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RESUMO

Visando a continuidade dos estudos referentes a modulag&o da expressdo génica
em células de mamifero, no presente trabalho foram construidos promotores sintéticos
contendo intron A completo (IAs) e deletado em 200 (?7200s) e em 600 pb (?600s),
dirigindo a expressdo do gene reporter da luciferase e do anticorpo (Ab) recombinante,
fragmento FvFc, anti-CD3 (pCO). O intron sintético teve sitios de restricdo alterados a
fim de facilitar processos de clonagem e promover a manutencéo do sitio aceptor de
splicing na construgdo ?7600s. Estas construgdes foram transfectadas de forma transiente
em células CHO-K1, e a expressdo do Ab também foi analisada em populacdo mista
estavel. Verificouse que as construgdes sintéticas mostraram resultados similares para a
expressdo do gene reporter da luciferase, exceto para a construgdo 7600. Para esta
construgdo especifica, a versdo sintética teve rearranjos de sitios de restricdo que
preservaram o sitio aceptor de splicing. Dessa formg, na comparacéo dos resultados de
expressdo das construcbes de luciferase com promotores contendo IA origina e
sintético, a atividade da luciferase na versdo sintética teve aumento significativo de
quase 4 vezes, levando a hipotese de que o splicing do IA esta diretamente relacionado
a0 efeito de melhoramento da expressdo do gene reporter. Ao analisar a expressao do
Ab anti-CD3, a0 contrério, ndo se observou 0 aumento esperado nas construcdes com
intron, sendo a construgéo contendo 0 promotor sem intron aque apresentou maior
deteccdo de Ab secretado. Testou se também os niveis de expressdo do mRNA do Ab
anti-CD3 por gPCR, onde se verificou que, para as construgbes com intron, apesar da
baixa deteccdo do Ab secretado, havia alta expressdéo do mRNA correspordente. Esse
resultado indica que a grande quantidade de mRNA produzida pode ndo estar sendo
devidamente processada e traduzida, levando a retencdo da proteina na célula. Com
isso, foi mostrado que o |A e suas delecbes inovadoras podem melhorar a expressao
génica, sendo ferramentas importantes para a otimizagdo da expressdo de proteinas de

interesse comercia em céulas de mamifero.
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ABSTRACT

In this study we have designed different synthetic promoters containing the full
intron A (IAs), and the deletions of 200 (?200s) and 600 bp (?600s), directing the
luciferase and recombinant anti-CD3 antibody (Ab) expression (pCO). These constructs
were transiently transfected on CHO-K 1 cells, and the Ab expression was analysed also
by stable production on a mixed population. The synthetic constructs showed similar
luciferase activity results compared to the wild-type construct, except by the 7600
construct. Regarding this specific construct, the synthetic version has restriction sites
rearrangements to preserve the acceptor splicing site. Thus, comparing the luciferase
expression among the wild-type and synthetic 2600 construct, the luciferase activity hes
increased significantly, leading to a hypothesis that the improvement of gene reporter
expression is directly correlated to the IA splicing. On the contrary, when we analysed
the anti-CD3 Ab expression, we did not observe the increment of protein expression,
with the intronless construct being the more productive one. The anti-CD3 Ab mMRNA
levels were detected by gPCR. For the intron-containing constructs, despite the low
levels of secreted Ab, there was high expression of corresponding mRNA. This result
indicates that the great amount of mMRNA produced was not correctly processed and
trandated, leading to protein retention inside the cell. Overall, we demonstrated that the
A and its innovative deletions can improve gene expression, being important tools for
protein expression in mammalian cells.



1. Introducéao

1.1. Estrutura dos promotores eucarioticos

N&o h&4 um consenso na Biologia sobre a defini¢cdo de promotor, mas pode-se
dizer que € uma regido do DNA que direciona a iniciacdo acurada do processo
transcricional pela RNA polimerase (JuvenGerson e Kadonaga, 2010). Em procariotos,
0 promotor possui regides bem definidas e conservadas para a ligagdo da RNA
polimerase, denominadas regides -10 e -35 (Harley e Reynolds, 1987). S0 nestes sitios,
antes do inicio da fase aberta de leitura (ORF), que a enzima se ancora para iniciar o
processo transcricional. Para maior especificidade de selecdo do promotor, a enzima
ainda se liga a uma proteina denominada fator sigma (s). Ela possui varios subtipos, que
sd0 recrutados pela RNA polimerase 1l dependendo do gene a ser transcrito. Desse
modo, de acordo com o tipo de condi¢do ambiental a qual o organismo é submetido, é
acionado um determinado tipo de fator s para ativar a transcricdo de genes necessarios
para aresposta do organismo ao ambiente.

No caso de organismos eucariéticos, o conceito de promotor € mais complexo,
visto que as regides de ligacdo da RNA polimerase |l e outros fatores necessarios para o
reconhecimento do DNA a ser transcrito ndo sdo tdo bem definidos quanto em
procariotos. Além disso, em organismos multicelulares, a regulacdo da expressdo génica
temporal, espacia e tecido-especifica sdo também fatores que dificultan a
caracterizacd0 minuciosa dos promotores eucariéticos. Entretanto, apesar de sua
complexidade, pode-se identificar nestes promotores algumas regides importantes para
0 processo transcricional, dentre elas o TATA box, o Iniciador (Inr), o Elemento
promotor a jusante (DPE — do inglés downstream promoter element), o Elemento de
reconhecimento a TFIIB (BRE), o Elemento “Motivo-Dez” (MTE — do inglés motif ten
element), o Elemento Principa ajusante (DCE — do inglés downstream core element), e
o Elemento 1 do promotor principal (XCPE1 — do inglés X core promoter element 1)
(Juven-Gershon et al, 2008). A localizacdo destes elementos no promotor pode ser
visualizada no esquema da figura 1. E importante ressaltar que alguns desses elementos
podem ndo estar presentes em todos os promotores eucarioticos conhecidos, o que é
mais uma evidéncia da variedade de mecanismos e elementos que geram a

complexidade desse sistema.



Com relagdo ao padrdo de iniciagdo da trarscricdo, 0s promotores eucarioticos
podem ser classificados como focados (focused) ou dispersos (dispersed) (Juven-Gerson
e Kadonaga, 2010). No caso da iniciacdo em promotores focados, a transcricao ocorre
em um sitio Unico, e na iniciagdo em promotores dispersos, a transcricdo ocorre por
meio de muiltiplos sitios ao longo do promotor. Os promotores focados sd0 mais comuns
em organismos simples, sendo em sua maioria regulados. Os promotores dispersos, ao
contrario, sd0 principaimente encontrados nos genes congtitutivos de eucariotos
superiores.

+1
-40 |—> +40

xcrer ][] [n] [

Subunidades do DCE

Figura 1. Localizagdo dos componentes basicos de um promotor eucariotico. Esse
esquema mostra a guns dos elementos que podem contribuir para a transcricéo basal a partir
do promotor. Acima dos retangulos coloridos sGo mostradas as possiveis regides de
ocorréncia dessas sequiéncias dentro do promotor. Esquema adaptado de Juven-Gershon et
al (2008).

- TATA box

Esse elemento foi o primeiro motivo de promotores eucarioticos a ser
caracterizado (Goldberg, 1979), apresentando a sequéncia consenso “TATAAA”.
Entretanto, outras sequiéncias podem funcionar in vivo (testes realizados com leveduras)
Ccomo 0 consenso, inclusive aquelas contendo repeticdes de bases C e G (Singer et al,
1990). Este motivo esta presente na maioria dos eucariotos (que possuem promotores
focados, com sitio de inicio da transcricéo Unico), sendo menos comum nos vertebrados
(que possuem promotores dispersos, com multiplos sitios fracos de inicio da
transcricao) (Juven-Gershon et al, 2008).

O primeiro passo para a formagao do complexo de iniciagdo da transcri¢cdo em
promotores que contém este elemento é a ligacéo do fator acessorio TFIID a uma regiéo
proxima ao TATA box. Este fator transcricional essencial para o mecanismo de inicio

da transcricdo em promotores que contém o TATA box é uma associagdo de uma



proteina denominada proteina ligante a TATA (TBP, do inglés TATA binding protein)
com uma proteina denominada TAF,p. As proteinas TAF (do inglés TBP associated
factors) sdo fatores que se ligam a TBP para o posterior reconhecimento do el emento
TATA. Em outras palavras, TFIID é um complexo de proteinas associadas que se ligam
a0 TATA box, mediando o recrutamento dos demais fatores transcricionais necessarios
para a continuidade do processo da transcricéo (Lewin, 2001).

Uma caracteristica interessante de TBP é que esta proteina se liga ao DNA de
uma forma diferenciada, posicionando-se sobre a cavidade menor da fita e curvando
DNA em torno de 80°. Essas modificagOes estruturais na molécula de DNA favorecem
uma associagdo mais intima dos fatores transcricionais com o promotor (melhoram a
acessibilidade ao promotor), potencializando a atividade transcricional (Lewin, 2001).
Outra caracteristica desta proteina € a sua incompatibilidade com a presenca de
nucleossomos, visto que a formagdo destes ocorre em regides ricas em A e T com as
cavidades voltadas para a parte interna. Desse modo, pode-se explicar porque a presenca

de nucleossomos impede o inicio da transcricdo génica (Lewin, 2001).

- Iniciador (Inr)

A regido do promotor denominada Inr engloba o sitio de iniciacdo da
transcricdo, sendo que este elemento esta presente em diversos eucariotos (Burke e
Kadonaga , 2002). O iniciador € encontrado tanto em promotores com TATA box como
nagueles sem esta seqiéncia, indicando ser uma regido importante para 0 processo
transcricional. A seqliéncia consenso deste elemento em células de mamifero & “Pyr-
Pyr(C)-A+1 (geramente o inicio da transcri¢éo)-N-T/A-Pyr-Pyr” (Corden et al, 1980;
Bucher, 1990; Javahery et al, 1994). Ha evidéncias que o fator de transcricdo basa
THID se liga a Inr de uma forma seqliéncia-especifica (Kaufmann e Smale, 1994).
Além disso, outros fatores como TFII-1 (Roy et al, 1991; Cheriyath et al, 1998) e YY1
(Weis e Reinberg, 1997) parecem se associar a essa regido. Desse modo, a interacéo
seqliéncia-especifica destas proteinas com o elemento Inr de promotores eucariéticos

levaacrer que elas participam ativamente do processo transcricional.

- DPE

Esse elemento foi inicialmente identificado em Drosophila por Burke e
Kadonaga (1996), sendo um sitio de ligac8o para o fator de transcricdo basal TFIID.
Este se liga cooperativamente a motivos DPE e também Inr, sendo que a mutacdo em



algum dos sitios resulta em uma diminuicéo significativa da transcricdo. Este motivo é
encontrado principamente em promotores sem o elemento TATA box. Apesar dos
estudos avangados da importancia desta sequiéncia em promotores de Drosophila, ele
também foi estudado e identificado em humanos (Burke e Kadonaga, 1997; Zhou e
Chiang, 2001). Estima-se que a sequiéncia consenso de DPE sgja “A/Gi2s-G-A/T-C/T-
G/A/C’ (Kutach e Kadonaga, 2000). Entretanto, apesar de um pouco degenerada, a
localizacdo dela (entre a regido +28 e +32, logo apods Inr) é fundamenta para a sua
funcionalidade. Isso porgue, como ha uma ligacdo de TFIID tanto a Inr quanto a DPE,
essa disténcia entre esses elementos deve ser invaridvel, possibilitando a interacéo entre

esses dois motivos (Burke e Kadonaga, 1997; Kutach e Kadonaga, 2000).

-BRE

Esse elemento é um sitio de ligagdo ao fator TFIIB, localizado imediatamente a
montante do TATA box (Langrange et al, 1998). Sua seqiiéncia consenso € G/C-G/C-
G/A-C-G-C-C, sendo que logo apds o ultimo nucleotideo do BRE j& se observa o
TATA box. Para a identificagdo deste sitio, foram realizados experimentos de
transcricdo in vitro contendo diversos fatores de transcricéo purificados. O resultado
dessas andlises revelou que a seqiéncia BRE facilita a incorporacdo de TFIIB aos
complexos de iniciagdo da transcri¢éo que sdo produtivos (Langrange et al, 1998). Com
isso, além do TFIID, outro fator de transcricdo basal possui a caracteristica de ser
sequiéncia-especifico, o que favorece a regulacdo do processo da transcricdo em

eucariotos.

-MTE

O motivo MTE foi descoberto por uma combinacdo de estudos bioquimicos e
computacionais, estando localizado entre a regido +18 a +27 relativa ao sitio de
iniciagdo da transcricdo. Como DPE, o motivo M TE funciona cooperativamente com o
Inr, funcionando ainda como um sitio de ligacdo para TFIID. Ainda, observa-se um
efeito sinérgico entre MTE, TATA-box e DPE, mehorando significativamente a

transcricdo de genes de interesse (Juven-Gershon et al, 2008).

- DCE
O elemento DCE foi inicialmente caracterizado no pomotor de beta-globina

humana (Lewis et al, 2000), ocorrendo frequentemente proximo ao TATA-box. O



motivo DCE consiste em 3 subelementos (SI, SII e SllI). Este sitio reconhece
principalmente o fator de ativacdo da transcricdo (TAF, do inglés transcription

activation factor) do complexo TFIID.

- XCPE1

Esse elemento € localizado na regido -8 a +2 relativa ao sitio de inicio da
transcricdo, estando presente em aproximadamente 1% dos promotores principas
humanos, em sua maioria 0 que ndo possuem o elemento TATA-box (TATA-less
promoters). XCPEL exibe pouca atividade sozinho, mas em conjunto com outros fatores
transcricionais, como NRF1, NF-1 e Spl, funciona como co-ativador da transcricéo
(Juven-Gershon et al, 2008)

1.1.1. Engenharia de promotores para melhoramento da atividade transcricional em

eucariotos

Como pbde ser acima observado, 0s promotores eucarioticos S0 a0 mesmo
tempo complexos e bem estruturados no que se refere a sua regulacdo e atividade.
Entretanto, ha ainda outros estudos que buscam o melhoramento da atividade dos
diversos promotores conhecidos por meio da adicdo ou remocdo de elementos ou
motivos no promotor, ou sgja, por meio da engenharia de promotores.

A adicdo de elementos em cis em promotores como o de Citomegalovirus
(CMV) e o de SV 40 (do inglés Smian Virus) foi uma técnica de melhoramento de
promotores realizada por Ogawa e colaboradores, em 2007. Em suas construgdes, foram
utilizados diversos oligonucleotideos cuja seqliéncia correspondia a um sitio de ligagcdo
a fatores transcricionais (neste trabalho foram utilizadas seqliéncias reconhecidas pelos
fatores AP-1, CArG, NF-?B e NF-Y). Estas sequéncias foram clonadas aleatoriamente
nas regides adjacentes aos promotores estudados, resultando em diversas construgdes de
plasmidios com promotores quiméricos que foram testados em diversas linhagens de
células de mamiferos.

Esta técnica de adicdo de elementos em cis de forma randémica também foi
realizada em procariotos (Cox Il et al, 2007). Neste trabalho, construi-se uma
biblioteca de promotores para Escherichia coli para a andlise das melhores construgdes

que expressavam o gene Lux.



Outro elemento em cis que pode ser adicionado nas regifes proximas a
promotores para a modulacdo da expressdo génica em eucariotos € o intron Este

elemento serd mais bem detalhado no tépico a seguir.

1.2.  Elementos estruturais e funcionais na modulacdo da expressdo génica em
eucariotos

1.2.1. Intron

Desde 1978, quando se definiu o conceito de intron por Walter Gilbert, o
surgimento de questdes que buscavam o entendimento da funcdo biolégica dos introns
foi o primeiro passo para gque se relacionassem estes elementos em cis com a transcricao
génica. Nesta época, postulou-se que introns eram sequéncias gendmicas presentes em
eucariotos e que eram removidas do transcrito de RNA correspondente por meio de um
processo denominado splicing. Mais tarde, verificouse que este evento era mediado por
um complexo composto por ribonucloproteinas e pequenos RNAs (SnRNAS, do inglés
small RNASs), conhecido como spliceossomo. Este complexo é responsavel por clivar as
juncdes intron-exon, remover os introns, e por fim unir as extremidades dos exons, que
s80 as regibes do genoma que codificam para uma proteina, formando um RNA
mensageiro (MRNA) maduro. Vale ressaltar que, de acordo com o pensamento desta
época, as sequéncias intrénicas eram imediatamente degradadas sem que realizassem
qualquer outra fungdo celular, sendo consideradas apenas um apéndice evolutivo.

Logo apbds os estudos iniciais do evento do splicing, em 1979, Gruss e
colaboradores langaram a idéia de que os introns teriam uma importéancia fundamental
para a biogénese dos mRNAS e para 0 processo transcricional. Consequentemente, a
partir da quebra do paradigma de que as sequiéncias intrénicas eram um material sem
funcdo na célula, diversos trabalhos corroboraram esta idéia lancada no final da década
de 70, indicando que a adicdo de introns em seqUéncias génicas recombinantes era
capaz de aumentar o nivel do produto protéico esperado.

O grau de abrangéncia do efeito de otimizacdo da expressdo génica inclui
diversas classes de eucariotos. Em 1988, Buchman e Berg mostraram o0 aumento da
expresséo do gene da 3-globina com intron em células de mamifero em cultura, aém de

estudarem o efeito deletério da remogdo dos introns do gene DYN2 de Saccharomyces



cerevisiae. Chang e colaboradores (2006), Chapman e colaboradores (1991) e Campos-
da-Paz e colaboradores (2008) melhoraram a expressdo dos Fatores Plasméticos IX e
VIl humanos em células de mamifero. Estudos da funcéo dos introns também foram
realizados em plantas. Bourdon e colaboradores (2001) verificaram o efeito da insercéo
do intron de um gene especifico de milho na expressdo do gene reporter da luciferase.
Por fim, Hasania e colaboradores (2006) verificaram o aumento da expressdo do gene
recombinante daa-1 antitripsina humana em Pichia pastoris, indicando que o efeito dos
introns também pode ser observado em leveduras. Desse modo, a insercéo de introns
nas construcdes génicas parece ser de grande relevancia para a otimizagdo da producéo
de proteinas recombinantes em culturas de células.

A partir dai, percebeuse que o splicing ndo era um evento estatico,
correlacionando-se com a sequéncia de DNA associada e com outros processos do
metabolismo do RNA, como a poliadenilagdo do pré&-mRNA e seu transporte pelo
nicleo, a traducdo e o0 decaimento. Adicionamente, o splicing pode ocorrer
concomitantemente a transcricdo, sendo denominado splicing co-transcricional, ou apos
a transcricdo, denominando-se splicing pos-transcricional. O primeiro tipo € o mais
comum, e os estudos indicam gque ele promove a regulacéo da transcricdo. Ja o splicing
pos-transcricional € menos comum nos estudos levantados, tendo efeitos na regulacéo
do transporte de MRNAs maduros do niicleo para o citoplasma (Han et al, 2011).

Em outras paavras, muitas proteinas que compdem a maguinaria de um
determinado processo podem também fazer parte de outros, sendo que o efeito final
desta interagdo é o aumento da producdo de uma proteina recombinante (Le Hir et al,

2003). Porém, como o splicing pode aumentar as taxas de transcricdo de um gene
recombinante?

1.2.1.1. Efeito dos introns em nivel de DNA

O €feito dos introns no melhoramento da expressdo génica pode ser verificado
primeiramente no nivel do DNA, podendo funcionar como seqiéncias as quais diversos
elementos reguladores da transcricdo se ligam. Os introns podem controlar a
acessibilidade ao DNA por meio da modulag&o da posi¢ao dos nucleossomos. Sleckman
e colaboradores, em 1996, verificaram gque os enhancers intrénicos de imunoglobulinas
continham regides de ligagdo a fatores regulatorios da transcricdo importantes. Estes

sitios localizavamse na regido a montante do primeiro exon da cadeia constante. Com o



rearranjo V(D)J que permitia a variabilidade dos anticorpos existentes, esses sitios eram
trazidos mais proximos do promotor, permitindo a regulacdo da transcrigdo por tais
elementos.

Sabe-se também que os introns podem modificar o nivel de remodelamento da
cromatina, fazendo com que o DNA estgja mais acessivel para a ligagdo da RNA
polimerase Il e dos fatores de transcricdo associados, consequentemente aumentando o
nivel de transcricdo do gene estudado. Corroborando tal hipétese, foi constatado que,
tanto in vitro quanto em camundongos transgénicos, o0s introns do gene do horménio de
crescimento de ratos promovem um ainhamento dos nucleossomos, permitindo um
aumento de até quinze vezes da producdo da proteina comparando-se com a versao sem
intron (Liu et al, 1995). Este ainhamento dos nucleossomos se refere ao
posicionamento ordenado destas estruturas na molécula de DNA, visto que as versdes
sem intron das constru¢Bes anaisadas possuiam 0s nucleossomos com espacamentos
irregulares ou entéo altamente empacotados, o que impede o acesso da RNA polimerase
a0 promotores para que ocorra a transcricdo do gene. O remodelamento da cromatina
devido a utilizacdo de introns em construgdes génicas recombinantes também foi
verificado por Lauderdale e Stein, em 1992. Os autores utilizaram introns do gene da
ovoabumina de galinha e estudaram seus efeitos apenas in vitro. Curiosamente, a
versdo sem introns deste gene (o cDNA) ndo foi capaz de induzir o ainhamento da
cromating, indicando realmente que o efeito positivo dos introns nesta construcéo se
devia a acessibilidade do DNA.

Sabe-se também que, depois de transcritos, os sinais de splicing de introns
podem melhorar a atividade e processividade da RNA polimerase |l. Estudos
demonstraram que um dos principais componentes do spliceossomo, 0 snRNA U1,
interage com o fator de transcricdo gera TFIIH no estagio inicial da transcricéo,
estimulando a taxa de formacdo da primeira ligac8o fosfodiéster pela RNA polimerase
I (Kwek et al, 2002). A interagdo entre TFIIH com U1 foi verificada com experimentos
in vitro, incubando-se diversos fatores de transcricio com RNAs randdémicos. Foi
identificado um produto de aproximadamente 160 pb ligado ao fator TFIID,
denominado snRNA U1. Com isso, ha grandes indicios de que o snRNA U1 funcione
como um regulador da transcricdo por meio da RNA polimerase 11, além do seu papel
no processamento do RNA.

A determinac&o da posi¢do do intron também € importante para que a sua funcéo

de potencializador da expressao génica sgja alcancada. Um estudo indicou que a posicéo



do sitio de splicing 5 em relacéo ao promotor afeta a transcricdo génica, sendo que
guanto maior a distancia entre eles, menor € taxa de transcricdo (Furger et al, 2002).
Neste caso, 0s autores clonaram espacadores entre o promotor de CMV e o primeiro
intron de uma construgcéo de um minigene de HIV, sendo que esse procedimento

reduziu significativamente a producdo do mRNA. Ainda neste trabalho avaliouse o
efeito da reducdo de dois introns do gene DYN2 de Saccharomyces cerevisiae. A

remocao do intron proximal, bem como a do intron distal, teve efeitos de reducdo da
producdo do transcrito. Entretanto, reducdo foi maior quando se removeu o intron
préximo ao promotor. O efeito de diminuic¢do dos niveis de mMRNA na construcéo sem o
intron distal pode ser explicado pela meror estabilidade do mMRNA devido a menor taxa
de poliadenilacdo do transcrito (Furger et al, 2002). Quanto a levedura S cerevisae,
sabe-se que é um eucarioto bastante simples que possui apenas 3,8% dos seus genes
com introns, sendo que a maioria destes se localiza proximo a promotores (Spingola et
al, 1999). E possivel entdo deduzir que a posicao do intron pode afetar a intensidade de
producdo de um transcrito. Outro trabalho que também analisou a questdo do efeito do
posicionamento dos introns nos nivels de transcricdo foi o de Nott e colaboradores
(2003). Eles testaram a atividade do intron da triose-fostato isomerase humana no

sistema de expressdo do gene reporter da luciferase. Verificouse que quando aquele era
colocado mais distante do promotor, a atividade era menor do que a apresentada pela
construcdo onde o intron foi colocado mais préximo ao promotor. Mesmo assim, com 0
intron distal, observou se 0 aumento da transcricéo.

Entretanto, ainda ndo é possivel afirmar que ha um padrdo para o
posicionamento dos introns e 0 seu efeito na transcricdo génica, visto que os
mecanismos que estdo envolvidos neste processo sdo muito complexos. Com isso, ha
apenas indicios que mostram que a atividade potenciaizadora dos introns € melhor

guando estes sdo posicionados proximos ao promotor de estudo.

1.2.1.2. Interacdo do splicing com eventos de processamento de pré-mRNAS

Os dois principais processos de maturagdo do mRNA de eucariotos antes de sua
traducdo, aém do splicing, sdo a adicdo da 7- metil-guanosina (CAP) naregido 5 do
MRNA, e aclivagem e poliadenilacéo de suaregido 3'. Sabe-se que 0 primeiro processo
ocorre no inicio do processamento do mRNA, ndo sendo entdo dependente do splicing

ou de proteinas componentes do spliceossomo.
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Entretanto, a formacéo da regido 3' do mRNA maduro é um evento dependente
do splicing, sendo que proteinas pertencentes ao spliceossomo e ao complexo de
poliadenilacéo interagem entre si e participam dos dois processos. 1sso foi demonstrado
com experimentos de co-imunoprecipitacdo e western blotting que indicaram que
snRNP U1 se ligava diretamente com a subunidade de uma proteina que participava da
clivagem e poliadenilagdo do RNA (Lutz et al, 1996). Estes experimentos in vitro
indicam que a presenca dos introns em uma construcdo génica pode ser importante
também para a completa formacdo e estabilidade do mMRNA (por meo da
poliadenilacéo), visto que os processos de maturagdo de mMRNA (splicing e
poliadenilacéo) estéo interligados.

1.2.1.3. Efeito dos introns nos processos tardios do metabolismo do mRNA

(transporte nucleo-citoplasma e nonsense-mediated decay — NMD)

ApGs o processamento, 0s MRNAS sdo transportados através do Complexo do
Poro Nuclear (Nuclear Pore Complex - NPC) para o citoplasma, onde ser&o traduzidos.
O NPC é congtituido por proteinas que, em conjunto, atuam interagindo com outras
proteinas do spliceossomo, do complexo de poliadenilacéo e do complexo de ligacéo a
CAP (CAP-binding complex - CBP). Se um mRNA esta pronto para ser transportado
para o citoplasma, ou seja, sofreu todas as etapas de processamento corretamente, este
evento ocorrerd normalmente. O mecanismo pelo qual os introns aperfeicoam a
exportacdo de mRNAs maduros para o citoplasma é o recrutamento de fatores
especificos de transporte ligando-se aos RNASs processados, sendo que estes fatores
fazem parte do Complexo da Jun¢do Exon-Exon (Exon Junction Complex - EJC).

O EJC consiste em quatro proteinas principais denominadas el F4A3 (Chan et al,
2004), Y 14 (Kataoka et al, 2000), Magoh (Le Hir et al, 2001a) e MLN51 (Degot et al,
2004), além de outras proteinas auxiliares, como Aly/REF (Le Hir et al, 2000), RNPS1
(Mayedaet al, 1999), SRm160 (Blencowe et al, 1998), e hUpf3 (Le Hir et al, 2001b). O
complexo EJC se deposita a-20 nucleotideos das juncbes exon-exon, sendo que, apos o
transporte através dos poros nucleares, o conplexo Aly/REF rapidamente se dissocia,
enquanto Y 14 permanece ligado a0 mMRNA no citoplasma. Entretanto, segundo Gatfield
e lzaurralde (2002), apesar do splicing aumentar o transporte de mRNAS, do nicleo

para o citoplasma, algumas proteinas responsaveis pelo transporte do transcrito, como
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Aly/REF, interagem com o0 RNA independentemente do splicing. Os autores
verificaram esse fendbmeno em Drosophila.

Se 0 mRNA néo for corretamente processado, ele podera ser retido no nucleo.
Neste dltimo caso, Legrain e Rosbach (1989) demonstraram que alguns fatores de
splicing agem de modo a impedir o transporte de transcritos que ainda ndo tenham sido
processados. Foi observado que fatores de splicing como U1 snRNA, RNA 6 e RNA 9
interagem in vivo com a juncdo de splicing 5', fazendo com que este prémRNA siga o
caminho do splicing, e ndo sega portanto transportado sem ser processado. Este
mecanismo impede que porventura mMRNAs mal-formados possam ser traduzidos,
produzindo-se proteinas aberrantes na célula. Em outro modelo de estudo, os retrovirus
como o HIV, a produgdo da proteina rev é necess&ria para o transporte do mRNA do
gene env (Hammarskjold et al, 1989). Isso foi demonstrado por meio da delecéo do
gene que expressava rev de um vetor que também co-expressava env. Observou-se que
os niveis de mMRNA de env cairam bastante quando a proteina rev parou de ser expressa,
mas que, paralelamente, a quantidade de RNA total de env ndo foi alterada, indicando
gue havia um acimulo de RNA no nucleo da célula hospedeira que néo foi processado e
transportado (Hammarskjold et al, 1989). Desse modo, fatores em trans do préprio
virus regulam o transporte do RNA processado, ndo-processado e parcialmente
processado. Ainda neste trabalho, foi descoberto um elemento em cis da regido
codificadora do envelope gque regula o transporte do transcrito de env (Hammarskjold et
al, 1989).

No caso de genes naturalmente sem introns, 0 mMRNA correspondente é
transportado normalmente também com o auxilio das proteinas do complexo EJC.
Porém, diferentemente do processo que ocorre nos genes com introns, as proteinas do
complexo interagem com proteinas do CBP, e ndo do spliceossomo (Nojima et al,
2007).

Por fim, um importante mecanismo de qualidade do RNA, denominado non
sense mediate decay (NMD), também pode ser influenciado pela presenca de introns no
gene recombinante. O NMD € um mecanismo presente no citoplasma de células
eucarioticas pelo qual MRNASs com codons de terminagdo prematuros sdo degradados.
O NMD evita a traducdo destes mRNASs aberrantes, 0 que pode gerar proteinas
truncadas danosas paraacélula (Le Hir et al, 2003). Em genes de mamiferos, considera-
se um codon de terminagdo prematuro quando este se localiza a mais de 50 nucleotideos

a montante de uma juncdo exon-exon. O depdsito de uma série de proteinas do
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Complexo Exon-Junction (EJC) e do spliceossomo nas juncdes exorrexon cria
“marcas’ no MRNA gue s&o reconhecidas pela maquinaria do NMD, destinando ou néo
0 MRNA para a degradacdo (Le Hir et al, 2003). Estas “marcas’ sd0 na verdade uma
série de proteinas que ndo se desdocaram das jungdes do complexo EJC no transporte
nicleo-citoplasma do mRNA. Com isso, conclui-se que em mamiferos, o
reconhecimento de codons prematuros de terminagdo relaciona-se com o splicing. Jaem
outros organismos, como Drosophila ou Saccharoyces cerevisiae, esse reconhecimento
independe de proteinas do EJC e do splicing (Conti e | zaurralde, 2005).

A iniciagdo do mecanismo de NMD depende da proteina efetora chave, hUpf1.
Ela forma um complexo com as proteinas hUpf2 e hUpf3, e em seguida é fosforilada
(Ansmant e lzaurralde, 2006). Este complexo trimérico € a base da maquinaria de
NMD. Apés a interacdo com hUpf2 e hUpf3 e fatores do complexo EJC, a proteina
hUpf1 é recrutada para 0 mRNA com codon de terminacdo prematura (CTP) por meio
de interagdes com fatores de liberacdo (elease factors) da traducdo (eRF1 e eRF3)
(Ansmant e lzaurralde, 2006). A montagem desse complexo multiprotéico promove a
remocdo do CAP 5 do mRNA, e ele é degradado. Porém, apesar dos avangos no estudo
do processo de NMD, ha ainda muito a ser esclarecido sobre a influéncia real destas
interacOes para que 0 mecanismo de NMD seja disparado, principal mente em eucariotos
superiores (Ansmant e | zaurralde, 2006).

A figura 2 mostra um esquema da interacdo das proteinas do EJC durante o
splicing, o transporte nuclear do mMRNA maduro e também durante 0 mecanismo de
NMD.
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Figura 2. Ligacdo funcional entre o splicing, o transporte do mRNA nucleo-citoplasma
e 0 NMD, com a participacdo das proteinas do EJC. O EJC consiste de proteinas que se
ligam a0 mRNA produzido no ntcleo por splicing. Apés o transporte, algumas proteinas do
EJC permanecem ligadas a0 mRNA ja no citoplasma, formando “marcas’ de splicing no
MRNA. Apos o transporte, 0 MRNA pode ser reconhecido pela maguinaria de NMD se
possuir um CTP (cddon de terminacdo prematura), e ser posteriormente degradado. Neste
caso, ndo ha o dedigamento das proteinas do EJC quando o ribossomo percorre 0 mRNA
para traduzi-lo. No caso de mRNAS normais, as proteinas do EJC que permaneceram
ligadas a0 mMRNA apds 0 seu transporte para o citoplasma seréo removidas apés a passagem
do ribossomo para a sintese da proteina, sendo que posteriormente havera a ligacdo de
fatores de terminagcdo (eRFs) e da proteina hUpfl, um importante efetor do NMD. Esta
ltima proteina, se interagir com hUpF2 e 3, como ocorre em mRNAs com CTP, disparara
0 mecanismo de NMD. Esquema adaptado de Kim e Dreifuss (2001).

Foram mostrados diversos aspectos funcionais dos efeitos dos introns e do
splicing em diversas etapas do processo transcricional, desde a formagdo do pré-mRNA
até a degradacd do mRNA maduro. Desse modo, pode-se inferir que os introns
funcionam como elementos moduladores da transcricdo e séo importantes ferramentas
na engenharia de promotores para a construcado de Novos Vetores para expressdo em

eucariotos com ata eficiéncia

1.3. Principais promotores utilizados em vetores para expressdo de proteinas
heterdlogas em células de mamifero: o promotor de Citomegalovirus e o intron A

Como descrito anteriormente, uma das alternativas para o controle da expresséo
génica é a manipulagdo de promotores, ou seja, a construgdo de promotores
recombinantes e que possuem diversos elementos moduladores como os descritos neste
trabalho. Desse modo, uma forma de se melhorar a expressao de proteinas heterdlogas
em eucariotos, como por exemplo, em células de mamiferos, é construir vetores
plasmidiais que contém os promotores modificados.

Dentre os principais promotores utilizados na construcdo de vetores para
expressao em células de mamifero, destacamse o promotor de virus simio 40 (SV40),
do virus do Sarcoma de Rous (RSV), do hormdnio de crescimento bovino (BGH) e o de
Citomegalovirus (CMV) (Xu et al, 2001). Neste trabalho, os autores testaram diversas
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combinagdes destes promotores com enhancers de CMV e de SV40, e sinais de
poliadenilacdo de BGH e SV40 em trés linhagens de células de mamifero distintas.
Dentre as combinacfes de elementos usadas, as melhores em praticamente todas as
células estudadas foram aguelas com o promotor e enhancer de CMV (Xu et al, 2001).

Um dos promotores mais comumente utilizados em construgdes de vetores de
expressdo em células de mamifero é o promotor constitutivo do citomegalovirus
humano (CMV). Paradoxamente, apesar da lenta replicacéo em culturas celulares e no
proprio hospedeiro, estes virus possuem um dos promotores mais fortes, justificando-se
a sua utilizacdo ubiqua nos vetores de expressdo de células de mamifero (Stinski, 1999).
Este promotor contém ainda, na regido 5, um elemento enhancer, contendo diversas
regides regulatérias em cis, como por exemplo, quatro sitios de ligacdo ao fator nuclear
1 (NF1) emtandem (Chapman et al, 1991), além de sitios para AP1, CREB/ATF e NF-
B (Stinski, M.F.; 1999).

O promotor de CMV e seu enhancer dirigem a expressdéo do gene
Imediatamente Precoce de CMV (IE), que codifica proteinas que participam das vias de
replicagdo do virus. O gene sofre splicing alternativo, originando diversas proteinas que
fazem parte do ciclo de replicacdo viral. Ele é constituido por 4 exons e 3 introns, sendo
gue o maior dos introns, o intron A (IA), possui um sitio de ligacdo a NF1, mais forte
gue os 4 presentes no promotor (Chapman et al, 1991; Hennighausen e Fleckenstein,
1986). Nesse estudo, Chapman e colaboradores observaram que o |A possui ainda um
sitio homdélogo ao elemento regulador interno do gene da troponina I, um elemento
similar aum enhancer. Além disso, este intron pode também funcionar como sitio para
a ligagcdo de outros fatores de transcricéo (Champman et al, 1991). Desde entdo, néo
foram mapeadas no intron A novas regides de ligagdo a outros fatores de transcricéo,
sendo que apenas o estudo de Ghazal e Nelson (1991) indicou que ha a ligacdo de
proteinas ndo-identificadas no exon 1 do gene. Na figura 3 observa-se a representacao
esquemdtica do promotor do CMV, o enhancer a montante do promotor e o |A
flanqueado pelos dois exons do gene. Os sitios de restricdo mais importantes para este
trabalho também foram evidenciados na figura, além das regides dos sitios de ligacédo a
NF1, tanto no enhancer quanto no IA. Nesta contrucéo, o exon 1 corresponde a regiao
5'UTR do mRNA correspondente ao gene |E1. H& ainda apenas parte do exon 2 (que
contém o AUG correspondente ao inicio da traducdo), que possui originamente

aproximadamente 200 pb.
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Inicio do 2° Exon (40 pb)

1° Exon (100 pb)

Figura 3. Esquema do promotor completo de CMV. O enhancer com os 4 sitios de NF1
(*), o primeiro e 0 segundo exon e O intron A, 0 maior intron deste gene, com
aproximadamente 800 pb, podem ser observados na figura. O intron A possui ainda o sitio
mais forte de ligacdo a NF1, representado por ( * ). As setas vermelhas indicam os sitios de
splicing, sendo que a primeira seta evidencia o sitio doador e a segunda o sitio aceptor de

splicing.Esquema adaptado de Quilici (2008).

Diversos estudos mostraram a eficiéncia do A nas construgoes elaboradas para
0 aumento da expressdo dos genes-avo, comparando niveis de producdo de diversas
proteinas na presenca e auséncia do intron. Desse modo, aguns dos estudos realizados
foram a analise da expressdo de anticorpos (Xia et al, 2006), do fator VIII humano de
coagulacéo (Campos-da-Paz et al, 2008) e da gp120 de HIV (Champman et al, 1991),
além de proteinas reporteres, como a luciferase (Xu et al, 2001 e Mariati et al, 2010).
Estudos determinando o potencia de modulagdo da expressdo génica utilizando formas
truncadas do intron A ainda sdo bastante restritos, havendo apenas pedidos de patentes
das novas construgdes (Missha e Shupisu, 2007). Como o grupo de Imunologia
Molecular da Universidade de Brasilia ja utiliza o promotor de CMV nos vetores para
expressdo em células de mamifero (Ruggiero, 2002; Campos-da-Paz et al, 2008), o
intron A foi escolhido como objeto de estudo deste trabal ho.

1.4. A producéo de proteinas recombinantes em células de mamifero

Em 1986 foi aprovada para uso humano a primeira proteina recombinante com
fins terapéuticos produzida células de mamifero, a proteina ativadora de plasminogénio
tissular humana (human tissue plasminogen activator) (evisado em Wurm, 2004).
Atuamente, 60 a 70% de biof&rmacos e proteinas com interesse comercial Ss80
produzidos em células de mamifero. Isso porque as células de mamifero tém

caracteristicas fisiologicas mais similares aos humanos do que células de leveduras ou
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de E. coli. Desse modo, a existéncia de processos como glicosilacdo de proteinas,
fosforilacdo, formacdo de pontes-dissulfeto e outras modificagdes pds-traducionais
tornam a producdo de proteinas com interesse comercial mais viavel em células de
mamifero do que em outros tipos celulares (Wurm, 2004; Costa et al, 2009).

A linhagem celular mais utilizada até hoje para tais fins é a linhagem parental
imortalizada de células de ovario de hamster chinés (Cricetulus griseus) (CHO), sendo
gue a proteina ativadora de plasminogénio tissular humana foi produzida nesta
linhagem. Essas células so epiteliais, tém a morfologia fibroblastéide e aderem as
superficies onde sdo cultivadas. Um subclone da linhagem parental de CHO foi
estabelecido por Puck e colaboradores em 1958. Esta populacdo celular deu origem a
sublinhagem CHO-K1. Uma das caracteristicas desta linhagem é a auséncia do gene
para a sintese de prolina, sendo necessaria sua adi¢do no meio de cultura. Ja se produziu
neste tipo celular diversas proteinas visando aplicagdes farmacoldgicas e industriais,

como pode ser observado natabela 1.

Tabela 1. Relacdo de proteinas ter apéuticas produzidasem CHO.

Proteinas terapéuticas produzidas em CHO Ano de Aprovacgao
Fator VIII (Advate) 2003 (EUA), 2004 (Europa)
rtPA (Tenecteplase) 2001 (Europa)

rtPA modificada (TNKase) 2000 (EUA)

rhFSH (Puregon) 1996 (Europa)

rhFSH (Gonal) 1995 (Europa), 1996 (EUA)
Anti-CD3 (Orthoclone) 1986 (EUA)
Anti-CD20 (Rituxan) 1987 (EUA)

Fonte: tabela adaptada de Wal sh (2006).

Em seu estudo recente, Sellik e colaboradores (2011), mapearam o metabolismo
central de carbono de CHO durante a producéo de 1gG4 em biorreatores. A figura 4
mostra o papel dos principais metabolitos durante a producdo de proteinas

recombinantes.
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Figura 4. Metabolismo central de carbono em células CHO e a interagdo com 0 meo
extracelular. As barras mostram a quantidade de metabdlitos nos dias 0,3,4,5,6,7,8,9 e 11.
As cores das barras indicam o estégio de crescimento celular (azul=crescimento
exponencial; cinza claro=fase estacionaria; cinza escuro=declinio). As setas indicam a
direcéo das reagdes ou do transporte do metabdlito. As linhas pretas em negrito indicam
reagbes de Unico passo, e as setas pontilhadas, reagbes de mditiplos passos (figura
reproduzida de Sellick et al, 2011).
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Atualmente, utilizamse também outros tipos celulares para a expressdo de
proteinas heterdlogas. Dentre eles, destaca-se a linhagem HEK 293, derivada de células
embrionérias de rim humano transformada com o DNA de adenovirus tipo 5 (Grahan et
al, 1977). Esta linhagem é utilizada principamente para a expressdo transiente de
proteinas de interesse, como a glicoproteina de membrana do retrovirus HTLV-1
(Penteado et al, 2006). Outro tipo celular utilizado para transfeccdo de plasmidios
contendo proteinas de interesse é a linhagem HepG2, um carcinoma hepatocelular
humano que ndo contém o genoma do virus da hepatite B (Knowles et al, 1980). Estas
células podem ser utilizadas para a expressdo de FVIII recombinante, visto que ha
indicios da melhora de sua producéo quando sdo utilizadas linhagens celulares hepaticas
(Picanco et al, 2007). Por fim, a linhagem celular denominada COS-7 é também uma
hospedeira de transfeccéo largamente utilizada. Esta linhagem celular fibroblastéide,
oriunda do rim do “macaco verde’ africano (Cercopithecus aethiops), é derivada da
linhagem CV-1 que foi transformada com um mutante de SV 40 que codifica o antigeno
T (Gluzman, 1981). As células COS-7 sdo geramente escolhidas para a transfeccéo de
vetores que requeiram a expressao do antigeno T ou que contenham o promotor de
SV40.

Desse modo, h4 no mercado vérias opcdes de linhagens celulares para a melhor
producdo das diversas proteinas com interesse comercia. Estudos massivos visando ao
aumento da expressdo génica nestes tipos celulares foram feitos desde a década de 80,
culminando em producdes de quantidades significativas de proteinas comerciais. Um
exemplo é a producdo na década de 80, que tinha um rendimento tipico em torno de 50
mg/L de anticorpo recombinante, em linhagem celular n&o citada. Quatorze anos depois,
j& se conseguia um rendimento tipico de 5¢g/L de anticorpo recombinante em linhagens
celulares de mieloma (Wurm, 2004), um avango significativo que tornou a produgdo em
células de mamifero um negocio mais viavel. Entretanto, um dos principais obstaculos
para a utilizacdo das células de mamifero em cultura como hospedeiros de producéo
ainda é o ato custo para producdo em larga escala quando se compara com custo da
producdo em leveduras e em E. coli. Para isso, estédo sendo redizadas pesquisas
buscando o desenvolvimento de nrovos métodos para melhorar os niveis de producéo de
biof armacos tentar otimizar essa relacdo de custo-beneficio. Alguns ja descritos séo: a
mudanca da temperatura de cultivo das células (Shi et al, 2005), adicéo de compostos
guimicos no meio de cultura, como o butirato de sodio (Sung et al, 2005) e derivados de
aminoécidos (Chang et al, 2006), a variacdo nas quantidades de DNA transfectado
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(Rajendra et al, 2001), e a engenharia dos vetores de expressdo para células de
mamiferos. Dentro da engenharia de vetores de expressao, a principal metodologia para
a otimizagdo da expressdo de transgenes em células de mamifero € justamente o
melhoramento de promotores por meio da inser¢do de elementos como os mostrados

neste trabalho, como os introns.

1.4.1. Produgéo de anticorpos em células de mamifero

Os anticorpos monoclonais representam mais de 30% dos biofarmacos em testes
clinicos (Li et al, 2007) e aproximadamente 70% de todas as proteinas recombinantes
produzides em céulas de mamifero (Wurm, 2004). O principal isotipo de
imunoglobulina produzido, a imunoglobulina G (1gG), consiste em duas cadeias
pesadas idénticas (H) e duas cadeias leves (L) idénticas.

Durante a producdo desta molécula em células eucaridticas, as cadeias sd0
sintetizadas separadamente no reticulo endoplasmético, onde sdo posteriormente
modificadas e montadas em sua conformacdo final para posterior exportacdo. As
cadeias pesadas livres ndo sdo exportadas sozinhas (Morrison e Scharff, 1975), a ndo ser
gue estgjam ligadas as cadeias leves formardo a molécula de anticorpo completa
(Leitzgen et al, 1997). As cadeias leves, por outro lado, podem ser exportadas como
mondmeros livres ou homodimeros (Shapiro et al, 1996). Dessa forma, € necess&ria a
expressao regulada das duas cadeias para a producéo da molécula completa em células
de mamifero.

Tem sido descrito que a transfeccéo separada de duas construgdes distintas, cada
uma expressando uma cadeia de anticorpo, é o méodo menos €ficiente para a obtencéo
do anticorpo inteiro. Com isso, a maioria dos vetores utilizados para este fim possui 0
sitio interno de entrada ribossomal (IRES — do inglés internal ribosome entry sites)
(Silva et al, 2009), apesar de ndo ser bem estabelecido qual € o melhor tipo de
construcdo para a producéo correta de anticorpos com as cadeias leve e pesada. Em
outras palavras, varios estudos tentam desenvolver o melhor modelo para a producdo de

anticorpos inteiros, dependendo do tipo de anticorpo e da linhagem celular utilizada.
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1.5. Modelo Experimental

O grupo de Imunologia Molecular trabalha com a producdo de proteinas
heterdlogas em células de mamifero desde 2001, sendo que ja foram produzidos
anticorpos humanizados de interesse comercial como o anti-CD18, anti-Z22 (Ruggiero,
2002) e anti-CD3 (Silva et al, 2009), e também fatores plasmaticos humanos, como o
fator VIII e IX (Campos-da-Paz et al, 2008). Todos os vetores que albergam estes genes
contém o promotor de CMV, sendo este 0 modelo de estudo do presente trabalho. Desse
modo, sd0 necessarios estudos para buscar elementos que, ao modificar este promotor,
possam otimizar a expressdo das proteinas expressas pelo grupo, para que elas possam
futuramente ser produzidas em larga escaa para comercializacdo. Para verificar a
funcionalidade das construgfes obtidas, a proteina recombinante a ser utilizada no
estudo é o anticorpo humanizado recombinante anti-CD3.

1.6. O anticorpo recombinante humanizado Anti-CD3

Desde 1986, quando o primeiro anticorpo para uso clinico (anti-CD3 OKT3
Orthoclone) foi aprovado para tratamento de rejei ¢oes agudas a transplantes, o mercado
de anticorpos monoclonais cresce a passos largos. Até o momento, mais de 20
anticorpos, sendo versdes murinas (sequéncia proveniente de camundongos),
guimeéricas (cadeias variaveis leve e pesada murinas e dominios corstantes humanos) e
versdes humanizadas (arcabouco variavel humano com transplante de CDRs murinos)
foram aprovados e estéo sendo comercializados (Reichert, 2004; Kim et al, 2005).

Um dos anticorpos mais estudados desde entéo é o anticorpo anti-CD3. O CD3 é
uma molécula presente na superficie de linfocitos T, que esta relacionada a ativagéo
desse tipo celular, levando a um aumento da resposta imune do hospedeiro. Em
determinados casos, como em transplantes ou em doencgas autoimunes, € necessario que
a ativacdo desses linfécitos estegja reduzida, prevenindo o agravamento do quadro
clinico. Desse modo, o anticorpo anti-CD3 interage com a superficie dos linfécitos
reduzindo sua ativagéo, e consequentemente atenuando efeitos como rejeicdo a 0rgaos
transplantados ou reagdes advindas de doengas autoimunes.

Seguindo esses estudos, o laboratorio de Imunologia Molecular da Universidade

de Brasilia trabalha ha mais de 10 anos com a humanizacdo do anticorpo anti-CD3,
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tanto nas versdes scFv (fragmento variavel de cadeia Unica) quanto FvFc (juncdo do

scFv com a porgdo constante Fc). A figura 5 mostra um esguema dos fragmentos de

Fv-Fc scFv V domain

anticorpos mencionados acima.
E:a Vv,

Y4 28
g e

Figura 5. Representacdo de uma molécula de imunoglobulina em comparagdo com

fragmentos gerados por técnicas do DNA recombinante. Representagcdo esquemética de
fragmentos de anticorpos expressados em células de mamifero. A primeira representagcéo
indica a molécula de anticorpo inteiro (IgG), seguida do Fragmento Variavel de cadeia
unica (FvFc), que ndo possui apenas as por¢des variaveis ligadas a porcdo constante (Fc). O
fragmento scFv (do inglés single chain variable fragment) € composto pelos dominios
variaveis leve e pesado (VL e VH, respectivamente) (Holliger e Hudson, 2005).

Em 2009, Silva e colaboradores construiram versdes FvFc humanizadas, que
apresentavam o residuo 86 da cadeia varidvel pesada treonina (murino) ou arginina
(humano). Essa posicdo é importante para a estrutura tridimensional da molécula. Os
genes construidos foram clonados em vetores dicistronicos e expressos em células
CHO, de forma transiente e estavel. Ap0s purificacdo e ensaios para andlise da funcéo
dos anticorpos produzidos, verificouse que ambas as versdes se ligam a molécula CD3
na superficie dos linfécitos. Entretanto, em ensaios de competicdo com o OKT3, ndo
houve um blogueio efetivo da sua ligagdo com os linfocitos, o que levou a proposicao
de novas formas de humanizagdo do anti-CD3 por meio de mutagdes sitio-dirigidas
(tese de doutorado de Janaina Lima de Paula, em andamento).

Visando a melhoria dos niveis de expressdo do anticorpo construido por Silva
(2008) e também a producdo em longo prazo (transfeccdo estével), Alcantara (2010)
construiu um vetor de expressdo contendo 0s mesmos genes do anti-CD3, porém com
modificagdes que incluiam a inser¢céo de elementos anti-repressores. Essas dteracoes
tem por objetivo a otimizagdo da producdo dos anticorpos em células de mamifero.

Em Quilici (2008), foram realizados estudos do efeito de diferentes construgdes
de promotores contendo intron A em versoes inteira e deletadas, utilizando o gene
reporter da luciferase No presente trabalho, & construcfes obtidas foram avaliadas
guanto a capacidade de melhorar a producdo do FvFc do anticorpo anti-CD3
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humanizado. Ainda, foram testados os niveis de producdo do mRNA do anticorpo, bem
como foram avaliados alguns mecanismos de ag&o dos introns como potencializadores

da expressao dos genes estudados.

Em trabalho anterior (Quilici, 2008), foram obtidas 3 novas construgdes a partir
de delecgbes no Intron A do promotor de CMV, sendo as delecdes de 200, 400 e 600 pb,
conforme esquema apresentado na figura 6. As novas construgdes foram obtidas por
meio de clivagem com as enzimas de restricéo indicadas na figura 6 que apresentavam
sitios Unicos no vetor, e foram clonadas a montante do gene reporter da luciferase. A
andise dos niveis de expressdo do gene reporter obtidos a partir de cada construcéo
indica que as modificagdes no intron A do gene imediatamente precoce do promotor de
CMV influenciam os niveis de expressdo do gene reporter da luciferase, podendo,

inclusive, melhoréa-la

Byl I Xem | BspE |l Hind I11

CMV IA inteiro

A A A

B oMV IA 2400
IA 2600
C CMV
CMV IA 2200
D

Figura 6. Delegdes realizadas no intron A de CMV. Os quatro painés mostram
construgdes com o intron A deletado (B, C e D) comparadas com a construgdo contendo o
intron A selvagem (A). Os tridngulos azuis representam o promotor e enhancer de CMV, e
0s tragos pretos o intron A, inteiro ou deletado. Est&o evidenciados os sitios de restrigdo
utilizados para a redlizacdo das delecfes, os potenciais sitios doador e aceptor de splicing
( A ), €0 ATG predito ( A ) . O promotor e intron ndo estdo em escala.

Na figura 7, observa-se o efeito das delecOes do IA do promotor de CMV na
atividade da luciferase (Quilici, 2008). As diferentes construcdes foram testadas por
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meio de transfeccéo transiente e mensuracdo da atividade da luciferase, 24 e 48 horas

pos-transfeccéo.
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Figura 7. Efeito das delegcOes do intron A na atividade da luciferase em diferentes

linhagens celulares. As construgdes referentes aos plasmidios com o gene repérter da
luciferase de vaga-lume e promotor de CMV com intron A (pGLCMV), intron A deletado
em 200 pb (?7200), intron A deletado em 400 pb (?400) e intron A deletado em 600 pb
(?600) foram transfectadas em quatro linhagens de células de mamiferos: CHO-K1,
HepG2, COS7 e HEK ek-293. Posteriormente mediu-se a atividade da luciferase 24 e 48
horas poOs-transfeccdo. Os asteriscos vermelhos indicam diferenca  estatisticamente
significativa da atividade da luciferase entre as construgdes (P>0,05). Os asteriscos verdes
indicam diferencas ndo significativas entre os valores. Figura reproduzida da dissertacéo de
mestrado de Quilici (2008).

A delecdo de 200 pb no intron A aumentou de 3 a 5 vezes a atividade da
luciferase comparada a construcdo com intron A inteiro (dependendo da linhagem
celular), enquanto a delecdo de 600 pb aumentou em 2 vezes a atividade da luciferase.
A construcéo com intron A deletado em 400 pb, ao contrério das demais, diminuiu a
atividade da luciferase quando comparada com a construcéo que contém o intron A
inteiro, sendo similar a encontrada quando se utilizou 0 mesmo vetor apenas cds com
pCMV, semintron A.

Na construcdo contendo a delecdo de 600 pb, removeuse o sitio aceptor de

splicing localizado a jusante do sitio de Hind Il1. Alguns estudos ja evidenciaram a
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importancia do sitio aceptor de splicing no intron A para a sua efetividade em vetores de
expressdo heterdloga, tendo em vista o recrutamento de proteinas efetoras do splicing e
de transporte de mMRNA para traducdo (Awasti et al, 2005; Ghazal e Nelson, 1991).
Desse modo, o aumento menos significativo da atividade da luciferase observado na
construcdo 7600 pode ser resultado da perda deste importante dtio do promotor. A
medida dos niveis de mRNA de luciferase nas construcdes mencionadas, obtida por
Quilici (2008), reforca essa hipotese. Foi observado que em 24h pos-transfeccdo os
nivels de mMRNA eram maiores do que 48h pos-transfeccdo. Essa diminuicdo da
producdo pode ser resultado da perda desse sitio aceptor de splicing na construgéo
2600, que desestabiliza 0 mMRNA, podendo levar ao seu decaimento por NMD, por
exemplo (revisado por Lewin et al, 2003).
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizacdo do intron A de CMV,
tanto na sua versao original, quanto na sintética, no contexto do promotor do gene IE de
CMV. A funcdo do IA, origina e sintético, foi determinada por meio da andlise da
expressdo do gene reporter da luciferase e de uma proteina recombinante de interesse

biotecnol 6gico, o anticorpo recombinante humanizado anti-CD3.

2.1) Abordagem experimental

Para que o objetivo central fosse alcangado, realizaram-se as seguintes etapas

experimentais:

1 — Clonagem do promotor de CMV sintético com o intron A, no vetor pGL4.14, que

contém o gene reporter da luciferase.

2 — Geracdo de formas variantes e inovadoras do intron A por meio de delegbes em

determinadas regides do elemento.

3 — Clonagem do promotor de CMV sintético com o intron A no vetor pCO, que contém

0 gene do anticorpo recombinante humanizado anti-CD3, FvFc.

4 — Transfeccdo transiente das construcbes citadas acima em CHO-K1 para a
mensuragcdo da atividade da luciferase e quantificagdo do anticorpo secretado no

sobrenadante de cultura.

5 — Mensuragdo dos niveis de producdo de mRNA da luciferase de vagalume e do

anticorpo recombinante das diversas construcdes por meio de gPCR.

6 — Andlise da eficiéncia do splicing das variantes deletadas do intron A de CMV, em

comparagao com as versdes sintéticas, por meio de gPCR.
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7 — Verificagdo da existéncia de sitios de ligacdo a proteinas (possiveis fatores
transcricionas), na regido da delecéo de 200 pb do intron A de CMV, por meio de
Ensaio de Mobilidade Eletroforética (EMSA).
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3. Materiaise M éodos

3.1) MATERIAIS

3.1.1) Linhagens bacterianas

As linhagens da bactéria Escherichia coli utilizadas para os procedimentos de

clonagem neste trabalho sdo destacadas a seguir, juntamente com o seu genatipo:

XL1-blue (Stratagene): recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F
proAB laclqgZ?M15 TnlO0 (Tetr)]. Os genes listados indicam alelos mutantes.

DH5a F/endAl hsdR17(r« mk*) supE44 thit recAl gyrA (Nal) relAl
D(laclZzYA-argF)U169 deoR (F80dlacD(lacZ)M15). Os genes listados indicam
alelos mutantes.

3.1.2) Linhagens de células de mamifero

Para a transfeccéo das construcoes de DNA plasmidial obtidas neste trabalho e
para obtencdo de extratos nucleares para ensaios de mobilidade eletroforética (EMSA),

foram utilizadas as seguintes linhagens de células de mamifero:

CHO-K1 (ATCC n°CCL-61): linhagem celular derivada de células epiteliais de
ovario de hamster chinés (Cricetulus griseus). As células foram cultivadas em
meio HAM-F12 (Hyclone) contendo soro feta bovino (SFB) a uma
concentracdo de 10% (v/v).

HEK-293 (ATCC n°CRL-1573): é uma linhagem derivada de células de rim
embrionario humano que contém o genoma do adenovirus tipo 5. As células
foram cultivadas em meio DMEM (GIBCO) contendo SFB a uma concentragdo
de 10% (v/v).

Todas as linhagens celulares utilizadas neste trabalho séo linhagens aderentes.



29

3.1.3) Plasmidios utilizados nas clonagens e transfecces

- pGL4.14 (Promega) (figura 8a): este vetor comercia possui 0 tamanho de
58 kb, e foi utilizado como arcabougo para a clonagem de todos os promotores
construidos neste trabalho. Ele apresenta o gene repérter da luciferase de vaga-lume (luc
2), controlado pelos promotores desenvolvidos neste trabalho, um sina de
poliadenilacdo sintético, e a marca de resisténcia a higromicina B, sendo que este gene

tem a expressdo controlada pelo promotor de SV40.

- pUC57 promotor CMV com intron A modificado (figura 8b): este vetor de
4,5 kb foi utilizado nos procedimentos de clonagem do promotor de CMV com intron A
modificado no vetor pGL4.14. Ele possui o promotor completo de CMV (com enhancer
e intron A) e modificagbes. O promotor de CMV com intron A modificado foi

elaborado pelo grupo e sintetizado comercialmente pela empresa GenScript.

plC 57 promotor CMV
1584 bp

pBLA. 14] kre2/ Hygra]
Vactor

£w4 aanar (EB41bp)
ENhancen
promatar

CAIV

2
BEsENNENEZ"

2018 BemH 1—%,

SV40 lala
Folta) signal

ApeauA.

TXrmal 2144

Figura 8. Mapas dos vetores utilizados para as clonagens do promotor de CMV
otimizado. No paind “A” esta representado 0 esquema do vetor pGL 4.14 (Promega,
figuraretirada do site www.promega.com), utilizado como arcabouco das novas contrugoes

de promotores sintéticos de CMV para a andlise da atividade do gene reporter da luciferase.
Em “B” observa-se o vetor pUC57 com promotor de CMV otimizado, sintetizado

artificialmente.

- pGL4.73 (Promega) (figura 9): este vetor comercial tem o tamanho de 3,9 kb,
e foi utilizado neste trabalho para co-transfeccbes com o vetor contendo o gene da
luciferase de vaga-lume. Ele possui 0 gene reporter da luciferase de Renilla (hluc)
controlado pelo promotor de SV40 e o sina de poliadenilacdo também de SV 40.
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Figura 9. Mapa do vetor pGL4.73 (Promega). Este vetor fa utilizado para a co-
transfeccdo com as demais construgdes feitas neste trabaho, para que desta forma a

atividade da luciferase sgja aferida como uma relac@o entre as atividades da luciferase de
vaga-lume (construcdes testadas) e de Renilla (vetor pGL4.73). Esta figura foi retirada do

site da Promega (www.promega.com )

- pCO anti-CD3 FVFC humanizado: este vetor de aproximadamente 8,5 kb foi
construido por Alcantara (2010). A estratégia de clonagem para obtencdo do referido

vetor pode ser observada na figura 10.
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Figura 10. Estratégia de construgéo do vetor pCO anti-CD3 FvFc humanizado. A
regido do promotor CMV origina do vetor pMIRES anti-CD3 FvFc humanizado foi
retirada pela digest&o com as enzimas Xma | e Sbf . Com essas mesmas enzimas, retirou-se

o promotor CMV otimizado, o qua havia sido previamente sintetizado quimicamente e
clonado no vetor comerciad pUCS57. A ligagdo do vetor pMIRES anti-CD3 FvFc

humanizado sem promotor ao fragmento de Pgyy otimizado deu origem ao vetor pCO anti-

CD3 FvFc humanizado. Siglas — CMV: promotor de citomegalovirus. scFv: fragmento

variavel cadeia smples. Fc: fragmento cristalizavel. IRES: sitio de entrada ribossomal

interno. NeoR: gene de resisténcia ao antibiotico G418. lac Z: operon lac. (reproduzido de
Alcantara, 2010).



3.1.4) Meios de cultura

- Cultura de bactérias

LB (Luria-Broth)
Peptona de Caseina
Extrato de Levedura
NaCl

pH 7,2

H>O g.s.p

LB-agar

Adicionar &gar bacteriol 6gico a uma concentracéo fina de 1,4% (p/v).

SB (Super-Broth)
Peptona de Caseina
Extrato de Levedura
MOPS

pH 7,0

H,O q.sp

SOB

Peptona de Caseina
Extrato de Levedura
NaCl

KCI

H.O  asp

pH 7,0

SOC (100 mL)

Soluc&o estoque de Mg’ 2M
Solucéo estoque de glicose 2M
Meio SOB

109

59
10g

1L

3049
209
109

1L

20g

59
0,584g
0,1869
1L

1mL
1mL
98mL

32



Estoque de Magnésio 2M
MgCh.6H,O
MgS0,.7H,0O

HO  asp

Estoque de Glicose 2M

Glicose

HO  asp

Os meios de cultura para bactéria foram autoclavados por 15 minutos a 120°C.

20,33g
24,65¢
100mL

26,049
100mL
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Para a cultura das linhagens de células de mamifero utilizadas neste estudo,
foram utilizados os meios de cultura HAM-F12, DMEM e RPMI-1640. Todos esses

meios de cultura apresentam uma composicdo quimica bastante complexa, contendo

sais inorganicos diversos, vitaminas, aminoacidos e outros compostos, como piruvato de

sodio. Todos os meios para cultura de células de mamiferos foram adquiridos prontos

(em pd) para serem posteriormente dissolvidos em agua, sendo necess&ria apenas a

adicdo de determinada quantidade de bicarbonato de sodio (agente tamponante)

dependendo do tipo de meio.

Meio de Congelamento de Células

DMEM (Hyclone)
Soro Fetal Bovino
DMSO

3.1.5) Solugdes

20% (vIV)
5% (VIV)

- Solucles utilizadas para cultura de células

BSS (Solugéo Salina Balanceada) — GIBCO

NaCl

KCI

CaCl,
MgSO,.7H,0
NaHPO4

89
0,49
0,014g
0,098g
0,048g



KH2POy 0,069
Glicose 1g
Vermelho de fenol 0,019
HO  gsp 1L
pH 7,3

BSS.CMF (Solucdo Salina Balanceada sem Célcio e Magnésio) — GIBCO

NaCl 8g
KCl 0,49
NaHPO, 0,048g9
KH2PO, 0,069
Glicose 1g
Vermelho de fenol 0,01g
HO qgsp 1L

pH 7,3

Soro Fetal Bovino (GIBCO)

Foi adicionado aos meios de cultura na concentragdo de 10% (v/v).

Tripsna-EDTA (GIBCO)

Tripsina 2,59
EDTA 0,389
BSSCMF qgsp 1L
pH 8,0

Azul de Tripan
Corante Azul de Tripan 400mg
PBSpH 7,2 qgsp 100mL

Reagente de transfeccéo L ipofectamine 2000
E um lipideo cationico cuja formulacdo especifica permite a transfecgio de

diversas linhagens de células de mamifero, como se pode observar neste trabal ho.
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- Solucdes utilizadas par a extracdo de DNA

Solucéo |
Tris-HCI pH 8,0
EDTA pH 8,0

Glicose

25mM
10mM
50mM

Quando necessério, adicionou-se a esta solugdo RNAse A em uma concentracéo

final de 200pg/mL.

RNAse A
RNAse A

10mg/mL

A enzima é dissolvida em 10mM TrissHCl pH 7,5 e 15mM de NaCl. Esta

solucéo foi fervida por 15 minutos para a inativacdo de DNAses contaminantes e em

seguida resfriada lentamente até que fosse atingida a temperatura ambiente. Depois,
foram feitas aliquotas estocadas a -20°C.

Solucéo |1
NaOH
SDS

Solucéo 111
Acetato de Sodio
Acido Acético Glacia

Etanol 100%
Etanol 100% (v/v)

Etanol 70%
Etanol 70% (v/v)

Acetato de Amonio
Acetato de Amobnio

0,2M
1,0% (p/v)

3M
2M

7,5M
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Acetato de Sodio
Acetato de Sodio 3M
pH 5,2

Clorofane
Fenol (equilibrado em pH 7,6) 1v

Cloroférmio 1v
?-Mercaptoetanol 0,02%
Hidroxiquinolina 0,1%

Equilibrado com igua volume de Tris-HCI 0,01M em pH 8,0.

Clorofil
Cloroférmio 24v
Alcool Isoamilico 1v

Equilibrado com 0,25v de tampéo TE

Tampéo TE
TrissHCI pH 8,0 10mM
EDTA pH 8,0 1mM

Tampéo Tris

Tris-HCI pH 8,0 10mM
Glicogénio
Glicogénio 20mg/mL

- Solucdes par a prepar o de células competentes e transfor macéo

CaCly
CaCl, a uma concentracdo de 50mM, dissolvido em égua destilada e filtrado
com filtro Millipore de 0,22um
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CaCly/gliceral
CaCl, a uma concentragdo de 50 mM contendo 15% de glicerol (v/v) para o
congelamento de células competentes para choque térmico. A solucéo foi filtrada com

filtro Millipore de 0,22 um.

Solucéo de Glicerol
Glicerol 10% (v/v)

Solucgéo de X-Gal
Solucdo e 5-bromo-4-cloro-3-indolil-13-D-galactosideo (X-Gal) dissolvido em
N, N-dimetilformamida em solugédo estoque de 2,5% (m/v). Solugéo armazenada a -20°C

e protegida da luz. Usada no meio de cultura na proporc¢édo de 1:100.
Solucéo de IPTG

Solucdo de isopropil-tio-3-D-gaactosideo (IPTG) dissolvido em agua em
solucéo estoque de 100 mM e esterilizado por filtragdo em membrana Millipore de 0,22
pum. Usada no meio de cultura na propor ¢éo de 1:1000.

- Solucdes para preparo de gel de agarose

Tampao de corrida para gel de agarose (TEB) 10X

Trizima-base 0,89M
Acido Borico 0,89M
EDTA 0,02M
pH 80a84

Tampao de corrida para gel de agarose (TAE) 50X

Tampao Tris-acetato 2M
Trizima-base 2429
Acido Acético Glacial 57,1mL
EDTA pH 8,0 0,05M

Tampao de Amostra para gel de agar ose
Tampéo de corrida TEB 10X 50% (Vv/v)
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Glicerol 50% (v/v)
Azul de Bromofenol 0,1% (p/v)
Xileno Cianol 0,1% (p/v)

Brometo de Etideo

10mg/mL dissolvidos em é&gua e protegidos da luz.

- Solucgdes para preparo de gel de acrilamida para EMSA (ensaio de mobilidade
eletrofor ética)

Poliacrilamida (acrilamida 30%, bisacrilamida 0,36%) 15mL
Glicerina 50% 15mL
TBE 10X 2,25 mL
Agua bidestilada 45 mL
A essa solucgéo, adicionar, no momento do uso:

Persulfato de amonio 25% 200 pL
TEMED 50 pL

- Solucdes para ensaios de EL I SA (do inglés enzyme-linked immunosor bent assay)

NaCl 5M
8,8 g paraum volume final de 30 mL

TrissHCI 2M pH 9,5

7,3 g para um volume final de 30 mL

MgCh 1M

6,1 g para um volume final de 30 mL

PBST
PBS 1X adicionado de Tween 20 0,1% (v/v)
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APB

Tris-HCl 2M pH 9,5 100mM
NaCl 5M 100mM
MgCh 1M 5mM

Leite Desnatado em pé (MOLICO)
Dissolvido em PBST 1X na concentragdo final 5% (p/v)

3.1.6) Antibidticos

Ampicilina

A ampicilina liofilizada foi ressuspendida em &gua destilada na concentracdo de
20 a 50 mg/mL. Apds a ressuspensdo, ela foi esterilizada por filtracdo em membrana
Millipore de 0,22 pum. Apos a filtracdo, elafoi estocada a -20°C e protegida da luz. Este
antibiético foi utilizado como marca de selecdo para plasmidios transformados em
célulasde E. cali.

Tetraciclina

A tetraciclina liofilizada foi ressuspendida em &gua destilada na concentracédo de
50 mg/mL e esterilizada por filtracdo em membrana Millipore de 0,22 pum. Apés a
filtracdo, elafoi estocada a -20°C e protegida da luz. Este antibidtico foi utilizado para a
semeadura e manutencdo de células E. coli das linhagens XL1-blue e XL10-gold, que

possuem o gene de resisténcia a esse antibiotico.

Cloranfenicol

O cloranfenicol liofilizado foi ressuspendido em etanol 100% na concentracdo
de 50 mg/mL. Apéds a filtragdo, ele foi estocado a -20°C e protegido da luz. Este
antibidtico foi utilizado para a semeadura e manutencéo de células E. coli da linhagem

XL10-gold, que possui 0 gene de resisténcia a esse antibiotico.

Geneticina (G418)
A geneticina liofilizada foi ressuspendida em &gua destilada na concentracéo de

50 mg/mL e esterilizada por filtracdo em membrana Millipore de 0,22 pum. Apos a
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filtracdo, ela foi estocada a -20°C e protegida da luz. A geneticina foi utilizada para a

transfecgdo estével das construgdes com o anticorpo anti-CD3 na linhagem CHO-K 1.

Antibiético/Antimicético 100X (GIBCO)

Penicilina 10.000U/mL
Estreptomicina 10.000pg/mL
Anfotericina B 25ug/mL

Preparada em 0,85% de salina

Solucdo utilizada como antibacteriano e antimicético que foi adicionada aos

meios de cultura das células de mamifero, na concentracdo final 1X.

3.1.7) Materiais e solugdes para a mensuracao da atividade da luciferase

Para os ensaios de atividade da luciferase realizados utilizou-se o kit comercia
da Promega Dual-Luciferase Reporter Assay System (n° de catdlogo E1910). Ele
contém 0s seguintes componentes:

- Luciferase Assay Buffer (tampéo de ensaio da luciferase)

- Luciferase Assay Substrate (produto liofilizado) (substrato de ensaio da luciferase)
- Stop and Glo Buffer (tampé&o Stop and Glo)

- Stop and Glo Substrate 50X (substrato Stop and Glo)

- Passive Lysis Buffer 5X (tampéo de lise passiva)

Além dos reagentes fornecidos pelo fabricante, foi utilizado PBS na
concentragdo final 1X. Para isso, foi preparado um estoque 10X, que foi em seguida

autoclavado, com a seguinte formulagao:

PBS 10X

NaPO, 11,59
K HoPO, 29
NaCl 80g
KCI 29

pH 7,4
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3.1.8) Materiais e solucdes para preparo de extrato nuclear de CHO-K1 e HEK293 e

EMSA

TBS(Tris-Buffered Saline—25mM Tris)

NaCl
KCl

Tris-Base
Agua destilada

89
0,29
39

800 mL

Acertar o pH para 7,4 com HCI e completar o volume final para 1L.

Tampao A

[Final]

10%
10mM
10mM
0,2mM
0,1mM
1mM
0,5mM
lpg/mL
2ug/mL

Solucéo Estoque
Agua
Glicerol 70%
HEPES 1M, pH 7,9
KCl 1M
EDTA 0,5M
EGTA 0,5M
DTT 50mM
PMSF 50mM
L eupeptina 50ug/mL
Pepstatina 100pg/mL

Volume adicionado (L)
310,7
57,14
4
4
0,08
0,08

o &+ b

O volume final da solucéo € 400 uL. O glicerol, a leupeptina e a pepstatina 8o

opcionais.



Tampéo C
[Final]

10%
20mM
0,4M
1ImM
1ImM
1ImM
1mM
lpg/mL
2ug/mL
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Solucéo Estoque Volume adicionado (L)

Agua 327

Glicerol 70% 10
HEPES 1M, pH 7,9

NaCl 4M 5
EDTA 0,5M 0,1
EGTA 0,5M 0,1
DTT 50mM 1

PM SF 50mM 1

L eupeptina 50pug/mL 1
Pepstatina 100pg/mL 1

O volume final da solucéo é 50 pL. O gliceral, a leupeptina e a pepstatina séo

opcionais.

NP-40 (IGEPAL)

10%

Tampédo de Anelamento 5X (para anelamento da sonda ao oligonucleotideo

complementar)
TrisHCI 1M pH 7,7

Solucéo de alto sal (para eluicao das sondas do gel)

Tris
EDTA
NaCl

Aguagsp

0,069
0,029
4,39

50 mL

3.1.9) Materiais e solucdes para extracao de RNA total de CHO-K1

Todos os reagentes e materiais foram manipulados em condicdes RNAse free.

- DEPC (dietil pirocarbonato)
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Preparar solucdo estoque a 1% (p/v).

- Cloroformio
Foi aliquotado no momento da extracdo em tubos do tipo Falcon, devido a sua
volatilidade.

- | sopropanaol
Este reagente foi estocado em um tubo Falcon, sendo manipulado com luvas

para que ndo fosse contaminado com RNAses.

- Etanol 100%

Etanol 100% manuseado com luvas e estocado em tubo tipo Falcon.

- Etanol 75% (v/v)
Etanol 100% 75mL
Agua destilada RNAse free 25mL

- Acetato de Sodio

Acetato de Sodio 3M

pH 5,2

Este reagente foi manuseado com luvas e dissolvido em agua MiliQ RNAse free.

- Plasticos e vidrariasRNAse free

As vidrarias foram incubadas a uma temperatura de 180°C durante a noite para
que ficassem livres de RNAses. As caixas das ponteiras e outros materiais plasticos
foram incubados com DEPC a 0,01% a 4°C durante a noite, e posteriormente

autoclavados para a remocao do reagente residual.

- Agua RNAse free
Agua destilada
DEPC 0,01% (V/V)

Apdbs a mistura, autoclavar a 120°C por 15 minutos.

- Materiaispara preparo de gel de agar ose RNAse free



44

A cuba de eletroforese, os pentes e a forma do gel foram tratados com DEPC a
0,1% (v/v) durante 1 hora (temperatura ambiente), ou a 4°C durante a noite. Apos este
periodo, os materiais foram lavados exaustivamente comagua MiliQ para a remocéo do
DEPC. O tampéo TEB foi preparado com a mesma férmula citada anteriormente, sendo
que foi preparado com agua RNAse free. Toda a vidraria e espatul as necessarias para a
pesagem da agarose foram incubadas a 180°C durante a noite. O tampédo de amostra
para a corrida do gel e o brometo de etideo também foram preparados com a mesma

formulacéo ja descrita, sendo que a &gua utilizada era RNAse free.

3.1.10) Componentes de Reacéo

Mistura dNTP: com dGTP, dATP, dCTP e dTTP na concentracdo de 10 mM cada.
Albumina Sérica Bovina (BSA): 10 mg/mL (100X)

MgCl,: 50 mM, utilizado nas reagdes de PCR (concentragdo final de 1 mM)

DTT: 0,1 M, utilizado nas reacoes de transcricdo reversa na concentracdo final de
0,01M.

RNAse OUT (40 U/ pL): um inibidor de RNAse para as reagcoes de sintese de cDNA.

3.1.11) Enzimas

Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG (2X) (Invitrogen — numero de
catalogo 11733046)

Este mix contém a enzima Taq Platinum, além do corante SYBR Green, MgCh
6 mM, 400 uM de dATP, 400 uM de dCTP, 400 uM de dGTP, 800 uM de dUTP, uracil
DNA glicosilase (UDG), estabilizadores e outros reagentes ndo-especificados. A
presenca da enzima UDG previne a reamplificacdo de produtos de PCR entre os passos
da reacéo, permitindo apenas a amplificacdo de sequéncias-alvo genuinas. Esta enzima

€ inativada pelas atas temperaturas durante a ciclagem da PCR.
3.1.12) Marcadores de massa molecular de DNA
1 kb plusDNA LADDER (Invitrogen — numero de catalogo 10787018)

Fragmentos de DNA em pb: 100, 200, 300, 400, 500, 650, 850, 1000, 1650, 2000,
3.000, 4000, 5.000, 6.000, 7000, 8000, 9000, 10.000, 11000, 12.000.
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High DNA Mass LADDER (I nvitrogen — nimer o de catalogo 10496016)
Mistura equimolar de fragmentos de DNA em pb de 10.000, 6.000, 4000, 3.000, 2000 e
1000. Quando se utiliza 4 pL do marcador, correlaciona-se as bandas ja citadas com as

seguintes massas. 200, 120, 80, 60, 40 e 20 ng, respectivamente.

Low DNA MassLADDER (Invitrogen — numero de catalogo 10068013)
Mistura equimolar de fragmentos de DNA em pb de 2000, 1200, 800, 400, 200 e 100.
Quando se utiliza 4 uL do marcador, correlaciona-se as bandas ja citadas com as

seguintes massas. 200, 120, 80, 60, 40 e 20 ng, respectivamente.

3.1.13) Marcadores de massa molar de Proteina

Marcador de M assaMolar SeeBlue (I nvitrogen —nimero de catélogo L C5625)
Bandas de proteinas com os tamanhos, em kDa: 148, 98, 64, 50, 36, 22 € 16

3.1.14) Anticorpos

Anticorpo Primério
Goat Anti-human IgG (H+L) unconjugated (Thermo Scientific-Pierce)
Concentracdo de uso: diluicdo 1:1000

Anticorpo secundario

Anti-human 1gG — conjugada a fosfatase alcalina (Sgma)

3.1.15) Oligonucleotideos utilizados para sequenciamento, clonagens e reacdes de
PCR

Tabela 2. Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas diver sas etapas deste trabalho
(os oligonucleotideos citados foram sintetizados pela IDT, Integrated DNA Technologies,

Inc.).

OLIGONUCLEOTIDEO SEQUENCIA UTILIZACAO

ChGAPDH Foward * 5 CCATGTTCCAGGAGGGAGATC 3 Utilizado na
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reacdo de gPCR
paraa
amplificagdo do
gene constitutivo
de CHO GAPDH

ChGAPDH Reverse *

5 GCCTTCTCCATGGTGGTGAA 3

Utilizado na
reacdo de gPCR
paraa
amplificacéo do
gene constitutivo
de CHO GAPDH

VHCd3humanizadoRealtime

Foward

5 CCTGACGAACCCAGTGCATA 3

Utilizado na
reacdo de gPCR
paraa
amplificacdo da
regido do VH do
anticorpo anti-
CD3 humanizado

VHCd3humanizadoRealtime

Reverse

5 GTTCAATCCGGTGCTGAGGT 3

Utilizado na
reacdo de gPCR
paraa
amplificacdo da
regido do VH do
anticorpo anti-
CD3 humanizado

VL Cd3humanizadoRealtime
Foward

5 TCGGTACCAGAGCCAGAACC 3

Utilizado na
reagcdo de gPCR
paraa
amplificac8o da
regido do VL do
anticorpo anti-
CD3 humanizado

VL Cd3humanizadoRealtime

Reverse

5 AGGTCAAGCTCCTCGTCTGC 3

Utilizado na
reacdo de gPCR
paraa
amplificac8o da
regido do VL do
anticorpo anti-
CD3 humanizado

Fc(Ch2Ch3IgGl1)Realtime

5 CTGCTCTTGTCCAGCGTGAG 3

Utilizado na
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Foward reacdo de gPCR
paraa
amplificacdo da
regido do Fc do
anticorpo anti-
CD3 humanizado

Fc(Ch2Ch3IgGl)Realtime 5 GGCAGCCGGAGAACAACTAC 3 Utilizado na
Reverse reacdo de gPCR
paraa

amplificac8o da

regido do Fc do

anticorpo anti-
CD3 humanizado

Primer Nao Splice Foward 5" GATTCCCCGTGCCAAGAGT 3 Utilizado na
qPCR reacdo de gPCR

para amplificagéo

do transcrito nao-

processado
referente ao exon

A deCMV

Primer N&o Splice Reverse 5 GCCCAAAGCCAAAAACAGTA 3 Utilizado na
qPCR reagio de gPCR

para amplificagéo

do transcrito n&o-
processado

referente ao exon
A deCMV

* Os iniciadores destacados foram desenhados com o programa Primer Express Program for Real-Time
PCR, versdo 3.0. Eles foram sintetizados pela Sigma, no CIRAD Institute (Franca), em colaboragdo com

o professor Alan Andrade, da Embrapa Cenargen de Brasilia— DF.

3.2) METODOS

3.2.1) Preparo e transformacao de células compententes de Escherichia cali.

- Células competentes preparadas com CaCl, para choque térmico (adaptado de
Sambrook e Russel, 2001)
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1 — Inoculouse 50mL de meio LB com 500uL de um pré-inéculo de E. coli crescido
durante a noite.

2 — Incubou-se este indculo a 37°C sob agitacdo de 250 rpm, até gque fosse atingida uma
Asoo de 0,1 a 0,3 (inicio da fase exponencial de crescimento).

3 — Depois de crescida, a culturafoi centrifugada a 3.000 x g a4°C por 15 minutos.

4 — O sedimento foi ressuspendido em 10mL de solucdo de CaCh 50mM gelada por
meio de suave agitacdo. A partir deste momento, a suspensdo de céulas foi mantida
sempre no gelo.

5 — Centifugou-se a amostra a 3.000 x g por 15 minutos a 4°C.

6 — Em seguida, descartou-se o sobrenadante e o sedimento foi ressuspendido em 1mL

de solucdo de CaCh 50mM gelada. Alternativamente, quando as células foram
preparadas para congelamento, o sedimento foi ressuspendido em 1mL de solugdo de
CaCl, 50mM / glicerol 15% (v/v) gelada.

7 — O tubo contendo as células foi mantido por pelo menos meia hora, quando as células
entdo foram consideradas competentes. Desse modo, foram usadas imediatamente apds
0 preparo ou entdo congeladas em banho de gelo seco e etanol e posteriormente
armazenadas no freezer a-80°C.

8 — ApoGs os procedimentos realizados acima, 100 a 200puL de cdulas competentes
foram incubadas com 100 a 500?79 de DNA plasmidial em banho agua/gelo por pelo
menos 30 minutos.

9 — Em seguida, os sistemas de transformacao foram incubados a 42°C por 3 minutos e
apos este periodo eles foram rapidamente retornados ao gelo por até 1 minuto.

10 — Adicionouse 1mL de meio LB aos sistemas submetidos ao choque térmico.

Depois, os tubos foram incubados por pelo menos 1 hora a 37°C. Apds este periodo,

semeouse 50 a 100uL (plasmidio intacto) ou 200 a 500uL (sistema de ligacdo) das
células transformadas em placas contento meio LB &gar com ampicilina a uma

concentracdo final de 150pug/mL. As placas foram mantidas a 37°C durante a noite.

- Preparo de células competentes para transformacdo por eletroporacdo
(Maranhéo, A. Q, in Azevedo et al, 2003).

1 — Uma col6nia isolada de E. coli foi inoculada em 10mL de meio SB. A cultura foi

incubada durante a noite a 37°C sob uma agitacéo de 250 rpm.
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2 — No dia seguinte, utilizourse 500pL do pré-inéculo para 500 mL de meio SB
contendo 2,5mL de glicose 2M e 2,5mL de solucdo estoque de Md* 2M. A cultura foi

incubada a 37°C sob a agitacéo de 250 rpm até que fosse atingidaa OD a 600?m de 0,7
a0,9. ApOs esse passo, o frasco contendo a cultura ja na densidade 6ptica desgjada deve
ser resfriado a 0°C (no gelo), bem como todas as solugdes a serem utilizadas, ponteiras,
pipetas e outros materiais necessarios para 0 procedimento.

3 —Ascéulas foram centrifugadas a 3.000 x g por 20 minutos a 4°C.

4 — ApoGs a centrifugacdo, o sedimento foi ressuspendido em 25mL de glicerol 10%
(v/v) gelado, utilizando pipetas pré-resfriadas. A seguir, adicionou-se mais 75mL de
glicerol 10% (v/v) e centrifugouse por 20 minutos a 3.000 x g e 4°C. O sobrenadante
foi descartado e esse procedimento foi repetido mais uma vez.

5 — O sedimento foi ressuspendido em 25mL de glicerol 10% (v/v) gelado. Em seguida,
as células foram transferidas para um tubo de 50mL e centrifugadas a 3.000 x g por 20
minutos a 4°C. O sobrenadarte foi descartado.

6 — As células foram ressuspendidas com glicerol 10% (v/v) para uma densidade Optica
a 600?m de 200 a 250 (aproximadamente 1 a 2mL). Em geral, ndo € necessario

adicionar mais solucéo de glicerol, sendo as células ressuspensas no volume residual

presente no tubo da centrifuga apo6s o descarte do sobrenadante.

7 — Neste ponto, as células foram corsideradas competentes, sendo utilizadas
imediatamente ou, alternativamente, sendo congeladas em aliquotas de 100pL em tubos

novos no banho de gelo seco e dcool, sendo armazenadas a— 80°C.

- Transformacéao por eletroporacao (Maranhéo, A. Q, in Azevedo et al, 2003).

1 — Adicionouse a um microtubo tipo Epperndorf, previamente resfriado em gelo
picado, a amostra de DNA a ser transformada. As cubetas de eletroporacdo também
foram previamente resfriadas. O volume méaximo de DNA a ser eletroporado deve
corresponder a 1/10 do volume de células usadas a fim de garantir a condutancia
adequada ao impulso elétrico.

2 — Apos o descongelamento das aliquotas de células a serem utilizadas, elas foram
misturadas a0 DNA com movimentos circulares e suaves.

3 — A mistura de DNA com as células foi transferida rapidamente para a cubeta de

eletroporacdo previamente resfriada. Os parémetros elétricos para tal procedimento
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foram os seguintes. 2,5 kV, 25 pF e 200 O. O t (tempo em que a corrente passa pela
amostra) esperado nessas condigoes é de 4,0 a 5,0 milissegundos.

4 — Imediatamente apos a eletroporacédo adicionou-se meio SOC a cubeta (trés lavagens
com 1mL de meio para assegurar a remocao total das células eetroporadas). Os 3mL

resultantes das lavagens foram juntados em um falcon de 50mL estéril.

5 — O recipiente contendo as células transformadas foi incubado a 37°C por 1 hora sob
agitacéo de 250 rpm.

6 — Em seguida, dilui¢bes desta cultura foram semeadas em placas contendo meio LB
&gar e ampicilina a uma concentracdo final de 200ug/mL. As placas foram incubadas a
37°C durante a noite.

7 — No dia seguinte, observouse o crescimento de coldnias isoladas de bactérias,

indicando a presenca de células transformadas, ou sgja, resistentes ao agente seletivo.

3.2.2) Preparacdo de DNA plasmidial

- Extracdo de DNA plasmidial em pequena escala pelo método de lise alcalina
(adaptado de Sambrook e Russel, 2001).

1 — Uma colénia bacteriana contendo o plasmidio de interesse foi inoculada em 5mL de
meio LB com 150pug/mL de ampicilina . A cultura foi crescida durante 16 a 20 horas
sob agitacdo de 250 rpm a 37°C.

2 — No dia seguinte, o meio foi coletado em um microtubo de 1,5mL e centrifugado a
5.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e a coleta foi realizada
novamente, sob as mesmas condicoes.

3 — O sedimento foi ressuspenso em 200uL de solugdo | por meio de vigorosa agitacéo
ou pipetagem.

4 — Em seguida, adicionaramse 400pL de solucéo Il (feita na hora). As amostras foram
homogeneizadas por inversdo de tubo (delicadamente), cerca de 5 vezes. Apés a adicdo
da solucdo Il, as amostras ndo devem ficar mais do que 5 minutos a temperatura
ambiente.

5 — Ao lisado celular foram adicionados 300uL de solugéo 111, sendo feita novamente a
homogeneizacdo das amostras por inversdo de tubos (5 vezes). Depois, incubouse no
gelo por 10 minutos.

6 — As amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 15 minutos a 4°C.
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7 — O sobrenadante foi entdo coletado em novos tubos de 1,5mL, onde se adicionou
RNAse A a uma concentragdo final de 2ug/mL. Para a egdo da enzima, as amostras
foram incubadas a 37°C por 1 hora.

8 — ApéGs a incubacdo com RNAse, as proteinas das preparacOes foram extraidas
adicionando-se 300 pL de clorofane as amostras. Essa mistura foi entdo agitada em
aparelho do tipo Vortex por aproximadamente 2 minutos.

9 — Os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por 5 minutos, e a fase aguosa da mistura
(que continha 0 DNA plasmidial) foi transferida para outro microtubo de 1,5mL. Em
seguida, ao tubo com as amostras recolhidas, adicionouse 300uL de clorofil, e as
amostras foram novamente agitadas no aparelho Vortex por 2 minutos e depois
centrifugadas a 10.000 x g por 5 minutos.

10 — Apos a centrifugacéo, a fase aquosa foi coletada em um microtubo de 2 mL, onde
adicionouse etanol 100% gelado até que se completasse o volume do tubo. As amostras
foram ent&o incubadas a — 20°C durante a noite ou entdo a — 80°C por pelo menos 1
hora, para a precipitacdo do DNA plasmidia. Essa metodologia foi realizada conforme
descrito na sessfo 3.2.12.

11 — Apds a precipitacdo, o sedimento foi ressuspendido em 40uL de tampéo Tris ou
tampdo TE (como o TE tem EDTA, que pode inibir algumas reacdes enziméticas

subseqlientes, optouse por ressuspender as amostras com o tampao Tris).

- Extracdo de DNA em larga escala pelo método de lise alcalina (adaptado de
Sambr ook e Russel, 2001).

1 — Uma col6bnia bacteriana foi inoculada em 3mL de meio LB contendo 150ug/mL de
ampicilina. A culturafoi incubada sob agitacéo de 250 rpm, por 12 a 16 horas, a 37°C.

2 — Desse pré-inéeulo, utilizouse 500uL para inocular 250mL de meio LB com
150pg/mL de ampicilina. A culturafoi incubada a 37°C sob agitagcdo de 250 rpm por 16
a 20 horas.

3 — A cultura foi entdo coletada por centrifugacdo a 6.000 x g por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado.

4 — O sedimento foi ressuspenso em 5mL de solucéo | por meio de vigorosa agitacao.

5 — Adicionaram-se 10mL de solugdo Il (feita na hora) as células ressuspendidas. O
tubo foi homogeneizado por inverséo (cuidadosamente) cerca de 5 vezes. As amostras

ndo ficaram mais do que 5 minutos a temperatura ambiente.
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6 — Depois, foram adicionados 7,5mL de solugdo Il gelada, sendo feita nova
homogeneizagdo por inversdo de tubos. As amostras foram incubadas no gelo por 20
minutos.

7 — Em seguida, os tubos foram centrifugados a 20.000 x g por 30 minutos a 4°C.

8 — O sobrenadante foi transferido para um tubo menor, e a ele foram adicionados 0,6
volumes de isopropanol a temperatura ambiente. O sistema foi incubado por 5 minutos.
Depois, centrifugou-se aamostra a 12.000 x g por 30 minutos a 4°C.

9 — O sedimento foi seco e ressuspenso em 500 pL de TE, onde se adicionou RNAse A
a uma concentracdo final de 2ug/mL. As amostras foram entdo incubadas a 37°C por
pelo menos 1 hora e meia

10 — Ap6s aiincubacdo com RNAse, as proteinas das preparactes foram extraidas com 1
volume de clorofane. Elas foram agitadas vigorosamente em aparelho do tipo Vortex
por 2 minutos e centrifugadas a 10.000 x g por 5 minutos. A fase aquosa foi coletada em
outro microtubo e este procedimento foi repetido mais uma vez.

11 — Apbs a segunda extracdo com clorofane, adiciorou-se 1 volume de clorofil. A

misturafoi novamente agitada e centrifugada a 10.000 x g por 5 minutos. A fase aquosa
foi transferida para um novo microtubo.

12 — A (ltima fase aquosa coletada, adicionou-se ¥ volume de acetato de amonio 7,5M

e 2 volumes de etanol 100% gelado. As amostras foram entdo incubadas a — 20°C
durante a noite ou a — 80°C por pelo menos 1 hora. Apés este periodo, foi seguido o
protocolo de término da precipitacéo descrito da sessdo 3.2.12.

13 — Em seguida, o sedimento correspondente ao DNA plasmidial extraido foi

ressuspendido em 200pL de tampdo Tris ou tampédo TE (como o TE tem EDTA, que
pode inibir algumas reagdes enzimaticas subsequentes, optou-se por ressuspender as

amostras com o tampao Tris).

- Extracdo de DNA plasmidial em pequena escala utilizando o kit comercial

QI Aprep Spin Miniprep kit (Qiagen — nimer o de catalogo 27106)

1 — Foi inoculada uma colénia bacteriana em meio LB com ampicilina a 150ug/mL. A
culturafoi incubada a 37°C por 12 a 16 horas sob agitagdo de 250 rpm.

2 — As amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente
em tubos de 1,5 mL. O sobrenadante foi descartado e esse procedimento repetido, sendo
gue no final o volume de células coletadas foi de 3mL.
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3 — O sedimento foi ressuspendido em 250uL de tampdo P1. A este tampéo ja foi
adicionada RNAse A.

4 — A essa mistura, adicionaram-se 250uL de tampéo P2 (promove a lise celular), e
mi sturou-se vagarosamente por inversao de tubo 4 a 6 vezes.

5 — Em seguida, foram adicionados 350uL de tampéo P3 previamente resfriado as
amostras. Elas foram homogeneizadas por inverséo de tubo 4 a 6 vezes.

6 — Os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.
7 — O sobrenadante foi coletado e aplicado na coluna de troca iénica do kit (QIAprep
spin columm).

8 — As colunas contendo o sobrenadante do passo 6 foram centrifugadas a 13.000 rpm
por 30 a 60 segundos. O liquido que saiu da coluna foi descartado.

9 — Em seguida, a coluna foi lavada com 750uL de tampéo PE e centrifugada a 13.000
rpm por 30 a 60 segundos. O liguido que saiu da colunafoi descartado.

10 — As colunas foram centrifugadas novamente nas mesmas condi¢cdes para que o
tamp&o PE residual fosse removido.

11 — As colunas foram colocadas em tubos novos de 1,5 mL. Para a eluicdo do DNA,
foram adicionados 50 pL de tampd& EB (TrissHCl 10 mM pH 8,5) previamente
aquecido por 10 minutos a 75°C no centro da coluna. Apés 1 minuto, as amostras foram

centrifugadas por 1 minuto, sendo o DNA recuperado nos microtubos.

- Extracdo de DNA plasmidial em larga escala utilizando o kit comercial QIAGEN
Maxi Kit (QIAGEN-tip 500) (Qiagen — numer o de catalogo 12163).

1 — Uma coldnia bacteriana foi inoculada em 3mL de meio LB com ampicilina a
150pug/mL e incubada por até 8 horas a 37°C sob agitacéo de 250 rpm.

2 — Quinhentos microlitros desse pré-inéculo foram adicionados a 250mL de meio LB
com ampicilina a 150 pg/mL. A cultura foi ent&o incubada a 37°C sob agitagéo de 250
rpm por 12 a 16 horas.

3 — As cdulas foram centrifugadas a 6.000 x g por 15 minutos a 4°C. Descartouse 0
sobrenadante.

4 — O sedimento foi ressuspendido em 10mL de tampéo P1.

5 — Adicionaramse 10mL de tamp&o P2 e misturouse cuidadosamente por inversdo de

tubo (cercade 5 vezes).
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6 — A mistura, adicionaramse 10mL de tampdo P3 previamente resfriado.
Homogenei zou-se o liquido por inversdo de tubo (também cerca de 5 vezes).

7 — Os tubos foram centrifugados a 20000 x g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
removido, colocado em outro tubo, e @ntrifugado novamente a 20000 x g por 15
minutos a 4°C.

8 — Enquanto a centrifugacdo do passo 7 ocorria, a coluna QIAGEN-tip 500 foi
equilibrada com 10mL de tampdo QBT, gue passou por meio da agéo da gravidade.

9 — O sobrenadante do passo 7 foi aplicado na coluna ja equilibrada, e também passou
por meio da acéo da gravidade.

10— A colunafoi lavada 2 vezes com 30mL de tampéo QC.

11 — O DNA foi eluido com 15mL de tampdo QF. O liquido contendo o DNA
plasmidial foi coletado em um tubo de 50 mL.

12 — O DNA foi precipitado com 10,5mL de isopropanol a temperatura ambiente (0,7
volumes). Misturou-se o liquido por inversdo de tubo e centrifugou-se a 15.000 x g por
30 minutos a 4°C. Descarte cuidadosamente o0 sobrenadante.

13 — O sedimento foi lavado com 5mL de etanol 70% gelado e centrifugado a 20000 x g
por 15 minutos a 4°C.

14 — O sobrenadante foi descartado e o sedimento secado a temperatura ambiente. Apos

a secagem, foi ressuspendido em 200pL de tampéo EB.

3.2.3) Extracao e purificacéo de DNA de gel de agarose

- Purificacdo de DNA a partir de pedacos de gel de agarose com o kit comercial
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen — nimero de catalogo 28104).

1 — A banda correspondente ao fragmerto de DNA a ser purificado foi cortada do gel de
agarose feito com tampéo TAE.

2 — A banda foi pesada. Adicionouse 3 volumes de tampédo QG para 1 volume de gel
(100mg correspondem a 100pL).

3 — A mistura foi incubada a 50°C por 10 minutos, ou até que o gel se dissolvesse
completamente no tampdo. Para que esse processo ocorresse mals rapidamente, a

mistura foi agitada vigorosamente em aparelho do tipo Vortex a cada 2 minutos.
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4 — Apos a dissolucdo do gel no tampdo, a mistura adquiriu a cor amarela. Caso
contrario, se a cor da mistura fosse laranja ou violeta, deveriam ser acrescentados 10pL
de acetato de sddio 3M, pH 5,0.

5 — Foi adicionado 1 volume de isopropanol (esse passo foi realizado quando os
fragmentos de DNA possuiam tamanho menor que 500 pb e maior que 4 kb).

6 — A coluna de troca iénica do kit foi posicionada no tubo coletor de 2mL, também
fornecido pelo fabricante.

7 — A amostrafoi aplicada na coluna e centrifugada a 13.000 x g por 1 minuto.

8 — O liquido remanescente foi descartado.

9 — A coluna foi lavada com 750uL de tampé&o PE. Centrifugouse a 13.000 x g por 1
minuto e descartouse o liquido remanescente.

10— A colunafoi centrifugada novamente nas mesmas condic¢des para que o tampao PE
residual fosse removido.

11 — A coluna foi colocada em um microtubo novo de 1,5mL, e o DNA foi eluido com
50 pL de tampdo EB previamente aguecido a 75°C por 10 minutos. Apés a adicdo do
tampé&o, a coluna ficou em repouso por 1 minuto, e depois foi centrifugada a 13.000x g

por 1 minuto.

- Purificacdo de DNA de gel de agarose utilizando o método de Freeze/Squeeze
(Barbasl|II et al, 2001).

1 — A banda correspondente ao fragmento de DNA a ser purificado foi cortada do gel de
agarose feito com tampédo TAE.

2 — Foi feita uma bolsa com um pedaco de Parafilm para se colocar o pedaco de agarose
cortado. Essa bolsa teve as extremidades seladas por pressédo com a parte inferior de um
microtubo de 1,5mL, e na parte ndo-selada a banda foi inserida.

3 — A bolsa contendo o pedaco de gel foi congelada a — 20°C por pelo menos 15

minutos ou a -80°C por 5 minutos.

4 — ApoGs o congelamento, o fragmento de agarose foi amassado com o auxilio datampa
de um microtubo de 1,5mL. Quanto mais eficiente fosse a trituracdo da banda, maior o
rendimento da eluicggo.

5 — O liquido que foi obtido com o processo de trituracdo e o gel triturado foram

transferidos para uma unidade de pré-filtro de 0,45um (Millipore Ultrafree Collum)

adaptada em um tubo de 1,5mL.
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6 — O sistema foi centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos, e apos este procedimento a
unidade de filtro foi descartada.

7 — O liquido contendo o DNA foi precipitado com 2,5 volumes de etanol 100%, 1/10
do volume de acetato de sodio 3M pH 5,2 e 3uL de glicogénio 20mg/mL, como descrito
na sesséo 3.2.12.

8 — Apds a precipitacdo, o sedimento foi ressuspendido em 10uL de tamp&o Tris, € 0
DNA plasmidial foi quantificado em gel de agarose.

3.2.4) Digestéo de DNA plasmidial com enzimas de restricao

As digestGes das amostras de DNA plasmidial utilizadas neste trabalho foram
realizadas conforme as instrugdes do fabricante. As enzimas de restri¢éo utilizadas neste
trabalho sdo do tipo I, ou sga, reconhecem seqiéncias palindrdmicas do DNA,
cortando-o no sitio de restri¢éo, e com isso formando extremidades coesivas ou cegas,
dependendo da enzima utilizada. A quantidade de enzima utilizada foi padronizada para
1U de enzima por pg de DNA, sendo que esta reagdo ocorreu durante 2 a 6 horas, na

temperatura recomendada pel o fabricante.

3.2.5) Reacéo de defosforilacdo com a enzima SAP (fosfatase alcalina de camaréo -

Promega).

Essa enzima remove o grupamento fosfato da extremidade 5 de DNAs fitar
dupla, impedindo desse modo a auto-ligacdo. Para reacdo, foram incubados cerca
de 1 pg de DNA, 2U de enzima e 0 seu tampé&o apropriado. O sistema foi entéo

incubado a 37°C por 1 hora e inativado por 20 minutos a 65°C.

3.2.6) Reacdo de polimerizagdo de extremidades de DNA utilizando o fragmento

Klenow da DNA polimerase | (Invitrogen).

Para a extensdo das extremidades coesivas geradas por meio de digestdo com
enzima de restri¢ado, utilizou-se a mistura de dNTP na concentracéo final da reagdo de
1mM e 0,5U de enzima para cada 100 ng de material utilizado na digestdo. O tampéo
utilizado foi o tamp&o da propria enzima de restri¢éo utilizada para a digestéo do DNA,
visto que o fragmento Klenow tem atividade 6tima em qualquer tampdo. A reacdo
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ocorreu a 37°C durante 40 minutos e depois a enzima foi inativada a 65° C por 20

minutos.

3.2.7) Analise de DNA em gel de agarose

A agarose foi derretida em tampéo TEB 1X (gel de andlise) ou TAE 1X (gel de
eluicdo) no microondas. Apds o resfriamento do gel, adicionouse brometo de etideo a
uma concentracdo fina de 0,5 pug/mL. Apos a gelificacdo, o gel foi colocado em uma
cuba de eletroforese com tampéo de corrida (TEB ou TAE 0,5 X) e submetido a uma
corrente elétrica. A amostra contendo 0 DNA a ser analisado, foi adicionado o tamp&o
de amostra para a concentracdo de 1X. Apos a corrida, o DNA foi visualizado a partir
daincidéncia de luz ultravioleta (Sambrook e Russel, 2001).

3.2.8) Ligacdo de fragmentos de DNA
As concentragdes de DNA (vetor e inserto) utilizadas nos sistemas de ligagéo
variaram de acordo com 0 experimento, sendo normalmente uma razdo molar que

variou de 1:1,5 a 1.5, aplicando-se a seguinte formula:

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

tamanho do vetor em pb vetor

As reacOes de ligacéo foram preparadas em tampéo de ligase 1X contendo 1U de
T4 DNA ligase. Os sistemas possuiam 10 a 20 yL de volume final, sendo incubados por
16 horas a 16°C ou 4°C, dependendo do tipo de extremidade do DNA. Apés este

periodo, o sistema foi transformado em células competentes de E. coli.

3.2.9) Sequenciamento de DNA com o kit DYEnamic ET DYe Terminator Cycle
Sequencing kit for MegaBACE (Amer shan Pharmacia Biotech)

As reacOes de sequenciamento foram realizadas conforme as instrugdes do

fabricante. Os parametros de ciclagem da PCR utilizados sGo mostrados a seguir:

- desnaturagdo: 94°C por 20 segundos
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- anelamento: 50°C por 15 segundos
- polimerizacdo: 60°C por 1 minuto
25 ciclos

Em seguida, areacdo de PCR foi precipitada e 0 DNA ressuspendido. Apés estes
tratamentos, realizou-se a reacdo de sequenciamento no aparelho MegaBACE 500 Plus,
gue ocorreu por 100 minutos a 9 kVa. As sequiéncias foram depositadas no banco de

dados do Laboratério de Biologia Molecular (ttps.//www.biomol.unb.br/), sendo a

gualidade das mesmas analisadas com o programa PHRED (Ewing et al, 1998).
3.2.10) Precipitacdo de DNA utilizando glicogénio como carreador

O volume do materia a ser precipitado foi aferido. Em seguida, acrescentou-se,
na ordem, 3uL de glicogénio 20mg/mL, 1/10 do volume de acetato de sodio 3M pH 5,0
e 2 volumes de etanol 100 % gelado. O sistema de precipitacéo foi incubado a — 20°C
durante a noite. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 45
minutos a 4°C. Descartou-se 0 sobrenadante e o sedimento foi lavado com 200uL de
etanol 70% (v/v) gelado, centrifugando-se a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi deixado a temperatura ambiente por cerca

de 15 minutos para secar.

3.2.11) Cultura de células

Durante toda a manutencdo da cultura, as células foram observadas em
microscopio invertido de constraste de fase NIKON DIAPOH.

Congelamento de células eucaridticas— Criopreservagao (Ruggier o, 2002)

1 — As células em cultura aderente foram lavadas 3 vezes com BSS.CMF. Apés esse
procedimento, foram adicionados 3mL de tripsina para que as células se soltassem da
garrafa de cultura.

2 — A suspensdo celular foi transferida para um tubo falcon de 15mL, ao qua se
adicionou 3mL de meio apropriado (dependendo do tipo celular) com SFB, para a
inativacdo datripsina.

3 — Ascélulas foram centrifugadas a 130 g por 8 minutos.
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4 — O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso no meio de cultura
remanescente do tubo.

5 — 2 x 10° células foram distribuidas em aliquotas de 500pL em criotubos, onde foram
adicionados 500puL de meio de congelamento. Os criotubos foram identificados com
nome da linhagem celular e data do congelamento.

6 — Os criotubos foram 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.
Descongelamento de células eucarioticas (Ruggier o, 2002)

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

2 — As células foram plagueadas em densidade de 2 x 10° células por garrafa de 25cnt
em meio adequado com SFB.

Tripsinizacado e indculo celular (passagem de células) (Ruggier o, 2002)

1 — Este procedimento foi realizado quando as células atingiram a confluéncia de 90%
na garrafa.

2 — O meio de cultura da garrafa foi descartado.

3 — A monocamada de células aderentes foi lavada 3 vezes com cerca de 1mL de
BSS.CMF.

4 — Foram adicionados 3mL de tripsina.

5 — Ap6s 3 minutos, as células comecaram a se descolar da superficie da garrafa.

6 — A tripsinafoi neutralizada com cerca de 3mL de meio com SFB.

7 — A suspensdo celular foi transferida para tubos falcon de 15mL, e centrifugados a
130 x g por 8 minutos.

9 — O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 3mL de meio com
SFB.

10 — Foram transferidas 10° células por garrafa de 25 cnt contendo 5mL de meio com
SFB. As células foram repicadas a cada confluéncia, que ocorria geramente a cada 2
dias. As garrafas foram incubadas na estufa a 37°C com 5% de CO», e 70% de umidade.
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Estimativa do nimero de células por meio de contagem em camara de Neubauer
(adaptado de Spector et al, 1998)

1 — Ascélulas foram tripsinizadas e ressuspensas em 1mL de meio de cultura

2 — A camara de Neubauer foi coberta com a laminula e foram aplicados 10uL de
suspensdo de células em cada compartimento da Camara. Caso alguma diluicao tivesse
sido necessaria, 0 nimero de células contado era multiplicado por esse fator de diluicéo.
3 — As céulas foram observadas em microscéopio optico (na objetiva com aumento de

40 vezes) e contadas nos quadrantes. Em seguida, foi utilizada a formula:

ndmero de células contadas X fator de diluicdo X 10* = n° de células/ mL

numer o de quadr antescontados

Viabilidade celular (adaptado de Spector et al, 1998)

1 — As células foram tripsinizadas e transferidas para um tubo falcon de 15mL, ao qual

se adicionou 3 mL de meio com SFB.

2 — As cdlulas foram centrifugadas a 130 x g por 8 minutos.

3 — O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 3mL de meio de cultura
remanescente.

4 — Vinte microlitros da suspenséo celular foram incubados com 80pL da solucdo de
Azul de Tripan (diluicgo de 5 vezes da cultura).

5 — A camara de Neubauer foi montada, e nela aplicou-se um volume de 10uL da
mistura.

6 — Foram contadas 200 células, entre viaveis (transparentes) e ndo-viaveis (azuis). A

céula ndo-viavel tem a membrana celular mais permeével, e por isso, 0 corante penetra
na célula, tornando-a azul. Apds a contagem, foi estabelecida a porcentagem de células

viaves.

Transfeccdo utilizando o reagente Lipofectamine 2000 (I nvitrogen - n° de catalogo
11668019)
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1 — Em uma placa de cultura de 24 pocos foram semeadas cerca de 5 x 10* células por
poco, adicionando-se em seguida 500pL de meio contendo SFB. Para a transfeccdo em
placas de 6 pocos, semeouse cerca de 6 x 10° células por poco.

2 — As células foram incubadas em estufa a 37°C, 5% de CO; e 70% de umidade
durante a noite, até que se atingisse a confluéncia de 90%.

3 — No dia seguinte, a monocamada celular foi lavada com 200uL de BSS, e depois se
adicionou 500pL de meio de cultura sem soro. Para placas de 6 pocos, utilizou-se
500uL de BSS e 2mL de meio de cultura.

4 — O DNA a ser transfectado foi diluido em meio de cultura sem soro. Para placas de
24 pocos, a quantidade a ser utilizada & 800 ng de DNA para um volume final de 50uL,
completado com meio sem soro. Para placas de 6 pogos, utiliza-se 4ug de DNA paraum
volume final de 250uL de meio sem soro.

5 — O reagente lipidico também foi diluido em meio de cultura sem soro. Para placas de
24 pocos, a quantidade de lipideo a ser utilizada é 2uL, para um volume final de 50uL.
Em placas de 6 pocos, o volume do reagente lipidico a ser utilizado é 10uL para um
volume final de 250uL de meio sem soro.

6 — As duas diluicbes, do DNA e do lipideo, foram misturadas e incubadas a
temperatura ambiente por 15 minutos.

7 — ApOs este periodo, a mistura foi adicionada lentamente sobre o0 poco em
movimentos cruciformes (no total, foram adicionados 100pL da mistura por pogo).

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

9 — Transcorridas 5 horas apés a transfeccéo, o meio de cultura sem soro foi trocado
para um meio de cultura com soro. Em seguida, a placa foi incubada durante a noite nas
mesmas condic¢des descritas no passo 8.

10 — No tempo de 24 e 48 horas pos-transfeccdo as células foram submetidas ao ensaio
de leitura da atividade da luciferase.

11 — No caso de transfeccdo em placas de 6 pocos, para a producdo do anticorpo anti-
CD3 e ensaios de ELISA, o sobrenadante foi coletado 48 horas pos-transfeccdo, ou foi
realizada a transfec¢do estével, como descrito no topico abaixo, com adicéo de G418.

Curva de morte celular e transfeccdo estavel (adaptado de Spector et al, 1998).
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Para a obtencdo de clone estavel e que expresse o gene de interesse € necessario
determinar a concentragdo minima requerida do agente seletivo que leve a morte de

células ndo transfectadas (controle).

1 — Para a selegd com G418, foram testadas concentracbes que variavam de 300 a
800ug/mL.

2 — As cédlulas foram semeadas (com meio contendo 10% de SFB) para que no dia
seguinte fosse atingida a confluéncia de 20 % em placas de 24 pocos (10* cdulas). As
placas foram incubadas a 37°C, 5% de CO, e 70% de umidade.

3 — No dia seguinte, 0 meio de cultura foi trocado por meio contendo concentractes
variadas de G418 (300, 400, 500, 600, 700 e 800ug/mL) e 10% SFB.

4 — O meio de cultura com antibiético foi trocado a cada 48 horas, e as células foram
visualizadas diariamente ao microscopio, por um periodo de até 14 dias, até que fosse
determinada a concentracdo onde a maioria das células ndo-transfectadas morresse.

5 — Ap0s a determinacéo da concentracdo do antibidtico a ser usada, a populacéo mista
de células transfectadas estavel mente foram passadas para garrafas de 25 cnt, e a partir
dai mantidas com metade da concentracéo de G418 até a obtencdo dos clones estaveis
finais.

6 — Para células CHO-K1, a concentracdo minima de antibidtico a ser utilizada foi

determinada em 600pg/mL, e o tempo para que as células do controle morressem foi de
10 dias (durante a observacdo, verificouse que a concentracdo de 500ug/mL ndo
matava as células em 14 dias, e que a concentracdo de 700pug/mL matava as células com
apenas 6 dias, entdo optou-se pela concentracdo intermediaria).

7 — Apos a transfeccdo desta linhagem celular em placas de 6 pocos com os plasmidios
contendo o gene codificador do anticorpo anti-CD3, as células foram mantidas durante
30 dias com meio de cultura contendo 10% de SFB e 600ug/mL de G418. A cada 2 dias
0 sobrenadante era coletado para a realizagdo de ensaios de ELISA, afim de se verificar
0s nivels de producdo do anticorpo em populacdo mista (estavel, mas sem selecéo
clonal). Para a obtencdo da populacdo mista, o antibiético foi adicionado ao meio de

cultura 48 horas pos-transfeccéo.

3.2.12) Ensaio de atividade da luciferase utilizando o Kit Dual Luciferase Assay System

(Promega — n° de catalogo E1910)
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Os ensaios foram realizados em um Luminémetro TD — 20/20, Turner Designs,
com tempo de atraso de pré-leitura (premeasurement delay) de 5 segundos e tempo de
leitura (measurement) de 30 segundos. Todos o0s ensaios foram feitos com triplicatas de
cada amostra, em placas de transfeccédo de 24 pocos, e cada ensaio foi repetido pelo
menos trés vezes.

Este kit permite a leitura smulténea da atvidade de 2 luciferases distintas, a
luciferase de vaga-lume (V) e a luciferase de Renilla (R). O vaor da atividade
apresentada pela primeira enzima é dividido pelo valor da atividade da segunda enzima,
gue funciona como um controle para minimizar diferengas na eficiéncia de transfecgéo.
Assim, os dados apresentados nos gréaficos indicam a razéo entre a atividade de V/R.

Apbs a abertura do kit, o tampdo Luciferase Assay Buffer (tampé&o de ensaio da
luciferase) foi utilizado para ressuspender o Luciferase Assay Substrate, sendo que este
reagente foi utilizado como substrato da luciferase de vaga-lume. A este reagente deuse
o nome de LAR 11, e este foi aliquotado em tubos de 1,5mL e estocado a — 80°C. O
tampdo Stop and Glo Buffer também foi aliguotado em tubos de 1,5mL e estocado a
- 20°C. O subtrato Stop and Glo Substrate 50X foi diluido no tampdo para a
concentracdo 1X somente na hora do uso, pois esse reagente é muito sensivel a
degradacdo. Esse reagente, apos a diluicdo, foi utilizado como substrato para a
luciferase de Renilla. Durante 0s ensaios, 0s substratos sdo mantidos no gelo.

1 — No tempo de 24 e 48 horas poOs-transfeccdo, as células transfectadas em placas de 24
pocos foram retiradas da estufa de incubagdo, e em seguida foram lavadas com 200pL
de PBS 1X, fora do fluxo laminar.

2 — Apbs a lavagem, o Tampdo de Lise Passiva 5X (PLB) foi diluido para a
concentragao 1X, e a cada poco adicionouse 100uL de PLB.

3 — A placa foi inclbada a temperatura ambiente por 15 minutos com suave agitacao,
para permitir alise celular.

4 — Enquanto as células eram lisadas, foram preparados tubos novos de 1,5mL para
leitura das amostras, sendo que elas foram diluidas 1:1000 no proprio tampdo de lise
1X.

5 — Apb6s alise, 20uL das amostras diluidas foram utilizados para a leitura da atividade

das duas luciferases.
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6 — A amostra diluida, foram acrescentados 100uL de LAR |l para a leitura da atividade
da luciferase de vaga-lume. O tubo foi homogeneizado por pipetagem e colocado no
lumindmetro para a leitura. Em seguida, o valor foi anotado.

7 — Ap6s a adicdo do LAR II, foram adicionados 100uL de Stop and Glo
(tampdo+substrato) a0 mesmo tubo de leitura. A mistura foi homogeneizada por
pipetagem e o tubo foi colocado no lumindémetro para a leitura da atividade da luciferase

de Renilla. O valor foi anotado, e em seguidafoi feitaarazéo V/R.

Os plasmidios contendo o gene repdrter da luciferase de vaga-lume foram co-
transfectados na proporcéo 10:1 com o plasmidio pGL.73, que contém o gene reporter
da luciferase de Renilla. Com isso, a atividade da luciferase de vaga-lume das
construcdes testadas € normalizada de uma forma mais facil, visto que a leitura da
atividade das duas luciferases pode ser feita sequenciamerte e também no mesmo tubo,
utilizando o kit comercial Dual Luciferase Assay System (Promega).

Cada construcéo foi transfectada em triplicata, sendo que cada poco transfectado
fornece uma leitura da atividade da luciferase de vaga-lume e de Renilla. Com isso,
havera trés leituras para cada construcdo testada. Os valores obtidos na leitura da
atividade da luciferase de vaga-lume sdo divididos pelos valores obtidos na leitura da
atividade da luciferase de Renilla, obtendo-se uma relacdo V/R. Dos trés valores
verificados para cada construcéo testada é feita uma média aritmética e o desvio-padréo
para essa média. Os valores obtidos sdo plotados em um grafico comparando a
eficiéncia de cada construcdo. Cada experimento foi repetido como descrito acima pelo

menos trés vezes

3.2.13) Ensaio de ELISA “sanduiche’” para a deteccdo dos niveis de producdo do

anticor po recombinante anti-CD3 humanizado

1 — Os pocos da placa de ELISA foram sensibilizados com 150uL de anticorpo primério
(Anti-1gG humana H+L feita em cabra), diluido em PBS 1x na concentracéo 1:1000,
por 2 horas, atemperatura ambiente.

2 — ApOs a sensibilizagdo, o anticorpo primério é retirado dos pocos, e pode ser
guardado na geladeira para reutilizagdo por mais um ensaio.

3 — Os pocos foram lavados trés vezes com 200 pL de PBST 1x.
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4 — ApOs alavagem, os pocos foram blogueados com 200 pL de leite desnatado, durante
anoite, a4°C.

5 — Finalizado o blogqueio, os pogos foram lavados trés vezes com 200 UL de PBST 1x.

6 — Os sobrenadantes da transfeccao foram previamente centrifugados para a remocéo
de restos celulares, e adicionados de azida sddica, EDTA e PMSF. Apls estes
procedimentos, acrescentouse 200 pL do sobrenadante aos pocos. Como controle
positivo, utilizou-se IgG humana previamente quantificada, e como controles negativos,
0 sobrenadante das células ndo-transfectadas e PBS 1x. A placa foi incubada por 2 horas
atemperatura ambiente.

7 — Os pocos foram lavados trés vezes com 200 uL de PBST 1x.

8 — Adicionouse 200 pL do anticorpo secundério (Anti-Fc humano conjugado a
fosfatase alcalina feito em cabra), na diluicdo de 1:5000, por 2 horas a temperatura
ambiente.

9 — Os pocos foram lavados trés vezes com PBST 1x e umavez com APB.

10 — Adicionouse 100 pL por pogo de PNPP (para-nitro- fenil-fosfato), na concentracéo
3mg/mL, paraarevelacdo da reaco.

11— A placafoi incubada por 15 a 30 minutos, a temperatura ambiente, para a posterior
leitura da absorbancia das amostras.

12 — Foi utilizado o leitor de ELISA Microplate Reader (BioRad), modelo 450, no

comprimento de onda de 405 nm.

3.2.14) Analise estatistica dos valores de atividade da |uciferase e dos experimentos de
PCR emtempo real

O programa utilizado para as andlises estatisticas dos dados provenientes dos
ensaios de atividade da luciferase e de poducdo de mRNA do anticorpo anti-CD3
humano foi o Minitab versdo 14.0. Os valores foram avaliados por meio de testes de
ANOVA.

3.2.15) Extracdo de RNA total de células de mamifero (CHO-K1) com o reagente Trizol

(Invitrogen)

Esse método baseia-se na acdo do reagente comercia Trizol, que consiste em

uma solucdo monofésica de fenol e isotiocianato de guanidina, promovendo a extracao
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de RNA em um passo Unico (Chomczynski e Sacchi, 1987). De acordo com a
metodologia, durante a homogeneizacdo e lise da amostra, 0 Trizol mantém a
integridade do RNA enquanto rompe as células e destr6i componentes celulares, como
proteinas e lipideos. Além disso, esse € um método que pode ser utilizado tanto com
peguenas quantidades de amostra ou tecido celular quanto com grandes quantidades. A
seguir é apresentado o protocolo seguido para a extracdo de RNA de células de

mamifero.

1 — Apds a transfeccgo das células (6, 12, 24 e 48 horas pds-transfeccdo), 6 x 10° células
em um poco de 10 cnf (correspondente a0 da placa de 6 pocos) foram lisadas
diretamente com a adicdo de 1mL de Trizol no pogo. As amostras foram
homogeneizadas para melhor eficiéncia de lise.

2 — Em seguida, o volume correspondente ao lisado celular foi transferido para
microtubos de 1,5mL e incubado a temperatura ambiente por 5 minutos, permitindo
desse modo a completa dissociacdo do complexo de nucleoproteinas.

3 — Foram adicionados 200pL de cloroformio para cada mL de Trizol, misturando-se
vigorosamente por 15 segundos (com o vortex).

4 — As amostras foram novamente incubadas a temperatura ambiente por 3 minutos e
depois centrifugadas a 4.000 g por 10 minutos. Apos a centrifugacdo, a fase aquosa
(superior, que contém o RNA) foi coletada em um novo microtubo, a0 qua se
adicionam 500uL de isopropanol. Estas foram homogeneizadas e incubadas a
temperatura ambiente por 10 minutos.

5 — As amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos a temperatura ambiente,
sendo gque houve a formacdo de um sedimento com aspecto vitreo, dificil de ser
visualizado.

6 — O sedimento do passo 5 foi lavado com 100uL de etanol 75% (v/v) e centrifugado a
12.000 g por 10 minutos.

7 — Descartouse 0 sobrenadante e o sedimento foi deixado a temperatura ambiente para

secar. Em seguida, ele foi ressuspendido em 30uL de &gua MiliQ RNAse free.

3.1.16) Tratamento do RNA total extraido de CHO-K1 com DNAse RNAse free
(Promega)
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ApoOs a extracdo e quantificacdo do RNA total extraido de CHO-K 1, as amostras
foram tratadas com a enzima DNAse | RNAse free, uma endonuclease que degradara
somente as noléculas de DNA que por ventura estgjam contaminando as amostras de
RNA. A reacéo foi realizada com 519 de RNA total, tampé&o de reacdo 10X, e uma
unidade da enzima por micrograma de RNA tratado. Geramente o volume fina da
reacdo ficava em torno de 20uL. Em seguida, esse sistema foi incubado a 37°C por 45
minutos, e apos este periodo, foi adicionada a solugdo Stop Solution 10X, que contém
EGTA e inibe a enzima, a uma concentracdo fina de 1X. Por fim, o sstema foi
aguecido a 65°C por 10 minutos para a inativagdo da enzima. Para a remogdo dos
compostos que poderiam inibir as reagfes subsequentes (a de sintese da fita de DNA
complementar, por exemplo), como o EGTA, o sistema foi precipitado com 2,5
volumes de etanol 100% e 1/10 do volume de acetato de sodio 3M, todos RNAse free.
Essa mistura foi precipitada a — 20°C durante a noite. No dia seguinte, as amostras
foram centrifugadas a 12.000 x g por 45 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e
0 sedimento foi lavado com 100uL de etanol 75% (v/v). As amostras foram novamente
centrifugadas 12.000 x g por 15 minutos a 4°C, e apds o descarte do sobrenadante, o
sedimento foi deixado a temperatura ambiente para secar e ressuspenso em 10uL de
agua MiliQ RNAse free.

3.2.17) Sintese do DNA complementar (CDNA) por meio de transcricéo reversa (RT)

com a enzima transcriptase reversa Superscript 111 da Invitrogen.

A reacdo de sintese da fita de DNA complementar por meio de transcricdo
reversa foi reaizada com células de mamifero da linhagem CHO-K1 que foram
transfectadas com os plasmidios construidos neste trabalho. Os RNAs tratados com a

DNAse RNAse free foram utilizados como molde para a reacéo.

1 - A fitade cDNA foi sintetizada utilizando-se 2ug de RNA total tratado com DNAse.
2 — Adicionou-se 1L de oligo(dT)2o € 1puL de um mix de dNTPsa 10 mM.

3 — O volume dareacdo foi completado para 13uL com aguaMiliQ RNAse free.

4 — A mistura foi aquecida a 65°C por 15 minutos e incubada no gelo por pelo menos 1

minuto.
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5 — Apés breve centrifugacdo, aos componentes da reacdo foram adicionados 4uL do
tamp&o 5X de sintese de cDNA, 1uL de DTT a 0,1M, 1uL de RNAse OUT e 1uL de
SuperScript 111.

6 — A reacdo foi incubada a 50°C por 1 hora e inativada por 15 minutos a 70°C.

7 — O cDNA sintetizado era entdo utilizado para amplificacdo por PCR, geralmente 4uL
da amostra

3.2.18) Reacéo de gPCR (PCR quantitativa) utilizando os cDNASs preparados a partir
de amostras de RNA de CHO-K1 tratadas com DNAse | RNAse free

Este experimento visa verificar os niveis de expressdo do mRNA de luciferase
das construcdes transfectadas em CHO-K1 para avaliar se a quantidade dos transcritos
corresponde a atividade da luciferase observada nos ensaios. Para isso, a méaquina cuja
reacdo foi preparadafoi a 7500 Fast Real-Time PCR System, da Applied Biosystems. O
programa utilizado para a leitura da corrida foi o 7500 Fast System SDS Software,
versdo 1.3.1. Foi feita uma reacdo de gPCR relativa, ou sga, o valor obtido
correspondente aos niveis de mMRNA da amostra sera comparado relativamente ao valor
dos niveis de mRNA de um controle.

Para a reacdo de PCR, utilizouse o kit Platinum SYBR Green gPCR Super Mix-
UDG (2X), da Invitrogen. Esse kit contém a enzima Taq, o corante SYBR Green, a
mistura de dNTP, e a enzima UDP, que impede a reamplificacdo de transcritos durante
os ciclos dareagdo. Para este experimento, que foi realizado em placas especificas de 96

pocos, areacdo padréo foi a seguinte:

SYBR Green Mix 2X SHL
Primer 1 (10 uM) 0,2 uL
Primer 2 (10 pM) 0,2 L
cDNA (diluido 1:50) 2 UL
H,O Milli-Q 2,6 UL
Volume final 10 L

Apos a pipetagem da reagéo na placa, que ocorreu dentro do fluxo laminar, foi
gjustado o padr&o de dclagem da PCR no programa 7500 Fast System SDS Software,
que é descrito a seguir:
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Estégio 1 — Ativagao/Inativacdo da enzima UDP

1) 50°C 2 minutos
2) 95°C 5 minutos
3) 95°C 20 segundos

Estégio 2 — Ciclagem
4) 95°C 3 segundos
5) 60°C 30 segundos

O estagio 2 foi repetido 40 vezes.

A placafoi bem selada com um adesivo antes de ser colocada na méquina. Apds
a reacd de PCR, foi feita uma reagdo que fornece uma curva de dissociacdo dos
iniciadores utilizados, indicando se eles formam dimeros e também se amplificam um
SO produto de PCR. Os parametros de ciclagem para esta curva sdo mostrados abaixo:

1) 95°C 15 segundos
2) 60°C 1 hora
3) 95°C 15 segundos

Apbs a obtencdo dos dados brutos, eles foram analisados por meio de uma
ferramenta existente no proprio programa, denominada Relative Quantification Study.
Nesta ferramenta, os valores correspondentes as amostras-alvo sdo divididos pelo vaor
de uma amostra escolhida pelo proprio usuario, o calibrador. Esta ferramenta ja calcula
osvalores de ?Ct, ??Ct, 2°“ e 27°, Este (ltimo valor foi plotado no gréafico mostrado
na sesséo de Resultados e Discussao.

A andlise de quantificacOes relativas pode ser feita por meio do Método da
Curva Relativa Padréo ou pelo Método Comparativo de Ct (? 2Ct). O primeiro método
requer que cada placa de reagéo tenha uma curva-padrdo, o que demanda maior gasto de
reagentes, visto que devem ser feitas varias diluicdes seriadas das amostras. O segundo
método, por noés utilizado, ndo requer essa curva-padréo, havendo menor gasto de
reagentes. Entretanto, para a utilizagéo deste método, deve-se estabelecer se a eficiéncia
dareacdo de PCR entre aamostra-alvo e a controle € equivalente. Feito isso, utiliza-se a

formula aritmética 277 Ct.
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Para a determinacdo do ??Ct, primeiro deve-se obter o Ct, que € o ciclo onde a
linha de base intercepta a curva de reagdo, denominado Threshold Cicle, ou Ciclo de
Limiar. O vaor de Ct ja é fornecido pela prépria ferramenta de andlise do programa. O
valor de ?Ct € dado pela formula:

?Ct = Ct amostra-alvo — Ct amostra controle

Utilizando os valores de ?Ct, é possivel calcular o ??Ct, que € dado pela
formula:
??Ct = ?Ct amostra-alvo — ?Ct amostra controle
Em seguida, este Ultimo valor é submetido & férmula aritmética 277! e os

valores obtidos sdo mostrados no gréfico de andlise.

3.2.19) Preparo de extratos nucleares de CHO-K1 e HEK293

1 — 24 horas antes da extracéo, 0 meio das células deve ser subgtituido para um meio
sem SFB.

2 — Tripsinizouse uma garrafa de 50 cnf para 0 experimento. As células foram
coletadas por centrifugacgdo, a 1000g por 5 minutos.

3 — Ascéulas foram lavadas com 10 mL de TBS. Centrifugouse a mistura a 1000g por
5 minutos.

4 — As células foram ressuspensas com 1 mL de TBS, e transferidas para um epperdorf.
5 — As células foram brevemente centrifugadas por 30 segundos, a 1000g. O
sobrenadante foi descartado e 0 sedimento ressupenso em 1lmL do tampédo A,
previamente resfriado. A ressuspensdo foi feita pipetando-se lentamente o tampéo.

6 — As células foram incubadas no gelo por 15 minutos.

7 — Adicionouse 150uL de NP-40 (IGELPAL) 10%, e a amostra foi vortexada por 10
segundos.

8 — O tubo foi centrifugado a 7000g por 1 minuto. Descartouse 0 sobrenadante
(citoplasma + RNA), e ressupendeuse 0 sedimento em 300uL do tampéo C,
previamente resfriado.

9 — A amostra foi vortexada e agitada em agitador rotatério por 15 minutos. A cada 5
minutos, adicionou-se 6 UL de PMSF, para evitar a degradacdo protéica.
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10 — Os extratos foram centrifugados a 11000g por 5 minutos. Nesta etapa, 0

sobrenadante é coletado e o sedimento é descartado.

Todos os passos foram realizados no gelo, dentro da camara fria, utilizando
centrifugas com refrigeracdo a 4°C. Os inibidores de protease foram adicionados aos

tampdes no momento do Uso.

3.2.20) Ensaio de Mudanca de Mobilidade Eletroforética (do inglés Eletrophoretic
Mobility Shift Assay — EMSA)

A técnicade EMSA baseia-se no fato de que um complexo proteina-DNA migra
mais lentamente em uma corrida eletroforética néo-desnaturante em gel de
poliacrilamida, do que um fragmento de DNA livre ou uma sonda de oligonucleotideos
duplafita. Esta técnica € também conhecida como bandshift, e € uma das mais utilizadas
para estudos de regulacdo da expressdo génica.

Podem ser utilizadas sondas marcadas com isGtopos radioativos ou com
fluorescéncia. No presente estudo foi utilizado o fluoréforo carboxifluoresceina (FAN),
cuja emissdo a 535 nm é detectada em um fluoroescaner (Typhoon 8600 Mersham,
Buckinghamshire-England).

12 Etapa — Anelamento dos oligonucleotideos complementar es a serem empregados

como sonda

1 — Os oligonucleotideos foram ressuspensos a uma concentracdo final de 1ug/uL. De

cada oligonucleotideo, foram utilizados 500 ng, na seguinte reacéo:

Oligo Foward: 0,5 pL

Oligo Reverse: 0,5 pL

Tampédo de anelamento 5x (Tris-HCI 1M pH 7,7): 6 uL
Agua: 23 pL

2 — A reagdo foi fervida por 5 minutos. Apds este periodo, a temperatura caiu
naturalmente até 25°C.
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3 — Pararemocao de possiveis contaminagdes com oligonucl eotideos simples-fita, auto-
anelados, ou mesmo produtos de degradacdo, as amostras aneladas foram purificadas

em eletroforese, procedimento descrito na etapa seguinte.

22 Etapa — Purificacdo dos oligonucleotideos a serem utilizados como sonda por
eletroforese

1 — A amostra de 30puL foi dividida em 5 aliguotas e as mesmas foram aplicadas nos
pocos para a corrida el etroforética, nas mesmas condic¢des do experimento de bandshift.
O gel foi marcado a cada 1 centimetro apds a corrida, e depois foi escaneado no
aparelho de leitura de fluorescéncia.

2 — Apés a identificagdo da regido contendo os produtos perfeitamente anelados, a
banda foi excisada do gdl.

3 — Sobre uma camada de aproximadamente 3 mm de agarose 1% em TBE 1X,
previamente solidificada, depositouse os fragmentos do gel de poliacrilamida contendo
a sonda. Posteriormente, os fragmentos do gel foram cobertos com agarose fundida.
Apos a solidificagdo, foi feita uma perfuracdo na agarose, logo abaixo dos fragmentos
de poliacrilamida, onde foi encaixada uma membrana de DEAE celulose. Para a
migracdo da sonda da poliacrilamida para a membrana, o gel foi submetido a uma
voltagem de 90 V por 80 minutos.

4 — Apés a transferéncia, a membrana foi colocada em um tubo eppendorf de 1,5mL e
coberta com 250pL de solugdo de alto sal. Incubou-se areagcdo a 45°C por 20 minutos.

5 — A solugéo de sais contendo a sonda eluida foi transferida para um novo tubo,
repetindo-se a extragdo com a mesma membrana. Os dois volumes foram juntados em
um mesmo tubo, onde precipitou-se a sonda com 1mL de etanol 100% gelado a -20°C
por pelo menos 30 minutos.

6 — O tubo foi centrifugado a 13000g por 30 minutos, lavado com etanol 70% gelado, e

seco ao ar. O sedimento foi ressuspenso em 30pL de agua bidestilada.

3 Etapa — Reacdo de ligacdo DNA-proteina

Apbs a purificacéo das sondas e da obtencdo dos extratos protéicos nucleares, foi

realizada a seguinte reacéo de ligagéo:
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Sonda: 1L

KCI 1M: 2uL

ZnCh: 1uL

p(didC) 1ug/pL: 2uL

Espermidina 80mM: 1L

Oligos inespecificos CKT067 e CKT068: 2uL
Agua 1uL

A essa mistura de reagdo, adicionouse 10 puL de extrato proteico nuclear. A
mistura foi incubada no gelo por 10 minutos e submetida a eletroforese, como descrito

na etapa a seguir.

43 Etapa— Corrida eletrofor ética

Para a confeccdo dos géis e corrida eletroforética, foi utilizado o sistema SE 600
Eletroforesis Unit (Amersham Biosciences). As placas de vidro foram exaustivamente
lavadas com detergente neutro e &gua destilada e posteriormente polidas com o auxilio
de lenco de papel macio e etanol 70%. Para o preparo de um gel, utilizou-se as seguintes

solugdes e volumes:

- Poliacrilamida (acrilamida 30% e bisacrilamida 0,36% em agua bidestilada filtrada em
membrana de 0,45 para aremocao de impurezas. 15 mL
- Glicerina 50%: 15 mL
- TBE 10X: 2,25 mL
- Agua: 45 mL

A esta solugdo, foram adicionados:
- Persulfato de ambnio 25%: 200uL
- TEMED: 50pL

Para a separacdo eletroforética, a cdmara de eletroforese foi preenchida com
TBE 0,25X até uma altura de cerca de 2/3 do volume dos pogos. Os pogos foram
lavados exaustivamente com tampao de corrida. Antes da aplicacdo das amostras, com o
auxilio de uma seringa Hamilton, foi realizada uma pré-corrida, a 500 V, 20 mA, por 15

minutos. A corrida eletroforética deve prosseguir até que o azul de bromofenol, presente
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apenas na amodra da sonda livre, migre por cerca de 10 cm (aproximadamente 1h de
corrida).
Apos a corrida, o gel foi solto das placas de vidro e analisados no scanner, nas
seguintes condicoes:
Filtro: Fluoresceina 526SP
Intensidade: 1000 (méaxima)
Sensibilidade: alta
Pixel size: 200 microns

Plano focal: plane
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4. Resultadose Discussao

Em funcdo dos resultados obtidos em Quilici (2008), foi desenvolvida uma
versdo modificada do promotor de CMV com intron A, que possui alguns sitios de
restricdo alterados para melhor manipulagdo dos vetores nas clonagens e também para a
manutencdo do sitio aceptor de splicing na construgdo 7600. As construcdes com
intron A modificado, para fins de nomenclatura, foram denominadas construgoes
sintéicas. A construcéo ?400, em funcéo dos resultados obtidos em Quilici (2008), ndo
foi avaliada para o intron A sintético.

4.1. Promotor de CMV e intron A sintéico influenciam a atividade do gene
repoérter da luciferase

Para a obtenc&o de construcdes que mantivessem o sitio aceptor de splicing, foi
desenhado um promotor de CMV com intron A sintético, clonado entre os sitios de Miu

| e Hind I11, conforme indicado nafigura 11.



76

locZ
l,“f,l M|U|

pUC 57 promotor CMV oﬁ-i.u.do
4584 bp

o CMV otimirado

Hind 111
Digestao comHind 11 Digestéo comHindlll
Digestdo comMlu | Digestdo com Mlu |

. . —

Inserto isolado correspondente ao promotor

Vetor Linearizado de 5800 pb de CMV sintético comintron A de 2100 pb

T4 DNA Ligase
Miu l

Hind
11

synthetic poli A

Higromicina
Iuc 2

5Y 40 early enhancerfpromoter
5V 40 laie poli A signal

Figura 11. Construcdo do vetor pPGLCMYV com intron A sintético. O vetor pGL4.14 foi
digerido com as endonucleases de restricio  Hind 11l e Mlu |, obtendo-se o vetor
linearizado de 5.800 pb para a ligag& com o promotor com intron A. Ja o vetor pUC57
com CMV sintético foi utilizado para a obtencdo do inserto. Ele foi digerido com Hind 11l e
Mlu |, obtendo-se um fragmento de 2100 pb, correspondente ao promotor e enhancer de
CMV com intron A sintético. O vetor e o inserto foram ligados e obteve-se o vetor
pGLCMYV sintético, que contém o gene reporter da luciferase de vaga-lume Luc2, o gene de
beta-lactamase que confere resisténcia a ampicilina, gene de resisténcia a Higromicina B,
cuja expresso € dirigida pelo promotor de SV40, o sina de poliadenilagdo de SV40 (parao
gene da luciferase) e um sina de poliadenilacdo sintético (para o gene de resisténcia a
Higromicina B).
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O promotor sintético, ao contrario do original, possui dois sitios de restri¢éo para
aenzima BspE |. A digestéo do pGLCMV sintético com esta enzima libera o fragmento
de 200 pb (delecdo 200 pb do intron A) e a digestéo dupla com as enzimas BspE | e Nru
| libera o fragmento de 600 pb, preservando o sitio aceptor do splicing. Na construcéo
2600 sintética, apos a clivagem com as enzimas de restri¢do, o vetor remanescente foi
tratado com o fragmento Klenow da DNA polimerase | para a remocdo das
extremidades coesivas, entdo, religado. Neste processo, os sitios de BspE | € Nru | sdo
perdidos. Essas digestbes foram realizadas no PGLCMYV sintético e clones contendo as
diferentes construgoes foram obtidos.

A fim de se comparar a atividade e €ficiéncia das construcbes contendo
promotor/intron A sintético e origina, células da linhagem CHO.K1 foram
transfectadas com os diferentes vetores, em placas de 24 pocgos, em triplicata. Esta
linhagem celular foi utilizada devido a0 seu largo uso na producdo de proteinas
recombinantes com fins terapéuticos, sendo a linhagem celular com producéo de maior
nimero de proteinas aprovadas para uso em humanos (vide tabela 1).

Para normalizacdo dos resultados, utilizouse o plasmideo que codifica o gene
da luciferase de Renilla, conforme descrito na secéo 3.2.13 de Materiais e Métodos. A
co-transfeccdo dos plasmideos permite que seja feita uma razéo entre as atividades dos
dois tipos de luciferase, sendo um controle para o0 experimento, levando-se em
consideracdo a eficiéncia de transfeccdo. A figura 12 mostra a comparagdo da atividade
da luciferase das novas construcdes sintéticas obtidas com aquelas que contém o intron

selvagem, 24 horas ap6s a transfecgéo.
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Ensaio de Atividade da Luciferase 24 horas poés-
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Figura 12. Ensaio de atividade da luciferase em CHO-K 1 com as construcfes originais
e sintéicas do promotor de CMV com intron A. O eixo das abscissas mostra as
construcoes que foram transfectadas nas células CHO-K1, enquanto o eixo das ordenadas
contém os valores da relagdo entre a luminescéncia proveniente da atividade da luciferase
de vaga-luma pela luciferase de Renilla. As construgdes sintéticas estdo indicadas com
“s’.Foram realizados trés experimentos independentes, em triplicata. O gréfico mostra um
experimento representativo. As letras mostradas acima das barras de valores representam a

significancia estatistica entre as amostras, com P<0,05.

O gréfico mostra que ha um aumento da atividade da luciferase quando se utiliza
0 promotor com intron sintético contendo a delecdo de 600 pb em relacdo a construcéo
também deletada de 600 pb a partir do intron selvagem. Esse dado corrobora a hipétese
de que a preservacdo do sitio aceptor de splicing no intron A pode influenciar a
producdo da proteina repdrter. Curiosamente, observou-se uma reducdo da atividade da
luciferase na construgdo sintética 7200s em relacdo a origina. Apesar de ser uma
reducdo com significancia estatistica, ndo foi em medidas acentuadas, sendo da ordem
de 180 unidades relativas de luminescéncia para 150, aproximadamente, o que ndo
invalida a construcdo sintética. A modificacdo da sequéncia do intron A pode ser uma
possivel explicagdo para tal efeito, devido a alteracdo de sequéncia que pode modificar
sitios para ligac8o a fatores transcricionais. Em outras palavras, o que se destaca €
justamente o0 aumento da expressdo do gene reporter na construcdo ?600s, que pode ser

explicada pela preservacao do sitio aceptor de splicing do 1A.
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Além disso, a preservacdo do sitio aceptor de splicing na construgdo sintética
pode permitir maior integracdo entre a maquinaria de processamento de RNA e de
traducdo (Pandit et al, 2008 e Han et al, 2011), promovendo, desse modo, maior
estabilidade do mRNA da luciferase de vaga-lume e/ou incremento na producéo da
proteina final. O resultado desse fendmeno é observado por meio do aumento da
atividade enzimatica da luciferase na construcéo 7600 sintética.

Comparando-se os dados obtidos no presente trabalho com Quilici (2008),
verifica-se que a tendéncia de expressdo € mantida entre as construgdes selvagens e
sintéticas, com excegdo apenas da construcdo 7600 e a correspondente sintética 7600s.
Na construcdo selvagem, a atividade da luciferase se mantinha em 24 e 48h, havendo
queda apenas nos niveis de MRNA em 48h pés-transfecgéo.

A fim de comparar os niveis de expressdo de mMRNA da luciferase entre as
construgdes com |A selvagem e sintético, realizouse gPCR, conforme indicado na

figura 13.
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Figura 13. Medida dos niveis de mRNA de luciferase nas construgdes originais e
sintéticas do promotor de CMV com intron A. O exo das abscissas mostra as
construgdes que foram transfectadas em células CHO-K 1, enquanto o exo das ordenadas
contém os valores dos nivels de mRNA total detectados por meio de gPCR. As construcoes
sintéticas foram representadas com “s’. Foi realizado um experimento, em triplicata. O IA
origina foi utilizado para normalizacdo dos demais valores. As letras mostradas acima das

barras de val ores representam a significancia estatistica entre as amostras, com P<0,05.
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A andlise da figura mostra que os niveis de expressdo da luciferase de vagalume
S0 equivalentes entre as construgdes originais e sintéticas. Em outras palavras, as
modificagdes realizadas no intron sintético ndo influenciaram significativamente a
producdo dos transcritos do gene repoérter. Esse dado corrobora os niveis de atividade da
luciferase, apresentados na figura 13, que se mantiveram praticamente equivalentes.
Observa-se que 0 aumento da quantidade de transcritos, comparando-se as construcoes
com IA inteiro e com IA deletado, foi na ordem de 2 vezes, aproximadamente, tanto
para a delecdo de 200 quanto 600 pb. Em Quilici (2008), verificouse que a queda nos
niveis de transcrito para a construgdo selvagem 7600 ocorria em apenas 48h pos-
transfeccéo, o que sugeria inicio de processos de degradacéo dos transcritos por NMD,
devido & perda do sitio aceptor de splicing.

Para confirmar se a manutencéo do sitio aceptor de splicing na construcéo
sintética 7600 realmente seria capaz de diminuir os niveis de transcritos ndo-
processados, foi desenhado um par de iniciadores para gPCR que reconhecem a regido

do exon A e parte daregido do |A de CMV, como indicado nafigura 14.

Enhancer * ok ok ok PROMOTOR

Inicia!or 1 Iniciador 2
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Figura 14. Esquema da regido de reconhecimento dos iniciadores de qPCR para
quantificacdo dos niveis de transcrito néo processado do exon A de CMV. O enhancer
com os 4 sitios de NF1 (*), o primeiro e o segundo exon e o intron A, 0 maior intron deste
gene, com aproximadamente 800 pb, podem ser observados na figura. O intron A possui

ainda o sitio mais forte de ligacdo a NF1, representado por ( * ). As setas vermelhas

indicam os sitios de splicing, sendo que a primeira seta evidencia o sitio doador e a segunda
0 sitio aceptor de splicing. Os sitios de restricdo utilizados para a clonagem deste promotor
foram evidenciados. As setas azuis indicam os iniciadores uilizados para a reagdo de
gPCR.

Como mostra a figura 15, verifica-se que a construcdo ?600 original, que perdeu

o sitio de splicing, acumulou RNA ndo-processado em uma razéo 4 vezes maior que as
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demais construcfes. Além disso, reforcando a hipotese experimental, a manutencéo do
sitio de splicing na construgdo sintética 7600 reduziu os nivels de transcritos néo-
processados a valores equivalentes aos das demais construcdes, sintéticas e selvagens,

gue naturalmente preservam o sitio aceptor.
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Figura 15. Medida dos niveis de transcrito ndo-processado do exon A de CMV, nas
construgdes originais e sintéticas. O eixo das abscissas mostra as construgdes que foram
transfectadas nas células CHO-K 1, enquanto o eixo das ordenadas contém os valores dos
niveis de mRNA detectados por meio de gPCR. As construcBes sintéticas foram
representadas com “s’. As construgdes foram normalizadas com base no 1A original. Foi
realizado um experimento, em triplicata. As letras mostradas acima das barras de valores

representam a significancia estatistica entre as amostras, com P<0,05.

4.2. Expressdao do anticorpo anti-CD3, fragmento FvFc, contendo os

promotor es com delegdes no intron A sintético de CMV

Os resultados apresentados acima, obtidos com o gene repérter da luciferase,
tornam as novas construcdes de promotores/intron A sintéticos importantes ferramentas
para a producdo de vetores de expressdo de proteinas recombinantes com potencial
biotecnol égico. Desse modo, 0s promotores sintéticos nas versdes com e sem delecdes
foram clonados no vetor construido por Alcantara (2010) em sua dissertacdo de

mestrado, para producdo heteréloga em células de mamifero. O esguema da clonagem
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do promotor sintético sem delecdo pode ser observado na figura 10, apresentada na
secdo 3.1.3 de Materiais e Métodos.

A partir deste novo vetor, denominado pCO, que contém o gene do fragmento
FvFc do anticorpo anti-CD3 e o promotor de CMV sintético com intron A, foi possivel
obter os vetores com delegdes no intron A, por meio da digestdo simples com BspE |
(delecdo de 200 pb) e da digestdo dupla com BspE | e Nru | (deecdo de 600 pb).

Da mesma forma que os vetores com gene repérter da luciferase, a confirmacéo
da obtencéo dos clones foi feita por meio da digestdo com a enzima BpE I, que na
construcdo com delecdo de 200 pb apenas lineariza o0 vetor, e na construgdo com
delecéo de 600 pb mantém o perfil do vetor intacto.

As construgdes foram transfectadas em CHO-K1 para a andise dos niveis de
expressdo transiente e estavel (em populacdo mista) do anticorpo anti-CD3 FvFc
humanizado, conforme mostra a figura 16. Cabe ressaltar que o vetor controle sem
intron utilizado no experimento, denominado pMIRES (Silva et a, 2009), possui
diferencas no promotor se comparado ao promotor de CMV utilizado no pCO, inclusive

aorientagdo do cassete de expresséo.
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Figura 16. Producdo do anticorpo anti-CD3 em CHO-K 1. O paind A mostra os niveis
de producdo transiente do anticorpo recombinante 48 horas pés-transfeccdo. Os
sobrenadantes de cultura foram coletados para o ensaio de ELISA sanduiche (secéo 3.2.14
de Materiais e Métodos). A producéo do anticorpo foi cal culada com base na curva padréo
de diluicdo de 1gG humana. O paine B mostra os niveis de producéo estavel do anticorpo
recombinante em populacdo mista, nas diferentes construcGes de promotores sintéticos
apresentadas, com aadicdo de geneticina em concentragdo final de 600ug/uL que foi

mantida a0 longo do experimento. Os sobrenadantes de cultura foram coletados para o

ensaio de ELISA sanduiche. No eixo das abscissas esta indicado o nimero de dias apds a
adicdo de geneticina, e o0 eixo das ordenadas, a quantificagdo da producdo do anticorpo,

calculada com base na curva padréo da dilui¢go de 1gG humana.
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A producdo de anticorpo recombinante mostrada na figura 16 mostra que os
niveis de anticorpos secretados sdo reduzidos para as construcdes contendo o intron A e
suas delegBes, comparadas com o vetor pMIRES. E importante ressaltar que este efeito
se mantém ao longo de 30 dias, como andisado na figura 16B. A producdo de
anticorpos secretados chega a cair em quase 100 vezes, no caso da construcdo sintética
com delecdo de 200 pb, ao contrério do que se observa na producdo da luciferase por
meio de sua atividade, onde a construcdo ?200s apresenta a segunda melhor produgéo.
A luciferase, cabe ressaltar, € uma proteina intracelular, sendo a sua producéo realizada
nesse compartimento celular. Esse efeito foi também verificado em outros estudos
(Mariatti et al., 2010a; Mariatti et al., 2010b), onde os niveis de proteinas secretadas,
expressas por meio de vetores com fortes promotores “engenheirados’, n&o
correspondiam aos niveis de atividade da luciferase, que eram sempre maiores.

Uma hipétese para explicar os baixos niveis de anticorpos secretados detectados
pelo ensaio de ELISA sanduiche, e que ndo foi testada pelos outros estudos, € o
acumulo da grande quantidade de mRNA do anticorpo anti-CD3 humanizado, que pode
ndo totalmente ser processada pela maquinaria de tradugdo, ou ainda, os altos niveis de
cadeias leve e pesada que ndo sdo corretamente montadas para a secrecdo da molécula
completa (Gomez et al, 2011). A producdo de mRNA do anticorpo recombinante seria
t8o intensa que a célula hospedeira ndo teria a capacidade para recrutar a maquinaria
necessaria para traduzir o mRNA ou, ainda o aparato secretério da célula ndo
conseguiria assegurar a correta montagem dessa proteina recombinante, havendo o
acumulo de proteina mal formada no reticulo endoplasmatico que ativaria a resposta
UPR (do inglés unfolded protein response). Segundo Xu e Robson (2010), a resposta
UPR ativa diversos mecanismos celulares, dentre eles a protedlise, que diminuem os
niveis de proteinas heterdlogas recombinantes secretadas, dentre elas o fragmento de
anticorpo sckv.

Outra explicacdo para os baixos niveis de anti-CD3 detectados pelo ELISA pode
ser a quantidade insuficiente de proteinas que integram a maquinaria de processamento
do mRNA, traducgo, transporte e secrecdo da proteina final. Como os niveis de mRNA
da proteina de interesse na célula hospedeira cresceria significativamente em pouco
tempo, haveria grande quantidade deste mMRNA na célula sem destino, que seria
provavelmente degradado pelos mecanismos de NMD (Le Hir et al, 2003).
Adicionalmente, a grande quantidade de mRNA do anticorpo recombinante que se

acumularia na célula poderia inclusive dificultar 0 processamento e traducéo de outros
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transcritos necessarios a manutencdo da atividade basal da célula, como proteinas do
citoesgqueleto, reticulo endoplasmatico, proteinas ribossomais, etc. Com isso, o efeito
negativo da expressdo do anticorpo recombinante poderia ser um resultado de morte
celular.

Dessa forma, para verificar se os niveis de transcritos do fragmento FvFc do
anticorpo anti-CD3 eram muito superiores aos niveis de proteina secretada, observados
nos ensaios de ELISA, foram desenhados trés pares de iniciadores para ensaios de
gPCR para deteccdo dos niveis de mRNA do anticorpo anti-CD3, sendo um para a
regido codificadora da porgdo constante (Fc), outro para a regido codificadora do
dominio variavel leve (VL) e um terceiro par direcionado para a regido que codifica o
dominio variavel pesado (VH). As sequéncias dos iniciadores estdo descritas natabela 2
da secéo 3.1.15 de Materiais e Métodos. A figura 17 mostra a curva de dissociacdo dos

pares de iniciadores desenhados.
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Figura 17. Curvas de dissociagdo dos iniciadores para qPCR do anticorpo
humanizado anti-CD3. S&o mostradas na figura as curvas de dissociagcdo dos iniciadores
para as regides codificadoras dos fragmentos correspondentes ao Fc (painel A), VH (paine
B) e VL (paine C) do anticorpo anti-CD3 para a redizacéo de ensaios de gPCR. As setas
no painel A indicam os trés picos distintos de dissociagdo, observados apenas para 0s

iniciadores de Fc.
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Tendo em vista que a curva de dissociagéo do iniciador de Fc apresentou trés
picos (figura 17 A), indicando que pode ter ocorrido formacdo de dimeros ou
amplificacdo de produtos inespecificos, utilizouse para os ensaios de gPCR apenas 0s
iniciadores dirigidos para as regides codificadoras dos dominios VH e VL. Paraa
andlise dos dados, foi utilizada a ferramenta do programa 7500 Fast System SDS
Software denominada Relative Quantification Study. Esta ferramenta verifica os dados
obtidos na placa de reacdo, e retorna os valores médios de Ct, que é o ciclo de limiar
(threshold). Este ciclo é obtido por meio da interseccdo da linha de base (uma linha
paralelaalinhado eixo das abscissas, que elimina o background) com a curva sigméide
de amplificagdo das amostras.

Com a obtenc&o do valor de Ct para todas as amostras, 0 estudo da quantificagéo
relativa da expressdo génica pode ser feito por meio da formula aritmética 27!, Este
estudo é denominado estudo pelo Método do Ct comparativo. Quando se usa o corante
SYBRGreen, que pode gerar algum background inespecifico, deve ser realizado um
experimento de validacdo da reacéo.

Este experimento é feito por meio da reacdo de anostras-alvo e amostras
controle em diferentes diluicbes seriadas. Os valores da diluicdo sdo quotados no
gréfico na forma logaritmica (no eixo X), e o valor de Ct é colocado no eixo das
ordenadas. A linha obtida no grafico com as amostras testadas deve ser proxima a linha
de tendéncia, como mostrado na figura 18. Para o gréfico, foram feitas dilui¢bes de 1
ng, 0,1 ng e 0,001 ng do vetor que codifica para o anticorpo recombinante, para o teste
das eficiéncias dos iniciadores VH e VL. Como controle constitutivo utilizou-se 0 gene
GAPDH de hamster, cujo iniciador foi previamente testado (Quilici, 2008)
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Figura 18. Validacdo da reacdo de gPCR para a quantificacdo relativa da expressdo
génica do anticorpo humanizado anti-CD3. No eixo das abscissas s mostrados os
valores da quantificacdo das amostras. No eixo das ordenadas observa-se o vaor de Ct.

Para a mensuracdo dos niveis de mRNA do anticorpo recombinante, células
CHO-K1 foram transfectadas com as construgdes sintéticas e a construcéo sem intron
(PMIRES — Silva et al, 2009), e 24 horas pos-transfeccdo, 0 RNA total foi extraido,
conforme descrito na secéo 3.2.16 de Materiais e Métodos. Na figura 19 podem ser
observadas as amostras de RNA total das construces pMIRES, 1As, ?200s e ?600s.
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Figura 19. Ge de agar ose para andlise das amostras de RNA total de CHO-K1. Em1
observam-se trés amostras de RNA total extraido de pogos transfectados com o plasmideo
PMIRES (anti-CD3 sem intron A); em 2 observam-se trés amostras de RNA tota extraido
de pogos transfectados com o plasmideo pCO; em 3 observam-se trés amostras de RNA
total extraido de pocos transfectados com o plasmideo pCO?200; em 3 observa-se trés
amostras de RNA total extraido de pocos transfectados com o plasmideo pCO?600.

A partir das amostras de RNA total obtidas acima, sintetizou-se 0 cDNA que foi
ser utilizado nas reacbes de qPCR. A figura 2 mostra os niveis de expressdo dos

transcritos de anti-CD3.
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Figura 20. Niveis de expressao do mRNA do gene que codifica o anticorpo
recombinante anti-CD3 em CHO-K 1. O eixo das abscissas mostra as construgdes que
foram transfectadas nas células CHO-K1, enguanto o eixo das ordenadas contém os
valores de 2 ~*“*. Como controle interno foi utilizado o gene GAPDH de hamster, e
como controle das amostras, os valores da constru¢éo sem intron. Foram realizados trés
experimentos independentes, em triplicata. As letras mostradas acima das barras de
va ores representam a significancia estatistica entre as amostras, com P<0,05.

A andlise dos niveis de expressio do mMRNA do anticorpo recombinante
corrobora a hipétese de que o intron A e variantes melhoram significativamente os
niveis dos transcritos do gene alvo. Entretanto, como o anticorpo € uma molécula
complexa, montada no reticulo endoplasmatico para posterior secrecdo, 0s niveis de
expressdo do mRNA ndo correspondem aos niveis de proteina final secretadas (Shapiro
et al, 1996). Isso pode ocorrer devido a necessidade de aumento no recrutamento da
maquinaria celular necessaria para sintese das cadeias, transporte e secrecdo, bem como
a necessidade de incremento da propria maquinaria celular, como reticulo
endoplasmatico, aparato de Golgi e proteinas de transporte. Adicionalmente, qualquer
alteracdo celular que perturbe a homeostase do sistema, como 0 aumento da sintese de
proteinas, por exemplo (Zhang e Kaufman, 2006), pode levar ao acUmulo de proteinas
gue ndo foram corretamente dobradas no reticulo endoplasmético, 0 que acarreta a
resposta UPR. Tendo em vista os rgpidos aumentos dos niveis de expressao do
transgene recombinante, € possivel que a célula ndo acompanhe a producdo do aparato

necessario para a sintese da proteina final, ou ainda, que sgja disparado esse mecanismo
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para a degradacéo precoce das proteinas retidas. No caso especifico, como estamos
trabalhando com um fragmento FvFc, que ndo tem cadeias distintas, a hipétese mais
provavel é aretencdo no reticulo endoplasmatico e degradacéo proteolitica por resposta
UPR.

No caso da luciferase, ha correlacdo entre nivel de mRNA e niveis de proteinas
detectadas (via atividade enzimética) (Quilici, 2008), pois a luciferase € uma proteina
intracelular, cuja a atividade é medida por meio de um lisado das células pos-
transfeccdo. Dessa forma, a via para deteccdo dos niveis da proteina-repérter ndo
envolve todos 0s complexos mecani smos observados para o anticorpo recombinante.

Observa-se, inicialmente, que os niveis de mRNA do anticorpo anti-CD3 nas
diferentes construgdes com intron deletado s&o correspondentes a atividade da
luciferase, tanto nas versdes sintética (figura 13) quanto origina (Quilici, 2008)
Adicionamente, na figura 20 verifica-se 0 aumento significativo dos niveis de mRNA
do anticorpo anti-CD3 para a construcao ?600s (sintética). Em Quilici (2008), havia
sido destacado que, para 0 gene repérter da luciferase, ouve um decréscimo da producédo
dos niveis de mRNA para a construgao selvagem 2600, e especulou-se que a perda do
sitio aceptor de splicing durante o processo de clonagem do vetor poderia ser o
responsavel por tal efeito. Com a construcéo da versdo sintética, a qual mantém o sitio
aceptor de splicing, nota-se que tanto a atividade da luciferase (figura 13) quanto a
producéo de transcritos de anti-CD3 (figura 20), na construcdo ?600s, aumentaram.
Uma explicagéo pode ser, no caso da construcao ?600 selvagem, o acimulo de mRNA
ndo-processado, que o torna instével e suscetivel a degradacéo por NMD (Jaillon et al.,
2008; Gudikote et al., 2005 e Le Hir et al, 2003). Com a manutencéo do sitio aceptor de
splicing, este efeito ndo é mais observado, e, portanto, os niveis de mRNA do anticorpo
recombinante permanecem estévels, e elevados. Com a mensuracdo dos niveis de
transcritos ndo-processados, hipétese foi confirmada, como observado na figura 15.
Além disso, foi mostrado que a construcdo ?600s € ainda mais eficiente do que a
construcéo 7200, o que pode ser explicado pela inclusdo de novos sitios de restricao,

gue séo eliminados em ?600s e mantidos em ?200.
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4.3. Estudo de possiveis fatorestranscricionais ligados ao intron A do promotor
deCMV

A expressdo génica em eucariotos € mediada por fatores em cis e em trans.
Fatores protéicos podem, a0 associar a regifes promotoras ou ainda intronicas,
influenciar positiva ou negativamente os niveis de mRNA produzidos (Le Hir et al,
2003 e Sekmann et al, 1996). Em outras palavras, os introns podem funcionar como
sequéncias regulatérias que albergam sitios de ligacéo para proteinas potencializadoras
(enhancers) da expressdo de um transgene, ou repressoras da expressao.

Portanto, a fim de verificar a existéncia de ligacdo de alguma proteina
regulatéria da transcricdo ao intron A do promotor de CMV, foram desenhados
oligonucleotideos marcados com o fluoréforo FAN, para a redlizacdo de ensaios de
retardo de mobilidade eletroforética (EMSA). A hipétese € que algum fator inibitorio se
ligue na regido de 200 pb da construcdo selvagem, que quando deletada, aumente
significativamente a atividade da luciferase quando comparada a construcdo sem
delecdo. Quando esta sequéncia foi analisada por meio do software TFSEARCH
(http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html), que verifica a existéncia de sitios

putativos de ligacdo a proteinas regulatérias, ndo foi encontrado nenhum resultado
significativo que apontasse sitios reconhecidos por fatores transcricionais ubiquos, visto
gue os resultados obtidos para a expressdo do gene reporter da luciferase foram
similares entre as 4 linhagens celulares estudadas em Quilici (2008).

Para 0 ensaio de EMSA foram utilizados os extratos nucleares de CHO-K1 e
HEK 293, observados na figura 21. A linhagem HEK foi escolhida também para este
estudo devido aos elevados valores de atividade da luciferase apresentados em

transfeccéo transiente, conforme apresentado na figura 7 (Quilici, 2008).
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Figura 21. Andlise do extrato nuclear de HEK-293 e CHO-K 1. A figura mostra os
extratos protéicos obtidos a partir do nicleo dessas linhagens celulares em um
experimento que nd ha a formacdo de pellet, e com isso ha menor degradacdo e
contaminacdo da preparacéo com restos celulares (segdo 3.2.20 de Materiais e Métodos).
No pogo 1 encontra-se 0 marcador de massa molar See Blue, da Invitrogen (148 kD, 98

kD, 64 kD, 50 kD, 36 kD, 22 kD e 16 kD), e nos pocos 2 e 3 0s extratos concentrados de
CHO-K1 e HEK 293, respectivamente.

A figura 2 mostra um esguema de como foram desenhadas as sondas para o
ensaio de EMSA.

Regiao da delecao de 200 pb

Figura 22. Esguema do desenho das sondas fluor escentes par a os experimentos de EM SA.
Foram desenhadas 5 sondas que se sobrepdem entre si, cobrindo o fragmento de 200 pb a ser
estudado.

Cada par de oligonucleotideos foi anelado a fim de se obter as sondas. Para a

remogdo das possiveis contaminagBes com oligonucleotideos n&o-anelados (fita
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simples), auto-anelados ou produtos de degradacéo, a reacdo foi purificada em gel de
poliacrilamida nas mesmas condi¢es de corrida para o experimento de EMSA. O gel

obtido, apbs o anelamento dos oligonucl eotideos, pode ser observado na figura 23.

Figura 23. Analise do andamento dos oligonucleotideos complementares para
obtencdo de sondas. Os reténgulos azuis indicam as regifes que foram removidas do
gel para posterior purificacéo.

Para areacdo de EMSA em si, preparou-se a reagdo com compostos de alto sal,
oligonucleotideos inespecificos e a sonda anelada marcada, a fim de evidenciar
provaveis interagdes das sondas com proteinas presentes no extrato nuclear. Esta reagcéo
foi incubada com o extrato nuclear e posteriormente submetida a eletroforese em um gel
de poliacrilamida com malha especifica. Os resultados da reacdo podem ser verificados

na figura 24.
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Figura 24. Ensaios de mobilidade eletrofor ética com as sondas purificadas e extratos

nucleares de CHO-K1 e HEK 293. O painel A mostra as reacfes com os dois extratos
celularese assondas 1 e 2, e o painel B mostra a reacéo com as sondas 3, 4 € 5.

A partir da andlise da figura 26, constata-se que h4 a formagdo de bandas
(regides de ligacdo DNA-proteina) para as sondas 2 (apenas no extrato de CHO-K1), 3,
4 e 5 (apenas no extrato de HEK 293). Este resultado mostra-se curioso, pois sugere que
ha ligacOes de proteinas célula-especificas, o que indicaria que os efeitos da regido de
200 pb do intron A seriam especificos para determinados tipos celulares. Entretanto, o
efeito potencializador da remocéo deste fragmento de DNA do intron A é observado em
todas as linhagens celulares analisadas por Quilici (2008).

Para que se confirmasse a especificidade da ligacéo, foi realizado um ensaio com
competidores especificos, que sao as sondas ndo-marcadas (“sondas frias’). O resultado
pode ser verificado na figura 25, apenas para as sondas 3 e 4 e para o0 extrato de HEK -
293, tendo em vista a escassez dos extratos purificados para que fosse realizado o

ensaio.
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Figura 25. Ensaio de mobilidade eletroforética com as sondas puficadas e
competidor es especificos. Os pogos 2 e 3 contém as reacfes sem e com 0 competidor
especifico da sonda 3 e extrato nuclear de HEK -293, e 0s pogos 5 e 6 as reagdes sem e com
0 competidor especifico da sonda 4 e mesmo extrato nuclear. Os pogos 1 e 4 apresentam as

sondas livres.

A andlise da figura 25 indica que a ligacdo néo € especifica, ja que a banda
permanece tanto na reacdo sem competidor quanto na eacdo com competidor. Desse
modo, as bandas observadas nas sondas 3 e 4 ndo representam uma ligacdo especifica a
regido do DNA a qual as sondas se anelam. Considerando que os experimentos foram
realizados em um equipamento adaptado para o procedimento de EMSA (foi utilizada
uma cuba de corrida normal dentro da camara fria), apresentado, portanto resultados
apenas sugestivos, as sondas ainda devem ser testadas novamente, especialmente as
sondas 2 e 3, em um equipamento mais adequado para os ensaios de EM SA e com
diferentes extratos nucleares.

Adicionalmente, foram observadas bandas bem definidas para as sondas 3, 4 e
5, apenas na extrato celular de HEK-293. Como o efeito potencializador da delecédo de
200 pb é observado em vérias linhagens celulares (Quilici, 2008), as bandas observadas
apenas no extrato de HEK -293 podem ser artefatos da técnica ou bandas inespecificas,

ou ainda, problemas nas preparacdes dos extratos.
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5. Conclusdes e Per spectivas

No presente trabalho, foram analisadas diferentes constructes com delecdes no
intron A do promotor de CMV, tanto por meio da expressao do gene repérter da
luciferase quanto do gene do anticorpo recombinante anti-CD3, fragmento FvFc. Os
estudos indicaram que as construgdes com delecdo de 200 e 600 pb tém potencia para
incremento da producdo de proteinas de interesse, uma vez que os hiveis de transcritos
mostraram-se aumentados. Para se obter niveis de producdo de proteina condizentes
com agueles observados em termos de mRNA deve-se gjustar as condic¢des de expressao
para cada proteina analisada. Os vetores de expressdo em células de mamifero contendo
o promotor de CMV com & novas sequéncias b intron A original foram patenteadas
no Brasil (PI0803141-0 A2, publicada em 9 de marco de 2010 pelo Instituto Nacional
da Propriedade Industrial - INPI), sendo novas ferramentas para a producéo de proteinas
recombinantes com potencial econdmico.

Com relacdo a0 mecanismo pelo qual as novas construgdes influenciam a
expressao dos transgenes estudados, ainda ndo ha uma defini¢éo clara, mas acredita-se
gue as novas construcdes gque mantém o sitio aceptor de splicing sejam responsaveis por
uma manutencdo da estabilidade do mRNA, o que otimiza os niveis de producéo da
proteina final. Com a producdo de mMRNAS mais estaveis, reduz-se também os niveis de
degradacdo dos transcritos por NMD. Com base nos resultados obtidos nos
experimentos de EMSA, parece ser remota a possibilidade de que na regido deletada de
200 pb do intron A haja algum sitio de ligac&o a proteina regulatéria da transcricéo.

Para esclarecermos 0 real mecanismo de acdo destes introns nas novas
construgdes, e também para verificarmos outros modos de agdo dessas sequéncias,

sugerem-se algumas perspectivas a serem testadas em trabal hos futuros:

- Andlise da estabilidade dos mRNAs de transcritos testados nas construgdes de

promotores de CMV com intron A, em experimentos do tipo Run On;

- Medida dos niveis de anticorpo anti-CD3 intracelular nos transfectados, a fim de

corroborar a hipétese de que ha atos niveis de proteina retida e ndo secretada;
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- Analise do perfil de expressdo e de transcritos utilizando-se outra proteina de interesse
secretada como modelo. Nesse caso, ja testouse o efeito do intron A inteiro na

expressdo de FVII1 (Campos-da-Paz et al, 2008), mas hdo com as versdes del etadas.
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“WETORES DE EXPRESSAO DE GENES HETEROLOGOS EM CELULAS DE
MAMIFEROS"

Campo da Invengao:
A presente invengdo se refere a vetores para clonagem de genes de

diversas proteinas heterdlogas e sua expressao em células de mamifero. Estes
vetores s3o constituidos basicamente de fragmentos do intron A do gene
imediatamente precoce do  citomegalovirus, resultantes de delegdes
diferenciadas do intron A inteiro ou selvagem, associado ao promotor do
mesma gene de citomegalovirus (CMY) e ao seu enhancer (intensificador). As
delegoes sdo diversificadas quanto ac nimero de pares de bases (pbj,
variando de 100 a 760 pb, preferencialmante as de 545 a 750 pb e as de 150 a
270 pb. Este & o caso do vetor denominado pMACIAAZ00, obtido pela delegio
do intren A de CMV em uma regidoc de aproximadamente 200 pb. Estas
modificagtes no intron A original promovem um aumento na preducao das
proteinas expressas. Outro aspecto da invengio esta relacionado ao processo
de obiengdo desses vetores e diversidade de aplicages das proteinas
pmdﬁzidas por esta via de engenharnia de vetores.

Devido ac aumento da produgao de proteinas em culturas de celulas
transfectadas com os vetores da presente invengdo, principalmente o
pMACIAAZ00, sdo interessantes para setores da inddstria que produzem
proteinas heterdlogas em larga escala destinadas ao uso humano ou animal,
por meio do cultivo de células de mamifero, como as industrias farmacéuticas.
Alguns produtos que podém ser obtidos com a utilizagao deste vetor sao
anticorpos recombinantes, enzimas, horménios peptidicos, citocinas e fatores
de coagulacio plasmatica, dentre outros,

Alguns exemplos de utilizagio dessas proteinas destacam-se o
emprego como constituintes de formulagdes medicamentosas e de meio de
cultura para o cultivo de células de mamiferos. Diante dessa variedade de
produtos obtidos pelo uso do presente invento, outros alvos de interesse
seriam as empresas gue produzem kits de diagnosticos, as de medicamentos e
inddstrias guimicas,
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Estado da Técnica:
A produgio de proteinas heterdlogas em celulas de mamifero &

fundamental para o desenvolvimento de diversos produtos para uso humano ou
veterindrio, como vacinas, kits de diagnostico, anticorpos recombinantes,
enzimas e outras proteinas com fins terapduticos e comerciais. Entretanto,
sabe-se que os niveis de produgdo destes produtos nestas células nac sao
muite altos, havendo a necessidade de modificagbes nas condigoes de
expressao para que haja um aumento do produto recombinante final. Assim,
além de mudangas nas condigtes do cultivo celular como termperatura de
incubagdo ou a adigio de compostos nos meios de cultura, a engenharia de
vetores para a expressao heterologa em células de mamifero & uma importante
ferramenta para que haja uma melhora nos niveis de produgao de proteinas
com interesze biofarmacologico e industrial

Um wvetor & um fragmento de DNA manipulado e modificado
utilizando-se a tecnologia do DNA recombinante (TDR). Quando ele se presta &
expressdo em células de mamiferos deve conter os seguintes elementos
fundamentais para a produgdo da proteina de interesse: i) um promotor, que &
uma regido nao-transcrita do plasmidio onde se organizard o complexo de
iniciagdo da transcrigao, composto pela RMA polimerase Il e seus fatores
acessorios: i) uma regido denominada Multiplos Sitios de Clonagens IMSC),
composta por uma série de sitios para enzimas de restricio proprias para a
clonagem da proteina de interesse; i) um sinal de poliadenilagio, que & uma
seqiéncia que permitird a adigio de uma série de residuos de adenina na
regido 3’ do RNA mensageiro (mRNA) correspondente & proteina de interesse,
fazendo com gue este fique estavel na celula hospedeira, sendo também um
sinal terminador da transcrigdo; e finalmente: iv} uma origern de replicagao e
uma marca de selecio para Escherichia coli, para facilitar a propagacao do
plasmidic (vetor) & a obtengio de grande quantidade do DNA plasmidial,
fundamental para a manipulagdo e a postenor insercdo em células de
mamiferos. Estes vetores podem ainda possuir um gene de resisténcia a
alguma marca de selecac dgue permita a produgdo e o isclamento de clones
estaveis em células de mamifero {(KUCHERLAPATI, R SKOULTCHI, A L,

113



10

20

15

in

Introduction of purified genes into mammalian cells, CRC Crit Rev Biocham.
16{4): 340-375, 1984). Assim, diversos vetores comerciais para expressac em
células de mamifera foram desenvolvidos, tendo como arcabougo o0s
componentes basicos acima descritos necessarios para a produgao de
proteinas recombinantes. Entretanto, apesar de toda a tecnologia e de todas as
inovagies nesta area, a produgdo de proteinas tecombinantes com fins
terapéuticos, farmacologicos e comerciais ainda & um processo caro e
laborioso.

O aumento da guantidade de produgdo de proteinas de interesse
tem sido alvo de pesquisas académicas e industriais nos (ltimos anos, indicado
pelo aumento de publicagtes de artigos cientificos em periddicos especificos e
do aumento de depdsito de patentes sobre o tema.

A busca do melhoramento dos niveis de expressdo de proteinas
recombinantes em diversas linhagens de células de mamifero de maneira
eficiente, reprodutivel @ de menor custo foi o objetivo da presente invencao. Ela
estd relacionada & construgio de novos vetores para expressao heterologa
contendo o promotor do Citomegalovirus (CMV) com o intron A modificado por
sucessivas delecoes, constituindo sitios para a clonagem da proteina de
interesse. Dentre estas construgdes, algumas foram testadas com o gene
reporter da luciferase em diversas linhagens celulares {construcdes formadas
por delegio de 200, 400 e 600 pb), apresentande um aumento significativo da
atividade da enzima em todas as células analisadas, principaimente as de 200
& 600 pb deletadas. Em seguida foram transferidas para o vetor pMAC dando
origem aos velores da presente invengao, formados por delecdes do intron A
de 100 a 760 pb, como os representados por pMACIAA200, pMACIAA400 e
pMACIAABOD, os quais estdo sendo testados para a producac de proteinas
heterdlogas, fatores plasmaticos recombinantss e anticorpos de interesse em
células de mamiferos, tais como CHO-K1, HepG2, COS-7, BHE & HEK-293.

O promotor do CMV & amplamente utilizado nos vetores de
expressao heterdloga em células de mamifero por ser ubiguo & muito forte. Ele
possui regides regulatorias, como um intensificador (enhancer) na posigao a
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montante do promotor @ o intron A, um dos trés introns que codificam os genes
Imediatamente Precoces de CMV (IE).

Alguns pedidos de patentes descravem modificagdes no promotor
enhancer do CMV, tanto murne quanto humane, visando uma melhora na
expressio génica em células de mamifero (PI0408245-0, CA2518157 e
US2007088630).

O intron A inteiro pode ser encontrado em vetores comerciais, como
o pCMVLac! (Stratagene), cu ainda em construgdes de vetores para expressio
heteralega, as quais ja foram patenteadas (US20060263882). Algumas versdes
deletadas do intron A, mas gue detiveram a capacidade de aperfeicoar a
expressfo génica também foi objeto de patente (US9977066). O diferencial do
invento aqui apresentado & que regides diferentes foram deletadas @ aumentos
de expressdo da ordem de 600 a 6000 vezes quando comparados ac CMY
sem intron foram encontradas dependo do tipo celular estudado.

O intron A selvagem de CMY ja foi descrito comao potencializador da
expressac génica em diversos sistemas de expressao heterdloga (XA, W. f
al, High levels of protein expression using different mammalian promoters in
several cell lines, Protein Expression and Purification, 45(1): 115-124, 20086,
CHAPMAM. B. S efal, Effect of Intron A from human cytomegalovirus (Towne)
immediate-early gene of heterologous expression in mammalian cells, Nuclaic
Acid Research, 19(14); 3973-3986, 1991).

Algumas delegtes que também modificaram a seqliéncia original do
intran A foram feitas com essa finalidade como é o caso da patente americana
USSSTT06E discutida anteriormente, e da patente japonesa JP2007506443-A.
Com relagho a patente japonesa, a principal diferenca com a presente invengao
esta ligada a uma delegdc em regifo diferente do intron A (apesar de
parcialmente sobreposta) & em uma guantidade menor de pares de bases do
que a apresentada na presente invengio (< 50 pb).

Uma maior delegao no intron A resulta em uma estrutura menor do
vetor construido, tornando este plasmidio mais facil de ser transformado em
bactérias e transfectado em células de mamifero. Este fato conslitui em uma
das principais vantagens tecnoldgicas da presente invengdo com relagio a
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construgdes génicas com a finalidade de aumentar a exprassao de genes
heterdlogos em células de mamiferos.

Ois critérios de delecio de pares de bases constituintes do intron A
original adotades na presente inveng3o sao fundamentadas em modificagbes
neste intron que ainda permita gue o novo elemento funcione coma um ativadar
da expressdo génica, sendo possivel a obtengao de um elemanto menar, mas
com fencicnamenta melhor. Resumidamente, estes critérios 580 manter ou
malhorar os niveis de produgac de RMA mensageiro do transgene, bem como
aumentar a atividade bioldgica mensurdvel do produto recombinante, Para
tanto, assegura-se ainda a ligagdo do aparato transcricional & o cometo
processamento (splicing) do mRNA do transgene. Além disso, buscou-se
aumentar a estabilidade desses mRNAs, aumentando a sua meia-vida na
célula, o que o disponibiliza para ser utiizado pelo aparato de tradugdo e,
portanto, para produzir a proteina de interesse. No caso, a presente invengac
teve esses critérios testados ufilizando como reporter o gene da enzima
luciferase que teve os niveis e a estabilidade do seu mRMA madidos e
aumentados guando comparados & construcio sem delegao do intron A Esse
efeito foi suficiente para aumentar a atividade biolégica da enzima que também
foi comparativamente maior que a observada por velores contendo o Intron A
intacto

Ressaltando gue em fodas patentes citadas, as delecdes propostas
=80 diferentes em local & tamanho com relagdo a estrutura ariginal {completa
ou selvagem) do intron A das apresentadas na presente invencéo, sobretudo
com relaggo ao vetor pMACIAAZOD. Assim, a presente invengao inova com
relagao ao conjunto @ ac numero de pares de hases delstadas no intron A para
a construg@e dos vetores plasmidiais para sumentar a guantidade de
expressao de proteinas heterélogas de interesse e pelas derivagbes desses
vetores que também apresentam essa caracteristica. Este € o caso das
construgdes génicas obtidas pela delegio no intron A de uma regido de 100 a
760 pb, representadas por delecbes de 200 pb e outra de 600pb, que
juntamente com o promotor e enhancer de CMY, constituem os vetores de
expressao heterdloga pMACIAAZQD & pMACIAABDD, Também foi construido e

116



10

20

25

30

623

analisado o vetor pMACIAA400, obtido pela delecdo no intron A de uma regiso
de 400 pb.

Conforme mencionado anteriormente, @ maior problema com relagao
4 expressio de proteinas de interesse comercial em células de mamifero & o
baixo nivel de producdo, o que acarreta em um alto custo para a producao e
viabilizag#o dos produtos. Com isso, este invento busca a melhora significativa
dos nivels de express3o de diversas proteinas heterologas secretadas em
células de mamifero. Assim, com mais proteina sendo produzida, a purificagio
nio se torna mals uma etapa limitante e consequentemente, o custo e a
viabilidade da produgéo sao otimizados.

A presente invenglio prevé construgdes de vetoras que levam a um
aumento de expressio de proteinas heterdlogas a partir do uso de fragmentos
do intron A original com delegdes de pares de bases em uma faixa variando de
100 a 780 pb, preferencialmente as de 545 a 750 pb e de 150 a 270 pb. Outras
derivagbes sdo previstas, tais como as derivages e uso de outros elementos
como a introducdo de seqiéncias codificadoras do peptideo sinal & maltiplos
sitios de clonagem.

O desenvolvimento dos vetores da presente invengao visa suprir a
necessidade crescente da industria e de laboratorios de pesquisa na obtencgao
de maiores niveis de producao de proteinas heterdlogas em células de
mamifero. Além disso, outras vantagens associadas ao uso desses velores,
principalmente para o vetor pMACIAAZO0 sdo listadas a seguir:

- melhoria na manipulac#o dos vetores de expressdo na produgao
de proteinas heterdlogas, pois as estruturas menores desses vetores facilitam
a sua entrada nas células de mamiferos e lambém a sua amplificagao em
sistemas bacterianos;

- possibilidade de o vetor ser usado para clonar genes que codificam
para inimeras proteinas heterdlogas com interesse comercial, farmacologico,
bitecnolégico e industrial. Assim, podem ser clonados genes de proteinas
para kits de diagndstico, biofarmacos, proteinas terapéuticas, anticorpos
recombinantes, dentre outros;
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- variedade de proteinas heterdlogas obtidas em maior escala
{otimizagao da produglc) a partir da sua expressao em células de mamiferos,
j& estabelecidas pela técnica;

- potencial biotecnolagico, j4 que sua implementagao ndo necessita
de um grande investimento para que seja comercializado.

Descrigdo do invento:
O intren A selvagem de CMV & de conhecimento da técnica e

funciona como potencializador da expressio génica em diversos sistemas de
expresséo heterologa. Os vetores plasmidiais propostos na presente invencao
sdp constituidos de fragmentos do intron A do gene imediatamente precoce do
citomegalovirus, resultantes de delegoes diferenciadas do intran & inteiro,
associado ao promotor do mesmo gene de citomegalovirus {CMVY) e a0 seu
enhancer (intensificador). As delegdes no intren A de CMV, principalments am
intervalos variando de 100 a 760 pb, preferencialments a de 545 a 750 pb e de
150 a 270 pb foram usadas no desenvolvimento dos vetores para expressao de
proteinas heterdlogas com fins biotecnolégicos em  diversas linhagens de
células de mamifero, tais como as CHO-K1, HepG2, COS-7, BHK e HEK-293.
Estes vetores s3o constituidos de promotorfintensificador de CMY humano,
sinal de poliadenilagfo do virus SV40, marca seletiva para ampicilina, origem
de replicacio colE1. No caso do vetor pMACIAAZOD, ele contém o promotor do
CMY com o intron A deletado em aproximadamente 200 (pb), e no
pMACIAABDD deletado em cerca de 600pb, conforme ilustrade na Figura 1,
Nesta Figura também & descrite a construgdo génica de pMACIAA400, com
delecoes referente a aproximadamente 400 pb.

Estes vetores apresentam atividade de aumentar a expressdo de
proteinas heterdlogas de diferentes tipos. Os promotores de CMY com intron A
inteiro, deletado em 200 e 600 pb foram clonados no vetor pMAC, dando
origem aos plasmidios pMACIA, pMACIAAZOD, pMACIAABDD e, ainda ao
pMACIAAS00, com menor eficiéncia para um determinado tipo de proteina
heterdloga. O vetor plasmidial pMACIA é representado esguematicamente
pelas Figuras 2 e 3, respectivamente, em sua forma de plasmidec e
seqUenciamento com as marcagdes para as delegbes na construglo dos
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vetores pMACIAAZDD, pMACIAA400 e pMACIAABOD, melhor detalhadas no
Exemple 1. O vetor pMACIA contendo o intron A inteiro foi usado como uma
referéncia na avaliagio da eficiéncia no processo de transcrigo e producio de
proteinas heterdlogas por culturas de células de mamiferos modificadas pelos
vetores da presente invengdo, tratadas nos Exemplos 2 e 3.

O pMACIAA200 é representado pela sequéncia Seq. |D nN? 1,
conforme descrito na Listagem de Sequéncias em anexo. Os demais velores
também estio listados na Tabela 1, juntamente com os codigos de
sequenciamento utilizados nesta Listagem As delecbes do infron A sdo
promovidas pela aglo de enzimas de resinigao especificas, tais como Xom |,
BspE | e Hind lll. O controle da posigio e o tamanho a ser deletado & em geral
aproximado e satisfatério. Por exemplo, o vetor pMACIA, contendo o intron A
inteiro, apresenta 237 pb a mais que o pMACIAAZDD (delegdes programadas
de 200 pb). Por sua vez, o pMACIAA400 & o pMACIAABQD apresentaram uma
diferenga de 433 pb e 668 pb, respectivamente, com relagao ao pMACIA,

TABELA 1
[ Vetor plasmidial Cadigo de sequéncia
pMACIAAZOD Seq.|D N2
pMACIAA4DD Seq.ID N9 2
pMACIAABDD Seq.D N3

A eficiéncia na expressio de proteinas heterologas dirigida pelos
promotores e diferentes versdes do infron A contidos nesses vetores
plasmidiais foi testada pela atividade da luciferase (proteina heterologa teste),
nas linhagens de células de mamiferos CHO-K1, HepG2, HEK-283 e COS-7.
Esta enzima foi escolhida por apresentar atividade de facil mensuracio e boa
correspondéncia de sua atividade com os niveis de mRNA apds a confirmagio
do incremento da atividade transcricional. Embora possam ser usados com
sucesse na produgio de uma variedade de proteinas heterdlogas, tais como
anticorpos humanizados para uso em rejeigao a transplante, tratamento de
diabetes autoimune, prevengio de recidiva de hepatite em pacienies

119



20

25

30

/23

imunosuprimidos pés-transplante, para o tratamento de doengas auto-imunes,
ete, Além desses anticorpos estes vetores plasmidiais tambem sao utilizados
para expressar fatores plasmaticos da coagulagdo sanguinea, como o Fator
Vil {para tratamentos de pacientes com hemofilia A) & o Fator IX (para
tratamento de pacientes com Hemofilia B). Essas proteinas heterdlogas assim
obtidas podem ser utilizadas como constituintes  de  formulagdes
medicamentosas. Assim como o caso das citocinas recombinantes, que sao
passiveis de ufilizagio para tratamentoe de doengas do sistema imune, ou ainda
em laboratario para o cultive de células de mamiferos, incluindo células-tronco,

A invengdo podera ser melhor compreendida por meio da seguinte
descrigio detalhada mediante os Exemplos de 1 a 3 para a obtengao dos
vetores & oo resultados experimentais que comprovam o aumento da
expressan de uma proteina heteréloga, a luciferase (proteina-modelo),
incluindo avaliagdo da atividade transcricional por experimentos de PCR em
termpo Real. Os resultados foram apresentados nos graficos das Figuras 4e5
descritas abaixo, referentes a atividade de luciferase guando os elementos
deletados dirigem a transcrigac do gene dessa enzima {Figura 4). O
detalhamento dos procedimentos experimentais para os ensaios de atividade
da luciferase foram descritos no final desse relatdrio descritivo. Os resultados
foram comparados com os de vetores obtidos sem nenhuma delegao do intron
A (elemento preservado ou infeiro}, inclusive por experimentos de PCR em

tempo Real (Figura §).

# Figura 1 se refere a uma representagdo esquematica das
construgbes envolvendo o promotorfintensificador do Citormegalovirus humano
e o Intron A inteiro e as delegdes que originaram os elementos AB00, A400 &
AZ00. O retangulo branco representa o promotor/intensificador de promotor
pCMV e o retangulo preto o elemento Intron A inteiro ou deletado. As delecoes
foram obtidas a partir da digestio do DNA selvagem com as enzimas de
restrigiio: Xem | e Hind Il = para o elemento AB00; BspE | e Hind Il para o
elemento A400; e Xcm | e BspE | para o elemento 4200, utilizados na
expressao de proteinas heterdlogas em células de mamifaro.
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A Figura 2 se refere a uma representacac esquematica do vetor
plasmidial pMACIA, contendo o intron A selvagem ou inteiro com 5446 pb,
dado como base (vetor parental) para a construgio dos vetores da presente
invencao, os quais contém fragmentos do intron A (formados por delegbas do
inteira).

A Figura 3 se refere a um esquema ilustrative da sequéncia do vetar
plasmidial pMACIA, indicando as regides de delecio de pares de base
pcomidas na construgdo dos vetores pMACIAAZ00, pMACIAA4DD e
pMACIAABOO. A regido em destague entre 4286 e 4522 comesponde a regiao
deletada no vetor pMACIAAZDD.

A Figura 4 se refere ao efeito das delegdes do intron A na atividade
da luciferase em diferentes tipos de células de mamiferos: A} CHO-K1;
B) HepG2, C) COS-7 e D) HEK-203. As construgbes sio referentes acs
plasmidios com o gene reparter da luciferase de vaga-lume e promotor de CMV
eom intron A: inteiro ou sem delecdes (Intron A); deletado em 200 pb {A200);
deletado em 400 pb (A400) e deletado em 600 pb (AB00). As atividades da
luciferase foram medidas em periodos de 24 e 48 horas pés-transfeccao nas
guatro linhagens de células de mamiferos,

4 Figura 5 se refere & medida dos niveis de Transcrito por gPCR
utiizande o normalizador luciferase de Renifa. Células de CHO-K1
transfectadas por meio de lipidios catibnicos (Kit Lipofectamine 2000) com os
plasmidios contendo os diferentes elementos promotores: com apenas o
promotorfintensificador de CMV (Sem intron), com o Intron A selvagem
(IntronA); com o intron A deletado em cerca de 200 pb (A200); com o intron A
deletado em cerca de 400 pb (A400) & com o Intron A deletado em cerca de
B00pb (AG00). Estas construgbes foram lisadas 24 e 48 horas apds a
transfecgdo nas células para a preparagio de RNA tofal {método do TRIzol -
Invitrogen). Em seguida o cDNA foi sintetizado utilizando-se o kit SuperScriptiil
{Invitrogen). Essa preparagio serviu de molde para a realizacdo da PCR em
Tempo Real (gPCR) que possibilita a quantificacao do transcrito, Cada ponto
foi medido em triplicata e as bamas representam uma média da medida. ]
desvio-padrao esta mostrado para cada ponto experimental.

121



10

13

20

25

30

11/23

Dentre as construcfies testadas (contende delegdes do intron A em
aproximadamente 200, 400 e 600 pb), guando comparadas aquela com
Infron A selvagem, a construgao gue contém o Intron A com a delegdo de 200
pb (AZ200) foi aguela que apresentou tanto maior atividade de luciferase quanto
maiores niveis de transcrito. A construg@o que contem o Intron A com uma
delegdo de 400 pb (A400) diminuiu a atividade da luciferase e a quantidade de
transcrito, A construgao AG00 que contém o Intren A com uma delegio de 600
pb, apresentou valores de atividade da luciferase e de quantidade de transcrito
similares aos da construcio selvagem, com a vantagem de ser um elemento de
menar tamanho e de manipulagéo génica mais facil. Tendo em vista 0s bons
resultados obtidos com esses promotores inovadores nas contrugtes-testes
(com o gene repoarter da luciferase), os elementos faram transferidos para um
vetor especifico para expressac em células de mamifero contendo o elemeanto
deletado de 200 pb, originando o vetor pMACIAAZO0, ou o elemento deletado
de 600 pb, criginando o vetorpMACIAASOD. Estes velores s30 propicios para a
elonagem de diversas proteinas heterdlogas de interesse, seguindo a finalidade
que se propde a presente invenglo.

Exemplo 1:
Este exemplo se refere a obtengio dos vetores proposios na

presente invengao relacionados a delegies diferenciadas no intron A de CMV
principalmente em intervalos variando de 100 a 760 pb. Estes vetores nao
contém qualquer gene completo do intron A de CMV.

Para nortear as construgbes de genes que propiciam a expressao de
proteinas heterdlogas de interesse, os resultados das delegdes foram testados
na atividade da luciferase. Iniciaimente os elementos foram testados nos
vetores comerciais da série pGL, mais especificamente O pGL4. 14 (Promega).
Estes vetores sdo comercializados sem regido promotora, e nesse exemplo
clonamas a montante ao gene da enzima Luciferase as diferentes construgoes
do promotor de CMV contendo as variagtes do intron A: intron A inteiro
(denominado pGLCMVY), intron A deletado em 200 pb (pGLCMVAZ0D), intron A
deletado em 400 pb (pGLCMVA400) e intron A deletado em S00 pb
(pGLCMVAB00). Em linhas gerais os procedimentos adotados para a obtengao
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desses vetores @ de conhecimento da técnica, tendo sido utilizadas enzimas de
restricio e procedimento padraoe da Tecnologia do DNA Recombinante.

Apds o teste nos vetores derivados do pGL4.14 as construgdes
variantes do promotorintron A foram transferidas para o vetor pMAC
(RUGGIERO, L. A. Clonagem de Anticorpos Recombinantes e Expressao Em
Cultura de Células de Ovario Hamister Chinés (CHO). Dissertagdo de Mesirado
- Universidade de Brasilia, 2002), substituindo a regido promotora deste. Dessa
forma, obteve-se os vetores pMACIA (esquematizado nas Figuras 2 e 3),
pMACIAAZ00, pMACIAA400 e pMACIAABOD, representados respectivamente
por Seq. D N2 1a3.

De forma resumida, os vetores de expressao génica da presente
invengéo sdo constituidos de fragmentos do intron A do gene imediatamente
precoce do citomegalovirus, resultantes das delegbes, associado ao promotor
do mesmo gene de citomegalovirus (CMV), conforme ilustrado na Figura 1.
Mesta figura, os vetores pMACIA (Intron A inteiro), pMACIAAZOO (IntronA
deletado de 200 pb). pMACIAA400 (Intron A deletado de 400 pb) e
pMACIAABOD (Intron A deletado de 600 pb) podem ser utiizados para a
expressio de proteinas heterdlogas em células de mamifero. A regiao
progressivamente deletada nos vetores 4200, 4400 & AS00 & mostrada em
retdngulo pontilhado, o Intron A inteiro ou remanascente é mostrado em preto e
o promotorfintensificador de CMV & mostrado no retAngulo brance. As delegbes
em 600 pb foram obtidas pela digestdo com enzimas de restricao Xem | e
Hind 1ll. As deleches em 400 pb foram obtidas pela digestdo com enzimas de
restricio BspE | e Hind Iil, enquanto que para as delegdes de 200 pb, foram
usadas Xcm | e BspE |

As regibes de delegdo no intron A inteiro em sequéncias de
nuclectidens sd3c mostradas na Figura 3. Mesta figura sdo destacados as
citosinas 4286, 4521 e 4522 e a adenina 4953 representando os limites
excluidos nas estruturas dos vetores pMACIAA200 (de 4286 a 4522),
pMACIAA400 (de 4521 a 4953) e pMACIAABO0 (de 4286 a 4643),
representados respectivamente por Seq.lD N2 1 a 3. A discriminagao das
regides deletadas desses vetores plasmidiais em relagio ao vetor parental
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pPMACIA estd mostrada na Tabela 2. O vetor pMACIA inteiro possui 5446 pb &
o= novos vetores formados se diferem pela exclusdo da regido deletada em
237, 433 e 668 pb, respectivamentea para Seq.|D ME1 a3

Com base no esquema do plasmideo pMACIA apresentado na
Figura 2, pode ser visualizadas partes integrantes do mesmo & presentes nos
vetores construidos (Seq D N° 1 a 3) O pMACIA é oblido de vetores
comerciais contendo parte do genoma de citomegalovirus humano, com a
funcio de dirigic a transcricBo. As regides destacadas em preto, esta
representado o promotor de CMV. Em cinza, o intron A completa, sem
modificactes. O vetor pMACIAAZ00 foi consiruido deletando-se a regido entre
os sitios de restrigdo Xcm | e BspE |, destacados na figura. O vetor
pMACIALAD0 foi construido por meio da eliminagao da regifio entre os sitios de
BspE | e Hind lil, também mostrados na figura. Por fim, o vetor pMACIAAGOD
foi construido com a delecdo da regifo entre os sitios de Xem | e Hind Il
mostrados na figura.

O intensificador (enhancer) do gene de citomegalovirus ou um
fragmento intensificador da expressdo funcional do mesmo também sdo
constituintes dos vetores de interesse.

Mos vetores da presente invengdo sfo clonados genes que
codificam inumeras proteinas  heterdlogas com  interesse comercial,
farmacolégico, bioteenoldgico e indusirial. Dessa forma estes vetores podem
ser utilizados no processo de produgdo de diferentes tipos de proteinas,
principalments em larga escala. Dentre as proteinas heterdlogas de interesse,
ja se encontra em fase de lesle alguns articorpos que séo utilizados como
biofdrmacos em diferentes tratamentos (cancer, rejeicdo a transplantes,
doencas auto-imunes, etc ) e fatores plasmaticos recombinantes jutilizados em
terapias de reposigao para hemofilicos). Além disso, esses vetores podem ser
utilizados para a producdo de horménios protéicos, enzimas, citocinas e outras
proteinas de interesse farmacologico ou mesmo empregadas  como
constituintes de formulagties de meio de cultura para celulas de mamiferos,

incluinde células-tronca.
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TABELA 2

Vetor Regiao deletada | Sequéncia da regido deletada em
plasmidial em relagdo ao | relagio ao pMACIA (regido ausente
: pMACIA nos vetores propostos)
{cod. Seq)

CTATTGLTGACGATAC TTTCLAT TACTAAT CEATAR |
CATBEETETITOCCACAACTATCTCTATTGRCTTAT
pMACIAAZ00 BCCAATACTOTETCOTTCAGAGACTGACACEGALT
(Seq.ID N2 1) 4286 2 4522 | CroTATITITACAGGATGGGGTCCCATTTATTATTT
ACAARTTCACATATACAACAACOCCGTECOCEETER
CCGEAGTTTTTATTAAACATAGCGTGEGATCTECAC
GOGAATCTCOOETACGTGTTCE

B GACATEOOLT LTI TCCEE TAGLGGLGGAT
ETTCCACATECGAGCOCTEGTECCATAOCTCOAG
CEGCTCATEATOCOTORGCAGETCOTTGTCN A
ACAGTGEARGOCAGAC TTABGEACAGCAGAATGED
CACACCACCAGTETECOGIACAADGICGTOGES
pMACIAA400 GTAGOGTATGTETCTEARARTCAGCTCEGAGATTE
(Seq.|D N2 2) 4521 a 4953 GOCTCOCACCETEACGAGATGRAAGACTTAAGGE
AGEGOCACAAGAAGATGLABGCAGCTEAGTTETTE
TATTCTOATAAGAGTCAGAGETAAC TCCOGTTGOGE
TECTETTAACGETGCACBOCABTETAGTCTGAGCA
GTWTWFGWGGGECGCGDCACcM&T&ﬂT
AGCTRACACACTAACACACTGTTCETTTCCATGERTE
TITTCTGCAGTCAA

CTATTGOTEACCATAL T TTCCATTACTAR I GLATASR |
CATGECTCTTTGCCACAACTATCTETATTGECTTAT
GOCAATACTOTETCCTTCAGAGACTGACACGRACT
CTGTATTTTTACAGGATGGGETCCCATT TATTATTT
ACAAATTCACATATACAACAMCGCCGTCODCCGTEE
COGCAGTTTTTATTALMACATAGCGTGGEATCTCCAT
DMHCMEUU GOGAATCTCGOGTACGTETTCCBGACATGEGOTET
4286 a 4953 1CTCOGGTAGLGEOGEAGCTTCCACATCOGAGELE
(Seq.ID N? 3) TEETCCCATGLCTCCAGEGAETCATEETEGETCEE
CAGOTOCTTGCTCCTAACAGTEGABGC CAGACTTAG
GUACAGCACAATGOCCACCADTACCAGTETGLOGOA
CAAGGOCGTEGECEETAGGETATETETCTHAAMATS
AGCTOGEAGATTGGHETOGCACTOTGALGLAGATS
GAAGACTTAAGGCAGOGECAGAAGAAGATOOAGECA
GCTAAGTTGTTGTATTCTGATAAGAGTCAGAGETAAL
TECCGTTGCGETOC TGTTAACGETGRAGGGCAGTGT
AGTCTEACCAGTACTCGTTGCTGUOGCGCGOBLCAL
CAGACATARTAGCTGACAGAC TAACAGACTGTTCCTTT
COATGEETCTTTTCTGCAGTCAA
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Exemplo 2:
Este exemplo se refere a avaliagio da atividade da luciferase

utiizando os elementos promotores-intensificador fintron A gue constam nos
vetares pMACIA (representado nas Figuras 2 e 3), pMACIAAZ00, pMACIAA40D
e pMACIAABOD (representados pelas seqiéncias Seq. ID N 1 a 3) com a
finalidade de comprovar o aumento da expresso génica de proteinas
heterdlogas conforme proposto na presente invengao. Estes novos promotores
foram testados para analise de sua eficiéncia com o gene reparter da enzima
luciferase. Para tanto células em cultura de diferentes linhagens celulares
foram transfectadas pelo método de lipideos catinicos, kit Lipofectamina 2000
{Invitrogen). As linhagens de células ulilizadas e algumas condigbes de cultivo

foram:

- CHO-K1 (ATCC nfCCL-61): linhagem celular derivada de células
epiteliais de ovario de hamster chings (Cricefulus gnseus). As
células foram culiivadas em meio HAM-F12 {Hyclone) contendo sofo
fetal bovino (SFB) a uma concentragao de 10% (wlv).

- COS-7 (ATCC n°CRL-1851): esta linhagem celular & provenients
de células fibroblastoides do fim do macaco verde africano
{Cercopithecus aefhiops). As células foram cultivadas em meio
DMEM (GIBCO) contendo SFB a uma concentrag@o de 10% (viv).

- HepG2 (ATCC n°HB-8065): esta linhagem celular & derivada de um
hepatocarcinoma celular humano. As células foram cultivadas em
meio RPMI-1640 (GIBCO) contendo SFB a uma concentragdo de
10% (viv).

- HEK-293 (ATCC n°CRL-1573): & uma linhagem derivada de cé&lulas
de rim embrienaric humano que contém o genoma do adenovirus
tipo 5. As células foram cultivadas em meio DMEM (GIBCO)
contenda SFB a uma concentracao de 10% (wiv).
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Os resultados de atividade da luciferase depois de 24 horas pos-
transfeccao dos vetores construidos s células de mamiferos acima descritas
estio mostrados na Figura 4 (relativas as construgdes contém o promotor de
CMV com o intron A inteira {Intron A) e construges que contém o intron A
com a delegio de 200 pb (A200), 400 pb (A400) e 600 pb (AB00). Neste ensaio,
verificou-se o aumento da atividade da enzima nas construcbes contendo ©
promotor com intron deletado, sendo gue este aumento variou dependando da
linhagerm de células testadas (Figura 4). Mos graficos, observa-se gue a
construgdo com a delegdo de 200 pb no promotor de CMY do vetor
{Seq 1D N2 1) contendo o gene reporter da luciferase teve a melhor atividade da
enzima, Dentre as outras consirugdes destaca-se ainda aquela onde 600 pb
foram deletados (AB00), um elemento promotor/intron A minimo, de tamanhe
reduzido (Seq.ID N? 3) gue, quando transfectada nas diferentes linhagens
celulares, consegue manter os niveis da atividade enzimatica em niveis
compativeis com a construgdo selvagem, isto &, contendo o Intron A inteiro,

Foi observado gue os vetores construidos por fragmentos do intren
A do promotor de CMV foram capazes de melhorar os niveis de expressao da
enzima luciferase e de proteinas de interesse em diferentes tipos de células de
mamifero, preferéncialmente a representada pela Seq. D W% 1.

Exemplo 3:
Este exemplo se refere a avaliago dos niveis de transcrito do gene da

luciferase quando expresso sob controle dos glemsntos promotoresfintron A
gue constam nos vetores pMACIA (usado como controle), pMACIAAZODD,
pMACIAA400 e pMACIAABOD (representados pelas seqiéncias Seq. 1D N? 1
a 3) com a finalidade de comprovar o aumento da expressio génica conforme
proposto na presente invengdo. Estes promotores foram testados para analise
de sua eficiéncia com o gene reporter da enzima |uciferase. Os resultados
foram mostrados na Figura 5. Neste ensaio, verificou-se o aumento dos niveis
de transcrito nas construgdes contendo o promotor com intran deletado, em
especial daquela deletada de 200 pb (Seq.lD N° 1), Em algums casos foram
abservados aumentos de expressao da proteina de interesse da ordem de 600
a 6000 vezes quando comparados ao CMV sem intron, como & o caso de
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COS- 7 e Hek 293, Também foi evidenciada em termos de atividade na
producdo de proteina heterdioga a construgao contendo o Intron A com uma
delecio de cerca de 600 pb, um elemento  promator/intron A minimo
(Seq 1D N2 3), de tamanhe reduzido mantem os niveis de transcritos em niveis
compativeis com a construgao selvagem, isto e, contendo o Intron A inteire.

As modificagbes no intron A do promotor de CMV propostas nos
vetores da presente invencdo foram capazes de melhorar os niveis de
expresséo do gene da enzima luciferase ou de pelo menos manter esses niveis
em valores condizentes com acqueles esperados para a expressdo de genes de
proteinas de interesse em diferentes tipos de celulas de mamifero.

Estes resultados comprovam o aumento do nivel de expressao de
proteinas heterdlogas em células de mamiferos e, conseglentemente, o
aumento da produgho dessas proteinas no meio de cultura que S0
recuperadas posteriormente por metodos de separagio conhecidos da tecnica
(isolamento da profeina a partir da célula hospedeira ou do sobrenadante da
cultura dessas células). A eficiéncia na obtencao das proteinas de interesse
através das modificaches de células de mamiferos propiciadas pela introdugdn
dos vetores da presente invengdo, principalmente o pMACIAAZOD e
pMACIAABOD, representados por Seq. ID N% 1 e 3, respectivamente, depende
de uma etapa de transfecpfo estavel ou lransiente para uma célula de
mamifero hospedeira, dependendo tambem de outros fatores ligados ao cultivo
de células de mamiferos. O meio de cultura deve ser rico em nutrientes, pela
inclusdo de aminoacidos, vitaminas, fatores de crescimento e outros aditivos
conhecidos da técnica. Normalmente € empregado um diluente especifico,
correspondendo a um meio basico para a manutengdo minima da viabilidade
celular, como por exemplo, o DMEM, RPMI-1640 disponibilizados pelo
comércio, complementados com soro usado para promover a proliferagio
celular tais como o SFB, largamente empregado em meios de cullura,
adicionados com outros aditivos tais como compostos anti-oxidantzs,
antibidticos, sais inorganicos e solugbes tampaoc para controlar o pH.
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- Detalhamento dos procedimentos experimentais realizados nos
Exemplos 2e 3

Ds ensaios foram realizados em um Lumindmetro TD - 20020,
Turner Designs, com tempo de atraso de pre-leitura ipremeasurement delay)
de 5 segundos e tempo de leitura (measurement) de 30 segundos, Todos os
gnsaios foram feitos com friplicatas de cada amostra, em placas de transfeccao
de 24 pogos, & cada ensaio foi repetido pelo menos trés vezes.

Este kit permite a leitura simultdnea da atvidade de 2 luciferases
distintas, a luciferase de vaga-lume (V) e a luciferase de Renilia (R). O valor da
atividade apresentada pela primeira enzima & dividido pelo valor da atividade
da segunda enzima, que funciena coma um confrole para minimizar diferengas
na eficiéncia de transfeccdo. Assim, os dados apresentados nos graficos
indicam a razdo entre a atividade de V/R.

Apos a abertura do kit, o tampéo Luciferase Assay Buffer {tampéo de
ensaio da luciferase) foi utilizade para ressuspender o Luciferase Assay
Substrate, sendo que este reagente foi utilizado como substrato da luciferase
de vaga-lume. A este reagente deu-se o nome de LAR II, e este foi aliquotado
em tubos de 1.5mL e estocado a baixas temperaturas, - B0°C. O tampao Stop
and Glo Buffer também foi aliquotado em tubos de 1,5mL & estocado a - 20°C.
0 subtrato Stop and Glo Substrate 50X foi diluido no tampado para a
concentracdo 1X somente na hora do uso, pois esse reagente & muito sensivel
a degradagdo. Esse reagente, apds a diluicao, foi utilizado como substrato para
a luciferase de Renilla. Durante os ensaios, os substratos sdo mantidos no
gelo.

A luciferase de vaga-lume encontra-se nos vetores em que foram
clonados os novos elementos promotores a serem testados, derivados do
pGL4 14 (vetor comercial da Promega). A luciferase de Renilla esta no velor
comercial da Promega pGL4.73, que é co-fransfectado com os vetores a serem
lestados a fim de se estabelecer uma relagao entre as atividades, pela
normalizagao dos resultados,

Os plasmidios contendo o gene reparter da luciferase de vaga-lume
foram co-ransfectados na proporgdo 10:1 com o plasmidio pGL.73, que

129



15

20

25

30

19/23

contém o gene reporter da luciferase de Renila. Com isso, a glividade da
luciferase de vaga-lume das construgbes lestadas & normalizada de uma forma
mais facil, visto que a leitura da atividade das duas luciferases pode ser feita
sequencialmente e tambem no mesmo tubo, utilizando o kit comercial Dual
Luciferase Assay System (Promega).

Cada construgao fol transfectada em triplicata, sendo gue cada pogo
transfectado fornece uma leitura da atividade da luciferase de vaga-lume & de
Renilla. Com isso, havera trés leituras para cada construcio testada. Os
valores abtidos na leitura da atividade da luciferase de vaga-lume sao divididos
pelos valores obtidos na leitura da atividade da luciferase de Renilla, obtendo-
se uma relagio VIR, Dos trés valores verificados para cada construgdo testada
& feita uma média aritmética e o desvio-padras para essa média. Os valores
obtidos sao plotados em um grafico comparando a eficiéncia de cada
construgdo, Cada experimento foi repetido como descrito acima pelo mMenos
trés vezes. O programa utilizado para as analises estatisticas dos dados
provenientes dos ensaios de atividade da luciferase foi o Minitab versao 14.0
O valores foram avaliados por meio de testes de ANOWVA,

Alem da medida de atividade enzimatica, a capacidade de aurnentar
a sintese de mRNAs também foi medida para esses novos elementos. A
téenica utilizada foi a de PCR em tempo real ou PCR quantitativo (gPCR).
Estes experimentos visam verificar os niveis de expressac do mRNA de
luciferase das construgbes transfectadas em CHO-K1 para avaliar se a
quantidade dos transcritos corresponde a atividade da luciferase ohservada
nos ensaios. Nesse sentido uma preparagac total de RMA das células CHO-K1
transfectadas com as diferentes ponstughes de pGL 414 contendo oS
elementos Intrond selvagem, IntronAAZ00, IntronAL400 & IntronAAGD0, foi
realizada 24 e 48 horas apds a transfeccdo. A extracao foi feita utilizando ©
reagente TRIzol (Invitrogen) seguindo instiugoes do fahricante. Em seguida foi
realizada a sintese do DNA complementar utilizando os RNAs tratados com a
DNAsze RMAse free foram utilizados como molde para a reagdo. O
procedimento consistiu de sintese da fita de cDNA ufilizando-se 2ypg de RNA
total tratado com DMNAse (Invitrogen) de acordo com as intrugbes do fabricante.
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0 cDMA sintetizado era entdo utilizado para amplificaggo por gPCR. Para isso,
a maguina cuja reagao foi preparada foi a 7500 Fast Real-Time PCR System,
da Applied Biosystems. O programa utilizado para a leitura da corrida foi o
7500 Fast Systern SDS Software, versdo 1.3.1. Foi feita uma reagao da gFCR
relativa, ou seja, o valor oblido correspondente aos niveis de mRNA da
amostra serd comparado relativamente ao valor dos niveis de mRNA de um
controle. Neste caso, foi feita uma comparagio entre os valores dos niveis de
mRNA de luciferase de vagal-me (targef) e de Renilla (endogenous). Foi feita
também uma reacdo com GAPDH, para verificar se a amplificagao das
amostras foi homogénea, mas os valores dos niveis de mRNA de GAPDH nao
foram utilizados para os calculos.

Para o experimento de PCR, utilizou-se o kit Flatinum SYBR Green
gPCR SuperMix-UDG (2X), da Invitrogen. Esse kit contém a enzima Tag, o
corante SYBR Green, a mistura de dNTP, e a enzima UDP, gue impede a
reamplificacdo  de franscritos durante os ciclos da reagao formnecida
constituintes do kit. Este experimento foi realizado em placas especificas de a6
pogos, delimitando reagdo padrdo em placa previamente selada, conduzida
dentro de fluxo laminar, contendo a seguinte proporgio entre os reagentes
(volumes adicionados): 5 pL de SYBR Green Mix 2X; 0.2 uL de Primer 1
(10 mM); 0,2 pL de Primer 2 (10 mM); 2 pL de cDNA (diluido 1:50); 2.6 pL de
H.0 MiliQ; apresentande um volume final de10 pL.

Apos a pipetagem dessa mistura reacional foi ajustado o padrao de
ciclagem da PCR no programa 7500 Fast System SDS Software, submetidos
segiencialmente aos estagios 1 e 2, descritos na Tabela 3. O estagio 2 foi
repetido 40 vezes.

Apds o ensaio de PCR, foi feito um experimento para obten¢ao da
curva de dissociagdo dos iniciadores utilizados, na oblengdo de parametros
importantes na avaliaglo da reacao de transfeccdo, indicando se eles formam
dimeros ou também se amplificam um st produto de PCR. Os parametros de
ciclagem para esta curva s3o: 1) 95°C =135 segundos; 2) 60°C =1 hora; e
3) 95°C — 15 segundos. Em seguida, os dados brutos foram obfidos e
analisados por meio de uma ferramenta existente no proprio programa,
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denominada Relative Quantification Study. Mesta ferramenta, os valores
correspondentes as amostras-alvo sdo divididos pelo valor de uma amaostra
escolhida pelo usudrie, o calibrador. Esta ferramenta fomece os valores de
ACH, AACH, 280 g 242°,

TABELA 3
ESTAGIO 1 ESTAGIO 2
Ativagao/lnativagao da Ciclagem
enzima UDP Temperatura ("C}
Temperatura (*C) Tempo (s)

Tempo (s)
50 ) 120 | 95 3
85 300 | 60 30 |
95 20

A analise de quantificagdes relativas pode ser feita por meio do
Método da Curva Relativa Padrio ou pelo Método Comparativo de Ct (AACH).
O primeiro método requer que cada placa de reagio tenha uma curva-padrao,
o que demanda maier gasto de reagentes, visto que devem ser feitas varas
diluigies seriadas das amostras. O segundo método, utilizado na presente
invengdo, ndo requer essa curva-padrao, havendo menor gasto de reagentes,
Entretanto, para a utilizagao deste método, deve-se estabelecer se a eficiéncia
da reagao de PCR entre a amostra-alvo e a controle e equivalente (Equagbes
1 e 2); em sequida utiliza-se a formula aritmética dada pela Equagéo 3.

A determinagao do AACt depends do calculo de Ct, que & o ciclo
ohde a linha de base se intercepta com a cuiva de reagad, denominado
Threshold Cicle, ou Ciclo de Limiar, O valor de Ct & fornecido pela ferramenta
de anlise do programa. O valor de ACt é dado pela Equagao 1 Utilizando os
valores de ACt, o célculo de AACt, é dado pela Equagao 2. Finalmente, AACt &
submetido & farmula aritmética (3) e os resultados obtidos sao mostrados na
Figura 5.
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ACt = Ct amostra-alvo — Ct amostra controle (1)
AACt = ACt amostra-alve — ACt amostra controle {2)
28 (3)

O método de determinagao de AACt (Equagbes 1 a 3) usado &
descrito na literatura (BUBNER, B.. GASE, K. Baldwin, lan T. Two-fold
differences are the detection limit for determining transgene copy numbers in
plants by real-time PCR. BMC Biotechnology, 4:14, 2004).

A guantficacio dos produtes da PCR em tempo real (QPCR) &
baseada na descricio do aumento em escala exponencial do numero de
moléculas amplificadas (Equagdo 4).

Xn =Xo x (1+E)n ()

Onde Xn & o nimero de moléculas-alvo apds n ciclos, Xo & o nimearo inicial
da molgculas-alve, n & o nimero de ciclos e E é a eficiéncia da reagio, que
deve ser de préxima a 100% para que este método seja utilizado. O valor de E
proximo a 1 indica que o ndmerno de moléculas dobra a cada ciclo.

Apesar do valor de Xn ser fisicamente mensurado por florescéncia,
uma maguina de PCR em tempo real apenas fornece o valor de Ct. Este valor
representa o numers do ciclo C o gual o produlo de FCR dispara um
determinado valor de florescéncia (threshold). Baixos valores de Ct indicam
que ha uma grande guantidade do produto alvo, enquanto altos valores de Ct
indicarm o oposto.

Como em reactes com eficiéncia proxima a 100% {E~1) a
quantidade de produto dobra a cada ciclo, a relagao abaixo pode ser aplicada:

2 x Xo=Ct-1 (5)

Conseguentemente, s o nimero inicial de moléculas alvo Xo dobra,
o valor de florescéncia cruzara a linha "threshold” um ciclo anterior. Para
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nomalizar o valor obtido no gene alvo, deve ser ulilizado um gene de
referéncia, cujo valor de Ct serd diminuido do valor da amostra alve, conforme
indicado na Equagao 2.

0 walor ACt de uma amostra alvo deve posterormente  ser
nommalizade com o valor ACt de um calibrador, que & a amostra nao-tratada.
No caso deste trabalho, o gene normalizader & o da luciferase de Renilla, & o
calibrador & o valor de ACt do promotor sem intron, visto que o efeito que se
dezeja analisar & justamente o do intron 4. Assim, se tem a relacio dada pela
Equagédo 1.

Por fim. a razao entre o numero inicial de moléculas alvo (Xa) pelo
niimero de meléculas do calibrador (Xc), que & o valor final normalizado a ser

apresentado nos graficos, pode ser representado pela Equagao 6
KalXc = (1+E)20% (6)

Considerando a reacio com eficiéncia de 100%, o valor E serd igual

a 1 e a equacao a ser utilizada ficaria:
Xaf¥c = 27 (7

Para confirmar se a eficiéncia da reaglo esta em tomo de 100%,
deve ser feita uma diluicio seriada da amostra alvo. 05 valorss de Ct serao
eotados em um grafico contra o logaritma das diluigdes. A reta obtida deve ter
inclinagdo proxima a da linha de tendéncia.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS BIOLOGICAS

1) Informagdes gerais do Pedido de Patente

(i) Dados do Requerente:

a) Nome: Fundagdo Universidade de Brasilia

b) Enderego: Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa Norte, Faculdade de
Tecnologia, Madulo AT-05, Caixa Postal 04387 CEF: 70919-970, Brasilia — DF.
{ii) Titulo da invengdo: VETORES DE EXPRESSAD DE GENES
HETEROLOGOS EM CELULAS DE MAMIFEROS"

{iii) NGmero de sequéncias constantes do pedido: 3 (trés)

(iv) Fermato para leitura no computador: Microsoft Word, Windows XP;
computador tipo PC.

2) Informagbes gerals das sequéncias

Descrigio da sequéncia: Seq. ID N* 1
a) Tamanho da sequéncia: 5209 pares de base

b)Tipa da sequéncia: DNA

c) topologia: DNA circular

d) nome: pMACIAAZ00

g) fonte original da molécula: vetores comerciais, genoma de citormegalovirus

humano.

Descricao da Sequéncia

TATACTGAGT CGTATTACAA TTCACTGGCC GTCGTTTTAC ARCGTOGTGA CTGEGERARME 60
COTGECCTTA COCAACTTAR TCOBCCTTGOA GCACATOCCC CTTTCGLCRG CTGEOGTRAT 120
AGCGARGAGE CCCCOACCGR TCGCCCTTIOC CARCAGTTGD GUAGLCTGRA THGCGARTEE  1BD
ACECGOCOTS TASCGGOGCE TTAAGCGOGE CGGGTGTECT GLTTACGCGL BGCGTERCCG 240
STRCACTTES CAGOGCCCTA GUGOCCGCTC CTTTOGETTT CTTCCCTTCE TTTCTOGCCA 300
COTTOGOOGE CTTTCCCCGT CAMGCTCTAS ATCGEGEGCT COCTTTRGGE TTCCGATTTA 360
GAGCTTTACG GCACCTCGAC CGCRARARAC TTGATTTGRS TEATGGTICA CGTAGTEGEC 420
CATCGCCCTG ATAGACGSTT TTTCGCCOCTT JCGACGTTOGR GTCCRCGTTC TTTRATAGTG 180
GACTCTTGTT CORAACTGGA ACARCACTCA ACCCTATOTC GGTCTATTCT TTTGATTTAT 540
ALGEGRTTTT GOCGATTTOG GOCTATTGGT TRARARATGR SOTGATTTAR CHRAATATTTR 60D
ACGCGAATTT TARCAARATA TTAACGTTTA CARTTTCGIC TGATGOGGTA TTTICTCCTT 660
ACGEATCTET GOGGTATITC ACACCGECATA CAGGTGEUAC TTTTOGGGGA RATGTGOGCGE  T20
CAACCCCTAT TTGTTTATTT TTCTAAATAC ATTCAARTAT GTATCCEOTC ATGAGACRAT TEO
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ARCCCTGATA
GTETCGRCCT
CGCTEETEAN
TEGATCTCAR
TGRAGCACTTT
AGCAMCTCGE
CAGRMRMGIA
TEARGTGATAR
CCeCTTTTTT
TGAATGRAGT
COTTGOGCRA
ACTGGATGER
GETTTATTGC
TGEGEOCRER
CTATGEATER
BACTGTCRAGR
TTRAARGEAT
AGTTTTCGTT
CTTTTTTTCT
TTTGTTTGCC
COCAGATACC
CTGTAGCRCC
GCGATRRGTC
GGTCGGGCTE
BACTGRGATR
CEGACRGGTR
GGLEGERANCGT
GATTTTTGTG
TTTTACGGTT
CTGATTCTGT
GAACGRCCGH
CGOCTCTCCC
GGADAGCGGEE
AGGCTTTACR
TTCACRCAGG
TACTCRAGCT
CECEATAGTG
BTGGCATATT
AARRGTGATT
TGECGATAGA
ATATRGGTGA
TGEECCRATGE
TGGTTATATA
TAMRTATGTAC
GACTARGTTAT
CCGCGTTACHE

AATGCTTCAR
TATTCCCTTT
MGTAABRGAT
CAGCGGTRRG
TARRGTTCTE
TCGCCEERLGE
TCTTACGGAT
CRCTGCGECC
GUACARACATS
CATRCCAAAC
ACTATTARCT
GGCGEATARD
TGATARATCT
TEGTAAGCCC
ACGRARTAGHA
CCARGTTTAC
CTAGGTGAAG
CCACTGAGLG
GUGCETRATC
GGATCRAGRG
AAATRCTGTC
GOCTRCATAC
GTGTCTTACC
RACCEGEGLET
COTRCRECGET
TOCEETARGT
CTGGTATCTT
ATGLTCGTCA
CCTGGCCTTT
GEATRACCET
GLECAGCGAG
CEOGUGTTGE
CRGTERGEGE
CTTTATECTT
PARCAGCTAT
ATGCATCCAR
GTETTTATCG
GARAATETCS
TTTGEGECATR
CGRCTTTGGED
CAGACGRTAT
ATATCZGRATCT
GCATARATCA
ATTTATATTS
TAATRETART
TRACTTACGE

TEATATTCAR
TTTECEECAT
GCTGAAGATC
ATCCTTGAGA
CTATGTCATA
CGGTATTCTC
GORCATGACRG
ARCTTRETTC
GGGGATCATG
GACGRGLGTE
GGCEARCTAC
GTTGCAGGAC
GGRGCCGETG
TCCCGTATCG
CAGATCELTS
TCATATATRC
ATCCTTTTTG
TCAGRCCCCG
TELTGCTTEC
CTACCARCTC
CTTCTAGTGT
CTCGCTCTGE
CEGETTGEACT
TCETGCRCAD
GAGCTATGAG
GECRGGETCG
TATRGTCCTG
GEGGEECGEA
TGECTGECCTT
ATTRACCGCCT
TCAGTERGCG
CCGATTCATT
MAACGCRATTR
CCEGCTCGTA
GACCATGATT
ACGCGTTTTG
COGATRGRGR
CCGATGTGEAG
CGOGATATCT
GACTTGGEGCG
GRGGCTATAT
ATACATTGAR
ATATTGECTR
GCTCATETCC
CAATTRACGGEE
TARATGGCCC
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ARAGGRAGRG
TTTGCCTTOC
AGTTGGETGE
GTTTTCGCCC
CACTATTATC
AGRATGRCTT
TAAGAGAATT
TGACARCEAT
TRACTCGOCT
RCRCCROGAT
TTACTCTRGE
CACTTCTGCG
AGOGTGEGTC
TRGTTATCTA
AGATAGGTGC
TTTAGATTGA
ATARTCTCAT
TAGRALRCERT
BARCAAAAAN
TTTTTCOGARA
AGCCGTAGTT
TRATCCTGTT
CRAGRCGRTH
AGCCCAGCTT
RARGEGCCRC
GARCAGGAGA
TCRGEGETTTCG
GCCTATOGAA
TTGCTCRCAT
TTGAGTEAGE
AGGAMGCGGA
RATGCRGUTG
ATGTGAGTTA
TGTTGTGTEG
RCGOCRAGET
AGRTTTCTGET
TGGCGATATT
TTTCTETGETA
GGOGATACGE
ATTCTGTGTGS
CEUCGATRGA
TCRAATRATTEG
TTGECCATTG
ARATATGACCE
GTCATTRGTT
GCCTCGTGAC

TATGRGTATT
TGTTTTTGET
ACGAGTGEGET
CGARGRAROGT
CCGTATTGAC
GETTGAGTAC
ATGCAGTGCT
CEGRGERCCE
TGATCETTGE
GCOTETRECH
TTCOCGECARR
CTCGGEOCCTT
TCGCGETATE
CACGROGEGE
CTCACTGARTT
TTTAARACTT
GRCCARRRTC
CAARGGATCT
ACCRACCGOTA
GGETARCTGEE
MGGCCACCAC
BCCAGTGEOT
GTTACCGGAT
GGRGCGRACG
GLTTOCCGRAA
GOGCACGAGSE
CCACCTCTGA
AAACGOCRGE
GTTCTTTCCT
TEATACCGOT
AGRGCGCCCA
GCRACGACAGE
GCTCACTCAT
RATTGTGAGT
ATTTAGETGA
CECCGRCTAN
GGARATCGAT
MCTGATATCG
CTTATATCGT
TCGCARARTAT
GEUGACATEA
CARATTAGTCA
CATRCGTTGT
CCATGTTGAC
CATAGCCCAT
CGOCCARACER

CRACATTTCC
CACCCAGAIA
TRCATCGARC
TTTCCAATGA
GCCGHGLMAG
TCRCCAGTOM
GOCATARCCR
ARGERECTRD
GRACCGEAGE
ATGCCRACER
CAARTTAATAG
COGGCTEEET
ATTGCRECAC
RGTCAGECAR
RAGCATTGET
CATTTTTARAT
COTTARCETG
TCTTGRGATC
CCAGCGGETEE
TTCRGCRGRE
TTCARGRARCT
GCTGECCAGTG
ARGGCGCAGC
ACCTACACCG
GEGRGAAAGG
GREGCTTOCAL
CTTGAGDETE
ARCGCGGECCT
GCGTTATCCC
CGCCGCAGCT
ATACGCARAC
TTTCCCGRCT
TREGECACCCC
GGRATAACAAT
CRCTRTRGAR
ATTCATETCG
ATTTGARALT
CCATTTTTCC
TTACGGGERER
CECRCTTTCG
KRGCTGGCACH
TATTAGTCAT
ATCTRTATCA
ATTGATTATT
ATATGEERCTT
CCCCOGOOCA

640

200

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
szl
1680
1740
1800
1360
14920
1980
2040
2100
2160
22Z0
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
ZBEZ0
2830
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
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TTGARCGTCAR
CARTEGGETGE
CCORAGTCCGE
GTRCATGACT
TACCATGGETG
GGGATTTCCA
BCGGGACTTT
TGTACGGTGE
RCGCCATCCR
COGEGRRACGE
TAGACTCTAT
CCTATACACT
TTRTTGRCCA
CACATCCGAR
COTRRCRETE
CAMGECCETE
GACGCRERTG
TTCTGRTRAG
GTCTGRGOAG
AGACTGTTCC
GGCRAGGECE
BB TGCAGTGA
CARTTARTARGE
TCAGGHGGAG
GATTATGATC
RGCTCCCGEA
RGEECGECGTE
RGEOEGCCCA

TAATGACGTH
AGTATTTACG
CCCCCTATTG
TTROGGGACT
ATGUGGTTTT
RGTCTCCRCEC
CCAPAATGTC
GAGGTCTATA
CGCTETTITG
TGCATTEGRAR
AGGCACRCCE
COCGCTCCTT
TTATTGRCCA
COCTEETOCC
GRGGCCAGRC
GCGGETAGGET
GRAGRCTTAR
MGTCRGRGET
TACTCGTTGE
TTTCCATGGG
GATOCAGRCR
AARARATECT
TGECARTRARC
GTGGGEGEAGET
CGGCTGCCTC
GRCGGTCACR
RGCGEGTGTT
TEECHEGEEDGEE

TEITCCCATR
GTRARCTLOC
ACGTCARTGR
TTCCTACTTG
GGCAGTRCAC
COATTGARCGET
GTAATRRCCC
TAAGCRGRGT
RCCTCCATRG
COCEEATTCC
CTTTGECTCT
ATGCTRTAGS
CTCCCGGACR
ATGECCTCCAG
TTREECACAG
ATGTETCTGA
GGCRGECGGTR
RACTCCOGTT
TEOCGCHOGED
TCTITTCTGE
TGATRAGATR
TTRTTTGTGA
FAGTTAARCAR
TITTTARAGS
GCGCGTTTOR
GCTTGTCTGET
GGOGGGTGTE
GRGCATGOGA

Eied

GTRACGCCAR
CRCTTGGCAG
COGETRARTGE
GCAGTACATC
CAATGGGCET
CAATGGGRET
CGLOCCCGTTE
TCGTTTAGTG
AAGHRCACCGEE
COGTECCARG
TATGCATGCT
TGATEGTATA
TGEECTCTTE
CGGCTCATGE
CRCRRTGOCC
RARTGAGCTC
GRAGARGATG
GOEETGCTET
GCCRCCRGRT
AGTCARAGCTT
CATTGATGAG
RATTTETGAT
CRACRRTTGEE
ARGTARRRCC
GTEATGACEES
ARGCGEATGC
GGGGCGERGE
COTCGGEECTC

Descrigdo da sequéncia: Seq. ID N2 2
a} Tamanho da seguéncia : 5013 pares de base

b}Tipo da sequéncia: DNA
¢) topologia: DNA circular
d) nome: pMAC1AA400

e) fonte original da molécula: vetores comerciais, genoma de citomegalovirus

humano.

TAGGEGACTIT
TRCATCARGT
CooEECTGGEE
THECGTATTAG
GGATAGCGEET
TTGTTTTEEC
ACGCARATGS
BACCGTCRER
GROCGATCCA
RGTGROGTRA
ATACTGTTTT
GCTTRGCCTA
TCOGGETAGLG
TCECTCGGCR
ACCRCCACCR
GEAGATTGGESE
CRGGOAGITE
TARCGGTEER
ATAATRAGCTG
GCTAGCGGRD
TTTGEGACARA
GCTATTGCTT
ATTCATTTTA
TCTRCEBAATS
TGARARCCTC
COGGAGCRGR
CATGAGGTCE
ARTTLECCC

Descricio da Sequéncia

TRTAGTGAGT CGTATTACRA TTCRCTGGCC GTCETTTTAS
COTGGOETTA COCBACTTAAR TEGCCTTECA GLACATCCOC
AGCGARGAGS COCGCACCGA TCSCCCTTOC CARCAGTTGC

MAACGTOGTGA
CTTTCGLCAG
GCAGCCTERM

CCATTGACGT
GTATCATATG
ATTATGCOCA
TCATCGCTAT
TTGACTCRCG
ACCRARATCR
GCGETAGGCG
TCGCCTEERS
GUCTCOGLER
GTROCGCCTA
TEECITOGGGE
TREETETGGEG
GOEGERECTTC
GCTCCTTGCT
GTGTGCCGCA
CTCGCRCCET
BGTTGTTGTA
GGGECAGTGTA
RCAGRCTAMC
GCTCGAGGCOT
CCACRRCTARG
TATTTGTARDT
TGETTTCRGGT
TGETATEECT
TGRCRCATGE
CRAGOCOGETC
ATCGACCTEC

CTEEGEAARRT
CTEGCGTART
TGECGARTGE

3E00
3660
3720
37RO
840
3300
3580
4020
4080
4140
4200
4260
4320
1380
1940
4500
4560
4620
4680
4740
1800
1B60
4920
4960
5040
5100
5160
5209

&0
120
180
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ACGOGOCCTG
CTARCACTTGC
COTTCGOCEGE
GRGCTTTACG
CATCECCCTS
GRCTCTTGTT
AAGGGRTTTT
ACGCGAATTT
RCGCATCTGT
GAACCCCTAT
MACCCTCATR
GTETCGLOCT
CGCTGETGRA
TGGEHTCTCAR
TGRECRCTTT
AGCARCTCGE
CAGAMRRGTA
TGAGTGATAR
CCECTTTTTT
TEAATGARGE
COTTGEOGCAR
ACTGGATGGA
GGTTTATTGC
TGGEGECCRGA
CTATGGATGR
RACTGTCAGR
TTARBAGGEAT
AGTTTTCGTT
CTTTETTTCT
TTTGEITGCC
CECAGATRCC
CTGETAGCACC
GCGATARGTC
GRTCGGGECTG
AMCTGAGATA
CGGACAGGTR
GGEGARACEE
GATTTTIGETG
TTTTRCGGTT
CTGATTCTGT
GRACGRCCGR
CGECCTCTOCC
GGAARECEGE
AEGCTTTACA
TTCACACRGG
TACTCARGCT

TAGCGGCGECA
CAGCGOCCTA
CTTTOOCCGT
GCACCTCGAC
ATAGACGSTT
CCARRCTGER
GCCGATTTCG
TAACERRATR
GCGGTATTTE
TTGTTTATTT
AMLTGCTTCRA
TATTCCCTET
AGTARRAGRT
CAGLGETARG
TARAGTTCTG
TOGCCGEECE
TCTTRCGGAT
CACTGCGEIC0
GCRCRACATG
CATARCCARAAC
ARCTATTAACT
GGCGGATARR
TGATARATCT
TGETRAGOTT
RCGAARTAGR
CCRMGTTTAC
CTAGGTGARG
CCACTGRGCS
GCGCETRATC
GGATCARGAG
ARATACTGTC
GCCTRCATRC
GTGTCTTACC
ARCGEGEGET
CCTACRGCET
TCOGETRAGC
CTGETATCTT
ATGCTCGTCA
CCTGEECCTTT
GGATRACCGET
GLECAGLGRG
CGoGEGTTEG
CAGTERGOGC
CTTTATGCTT
ARRCAGCTAT
ATGCATCCAA

TTRAGCECGH
GCGOCCGECTC
CRAGCTCTAR
COCAARAA RS
TTTCGCCCTT
ACARCRCTCR
GCCTATTGGET
TTRACGTTTA
ACRCCGCATA
TTCTARBATAC
TARATATTEAR
TTTGCGEGEOAT
GCTGARGATC
ATCCTTGRGA
CTATGTCATA
CGETATTOTC
GOCATGACAG
RRCTTACTTC
GGGGATCATS
GROGRGCGTS
GECGARCTAC
GTTGECRAGGAC
GEAGCOGLTG
TCCCGETATCS
CRGATCGCTG
TCATATATAC
ATCCTTTTTG
TCAGRCCOCGE
TGCTECTTGE
CTRCCARCTC
CTTCTRAGTGET
CTCGECTCTGE
GGGETTEERCT
TCETGERCAC
GAGCTATEAG
GGCAGGETCE
TRTAGTCCTG
GEEEEECGER
TECTGECCTT
ATTRCCGCCT
TCAGTGERECG
CCGATTCATT
BROGCAATTA
COGGCTCOGTR
GACCATGATT
ACGCGTTITTS

COGETETEET
CTTTCGETETT
ATCEGEEECT
TTGATTTEGEE
TGACGTTGGR
ACCCTATCTC
TRAAAMATGA
CAATTTCGCC
CAGGTEECRC
ATTCARATAT
BAAGEARGRG
TTTGCCTTOS
AGTTGGGTGE
GTTTTCGO0C
CACTATTATC
AGAATGACTT
TARMGREGAATT
TEGACAACGAT
TARCTOGICT
ACACCACGAT
TTACTCTAGC
CRCTTCTGCG
AGCGTOGGETE
TAGTTATCTA
AGATRGGTEC
TITAGATTGR
ATAARTCTCAT
TAGRAAAGAET
ARACRRAARE
TTTTTCOGAR
AGCOGTACTT
TRATCCTETT
CAAGRCGATH
RGCCCRGCTT
ARARGCGOCAC
GARCASCAGA
TCGGETTTOS
GCCTATCGRA
TTGCTCRCAT
TTGRGTERGE
BGGEARGCGGA
AATCECAGCTG
ATGTGAGTTA
TETTGTETEE
BOGCCRRBGCT
RGATTTCTGT

GGTTRCGCGC
CTTCCCTTCC
COCTTTAGEE
TGATGGTTCA
GTCCROGTTC
GGTCTATTCT
GCTGRTTTAA
TERTGCGGTA
TTTTCGEEER
GTATCCGITC
TATGAGTATT
TGTTTTTGCT
ACGAGTGGGT
CGARGARCGT
COCGTATTGAC
GETTGAGTAC
ATGCAGTECT
COGRAGGERACCG
TEATCOTTGE
GCCTGTRECH
TTCCCEEEAR
CTCEECCCTT
TCGECGGETATC
CACGACGGGEE
CTCACTGATT
TTTRRARCTT
GRCCAARMTC
CRARGGATCT
ACCACCGCTA
GETARCTGEC
AGGCCRCCAL
ACCRGTGGEET
GTTACCGEAT
GEAGOGRACG
GCTTCCCGAR
GOGCRCGREGE
CCRCCTCTGR
ABRCGOCRGE
GITCTTICCT
TGATACCGCT
AGRGCGCCCA
GOACGACREGE
GCTCRETCAT
BATTGTGAGC
ATTTAGGTGA
COCCGRCTAR

AGCGTGRICG
TTTCTCECCA
TTCCEATTTA
CGTAGTEEEE
TTTARTAGTG
TTTGATTTAT
CARATATTTA
TTTTCTOCTT
AATETEOECE
ATGAGRCART
CRACARTTTCC
CACCCAGARAR
TACATCGRAC
TTTCCARTGA
GOCEGECARG
TCACCAGTCR
GLCATAACCA
ARGGAGCTAR
GARCOGGREC
ATGCCARCAR
CAATTARTRAG
COGGCTGGCT
ATTGCAGCRC
MGTCAGGCAR
RAGCATTGET
CATTTTTRAT
CCTTRAACETG
TCTTGRGATC
COAGCGEETGE
TTCRAGTMNGAG
TTCAREARCT
GOTEOCRETE
ARAGGCECAGT
ACCTACACCSE
GEGAGRARGE
GAGCTTCCRG
CTTGRGCETE
RACGOGEECICT
GOGTTATCCC
CECCGCAGCT
LTACGCARRAC
TTTCCCGACT
TRGEIACCEE
GGATARCARAT
CACTATAGRR
RTTCATETCG

240
ano
360
4EQ
180
540
&0n
(106
720
T80
Ed4D
500
960

1020

1080

1140

Lz00

1260

1320

1340

1440

1500

1560

1620

1680

1740

18300

1ERD

1920

1980

2040

2100

2160

2220

22B0

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

7940
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CGCGATRGTE
ATGGCATATT
AAAAGTGATT
TEECGATAGA
ATATRGGETGR
TGEECCRATHE
TGGTTATATA
TRATATGTAC
GRCTAGTTAT
COGCGTTACA
TTGRCGTCARA
CARTGGETEE
CCARRGTECGEGE
GTACATGARCC
TRCCATGGTG
GGGATTTCCA
RCGGGRCTTT
TGTRCGETEG
ARCGCCATCCA
COGGGARCGG
ThGRCTCTAT
CCTRTACACC
TTATTGRCCA
RCATGGCTCT
CTGACACGGM
ATRCBRCEAD
GCGRATCTCG
GACATGRTAR
TGCITTATTT
ARRCARGTTRA
AGGTTTTTTA
COTCECGCET
CRCAGCTTET
TETTEGCGGG
COGGGRGCAT

GTGTTTATCG
GRAARTGTCG
TTTGGGCATA
CLRCTTTGEE
CAGRCGATAT
ATATCGATCT
GCATARATCR
ATTTATATTG
TAATHRGTART
TARCTTROGE
TRATEACETA
BGTATTTACG
CCCCCTATTG
TTACGGGACT
ATGOGGETTTT
AGTCTOCACC
COMARRTETC
GAGETCTRTA
CGCTGETTTTE
TGCRTTGGAR
PGGCACRICT
CCOGCTOCTT
TTATTGRCCE
TTGCCACAAC
CTCTGTATTT
GCCGTooCOC
GGETACETGTT
GATRCATTGRE
GTGRAATTTE
ACRACEACAR
LAGCARCTAR
TTCEETGATE
CTGTRRGCGE
TETCGGEGEGECE
GCGRCGTOEE

CCGRTRGAGR
CCGATETGAG
CGCGATATCT
GACTTGGGECE
GAGGCTATAT
ATRCATTGRR
ATATTEGCTR
GCTCATETOC
CARTTROGGE
TRARATGGCCC
TGTTCCCATR
GTAARCTEOC
BCGTCRATGR
TTCCTRCTTG
GGECAGTACAC
CCATTGACST
GTARTARCCC
TAAGCAGRGT
ACCTCCATAG
COCEGATTCC
CTTTGECTET
ATGCTATRGE
CTCCCOCTATT
TRTCTCTATT
TTRCASEATE
GTEICCECRE
GCTTGCTAGC
TGRGTTTGGR
TGRTECTATT
TTGCATTCAT
RACCTCTACR
BCGGTGRAAR
ATGCCGGGERGE
CRGCCATGAG
GCOCAATTCR

57

TGECGATATT
TTTCTGETGTA
GGCGATRCGE
ATTCTETETG
CEOCGATAGR
TCARTATTGE
TTGGCCATTE
AATATGACCE
GTCATTAGTT
GOCTCGETERL
GTARCGCCAR
CRCTTGGORG
CGGTRARTGE
GCRAGTRCATC
CAATEEE0ET
CARTGGEALT
CGCCCCGTTE
TCGTTTAGTG
AAGHRCACCEGE
COGTGCCARG
TATGCATGEET
TGRTGETATR
GETEACGATA
GECTTATGCC
GGETCCCATT
TTTTTATTAR
GGUCECTOGA
CRAACCACAR
GCTTTATTTG
TTTATGTTTC
ARTGTGGTAT
COTCTRACAC
CAGRLCAAGTC
GTCGRTCGAC
Coo

Descrigao da sequéncia: Seq. ID NE3
a) Tamanho da sequéncia: 4778 pares de base

b)Tipo da sequéncia: DNA
c) topologia: DMA circular

d) nome: pMACIAABD0
e} fonte original da molécula: vetores comerciais, genoma de citomegalovirus

humana,

GGARATCGAT
ACTGRTATCG
CTTRTRTCGT
TCGCRRATAT
GGOGACATEA
CRATTRAGCCR
CATACGTTET
CCATGTTGAC
CATAGOOCAT
CEOCCARCER
TRGGEACTTT
TRCATCARGT
COCGOCTGEEC
TACGTATTAG
GEATAGCGET
TTETTTTGGE
ACGCRARTGE
ARCCGTCAGR
GACCBATOCA
AGTGACGTAR
ATRCTGTITT
GCTTAGCCTA
CTTTCCATTA
BATACTCTET
TATTETTTAC
ACATERGCGTE
GECOGGCARG
CTAGRATECR
TAACCATTAT
AGGETTCRGEE
GGCTGATTAT
ATECAGCTCC
CETCAGEEEE
CTGCAGECEE

ATTTGRARAT
CCATTTTTCC
TTACHGGEER
CECAGTTTCG
MGCTEECACR
TATTRGTCAT
ARTCTATATCA
ATTGATTATT
ATATGGACTT
CCCOCGCOCR
CCATTGACGT
GTATCATATG
ATTATGCCCA
TCATCGCTAT
TTGRACTCRCGE
ACCARARTCA
GOGGTRAGGOGE
TOSCCTEGAL
GCCTCCGLGGE
GTACCGCCTA
TGECTTGEGEEE
TAGGTETGRE
CTARTCCATR
CCTTCRAGAGR
BRATTCACAT
GEATCTCCRC
GCCGGATCOCA
GTGAAARIIR
BAGCTGCART
GGAGGTGEEEE
GATCCGGCTG
CEGRGACEET
CETCAGCGGGE
CCCRTGGCGE

3000
An&0
aizn
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3840
3600
ELA]
3720
3780
3840
3900
39&0
4020
4080
4140
4200
4260
4320
1380
4440
4500
4560
4620
1680
4740
4800
4860
4520
1980
5013
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TATAGTGAGT
COTGGOGTTA
RGCGRAGAGE
ACGCGCCCTG
CTRCACTTGC
CGTTOROCGE
GRGCTTTACG
CATCGCCCTG
GARCTCTTGETT
ARGGGATTTT
RCGOGRATTT
RCGCATCTGT
GARCCCCTAT
AACCCTGATA
GTGTCGCCCT
CEETGETGAR
TEEATCTCAR
TGAGCACTTT
AGCRRCTEGE
CHREARBRIGER
TGRGTEATAA
CCGCTTTTTT
TGARTGEARAGE
CGTTGECECAA
ACTGGATGGER
GGTTTATTGE
TEEEECCAGH
CTATGGATGRA
ARCTGTCAGA
TTRAAAGGAT
AGTTTTCGTT
CTTTTTTTCT
TTTGTTTGCC
CECAGATRCC
CTGTRGCROC
GCGATARGTC
GGTCGGECTE
ARCTGAGATR
CEGACRGGTA
GGGGEARRCGE
GATTTTTGTG
TTTTACGGTT
CTGATTCTGET
GARCGRACCGER

CGTATTACAR
CCCRACTTRA
CCCGCRACCGA
TRGCGHOGCA
CRECGODCTA
CTTTCCCCGT
GOARCCTCGAC
ATAGRCGGTT
CCARRCTGEA
GOCGATTTOG
TARCAAARTA
GCGGTATTTC
TTETTTATTT
RATGCTTCAA
TATTCCCTTT
AGTARBAGAT
CREOEET ARG
TARARAGTTCTG
TOGLCEEEE
TCTTROGGAT
CRACTGEOGGEOC
GCACARCATEG
CATACCRARC
ACTATTRRCT
GGOGEATARS
TGRTRERTCT
TGETRRGCCC
RCGRARTAGR
CCRAGTTTARC
CTAGGTEARG
CCACTGRGEG
GOGCGETAATC
GGATCARGHG
MARTRCTGTC
GCCTRCATAC
GTGETCTTACC
AACGEGEGEGEET
COTACREOET
TOOGETRARGE
CTGGETATCTT
ATGCTCGTCA
CCTGECCTTT
GEATARCCET
GOGECRAGCHAG

Descrigao da Sequéncia

TTCACTGECC
TCGOCTTGER
TCGCCLTTCC
TTAAGLGOGE
GOGCCCECTC
CRAGCTCTRA
CGCARARRAT
TTTCEECCTT
RCARCACTCH
GUCTRTTEGT
TTRACGTTTR
BCARCCGCATR
TTETAAATAC
TARTRTTGAR
TTTGCGECAT
GETGARGRTS
MTCCTTEAGR
CTATGTCATA
CEETATTCTC
GGCATGACAG
RACTTRCTTC
GGGEGATCATG
GACGRECLTG
GGOGRACTAL
GTTGCAGGAL
GGRGCCGGETG
TCCCETATCG
CAGATOGETG
TCATATRTART
BTCOTTTTTE
TCAGACCCCE
TECTECTTGE
CTACCARCTC
CITCTAGTET
CTOGOTCTGE
GEETTGGACT
TCETECACHC
GRGCTATGRG
GECAGEGTCE
TRTRETCOTE
GEEEEEGGEM
TGCTGGCLTT
RTTRCCGCCT
TCRGTGRECE

GTCGTTTTAC
GCACARTCOCC
CARCAGTTEC
CHEETGTEET
CTTTOECTTT
ATCEGEEECT
TTGATTTEGE
TGACGTTEGA
MOCCTATCTE
TAAAAANTGR
CRATTTOGCE
CRGGTGGRIAC
ATTCRAATAT
BRPGERAGAG
TTTGECCITCC
AGTTGGETGE
GTTTTCGOCC
CARCTATTATC
RGRATGRCTT
TARGAGRATT
TGRCAMCGAT
TARCTCGCCT
MCROCACGAT
TTRCTCTAGC
CACTTUTGCG
RGCGTGEETC
TARGTTATCTA
BGATRGETEC
TTTAGATTGA
BTAATCTCAT
ThEAALACAT
BARCARARARR
TTTTTCCGAR
AGCCETAGTT
TARTCCTETT
CRAGACGATA
RGCOCAGCTT
ARRGCGCCRC
GRACAGGRGR
TOEGGTTTCG
GCCTATCGRA
TTGCTCACAT
TTGAGTEAGE
BGGRAGCEER

RACGTCGTGA
CTTTCGCCAS
GCAGCCTERR
GGTTRCOGCGE
CTTCCCTTOC
CCCTTTRAGEG
TEATGGETTCA
GTCCROGTTC
GGTCTATTCT
GOTGATTTRA
TGATEOEETA
TTTTCGGEGEER
GTARTCCGEOTE
TATGAGTATT
TETTTTTGCT
BOGRGTGEEET
CHARGRACGT
COGTRTTGAT
GETTERET AL
ATGCAGTECT
COGAGGRCCG
TGATOGTTG:
GUCTGETAGCA
TTCCCGECRA
CTSGGCCCTIT
TOGCEETATE
CROGROGEHE
CTCRCTGATT
TTTRARAACTT
GACCARARTC
CARRGGATCT
RCCROCGCTA
GETRACTGEC
AGGCCACCAC
RCCAGTGECT
GTTRCCGGAT
GGREOEARLGE
GOTTCOCGRR
GOGCRCGREGG
CORCCTCTGA
BMRCECCRGE
GTTCTTTCCT
TEATRCOGCT
AGREDGCCCA

CTGGEARARC
CTGGCGTAAT
TEECGARTGE
RGCGTGACCG
TITCTCGOCA
TICCGATTTA
CETAGTGEEC
TTTARTAGTG
TTTGATTTAT
CAARRTATTTA
TTTTCTECTT
RATGTGOGOE
ATGAGRCAAT
CAACRTTTCC
CRCCCRAGRAR
TACATCGRRC
TTTCCARRTIGA
GOCGEEECARG
TCRACCRGTCR
GCOCATRACCA
BAGEAGCTAR
GRRCOGEAGT
ATGCCRRCOR
CAATTARTRG
COGGCTGECT
ATTGCAGTAL
MNGTCREGORR
AAGCATTGGT
CATTTTTAART
CCTTARCGTG
TCTTGRGERTE
CCAGTGETGG
TTCRGCAGAG
TTCARGAACT
GCTGCCAGTG
RAGECGCAGC
RCCTRCRACCG
GREMGARMGE
GRECTTCCRG
CTTGRGCGTE
ABCGUGGCCT
GOGTTATCCC
CEICGORGTC
ATRCGCARRD

&0
120
160
240
ann
360
420
4E0
540
&nn
B&0
T20
TRO
240
s00
260

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
LGB0
1740
Laao
1860
1320
13E0
2040
2100
21E0
220
2280
2340
2400
2440
2520
2580
FE40
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CGCCTCTooC
GFGAAMGOGEEE
AGGCTTTACA
TTCACRUAGG
TACTCARGCT
CGOGATRGTG
ATGECATATT
AARAGTGATT
TGEGCGEATAGR
ATATAGGTGR
TGGCCARTGE
TGGTTATATA
TAATATETAL
GRCTAGTTAT
CCGCGTTACR
TTEROGTORA
CRATGEGEGTGE
CCRARGTCCGE
GTRCATGACT
TRCCATGGTG
GGGATTTOCR
ACGGGROTTT
TETRCGETES
RCECCATOCA
COGGGARACESE
TRGACTCTRT
CCTRTACRCC
TTATTGACCR
ATCCAGRCAT
AARRATGCTT
GCAATARRCR
TEGGGRGETT
GGECTGCCTCG
RCGETCACRE
GCGEETGTTE
GECEECCGEE

CGCGOETTGG
CAGTGAGDGC
CTTTATGCETT
AARCRGCTAT
RTGECATCCAR
GTGTTTATCG
GAAMATGTCG
TTTEEGCATA
CERCTTTEGEE
CAGRCGATAT
ATATOGATCT
GCATARARTCA
ATTTATATTE
TAATARGTRAT
TAACTTROGE
TARTGACGTA
BGTATTTRCE
CCCCCTATTG
TTRACGEGACT
ATECGETTTT
RGTCTCCACT
COCRRARTGETC
GASGTCTRTA
CECTSTTTTE
TGCATTGGAR
RGGCACACCC
CooGoTCCTT
TTATTGACCR
GATRAGATAC
TATTTGTGRA
AGTTAACART
TTTTRAMGCR
CEOGTTTCGE
CTTGTCTGETA
GCGRETETCG
BGCATEOGAC

CCEATTCATT
RRCECARTTR
COGELTCGTA
GRCCATEATT
ACGCGTTITTE
COGATAGAGH
COGATGTEASG
CGOGATATCT
GACTTEGECE
GRGECTATAT
ATRCATTGRA
ATATTGGCTA
GCTCATGTCC
CARATTRIGEG
TAARTGEGCCC
TGTTCCCATA
GTRARCTGCC
ACGTCARTGR
TTCCTACTTEG
GGCAGTACHC
CCATTGALGT
GTAATAMCC
TARGCAGREC
BRCCTCCATRE
CEOGGATTCC
CTTTGGECTCT
RTGCTATAGG
CTCoOECTTG
ATTGRTGAGT
ATTTETEATG
AACRRTTGCN
AGTRABACCT
TGATGACGET
AGCGGATGCC
GLGOGCAGCC
GTCEEECOCA

T

BATGCRECTG
ATGTGAGTTA
TGTTGTGTGE
ACGOCARGOT
AGATTTCTGT
TEECGRTATT
TTTCTGTGTA
GGOGATACGE
ATTCTGTGTG
CGCOGATAGR
TCARTATTGE
TTGGEOCATTG
AATRTGACCG
GTCATTAGTT
GOCTCGTGRT
GTRACGLCRA
CACTTGEORE
CGGTRAATGE
GCRGTACATC
CAATGEGGCGET
CAATGGEGAGT
CECCCOGTTE
TCGTTTAGTE
BBGACACCGE
COGTGCCRAL
TATECATGOT
TGRTEETATR
CTAGOGGOCG
TTGGRORART
CTATTECTTT
TTCATTTTAT
CTRCRABATGT
GRARRCCTCT
GEGEAGCAGADT
ATGAGGTOGA
ATTCGCCC

GCRCGACRAGE
GCTCACTCAT
AATTETGAGT
ATTTAGGTGA
CGHCCGACTARA
GGAMATCGAT
RCTGATRTOG
CTTATATCGT
TEGCARATAT
GHCGRCATGR
CAATTRECCH
CATRCETTGT
CTATGTTGAC
CATAGCCCAT
CGOCCARCER
TREEGRCTTT
TARCATCARGT
COCGOCTGEC
TACGTATTAG
GGATAGCEET
TTGETTTTEGE
RCCCARRTES
ARCOGTCRGR
GACCGATCCR
BGTGAROGTRR
ATRCTETTTT
GCTTRGCCTA
CTCGRGEDCG
CROARCTAGE
RTTTGTRACT
GTTTCAGGETT
GGTATGECTSE
GRORCATGCR
AAGCCOGTCR
TCGACCTECRA

TTTCCOGACT
TAGGCACCCC
GGATARCARAT
CACTATRGAR
ATTCATGTCG
ATTTEARART
CCATTTTTCC
TTRCGEGEGA
CGCAGTTICG
AGCTGGCACA
TATTAGTCAT
ATCTATRTCA
ATTGATTATT
ATRTGSACTT
CCCOOGCCCh
CCATTGRCGT
GTATCATATG
ATTATGEOCA
TCATCGCTAT
TTGACTCACE
ACCARAMRTCR
GOEGTAGGCG
TCGCCTGGAG
GCOTCOECEG
GTRCCGCCTA
TEECTTEEEE
TRGGTGETGEG
GCARGECOEE
ATGCAGTGRA
ATTATRAGCT
CAGGGEGAGG
ATTRTGATCE
GCTCCOGGAG
GEGECGCGTCA
GELGGCCCAT

2700
2760
2820
ZABD
2540
an00
060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3120
3780
3340
3500
J9E0
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
1680
3740
1778
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REIVINDICAGOES

1- VETORES DE EXPRESSAC DE GENES HETEROLOGOS EM CELULAS
DE MAMIFEROS constituidos por fragmentos do intron A do gene
imediatamente precoce do  citomegalovirus, resultantes de delegdes
diferenciadas do intron A selvagem, associado ao prometorfintensificador do
mesmo gene de citomegalovirus caracterizado por compreender delecbes do
intron A em um nimero de pares de bases no intervalo de 100 a 760 pb.

5. VETORES DE EXPRESSAO DE GENES HETEROLOGOS EM CELULAS
DE MAMIFEROS de acords com a reivindicagdo 1, caracterizado por
compreender uma das sequéncias de DNA representadas pelas Seq IDN®1a
Seq. ID N 3,

3. VETORES DE EXPRESSAO DE GENES HETEROLOGOS EM CELULAS
DE MAMIFEROS de acordo com a revindicagdo 1, caracterizado por
compreender faixas de delegao preferenciais para as delegbes do intron A
selvagem entre uma regido de 545 a 750 pb e de 150 a 270 pb, tais como as
representadas por Seq. ID N? 3 e Seq. ID N2,

4- VETORES DE EXPRESSAO de acordo com a reivindicagao 1 ou 2,
caracterizado por serem introduzidos a células de mamiferos para a
expressdo dos genes heterdlogos na producio de diferentes tipos de proteinas
através de procedimentos conhecidos da técnica de engenharia de vetores.

5 VETORES DE EXPRESSAO de acordo com a reivindicagao 4,
caracterizado pelo fato das células de mamiferas serem de linhagens HepG2,
C0S-7, BHK, HEK-293 e CHO-K1.

6- Processo para a produgio de uma proteina heterdloga caracterizado por
compreender uma etapa de transfeccao eatavel ou transiente para uma célula
de mamifero hospedeira com pelo menos um velor conforme definido na
reivindicagdo 1 ou 2, anteriormente amplificado em sistemas bacterianos.

7. Processo para a produgdo de uma proteina heterbloga, de acordo com a
reivindicagdo 6, caracterizado por utilizar os vetores contendo delegdes do
intron A no intervalo de 100 a 760 pb ou as segiiéncias de DNA representadas
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por Seq. ID N® 1 a Seq. ID N? 3, compreendendo uma etapa de cultivo de celula
de mamifero hospedeira, principalmente as de linhagens HepGz, COS-7, BHK,
HEK-293 e CHO-K1, em condigies que permitem a expressdo da proteina

heterdloga de interesse.
B- Processo para a producio de uma proteina heterdloga de acordo com a

reivindicagéio 6 ou 7 caracterizado por compreender a etapa de recuperacio e
isolamento da proteina heterdloga de interesse da célula hospedeira ou do
sobrenadante de culturas dessas células por métodos conhecidos da técnica.
9- Uso dos vetores de expressio conforme definido na reivindicagdo 1 ou 2,
caracterizado por ser para modificar células de mamiferos para expressar
diferentes tipos de proteinas heterdlogas.
10- Uso das proteinas heterblogas obtidas pela expressao de células de
mamiferos modificadas pelos vetores de acordo com a reivindicagao 1 ou 2,
caracterizado por serem utiizadas como constituintes de formulagbes
medicamentosas, tais como anticorpos humanizados para uso em rejeicio a
transplante, tratamento de diabetes autoimune, prevengio de recidiva de
hepatite em pacientes imunosuprimidos pos-iransplante, para o tratarmento de
doencas auto-imunes, e fatores plasmaticos da coagulagao sanguinea, como o
Fator VIIl para tratamentos de pacientes com hemofilia A e o Fator IX para
tratamento de pacientes com Hemofilia B, e ainda, citocinas recombinantes
ulilizadas para fratamento de doengas do sistema imune ou utilizadas como
constituinte de formulagbes de meio de cultura para o cultivo de células de

mamiferos, incluindo células-tronco.
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TATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACRACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATC
CCCCTTTCGCCAGCTGGCGTRATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGARTGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGC
GGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTThCGCGCAGCGTGACCGCTACBCTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGLluLlLALhLlllblluLLLLLCT
TTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTABATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGAGCTTTACGGCACCTCGACCGCRAAAA
RCTTGATTTGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGRCGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTC
TTGTTCCAAACTGGRACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGC
TGATTTAACAARTATTTARCGCGABTTTTAACAAAATATTARCGTTTRCAATTTCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTT
CACRCCGCATACAGGTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGCGGABCCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATGTRTCCGCTCBTGAGA
CABTAACCCTGRTAAATGCTTCAATAATATTGBRARAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTchlblLbLLLlLHTTCLLJJllxluCGGCHTTTT
GCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGBBGATCRGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAA
CAGCGGTAAGATCCTTGAGBGTTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAARGTTCTGCTATGTCATACACTATTATCCCGTATT
GACGCCGGGCAAGAGCHACTCGGTCGCCGGGCGCGGTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCRGTCACAGRAAAGCATCTTBCGGATGGCA
TGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCBTGRGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGBCCGAAGGAGCTAAC
CGCTTTTTTGCACBBCATGGGGGHTCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGRGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACG
ATGCCTGTRGCAATGCCBACAACGTTGCGCABACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGG
ATAAAGTTGCAGGBCCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCAT
TGCRGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTRTCTACACGACGGGGAGTCHGGCAACTHTGGATGAACGAAATAGACAGATCGCT
GAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTRACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTRGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAA
GGATCTAGGTGABGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGRCCCCGTAGAABAGATCAA
AGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGRTCAhGAG
CTACCRACTCTTTTTCCGAAGGTARCTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTRGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGA
ACTCTGTAGCACCGCCTRCATRCCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCHGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAG
ACGATAGTTRCCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAHCGGGGGGTTCGTGCRCACHGCCCAGCTTGGAGCGARCGACCTRCACCGAACTGAGATAC
CTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCRCGCTTCCCGAAGGGRGRAAGGCGGRCAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGA
GGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGRCTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGG
GCGGAGCCTATCGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCT
GATTCTGTGGATARCCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCHGTGAGCGAGGAAGCGG
AAGAGCGCCCARTRCGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTARTGCHGCTGGCRCGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGA
GCGCBACGCARTTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCRGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGA
TAACBATTTCACACAGGAAACAGCTATGACCATGATTACGCCABGCTATTTAGGTGACACTATAGRATACTCAAGCTATGCATCCAARCGCGTTTTG
AGATTTCTGTCGCCGACTA&ATTCATGTCGCGCGATAGTGGTGTTTATCGCCGATBGRGATGGCGATATTGGAAATCGATATTTGAAAATATGGCAT
ATTGAAAATGTCGCCGATGTGAGTTTCTGTGTAACTGATATCGCCATTTTTCCAABAGTGATTTTTGGGCRTACGCGATATCTGGCGATBCGGCTTA
TATCGTTTACGGGGGBTGGCGATAGACGACTTTGGCGACTTGGGCGATTCTGTGTGTCGCAAATATCGCAGTTTCGATATAGGTGACAGACGATATG
RGGCTATATCGCCGATAGAGGCGACATGHAGCTGGCACBTGGCCAATGCATATCGATCTATACATTGARTCAATATTGGCAATTAGCCATATTAGTC
ATTHE TR TR AGCATARR PO RATAT TEGCTRT TS ““RTTGCATRCGTTGT&TETETATﬂAT&hTRTGThChTTTAT&TTGGCTCATGTCC&RTRT
thcﬁah&Tﬂ?TGEQBTTGbSTAITE&CTAGT?ATT&&ThGTAﬁTCBETTRESJGGT:ETT PO CCATATATARRUTTOCGUETTRUATS
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(A) Atividade da Luciferase em CHO-K1
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(B) Atividade da Luciferase em HepG2

ntron A £A400 ABQ0

(C) Atividade da Luciferase em COS-7
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RESUMO

“VETORES DE EXPRESSAO DE GENES HETEROLOGOS EM CELULAS DE
MAMIFEROS”

A presente invengao se refere a vetores para clonagem de genes de
diversas proteinas heterélogas e expressdo em células de mamifero e de seu
processo de obtencdo. Estes vetores sédo constituidos basicamente de
fragmentos do intron A do gene imediatamente precoce do citomegalovirus,
resultantes de delegdes diferenciadas do intron A inteiro, associado ao promotor
do mesmo gene de citomegalovirus e ao seu intensificador. As delegdes sao
diversificadas quanto ao nimero de pares de bases, variando de 100 a 760 pb,
resultando em vetores estruturalmente menores, visando solucionar os
problemas relacionados com baixos niveis de produgdo de proteinas
heterblogas de interesse em células de mamiferos, principalmente a de
linhagens HepG2, COS-7, HEK-293, CHO-K1 e BHK. As proteinas heterdlogas
produzidas por esta via sfic principalmernts utiizadas como constituintes de
formulagies medicamentesas para o tratamento de diversas doengas e pa
formulagio de meios de cullura para o cultive de células de mamiferos,
incluinde sélulas-tronco,
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