnologias que aumentem a eficiéncia de producao
recombinante, tal como o uso dos elementos anti-repressores.

Por fim, as células de mamiferos também sdo utilizadas como sistemas de expressao
heter6loga de produtos biotecnoldgicos utilizados em vacinas e em testes de diagndstico e,
com isso, a producdo dessas proteinas também pode ser beneficiada com a utilizacdo dos

elementos anti-repressores.
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