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Resumo

Anticorpos sintéticos de cadeia tnica (SScFv) sio fragmentos de
anticorpos que conservam a capacidade de se ligarem a alvos, mas nfo sfo
capazes de desencadear a resposta imune, por ndo possuirem a porgéo efetora.
Existem trabalhos na literatura mostrando diversos efeitos provocados pela
expressdo intracelular desses anticorpos, como nocaute fisiolégico e
restabelecimento de funcéo.

Os SScFvs 9-15 e 16-19 foram previamente selecionados por interagir
com p53 (72-390) murina utilizando o sistema do duplo-hibrido em levedura.
A proteina p53 € um fator de transcrigio que regula os genes responséveis
pela parada do ciclo celular e apoptose, sendo um protetor da integridade
celular. Portanto, torna-se importante a caracterizagfio de anticorpos sintéticos
de cadeia Unica que se ligam a p53. O SScFv 25 foi escolhido como controle
negativo por néo interagir-se com p53. Foram feitas varias tentativas, sem
sucesso, de expressar e purificar esses minianticorpos para serem utilizados
em ensaios de caracterizagio in vitro, usando fusdio génica com etiqueta de
seis histidinas.

Apesar da caracterizagfo in vitro ter ficado comprometida, construgdes
expressando esses SScFvs em fusfio com a proteina verde fluorescente (EGFP)
foram usadas para transfectar células murinas (CHO e 3T3), humanas normais
(Wish) e tumorais (HeLa) para avaliar os efeitos provocados nestas células. Os
resultados mostraram que os SScFvs foram tdxicos para as células testadas.
Devido a semelhanca dos efeitos provocados pela expressio em células com
niveis normais de p53 (Wish) e em células com baixos niveis de p53 (HeLa)
foi sugerido que os SScFvs ndo sfo muito especificos para p53. Eles podem
estar ligando-se a outras isoformas da familia de p53 ou a outras proteinas, O
melhor entendimento da agfo desses anticorpos sintéticos de cadeia Unica
depende de sua caracterizagfio bioquimica, com definigdo de especificidade.
Isso s6 sera possivel com sua purificagéo,
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Abstract

Synthetic Single chain antibodies (SScFv) are antibody fragments that
maintain the ability of binding to a target, but are not capable of triggering the
immune response, since they do not have the effector domain. Several studies
have been published that show different effects elicited by intracellular
expression of such molecules, such as physiological knockout and function
recovery.

SScFvs 9-15 and 16-19 have been selected by intereaction with murine
p53(72-390) in the yeast two-hybrid system. The p53 protein is a transcription
factor that regulates the genes of cell cycle arrest and apoptosis, is often
referred to as the guardian of the genome. Therefore, it is relevant to
characterize synthetic single chain antibodies that bind to p53. SScFv 25 has
been chosen as a negative control that does not interact with p53. There were
conducted several tentatives of to express and purify these miniantibodies
aiming their use in vitro characterization assays.

Although in vitro characterization was not done, constructs that express
these SScFv fused to green fluorescent protein (EGFP) have been used to
transfect murine cells (CHO and 373), normal human cells (Wish) and
tumoral ones (HeLa) to evaluate cellular effects induced by them. Results
have shown that these SScFv are toxic for all tested cells. Since the effects
induced by intracellular expression in p53 normal cells (Wish) and cells
depleted of p53 (HeLa) were very similar, it has been suggested that the
SScFvs do not specific to p53. Nevertheless, they might be binding to other
isoforms in p53 family. To understand the SScFvs effects into mammalian
cells it is necessary biochemically characterize them, specially their
specificity. And that is only possible with their purification.
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Caracterizagfo inicial de dois anticorpos sintéticos de cadeia linica selecionados por interagdc com
P53 (72-390) murina. introdugio

1. Introduciao

A primeira indicagdo de que anticorpos monoclonais (mAb) teriam

importante significado terapéutico foi obtida em 1982, quando um individuo

portador de linfoma mostrou uma resposta completa a um breve tratamento com
L um anticorpo monoclonal de camundongo anti-idiotipico, gerado especificamente
para o paciente. Naquela epoca, originou-se um grande interesse cientifico e
comercial por estas moléculas. No entanto, no final da década de 80, o
entusiasmo pelo uso terapéutico de mAbs diminuiu, como conseqiiéncia de

) problemas apresentados: mAbs sdo de produgdo cara, de dificil administragio e

com consideravel toxicidade devido a geragdo de resposta imune contra eles, por
serem, freqlientemente, de origem murina (Glennie e Johnson, 2000).

Com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, como a PCR
("Polimerase Chain Reaction”, ou reagdo em cadeia da polimerase), tornou-se
possivel a amplificagdo dos genes de imunoglobulinas, dispensando-se a
utilizagdo de animais na geragdo de anticorpos (Malmborg e Borrebaeck, 1995).
Inimeras aiternativas foram criadas, sendo possivel amplificar apenas os
dominios importantes para a ligacdo desses anticorpos aos antigenos, gerando
moléculas menores, gque passaram a ser chamadas de minianticorpos.

A molécula de imunoglobulina 1gG (Figura 1) é formada por quatro cadeias
polipeptidicas, sendo duas cadeias pesadas e duas leves, que s&o unidas por
pontes de dissulfeto. As duas cadeias pesadas sdo subdivididas em dominios,

chamados de regido constante 3 (CH3), 2 (CH2), 1 (CH1) e regido variavel (VH).




Caracterizagdo inicial de dols anticorpos sintéticos de cadela (nica selecionados por interagdo com
p53 (72-350) murina, Introducio

As cadeias leves sao subdivididas apenas em regido constante (CL) e regiao
variavel (VL). Quando a molécula de IgG é digerida por papaina, sdo formados
trés fragmentos de anticorpo, dois Fabs e um Fe¢. Cada fragmento Fab é formado
pelos dominios VH, VL, CH1 e CL, e retém a capacidade de ligagdo ao antigeno.
O outro fragmento, Fc, que & formado pelos dominios CH2 e CH3 das duas
cadeias pesadas que constituem a molécula de IgG, permanece com a
propriedade de desencadear a resposta imune. O sitio de ligagdo ao antigeno
propriamente dito é formado por trés alcas hipervariaveis, chamadas de regides
determinantes de complementaridade (CDR), que estio distribuidas: trés na

regiao variavel da cadeia leve e trés na pesada (Amit ef al., 1986).

Cadeia leve

Sitio de ligagéo
a0 antigeno

Cadeia pesada —— Daobradica
5-8
5-5
CHZ | ?
2 S
Fe
S s .. .
CH3 ¢ | —— Sftio de clivagem
s S a papaina
—o  Grupo carboidrato
C c S-S Ponte de dissulfeto

Figura 1: Diagrama esquematico de uma molécula de imunoglobulina. V refere-se a dominio
variavel e C refere-se a dominio constante. Extraido de Abbas et a/., 1998.



Caracterizagdo inicial de dols anticorpos sintéticos de cadeia Gnica selecicnados por interagio com
p53 (72-390) murina. introducio

Os minianticorpos sdo moléculas menores que conservam a capacidade de
ligagdo a antigenos, mas nao sdo capazes de desencadear a resposta imune, por
n&o possuirem a porgao efetora (Fc). Além disso, quando sao comparados aos
anticorpos convencionais ou monoclonais, possuem rapida circulagdo sanglinea,
boa penetracdo em tecidos, baixa imunogeneicidade, baixa retengio nos rins e
outros ¢6rgaos naoc-alvos, melhor penetragaoc em tumores alvo, facil construgao,
menor custo de produg¢do e possibilidade de reestrutura-los em fungdo de
melhorar sua atividade e produgéo (Colcher ef al., 1990; Pliickthun, 1991; Holliger
et al., 1998 e Reiter ef al., 1998).

Ja foram descritos inUmeros tipos de minianticorpos ou fragmentos de
anticorpos, tais como Fab (Lagerkvist et al,, 1995), “diabodies” (Holliger et al.,
1997), anticorpos de cadeia Unica (ScFv) (Abraham ef al., 1995), e outros (Griep et
al., 1999). A estrutura de cada um desses varia.

Os Fabs sao constituidos da regidoc constante 1 (CH1) e da regiao variavel
da cadeia pesada (VH), mais a regido constante (CL) e variavel (VL) da cadeia
leve.

Os “diabodies” sdo construidos pela ligagao dos dominios VH e VL de dois
diferentes anticorpos A e B, formando duas cadeias diferentes e cruzadas (Holliger
et al., 1997).

Os anticorpos de cadeia (Unica (ScFv) tém seus dominios variaveis (VH e
VL) unidos por um pequeno peptideo hidrofilico geralmente rico em residuos de
serina (S, Ser) e glicina (G, Gly}, que servem como um espagador ou ponte, dando

flexibilidade aos dominios (Abraham et al., 1995).
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A construgdo de bibliotecas de fragmentos de anticorpos torna-se
importante para possibilitar a triagem de anticorpos que se ligam a um
determinado antigeno. Existem trés principais maneiras de se construir uma
biblioteca de fragmentos de anticorpo. A primeira é por meio de amplificagao das
regides variaveis da cadeia pesada e leve a partir do RNA extraido do bago de
camundongos, humanos imunizados ou nao, ou de células produtoras de mAbs.
As regibes sdo combinadas aleatoriamente e unidas por um espacador (Ward ef
al., 1989; Huse et al., 1989; Orlandi et al., 1989; Sastry et al, 1989). A segunda
maneira, chamada de semi-sintética, consiste em substituir no cDNA codificador
de um SvFv especifico, 0 CDR3 da cadeia pesada, ou mesmo todos os CDRs, por
sequéncias degeneradas NNS, onde na posigdo N podem ser inseridos quaisquer
dos quatro nucleotideos e, na terceira posi¢do do caédon, S, podem ser inseridos
apenas G ou C (Crameri ef al,, 1996, Winter et al. 1994, Barbas et a/. 1992; Nissim
ef al, 1994). A terceira maneira @ chamada de sintética, onde os genes dos
anticorpos podem ser sintetizados in vitro sem a necessidade de qualquer
molécula de DNA molde (Hayashi ef al., 1994, Knappik et al.,, 2000). Para tanto, os
oligonucleotideos sao sintetizados quimicamente e novamente os CDRs sdo
sintetizados com regides degeneradas, para aumentar o repertério de anticorpos.

Flavia Cristina Nery, em sua dissertagdo de mestrado (Nery, 2001),
construiu duas bibliotecas de anticorpos sintéticos de cadeia unica (SScFv). A
sequéncia consenso dos anticorpos foi baseada em seqiiéncias de aminoacidos
de anticorpos humanos, sendo a regido varidvel da cadeia leve derivada do
subgrupo | de Kabat e a regiao varidvel da cadeia pesada derivada do subgrupo |1l

de Kabat (Kabat et al., 1987). A inten¢ao de usar consensos humanos é reduzir a
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imunogeneicidade dos anticorpos. As regides que correspondem aos CDRs foram
codificadas pelo cédon NNS, onde N representa qualquer dos 4 nucleotideos A, T,
G ou C, e S representa G ou C, como preclaro, de forma a evitar a formagio dos
codons UGA e UAA, reduzindo em dois ter¢os a formagido de cddons de
terminag&o na regiao dos CDRs (Nery, 2001).

As bibliotecas de anticorpos sintéticos de cadeia Unica foram triadas em
busca de membros que interagissem com p53(72-390aa) murina, Tead1 ou
transportador vesicular de acetil colina (VAChT), utilizando o sistema de duplo
hibrido (Nery, 2001).

O sistema do duplo hibrido € um ensaio que utiliza ativagdo de transcrigdo.
Ele é baseado no principio de que muitas proteinas, incluindo os ativadores de
transcrigdo, possuem multiplos dominios que funcionam independentemente. Os
fatores de transcrigdo sdo proteinas que possuem pelo menos dois dominios
independentes: um dominio de ligagdo aoc DNA (“DNA Binding Domain” ou DBD) e
um outro dominio, de ativagdo (“Activation Domain® ou AD). Essa natureza
modular & explorada no sistema do duplo hibrido pela construgéo de uma proteina
hibrida, no qual o DBD é fusionado a proteina ou dominic de interesse,
geralmente chamada de ‘“isca”. Uma outra proteina hibrida €& construida
fusionando-se o0 AD a membros de uma biblioteca. A co-expresséc dessas duas
proteinas numa linhagem hospedeira apropriada restitui a atividade transcricional
do fator de transcrigdo caso haja interacdo entre a proteina de interesse e o
membro da biblioteca - ou seja, a formagdo do duplo-hibrido. A interagao é
prontamente observada pela express@o de um gene repérter que possui uma

sequéncia especifica na regido promotora, na qual o DBD se liga (Fields e Song,
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1989; Chien et al.,, 1991; Fields; Sternglanz, 1994; Fashena et al.,, 2000; lto et al.,
2001 e Phizicky et al., 2003).

O método de sele¢do de interacédo entre proteina de interesse e ligante
mais largamente utilizado para selegdo de fragmentos de anticorpos € o de “phage
display”, que consiste na fusdo de membros de uma biblioteca com o gene Il de
fago filamentoso, num fagomidio (Huse et al.,, 1988; Scott e Smith, 1990; Kang ef
al., 1991; McCafferty et al., 1990; Barbas et a/., 1991; Marks et al., 1992; Chiswel!
e McCafferty, 1992; Presta, 1992; Allen et al., 1995; McElhiney et al,, 2002; Mah ef
al, 2003, Li e Aitken, 2004 e Blazek, ef al, 2004). Quando células sao
transformadas com o fagomidio e infectadas com fagos auxiliares que possuem
todas as informag¢des necessarias para a montagem da particula viral, os fagos
produzidos pcdem ser montados com a proteina recombinante codificada pelo
plasmidio efou incorporar seu DNA, ao invés do genoma viral, servindo como
particulas transdutoras. A triagem consiste na fixacdo da proteina de interesse em
uma placa e incubag@o com a biblioteca expressa em fagos. Apenas fagos que
contiverem proteinas expressas em fus&oc com o gene lll e que se ligarem
fortemente ao antigeno fixado na placa, permanecerao ligados a placa apés
sucessivas lavagens. Os fagos selecionados sdo entdo eluidos e 0 processo pode
ser repetido, para enriquecimento da biblioteca (Lorimer ef al., 1996, Turner ef al.,
1997; Rodi e Makowski, 1999). Uma outra abordagem do sistema “phage display”
consiste na clonagem de pequenas moleculas de DNA em fusdo com o gene da
proteina Il no proprio genoma do fago filamentoso (Wells ef al., 1992). Neste
caso, ndo é necessdaria a utilizagdo de fagos auxiliadores, pois os genes

responsaveis pela manutencdo do virus estdo presentes no seu genoma. Alem
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disso, o peptideo & apresentado em mais cépias. A triagem ocorre da mesma
forma.

Durante seu mestrado, Flavia Cristina Nery selecionou entre outros, dois
anticorpos sintéticos de cadeia Unica contra uma porgéo de p53 murina (aa 72-
390), utilizando o sistema de duplo hibrido, que foram denominados SScFv 9-15 e
16-19.

O gene p53 selvagem codifica um fator de transcrigdo que ativa diversos
genes: gadd45, mdm2, p21(wafl/cip1), ciclina G, IGF-BP3, bax, PIG3 e outros
(Cohen et al, 1998). Foi identificado também atuando como repressor da
transcricdo de genes (Cohen et al, 1998). A proteina p53 & responsavel pela
ativag@o do “checkpoint” da fase G1 do ciclo celular, induzido por dano no DNA e,
portanto, monitora a integridade da celula e € necessaria para a indugdo da
expressdo dos genes que sdo responsaveis pela inibicdo da sintese de DNA ou
indug@o dos genes da apoptose (Roth et al., 1996; Reisman e Loging, 1998 e
Daujat ef al, 2001). Considera-se que mais da metade das causas de céncer em
humanos estejam relacionados com a mutagdo de p53 (Marin et al, 1998 e
Woods e Vousden, 2001).

Alguns dominios de p53 que estio relacionados com essas fungdes ja
foram identificados (figura 2): um dominio transativador localizado entre os
residuos 1-40 e um segundo dominio transativador, gue atua independentemente
do anterior e que fica localizado entre os aminoacidos 40-83 (Cohen ef al., 1998);
um dominio de ligagdo em DNA (aa 113-300); um outro dominio caracterizado por
uma pequena regido basica localizada no C-terminal (aa 363-393) responsavel

pela regulagdo negativa da atividade de ligagdo em DNA de p53 e que, quando
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deletada ou fosforilada por CKIl ou PKC, restitui a atividade de ligagao em DNA de
p53 (Jannot e Hynes, 1997 e Bénard et al., 2003).

A atividade de p53 deve ser, portanto, regulada finamente para manter o
controle do ciclo celular e favorecer reparo do DNA ou apoptose. Os meios de

regulagdo de p53 podem ocorrer através da regulagdo de sua expressdo pelos
fatores de transcrigio NF«B (Webster e Perkins, 1999) e HOXAS (Raman et al.,

2000), atraves da regulagdo de sua tradugdo por fatores de ligagdo ao RNA,
agindo no 3'UTR de p53 (Fu et al., 1996) e pelo controle dos mecanismos de
importagdo e exportagdo nuclear, garantindo sua devida localizagdo sub-celular
(Shauisky et af, 1991). p53 também pode sofrer uma importante regulagéo
atraves de MdmZ2, que controla a manutengdo da estabilidade de p53 (Kubbutat et
al, 1997), por modificagdes pds-traducionais como fosforilagdo que interfere na
ligagdo de p53 com Mdm2 (Meek, 1998), ou como a acetilagdo, que promove
acentuagdo da atividade de ligagdo de p53 em DNA (Gu e Roeder, 1997) e
interagdes com diversas proteinas, tais como WT1, BRCA1, WRN e E2F1 que
possivelmente causam mudangas conformacionais, interferindo em suas fungées.
Os membros da familia p53, as proteinas homdlogas p63 e p73 (figura 2),
foram descobertas em 1998 e 1997, respectivamente. Todas as trés exibem
dominios tipicos de fatores de transcrigdo, dominio de ativagdo (AD), dominio de
ligagdo ao DNA (DBD) e dominio de oligomerizagiio (OD) (Bénard ef al., 2003).
Em determinadas regides, esses membros da familia de p53 possuem 60-68% de

identidade (Marin et al., 1998; Zeng et al., 2001 e Bénard et al,, 2003).
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Figura 2: Comparagdo dos dominios presentes em p53 & nas isofarmas mais comuns de p63 e p73.
Dominio de ativagao (TAD), dominio rico em prolina (PXXP), dominia.de ligagao (DBD), dominio de
cligomerizagdae (OD), dominio SAM e dominic basico. Figura retirada do artigo “TP53 Family
Members and Human Cancers” de Bénard et al., 2003.

Ja foi evidenciado que os membros da familia p53 podem se ligar nos sitios
alvos de p53, transativar genes que respondem a p53, induzir a parada do ciclo
celular ou apoptose (Kaghad ef al., 1997, Jost ef al., 1997).

Os anticorpos SScFv 9-15 e 16-19 apresentaram certa especificidade de
ligagdo a p53 murina (aa 72-390). Isso foi testado transformando-se os clones
SScFv 9-15 ou 16-19 com outra “isca” néo relacionada, uma porgdo de Tead1 de
camundongo T7(aa 153-248) e ambos anticorpos falharam em interagir com T7,
mostrando sua especificidade por p53 murina. Além disso, os anticorpos também
falharam em interagir com dois mutantes pontuais de p53 murina: 14.2 e 42.2
(Nery. 2001).

Existem na literatura trabalhos que demonstram o interesse em anticorpos
que interagem com p53, por exemplo, o anticorpo DO-1 ScFv, selecionado contra
a porgao N-terminal de p53, que foi capaz de inibir a fungado transativadora de p53
e, portanto, representa uma possivel ferramenta para o estudo da fun¢géo de p53

efetuada por sua por¢do N-terminal, como a ativagdo de genes alvos {Cohen et
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al., 1998). Um outro anticorpo selecionado contra p53 (ScFv Pab421} demonstrou,
em células tumorais humanas, ser capaz de restaurar a atividade de p53 mutante
(His273), sendo considerado um possivel candidato para a terapia do cancer
(Fromentel ef al., 1999). Sio dois exemplos de efeitos causados pela expressao
intracelular, produzindo nocaute (“knock-out”) ou, restabelecendo fungao.

Tewari ef al. (1998) mostrou que a expressdo de ScFv contra p17, uma
proteina envolvida em vérios processos do ciclo de replicacao do virus HIV-1, em
células T CD4+ humanas infectadas com baixa taxa de infeccao de HIV-1, foi
capaz de inibir a replicagéo do virus. Mas os fragmentos de Ab podem ser usados
para diferentes abordagens, como exemplificado no estudo de Cooke ef al. (2002)
que mostrou que ScFv MFE-23, um anticorpo de cadeia Gnica especifico contra
antigeno carcinoembridnico, quando fusionado ao fator de necrose de tumor
(TNFa), foi capaz de direcionar a agdo deste (ltimo sobre tais tumores. Em outro
estudo, Ho e Segre (2003) mostraram a produgédo e caracterizagdo de um ScFv
anti-id (anti-idiotipico), designado K2-3f, esse ScFv K2-3f mimetiza a configuragao
da molécula de cocaina e se liga ao transportador humano de Dopamina (hDAT),
no sitio de figagdo a cocaina, com maior afinidade que ela propria. Outra
importante caracteristica foi a inibigdo completa da ligagdo da cocaina ao hDAT
sem interferir na absor¢cdo de Dopamina. Devido a estas caracteristicas, ScFv K2-
3f possui potencial para ser usado no tratamento de individuos dependentes de
cocaina.

Os minianticorpos, devido a sua especificidade de ligagao, podem ser

usados na produgé@o de colunas de purificagdo por afinidade. Eles se ligam no

10
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interior dos poros da matriz da coluna, permitindo maior superficie de area para a
purificagé@o e, conseglientemente, aumentando a capacidade de ligagdo da coluna
(Berry et al. 1991 e McElhiney et al., 2002). No estudo conduzida por McElhiney et
al, (2002) a sensibilidade do ScFv selecionado por interagdo com a toxina
Microcistina-LR foi suficientemente alta para detectar sua presenga na agua em
quantidades menores que 1pg/L (que corresponde ao nivel permitido dessa toxina
presente na agua potavel exigida pela Organizagdo Mundial de Salude, OMS),
sendo candidato potencial para servir como um biosensor para © monitoramento
dos niveis da toxina na agua para uso humano ou animal.

Devido a suas caracteristicas bioldgicas de se ligarem especificamente as
proteinas e provocarem um nocaute fisiolégico, os ScFvs podem ter uso
terapéutico ou investigativo. Strube e Chen (2002} caracterizaram um anticorpo de
cadeia Unica (ScFv) contra ciclina E, capaz de se ligar a ela e bloquear o
crescimento de células tumorais de mama da linhagem SKBR3. A ciclina E é uma
proteina critica do ciclo celular que participa na regulagédo da progressao do ciclo
de células normais durante a fase que antecede a replicagéo de seu DNA. Varias
evidéncias indicam que sua desregulagao esta relacionada a tumorigeneicidade,
particularmente em cancer de mama.

Qutra tecnologia utilizada atualmente para provocar o nocaute fisiologico é
chamada interferéncia de RNA. Esta técnica consiste no silenciamento génico
sequéncia-especifico induzido por RNA de dupla-fita (Tuschl, 2001; Agami, 2002 e

Kim, 2003).
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A interferéncia de RNA € mediada por pequenas moléculas de RNA.
Existem duas classes de pequenas moléculas de RNA que estédo envolvidas no
silenciamento: RNAs pequenos de interferéncia (siRNAs = 22nt) e microRNAs
{(MiRNAs = 22nt). Os siRNAs séo gerados a partir da clivagem de uma longa
molécula de RNA. Os miRNAs por sua vez formam grandes grampos gue sao
processados ainda no nuclego gerando grampos menores. Apos essa digestio os
grampos séo transportados para o citoplasma, onde sdo naovamente processados
em moléculas ainda menores (MiRNAs). Essas pequenas moléculas de RNA
podem incorporar-se num complexo com atividade de nuclease chamado RISC
que cliva o mRNA que & complementar as pequenas moléculas de RNA (Nykanem
et al, 2001). Apesar de possuir algumas vaniagens, tais como o alto poder
inibitéric da expressdo génica (em torno de 90%) e alta persisténcia da
interferéncia em C. elegans, sendo transmitida para sua progénie, a interferéncia
de RNA em células de mamiferos é transiente e normalmente dura menos que
cinco divisdes celulares, devido a diluigdo das moléculas de siRNA e a falta de
uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRP) para ampilificar a interferéncia,
como € visto em C. elegans, plantas e Neurospora (Cotirell e Doering, 2003).
Como a interferéncia atua no mRNA, o silenciamento génico pode levar mais
tempo caso a proteina seja estavel. Outra desvantagem observada esta
relacionada com a necessidade de silenciar multiplos genes, ja que observou-se
gque, nesses casos, existe uma competicdo entre os diferentes siRNAs pela
maquinaria da interferéncia de RNA, que parece ser limitada em mamiferos (Kim,

2003).

12
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Portanto a utilizagdo de ScFvs que provocam o nocaute fisioldgico em
células de mamiferos pode ser uma alternativa mais interessante que o uso de

interferéncia de RNA.

13
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2. Objetivos

Caracterizar os anticorpos de cadeia unica SScFv 9-15 e 16-19,
selecionados contra a porgédo (72-390aa) de p53 murina quanto aos seus efeitos
causados em celulas murinas e células humanas normais e tumorais.

Expressar e purificar os SScFvs para avaliar as propriedades de ligagéao

desses anticorpos in vitro.

14
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Material e Métados

3. Material e Métodos

3.1 - Linhagem de células:

3.1.1 Células de mamiferos:

3T3: Namero de referéncia ATCC: CCL-92
Organismo: Mus musculus (camundongo}

Tecido: Fibroblasto de embrigo

CHO: (Puck et al, 1965).
Organismo: Cricetulus griseus (hamster, chinés)

Tecido: Epitélio do ovario

Hela: Ntmero de referéncia ATCC: CCL-2
Organismo: Homo sapiens

Tecido: Adenocarcinoma de epitélio cervical
Wish: Numero de referéncia ATCC: CCL.-25
Organismo: Homo sapfens

Tecido: Epitélio cervical

3.1.2 Linhagens bacterianas:

BL21: E. coli B F- dem ompT hsdS(rs- ms-) gal

DH5w: F~ ¢80dlac ZAM15A (lac ZYA — argF) U169 end A1 recA1 hsdR17(r

m ") deoR thi-1 phoA supE44 A°gyrAS6 relAl.

MC1061: F-araa139 D(ara-leu)7696 galE15 galK16 A(lac)X74 rps! (Str'), hsdR2

(re-My”) merAmerB1.

15
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XL1-Blue: F':: Tn10 proA® B lacl? A(lacZ)M15/recA1 endA1 gyrA96 (Nal‘) thi
hsdR17 (re-my") supE44 relA1.

3.2 - Estocagem e cultivo:
3.2.1 Meios de cultura para bactérias:

Todos os meios descritos foram esterilizados em autoclave (120Kgfiem? -

15min) antes de utilizados.

LB: Triptona 1% (DIFCO ou SYNTH)
Extrato de levedura 0,5% (DIFCQ)
NaCl 1% (VETEC)

Obs: Para fazer meio LB sdlido foi adicionado 1,5%.de agar.

SOB: Bactotriptona 2% (DIFCO ou SYNTH)
Extrato de levedura 0,5% (DIFCQO)
NaCl 10mM (VETEC)
KCl 2,5mM (REAGEN)
MgClz 10mM (SYNTH®)
MgSos 10mM (BERZOG®)

SOC: 100m! SOB
1ml solugdo glicose 2M esterelizada (ISOFAR)

2XYT: Bactopeptaona 1% (DIFCO)
Extrato de levedura 0,5% (DIFCQO)
NaCl 1% (VETEC)
PH74

16
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O cultive foi realizado inoculando-se uma coldnia ou 10u! de cultura
crescida durante a noite em 10ml de meio esterelizado e suplementado com
antibidtico, o indculo foi colocado em estufa a 37°C com agitagdo por 16 horas. O
cultivo em placas foi realizado inoculando-se uma colénia ou plagueando uma
aliquota de cultura crescida durante a noite em placas de 150mm contendo 20 ml
de meio suplementado com antibidtico, as placas fcram colocadas em estufa a 37

°C por 16 horas.

A estocagem de bactérias foi realizada em baixas temperaturas (-80°C)

mantendo os estoques viaveis por longos periodos. Para se proceder a estocagem

foram obedecidos certos procedimentos: a cada 1 ml da cultura liquida de bactéria
foram adicionados 400 pl de glicerol esterilizado, e manteve-se a -20°C por 24

horas, apds este periodo a cultura foi estocada definitivamente a -90°C.

3.2.1.1 Antibioticos:

Para fazer placas de meio sélido e culturas em meio liquido, foram adicionados
ampicilina ou kanamicina na concentracgao final de 100 e 50 microgramas por mililitro

de meio, respectivamente.
3.2.2 Meios de cultivo para células de mamiferos:

Todos os meios descritos foram esterilizados por filtragao em filtros com

poros de 0.22um.
DME:

Foram dissolvidos 100g de DME da CUTILAB® em 900ml de H,O mili-Q,
adicionados 1,2g de bicarbonato de sédio e 5ml de solugdo de antibidtico 200X
concentrado. O pH foi acertado para 6,8 com HCI 2,5N e o volume completado

para 1000m! e conservado a 4°C.
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O cultivo de células foi realizado lavando-se as células 3 vezes com 3-5 ml
de PBS4 para remover o meio. A seguir foram adicionados 1-2ml de solugdo de
tripsina, deixando-se agir por 5-8 minutos para remover as células da garrafa. As
celulas foram coletadas, e foi realizada uma diluigio de 1:4 ou 1:6 com meio DME.

A garrafa foi entdo incubada em estufa contendo 5% de CQ, & 37°C por 48 horas.
Obs: O meio de cultura foi suplementado com 10% de SFB da CUTILAB®.
3.2.2.1 Antibioticos:

Solugao 200X concentrada:

Penicilina G potassica cristalina (1590U/mg) 6g (ALDRICH)

Sulfato de Estreptomicina 2,59 (ALDRICH})

Dissolvidos em 100m| de PBS4 e esterilizados por filtragao.

3.2.2.2 Qutras solugdes:

PBS4 concentrado 5X: NaCl 40g (VETEC)
KClI 19 (REAGEN)
Na HPQ, anidro  5,75g(MERCK)
KHaPQO4 19 (MERCK)

Dissolvidos em 950m| de H,O mili-Q, o pH acertado para 7,4 e o volume
ajustado para 1000m! e esterilizado em autoclave (120Kgf/cm® —15min) antes de

ser utilizado.

Glutamina concentrada 200X: Glutamina 200mM (SIGMA)

Esterilizado por filtragéo e conservado & ~20°C.
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Solugdo de Tripsina: Tripsina-EDTA 10x concentrado (GIBCO BRL)
Diluida 10X em PBS, esterelizado.

3.3 - Vetores:

pPGAD424 - Figuras 3 e 12 (Bartel et al., 1993).
pProEX Hta — Figura 3 (Polayes, 1996).
pEGFP C2 - Figura 12 Acesso GenBank #: U57608.

3.4 - Transformagéo e Transfecgao:
3.4.1 Transformacao de bactérias:

As bactérias foram transformadas por eletroporagdo seguindo-se o
protocolo desenvolvido pelo Dr. Marcelo Bento Soares, Univ. lowa, comunicagao

pessoal)

3.4.1.1 Preparagao de células de bactérias eletrocompetentes:

Uma coldnia da bactéria escolhida foi inoculada em 100 ml de meio 2xYT
(pré-inoculo) e posteriormente a cultura foi transferida para um agitador a 37°C por
12-16 horas. Depois desse periodo foram utilizados 10 ml desse pré-indculo para
inocular 1 litro de 2xYT sem antibidticos. Este indculo foi entdo colocado sob
agitagdo a 37°C e acompanhado até a D.O.goonm de 0,2-0,25. Assim que foi
alcangado este ponto, o frasco contendo a cultura foi resfriade em gelo. Quando
fria, a cultura foi centrifugada (16000 G- 10 minutos - 4°C) para sedimentar as
células, sendo que o sobrenadante descartado e o sedimento ressuspendido em
50 ml de glicerol a 10% esterilizado a 4°C. A suspensdo foi centrifugada
novamente (por 15 minutos) nas condigdes anteriores. As células foram entdo

lavadas por mais duas etapas de ressuspens@o do sedimento com 100 ml de
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gliceral a 10% esterilizado, a 4°C e centrifugacdo nas mesmas condigbes. Depois
destas lavagens o sedimento foi ressuspendido em 1-2 m| de glicerol a 10%
esterilizado, a 4°C, sendo esta Suspensao diluida em glicerol até que uma aliquota
de 25 u! diluida em 10ml de glicerol 10% obtivesse D.O.s00nm igual a 0,15. Ao
atingir esta medida a suspensao foi dividida em aliquotas de 40 pl que foram

estocadas a -90°C.

3.4.1.2 Eletroporacao de Bactérias:

As células eletrocompetentes armazenadas a -90°C foram descongeladas
em gelo por 15 minutos. Logo depois adicionou-se o DNA ou a mistura de ligagao
(1 @ 5 ng para plasmidios pequenos ou 1 pl da mistura de ligagdo -
aproximadamente 10 ng) e incubou-se em gelo por 5 minutos. As células foram
transferidas para cubetas de eletroporagao e submetidas a um choque elétrico de
2,5 KV (resisténcia de 200 OHMSs, capacitdncia de 25 uFD) no aparelho
Electroporator 2510 da EPPENDOREF. Ap6s o choque as bactérias foram
incubadas em meio SOC & 37°C por 1 hora e semeadas em LB contendo

antibidtico.
3.4.2 Transfecgéo de células de mamiferos:
3.4.2.1Eletroporacédo de células de mamiferos:

As células foram lavadas 3 vezes com 3-5 mi de PBS4 para remover o meio.
Foram adicionados 1-2m| de solugdo de tripsina, deixando-se agir por 5-8 minutos
para remover as células da garrafa. As células foram coletadas e contadas
utilizando a cadmara de Neubauer. Apds a contagem, um milhdo de células por
eletroporagédo foram separadas e misturadas a uma solugdo de DNA previamente
preparada. Esta solugdo continha Spg de DNA de esperma de Salmio

(Stratagene®), 5ug de DNA do plasmidio de interesse e quantidade suficiente de
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agua mili-Q para 50pl. Esta mistura foi colocada em cubetas de 4mm e dado o
pulso elétrico como descrito abaixo no aparelho Eletro Square Porator Model T820
da BTX Eletroporation System. Apés o pulso as células foram plagueadas em

garrafas e incubadas como descrito no cultivo de células.

Pulso elétrico: CHO Voltagem:225volts Duragdo.40mseg
373 Voltagem:200volts Duragéo:20mseg
Wish Voltagem;250volts Duragdo:40mseg
Hela Voltagem:250volts Durag@o:40mseg

3.5 - Extragdo de DNA:

3.5.1Extra¢do de DNA plasmidiano de bactéria:

Mini-preparagdoc de plasmidio bacteriano: lise alcalina (Sambrook ef al, 1989 e
Chart, 1994, com modificagdes).

Cada coldnia individual foi inoculada em meio LB contendo ampicilina 100
ug /mi, e incubada a 37°C por 12-16 horas. Depois deste periodo as solugdes
foram centrifugadas e ressuspendidas em 100 pt de solugao GTE, e em seguida
adicionou-se 200 pl de solugédo de lise, no gelo. Esperou-se 5 minutos e adicionou-
se 150 ul de solugdo KOAc, inverteu-se o tubo 4 vezes e procedeu-se a
centrifugagao por 5 minutos. © sobrenadante foi recuperado e a ele acrescentou-
se 400 pl de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1)(MERCK ou LABSYNTH),
centrifugou-se por 1 minuto. A fase aquosa foi retirada e misturada a 2 volumes de
etanol absoluto gelado (-20°C), centrifugou-se por 10 minutos. O sedimento,
contendo o DNA, foi ressuspendido em 20 pl de solucéo de TE/RNAse e incubado

a 37°C por 20 minutos, sendo depois disto o DNA estocado a 4°C.
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Solugdes utilizadas:

GTE: (100 ml)
0,9 g glicose (dextrose) {ISOFAR).
2ml EDTA 0,5 M.(SIGMA)
2,5 ml Tris-HCL 1M (pH 8,0) (SIGMA).
H2O miliQ esterilizada.

Solugédo de lise: (5 ml)
200 ul de NaOH 5 N (SIGMA).
500 ul de SDS 10% (SIGMA).

H20O miliQ esterilizada.

KOACc: (100 ml)
60 ml de acetato de potassio 5 M (MERCK).
11,5 ml de acido acético glacial (MERCK).
28,5 mi de HO miliQ esterilizada.

TE/RNAse: Tris-Cl 10 mM (pH 7,4) (SIGMA).
EDTA 1 mM (pH 8) (SIGMA).
RNAse pancreatica livre de DNAse (20pg/mi).

3.6 - Dialise (Sambrock et al., 1989)

Fragmentos de tubos de didlise (SPECTRAPOR membrane tubing, MW CO
5.000. Wet in 0,1% Na-azide anisotropic, 10mm wide, 64 mm diam., 32 mi/fcm
lenght, reorder 131192), convenientes ao volume da solugédo de proteina, foram
tratados da seguinte maneira: fervidos por 10 minutos em solugdo de 2%
NaHCO4/EDTA, ap6s esfriar, lavados com agua destilada, fervidos novamente em
solugdo de EDTA 1mM (pH 8), e lavados novamente com agua destilada. O
material foi colocado com ajuda de uma pipeta de vidro (2 ml) e as extremidades
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sdo vedadas com pingas. Os tubos de dialise foram colocados em um béquer de 2
L contendo TE frio, e deixados a 4°C sob agitagdo . O tampao foi trocado por 4
vezes, num periodo de intervalo de aproximadamente 6 horas entre cada troca.
Depois deste periodo o DNA foi retirado do tubo, dosado em espectrofotémetro
(Spectrophotometer Madelo U -2001 da HITACHI) e congelado a -20°C.

3.7 — Eletroforase:

3.7.1 Eletroforese de DNA em gel de agarose (Sambrook et al., 1989)

A agarose (1% p/v) foi fundida em TAE 1x. Apds a completa dissolugao da
agarose e a temperatura abaixado foi adicionada a solugdo de brometo de etidio
alcangando uma concentragao final de 0,5 pg/ml. © gel foi polimerizade em cuba
de eletroforese a temperatura ambiente por cerca de 10 min. Para corrida de DNA

aplicou-se uma voltagem de 1 a 5 V/cm.

Solugoes utilizadas:

TAE 1x: 20ml de TAE 50x para cada 1000m|
Tris-acetato 0,04 M
0,001 M de EDTA (SIGMA).

TAE 50x: 242g Tris (SIGMA).
57,1m! acido acético glacial (MERCK).
100 mt 0,5M de EDTA (pH 8,0) (SIGMA).
q.s.p 1000ml

3.7.2 Eletroforese de proteina em gel de poliacrilamida (Sambrook et al., 1989) .

3.7.2.1 Preparaca@o das amostras:
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Foram misturados 1 volume de amostra de suspensioc de células e o
mesmo volume do tampéo de amostra 2xSDS. Todas os tubos de amostras, além
do padrao de baixo peso molecular foram homogenizados vigorosamente, fervidos

por 5 minutos e aplicados imediatamente no gel.

Tampao de amostra 2xSDS:125 mM de Tris-HC! (pH 6.8) (SIGMA)
4% (p/v) de SDS (SIGMA)
20% de glicerol (MERCK)
0.01% (p/v) de azul de bromofenaol (MERCK)

3.7.2.2 Preparagao do gel

O gel de corrida foi colocado entre duas placas de vidro, em uma estrutura
propria para a montagem do gel, e foi coberto com 1 ml de n-butanol para
desfazer a interface ar:gel, que se polimeriza defeituosamente quande em contato
com o ar. Uma vez que o gel de corrida foi polimerizado, ¢ gel de empilhamento foi
colocado entre as duas placas de vidro e o pente, que da forma as canaletas, foi

devidamente ajustado.

Gel de resolugao a 10% VOLUME DO GEL

5m| 10ml 15ml
H20 1,9 4,0 59
30% acrilamida : bis{29:1) 1,7 33 5,0
1.5 M Tris (pH 8.8) 1,3 25 3,8
10% SDS 0,05 0,1 0,18
10% persulfato de amédnia 0,05 0,1 0,15
TEMED 0,002 0,004 0,006
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Gel de empilhamento VOLUME DO GEL
5ml 10ml 15ml
H20 0.68 1.4 2.1
30% acrilamida : bis(29:1) 0.17 0,33 0,5
1.0 M Tris {(pH 6.8) 0,13 0,25 0,38
10% SDS 0,01 0,02 0,03
10% persulfato de aménia 0,01 0,02 0,03
TEMED 0,001 0,002 0,003

3.7.2.3 Corrida do gel:

As amostras foram aplicadas no gel, que se encontrava mergulhado em
solugdo Tris-Glicina (1X), e submetidas a corrida em cuba vertical a 150 V por
aproximadamente 2 horas até que o azul de bromofenal, presente no tampéo de

amostra, atingisse o final do gel. A seguir procedeu-se a coloracéo do gel.

Solugdes utilizadas:

Tris- Glicina: 5X

24 mM de base Tris (SIGMA)

250 mM glicina (pH 8.3) (SIGMA)

0,1% SDS (SIGMA)

Dissolver 15,1 g de Tris e 94 g de glicina em 900 m| de 4gua deionizada. Adicionar
50ml de SDS a 10%e completar o volume para 1000 ml.

3.7.2.4 Coloragéo de gel de poliacrilamida por Coomassie brilhant blue:

O gel de empilhamento foi separado do gel de corrida e este foi marcado

em seu canto superior a esquerda (ponto em que a primeira amostra foi aplicada).
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Solugdo de coloragéo (p/100 mi):
45 ml de H20 Mili-Q
45 ml de metanol (MERCK)
10 ml de acido acético glacial (MERCK)
0,25 g de coomassie brithant blue (ACROS)

Solugdo de descoloragéo (p/100 ml); 45 ml de H20 Mili-Q

45 ml de metanol (MERCK)
10 ml de acido acético glacial (MERCK)

O gel foi colocade em uma placa de petri e a solugdo de coloragéo foi
adicionada (~30 ml) até que o gel ficasse encoberto. O gel permaneceu durante
15 minutos ou durante a noite. Apds este tempo o gel foi lavado com acide acético
10% e colocado de volta a placa. A solugdo de descoloragao foi entdo adicionada
e o gel foi mantido em agitagdo constante por 30 minutos (duas trocas foram
feitas, uma a cada 10 minutos). També.m com agitagdo constante, o gel ficou
mergulhado em solugdo de acido acetico 10% por uma hora e meia (duas trocas

foram feitas, uma a cada 30 minutos).
3.7.2.5 Coloragdo de gel de poliacrilamida por nitrato de prata

O gel foi coloccado em uma placa de petri juntamente com solugéo pré-
fixadora 1, deixando-se agir por 2 horas. A solu¢ao pré-fixadora 1 foi retirada e foi
colocada a solugao Pré-fixadora 2, deixando-se agir novamente por 2 horas. O gel
foi lavado em seguida com agua por 30 minutos. Apos a lavagem a solugéo de
glutaraldeido 10% foi adicionada, deixando-se agir por 30 minutos. Novamente o
gel é lavado com agua durante 1 hora. O gel foi colocado submerso na solugéo de
prata amoniacal deixando-se agir por 20 minutos. O gel foi lavado com agua por

30 minutos. Apds a lavagem, acrescentou-se a solugao reveladora pelo tempo

26



Caracterizagao inicial de dois anticorpos sintéticos de cadeia Gnica selecionados por interagdo com
p53 {72-390) murina. Material @ Métodos

necessario para o aparecimento das bandas. O processo foi interrompido pela

solugdo inativadora.

Solugdes utilizadas:

Pre-fixadora 1: Acido acético (MERCK) 15ml
Metanol (MERCK) 100mli
Agua q.s.p. 200ml

Pré-fixadora 2; Acido acético (MERCK) 15ml
Metanol (MERCK) 10ml
Agua q.s.p. 200m!

Solugéo de glutaraldeido (fixadora) 10%:
Glutaraldeido 25% (Riedel-de Haén)  20mi
Agua q.s.p. ' 200m!

Solugao de prata amoniacal;

Solugaoc A:
NaOH 0,36% (REAGEN) 36m]!
NH4OH (Hoechst) 500

Solucaoe B:
AgNO;3 (SYNTH) 0,5g
Agua 10ml

Foi adicionada gota a gota de solugdo B na solugdo A até terminar a
solugdo B. A solugdo A foi mantida em agitacdo durante este processo, gquando
aparecia uma turbidez na solugdo A, o processo era interrompido e pingava-se
uma a uma as gotas de NH;OH na solugao A.

Obs: A solugdo de prata amaniacal deve ser preparada no momento de uso.
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Solugao Reveladora:

Acido citrico 2,3M 50ul
Formaldeido 38% 200ul
Agua q.s.p 200m|

Solugio Inativadora:
Acido acético (MERCK) 2ml
Agua q.s.p 21

3.8 - Purificagdo de DNA de gel de Agarose:

3.8.1 Purificagdo de DNA a partir de gel de agarose utilizando o kit Geneclean™
(BIO 101, Inc.)

A partir do gel de agarcse contendo brometo de etidio excisou-se bandas
de DNA, visiveis com ondas longas de UV. Calculou-se o volume de Nal a ser
adicionadoc pesou-se o fragmento extraido, considerou-se que cada grama
equivale a 1m!, e multiplicou-se por 3. O fragmento apods a adi¢do de Nal foi
incubado a 55°C por 10 minutos, até a completa dissociagao do gel. Em seguida
adicionou-se a solugdo 5ul de Glassmilk (matriz de silica a qual o DNA se liga) e
colocou-se a suspensaoc sob agitagdo, em gelo, por 15 minutos. O DNA ligado a
matriz de silica fol precipitado por centrifugagéo e lavado 3 vezes com solugio de
New Wash gelada. O DNA foi eluido da matriz de silica com agua a 55°C por 10

minutos e recolhido apds centrifugagéo.
3.8.2 Purificagao de DNA a partir de gel de agarose utilizando |a de vidro.
A partir do gel de agarose contendo brometo de etidio excisou-se bandas

de DNA, visiveis com ondas longas de UV. Em um tubo furado e forrado com |4 de

vidro foi colocado o fragmento de agarose contendo o DNA. Um outro tubo foi
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encaixado no primeiro para possibilitar a coleta. Os tubos foram submetidos a
centrifugagéo (8.000 RPM) por 20 segundos. A partir dessa amostra recuperada o
DNA foi precipitado.

3.9 - Digestao de DNA com Enzima de Restrigao:

O DNA selecionado foi colocado em um tubo Eppendorff contendo a enzima
de restrigdo 5x em excesso em relagao ac padrdo (1 unidade de enzima/ug DNA),
o tampéao proprio para a enzima e H;O miliQ esterilizada. A concentracdo de DNA
nao excedeu a 200 ng/ul e a quantidade da enzima n&o foi maior gue 10% do

volume final. A solug&o foi incubada a 37°C por 3 horas.

3.10 - Ligacao de fragmentos de DNA:

Para proceder-se a ligagdo dos fragmentos preparou-se uma solugéo
composta de: 100ng do vetor {digerido pelas enzimas de restricdo adequadas), o
inserto a ser ligado (3x a concentragdo molar do vetor), 2 ul do tampéo especifico
da ligase (Gibco, 5X) e 1 ul da enzima T4 DNA ligase (Gibco, 5U /ul). Esta solugdo
foi mantida a 22°C por 4 a 16 horas, seguiu-se as sugestdes do fabricante, para

ocorrer a ligagao, e em seguida o DNA foi mantido a 4°C.

3.11 - Precipitacdo de DNA Utilizando-se Acetato de Aménio:

Para precipitar o DNA preparou-se uma solugdo contendo: mistura contendo o
DNA selecionado, H,O miliQ esterilizada até completar o volume de 100 pl, 25 pl
de acetato de aménio 10 M, 250 pl de etanol absoluto e 1 ul de glicogénio. Esta
solugdo foi homogenizada vigorosamente em um agitador do tipo Vortex e mantida
a -20°C por 10 minutos, e depois centrifugou-se a 14.000 rpm por 10 minutos para
precipitar o DNA. Em seguida o sedimenio foi ressuspendido em H>O miliQ

esterilizada.
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3.12 - Reagdo da Cadeia da Polimerase (PCR):

A reagdo de PCR utiliza DNA molde para a sua amplificagdo. Quando
dispinhamos de DNA purificado, 1 ng deste foi acrescido a reagdo. Quando o
DNA nao estava purificado (o plasmidio ndo foi isolado) uma PCR de coldnia foi
realizada. A enzima Tag Polimerase, usada em todos os experimentos de PCR, foi
gentilmente cedida pelo professor Evanguedes Kalapothakis, Dept. Farmacologia -
[CB- UFMG. O termociclador utilizado nos experimentos de amplificagdes por PCR
foi PTC100TM Programmable Thermal Controller, M J Research Inc.

3.12.1 PCR com DNA purificado:

Para as reagdes de PCR utilizou-se aliquotas de 25 pl (para amplificacéo de
fragmentos) contendo tampao de PCR 1X, 200 pM de cada nucleoctideo
trifosfatado, 5 U da enzima polimerase Tag, de 0,25 a 1 uM de cada iniciador e o
molde do DNA a ser amplificado (geralmente 1 ng). O DNA foi amplificado em
aparelhos termocicladores e o resultado das amplificacgdes foi analisado em géis

de agarose contendo brometo de etidio.

3.12.2 PCR de Coldnia:

Para cada 25 pl de solugao de PCR foram adicionados 5U de Tag
Polimerase, 25 pmoles de primers, 10 pl de tampao (10X) e 200 uM de cada ANTP
e agua miliQ esterilizada. Aliquotas de 10 pl s&o distribuidas em tubos de
microcentrifuga com capacidade para 500 pl. As coldnias foram retiradas
diretamente da placa selecionada com ponteiras de micropipeta estéreis. Estas
ponteiras contendo bactérias foram limpas repetidas vezes sobre meio LB solido
contendo antibiotico, e em seguida utilizadas como molde para a PCR através de
refluxos com micropipeta em 10 pl da reagdo, para cada clone. A placa foi
incubada a 37°C para estoque de bactérias. O produto de PCR foi separado em
gel de agarose 1% contendo brometo de etidio. A presenga de uma banda do
tamanho esperado indicou que o DNA foi amplificadc e que a coldnia

correspondente contém o plasmidio ligado ao inserto desgjado.
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Programa para amplificar SScFv (FCN2):

1 94°C 5 minutos

2 94°C 1 minuto

3 52°C 1 minuto

4 72°C 2 minutos

5 30 ciclos voltando para o passo 2

6 72°C 10 minutos

7 4°C 2 horas

8 Fim
Iniciadores:

FScFv GATCGAATTCGGCGGCGAAGTTCAACTGGTTGAATCCG
(38Mer)

RScFv ATCTCTGCAGGTACGTTTGATTTCAACTTTGG (32Mer)

313 - Indugdo de clones recombinantes de pProEX HT (Protocolo

recomendado pela INVITROGEN)

3.13.1 Indugdo em pequena escala:

Uma colénia de um clone transformado com o vetor pProEX ou os
plasmidios construidos com os SScFvs foi usada para inocular 5ml de meio LB
com ampicilina (100pg/ml final). O tubo foi incubado na temperatura indicada na
descrigao do experimento, com agitagao durante a noite. No dia seguinte, 100yl de
cada pré-indculo foi usado para novamente inocular outro tubo contendo 10ml de
LB-Amp. Esse tubo foi submetido as mesmas condigbes que os anteriores, até a
ODsgg ter atingido 0,5-1,0 . Uma aliquota de 1ml foi removida, centrifugada por 1
minuto na microcentrifuga, o sobrenadante descartado e o sedimento de células
ressuspendido em 100ul de PBS. Esta amestra nfo induzida foi guardada a -

20°C. Na cultura restante foi adicionado IPTG ou lactose de acordo com o

31



Caracterizagdo Inicial de dois anticorpos sinteticos de cadeia unica selecionados por interagido com
p53 (72-390} murina. Material e _Métados

experimento, suficiente para a concentragdo final indicada no experimento e
prosseguiu-se com a incubagdo. Foram removidas aliquotas de 1ml da cultura
induzida 1, 2, 3 e 4 horas apos a indugédo e medidas a sua ODsg. As aliquotas

foram tratadas da mesma maneira que a amostra ndo induzida.
3.13.2 Indugdo em grande escala:

Uma colénia de um clone transformado com o vetor pProEX ou os
plasmidios construidos com os SScFvs foi usada para inocular 5ml de meio LB
com ampicilina (100ug/ml final). O tubo foi incubado a 37°C com agitagdo durante
a noite. No dia seguinte, 5ml de cada pre-indculo foi usado para novamente
inocular um erfenmeyer contendo 500ml de LB-Amp, sendo submetido as mesmas
candigdes de crescimento. Apds a ODsg ter atingido 0,5-1,0, uma aliguota de 1ml
foi removida, centrifugada por 1 minuto na microcentrifuga, o sobrenadante
descartado e o sedimento de células ressuspendido em 100ul de PBS. Na cultura
restante foi adicionado |IPTG para a concentragéo final de 1mM e prosseguiu-se
com a incubacao por 4 horas. Apos este periodo as células foram centrifugadas a
10.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o peso molhado das

células medido. Seguindo-se diretamente para lise por sonicagao.
Solugdes utilizadas:

PBS: NaCl (VETEC)  0,8g
KCI (REAGEN)  0,02g
Na,HPO, (MERCK) 0,144g
KH.PO, (MERCK) 0,024g

Foram dissolvidos em 80mi de agua deionizada, o pH ajustado para 74

com HCI 0,1M e o volume completado para 100ml. Esterilizado em autoclave

(120Kgf/cm? — 15 min) antes de ser utilizado.
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Solugdo de IPTG: IPTG {American Bioanalytical ou SIGMA) 1,429

Dissolvido em 10ml de agua deionizada. Esterelizado por filtragdo em filtros

com poros de 0.22um.

3.14 — Lise por sonicagao (Diaz et al., 2000):

O sedimento de celulas foi ressuspendido em 4 volumes de tampéo de lise.
Esta amostra foi sonicada no aparetho SONIFIER 450 da BRANSON por 10 ciclos
de 15 segundos com intervalo de 30 segundos, na poténcia 2 (= 20W) até que
80% das células estivessem lisadas. Uma aliquota dessa amostra foi guardada
para analise em gel de poliacrilamida para verificar a presenca do anticorpo nessa
frag@o. O restante foi centrifugado para remover os “debris”. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e também guardado para a analise em gel de
poliacrilamida. O sedimento também foi guardado para andlise em gel de

poliacrilamida no caso de SScFv ser insoluvel.

Solugéo utilizada:

Tampao de lise: Tris.HCl(pH 8,5 a 4°C) (SIGMA) 50mM
2-mercaptoetanol (MERCK) 10mM
PMSF (ROCHE) Tmm

Obs: PMSF sé foi adicionado no momento do uso devido o fato de ser instavel em

solugdo aquosa.

3.15 — Purificagao de SScFv (Protocolo Batchwise da Qiagen):

Uma aliquota de 500p! do extrato lisado foi transferida para um tubo novo.
Foi adicionado 200y de resina Ni**-NTA da Qiagem, ressuspendida e previamente

equilibrada com o tampao A ao tubo com o extrato lisado. A mistura foi agitada
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continuamente por 20 minutos a 4°C. O tubo foi centrifugado por 1 minuto na
minicentrifuga e o sobrenadante foi transferido para um outro tubo (essa é a
fragdo que nao se liga a resina). Foi adicionado 1ml de tampdo A no tubo
contendo a resina e essa mistura foi agitada por 5 minutos & 4°C. O tubo foi
centrifugado por 1 minuto na minicentrifuga e o sobrenadante foi transferido para
um outro tubo (essa & a fragdo da primeira lavagem). Novamente a amostra é
lavada com o tampdo A nas mesmas condigbes anteriores (essa é a fragao da
segunda lavagem). A proteina é eluida da resina adicionando-se 200ul de tampéao
C ao tubo com a resina, agitando-se a mistura por 5 minutos e centrifugando a
amostra por 1 minuto na minicentrifuga. O sobrenadante é recolhido em um tubo
novo (essa € a fragcéo do primeiro eluido). A resina é novamente submetida a mais
dois ciclos utilizando-se o tamp&o C de eluigéo.

Solugdes utilizadas:

Tampao A: Tris.HCI(pH 8,5 a 4°C) (SIGMA) 20mM
2-mercaptoetanol (MERCK) 10mM
KCI (REAGEN) 100mM
Glicerol(SYNTH) 10%
Imidazol (SIGMA) 20mM

Tampéo C: Tris.HCl(pH 8,5 a 4°C) (SIGMA) 20mM
2-mercaptoetanol (MERCK) 10mM
KCI (REAGEN) 100mM
Glicerol{SYNTH) 10%
imidazol (SIGMA) 100mM

3.16 — Transferéncia semi-seca para “Western”.
Foram cortados 8 pedagos de papel filtro e 1 pedago de membrana PVDF

da SIGMA do mesmo tamanho do gel. A membrana de PVDF foi ativada
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mergulhando-a em Metanol (MERCK). Os oitos filtros e a membrana de PVDF
foram incubadas no tampao de transferéncia por 10 minutos. Apds este periodo, 4
pedagos de papel filtro foram empilhados sobre o catodo, seguido do gel de
poliacrilamida-SDS, membrana de PVDF e mais 4 pedagos de papel filtro,
tomando-se cuidado pra que néo ficassem bolhas entre eles, o anodo foi colocado
sobre o empilhamento. A transferéncia foi realizada por 1:20 horas no aparelho de
transferéncia TRANS-BLOT SEMI-DRY TRANSFER CELL da BIO-RAD utilizando
as seguintes condigdes: 24V, 300mA e 8W.

Solugao usada:

Tampao de transferéncia: Tris Base (SIGMA) 25mM
Glicina (SYNTH) 150mM
Metanol (MERCK) 10%

3.17 Imunodeteccao de cauda de polihistidina (6HIS):

Tanto nos experimentos de Dot Blot quanto nos experimentos de Western
Blot a membrana foi tratada da mesma maneira, portanto o tratamento da

membrana sera descrito uma (Unica vez.

3.17.1 Western Blot (Protocolo fornecido pela Qiagen):

A membrana foi retirada do aparelho de transferéncia, tomando-se cuidado
para néo inverté-la e foi incubada durante a noite em tampao de bloqueio. Apés o
blogueio, a membrana foi lavada 2 vezes por 10 minutos com tampdo TBS-
Tween/Triton e 1 vez por 10 minutos com tampao TBS. Incubou-se a membrana
por 1 hora em uma diluicdo 1/1000 preparada do anticorpo primario (Penta-His
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Antibody da Qiagen) e tampao de bloqueio. A membrana foi lavada 2 vezes por 10
minutos com tampao TBS-Tween/Triton e 1 vez por 10 minutos com tampéo TBS.
Apos as lavagens, a membrana foi incubada por 1 hora em uma diluigac 1/1000
preparada do anticorpo secundario (Anti-lgG de camundongo conjugado com
fosfatase alcalina da SIGMA®) e tampéao de bloqueio. A membrana foi lavada 4
vezes por 10 minutos com tampao TBS-Tween/Triton

Solugoes utilizadas:

Tampao de bloqueio: BSA (SIGMA) 3%
Tampao TBS

Tampao TBS: Tris-Cl (pH 7,5)(SIGMA®) 10mM
NaC! (VETEC®) 150mM

Tampao TBS-Tween/Triton: Tris-Cl (pH 7,5)}(SIGMA®) 20mM
NaCl (VETEC®) 500mM
Tween 20(viv)(SIGMA®) 0,05%
Triton X-100(v/v)(Union Carbide) 0,2%

3.17.2 Dot Blot (Protocolo fornecido pela Qiagen):

O extrato foi lisado como descrito no item 3.13 do material e métodos.
Foram pingados 5l ou 10ul do extrato lisado dos clones na membrana, esperou-
se que 0s pingos secassem. A membrana foi tratada como descrito anteriormente
no item 3.16.1.

3.18 Reacao de coloragdc da membrana com fosfatase alcalina e

substratos

Colocou-se 50ul de NBT (GIBCO®-BRL) e 25pl de BCIP (GIBCO®-BRL)

em 10m| de tampdo de fosfatase alcalina, agitou-se bem. A membrana foi
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incubada nesta solugdo por 15 minutos ao abrigo da luz. Apos a reagdo a
membrana foi lavada com agua. Esperou-se a membrana secar com ajuda de
papel de filtro e foi fotografada.

Solugao utilizada:

Tampao de fosfatase alcalina;  Tris-Cl(pH 9,5) (SIGMA®) 100mM
NaCl (VETEC®) 100mM
MgCl; (SYNTH®) 5mM

3.19 Microscopia:

3.19.1 Microscopia de contraste de fase:

Foi utilizado o microscépio invertido em fases BX-70 da Olympus® .

3.19.2 Microscopia de fluorescéncia:

Foi utilizado o microscépio invertido IX70-S8F2 da Olympus®. Com o0s

seguintes pardmetros:

Método de Excitagao B

Unidade de Espelho U-MwB2
Espelho Dicroico DM500
Filtro de excitagédo BP460-490
Filtro de Barreira Ba520iF

3.20 - Flurécromos

EGFP & um mutante de GFP (Proteina verde fluorescente) que contém uma
substituicdo da fenilalanina 64 para uma leucina e da serina 65 para uma treonina

(Excitagdo maxima= 488nm e emissdo maxima=507)
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3.21 Analise da relagio TA/TAA:

A proporgéo foi avaliada contando-se o niimero encontrado de TA e TAA
em cinco campos (aumento de 200x) escolhidos aleatoriamente.
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4. Resultados e Discussio:

De acordo com nossos objetivos, duas abordagens foram escolhidas para a
caracterizagdo dos SScFvs selecionados contra p53. Uma seria a caracterizagao
dos SScFvs em experimentos realizados in vitro e a outra por meio da expressao

dos SScFvs in vivo.

4.1 Abordagens para a caracterizagao dos SScFvs /n vitro

4.1.1 Obtengdo dos SScFvs purificados:

A caracterizagéo in vitro depende da obtencao dos SScFvs purificados para
utilizagdo em experimentos de ligagéo e de interagéo in vitro.

Para esse fim escolheu-se o sistema de expressao procariota e purificagao
ProEX™ HT da INVITROGEN®. Este sistema incorpora uma seqiiéncia de seis
histidinas no amino-terminal na sequéncia de aminoacidos do fragmento que se
deseja purificar, facilitando sua purificagdo em colunas carregadas com niquel,
devido & forte afinidade deste com a cauda de polihistidinas (Hoffman e Roeder,
1991). Além disso, a expressdo do gene de interesse ocorre através da sua
clonagem neste vetor que possui um promotor Trc. Este promotor € um hibrido
dos promotores Triptofano-Lac e pode ser induzido adicionando-se (PTG no meio
de cultura (Polayes, 1996).

Os fragmentos de DNA que codificam os minianticorpos foram extraidos
dos plasmidios selecionados da biblioteca construida por Nery (2001) utilizando o

sistema de duplo-hibrido. A excisdo do fragmento foi realizada utilizando-se as
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enzimas de restrigdo EcoRI e Pstl e o fragmento resultante de cada minianticorpo
foi clonado no vetor de expressdo pProEX Hta, conservando a fase de leitura
correta (figura 3) e dando origem aos plasmidios pProEX9-15, pProEX16-19 e
pProEX25. O 8ScFv25 constitui-se de um clone que nao foi triado contra nenhum
ligante especifico e & utilizado como controle; foi obtido e sequenciade por Breno
Mello Silva e estao descritos em Nery (2001).

Apos a ligagdo do fragmento no vetor, foram selecionados clones de cada
minianticorpo para a confirmagéo da clonagem por amplificagido do fragmento por
PCR. Os iniciadores utilizados foram FScFv e RScFv (ver material e métodos

3.11.2).

FEFF P PRSP P

pGA D424

66kl PPRIEX HTA
6 kly

4,75khb

wuqmic fogion

ot

344 TTC COG GG ATC £GT G5 A CET GOA QAG ATE TALGA
EcoRl Smat BamHl g4 Pstl gy .352';

GAATTC AAR GHL CTA CGT CHA CGA GCT CAA CTA BTG (GG CCG CTTTCG AT CTA GAG CLT GCA GTC
EcoRl Stul sall eI Spal Mokt HspV  Xbal pstl

Figura 3: A esquerda, vetor da biblioteca, de onde as sequéncias dos SScFvs foram retirados e a

direita, vetor onde foram clonados esses fragmentos em fus@o com uma cauda de poilhistidina.
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Estes iniciadores anelam-se nas regides flanqueadoras dos genes que
codificam os SScFvs, que s&o idénticas para os trés minianticorpos. O DNA de um
fragmento de tamanho esperado (= 700pb) foi amplificado em pelo menos um dos
clones transformados com os plasmidios construidos de cada minianticorpo
testado (dados ndo mostrados).

Alem da confirmagdo do sucesso da clonagem por PCR, os clones
selecionados foram submetidos & digestdo com as mesmas enzimas de restrigao
usadas na clonagem. Todos os clones testados apresentaram um padrac de
restricdo condizente com o padrdo esperado, isto &, o fragmento liberado continha
aproximadamente 700 pb (dados nao mostrados), confirmando a clonagem sem
lesdo das extremidades onde os sitios de restricio estdo posicionados, o que
sugere que a clonagem manteve a fase de leitura correta.

Apos a confirmagéo, os plasmidios 'pProEXQ—’IS, pProEX16-19 e pProEX25
foram usados para transformar a linhagem MC1061 de E. coli para a expressio
dos SScfvs, usando o protocolo recomendado pela INVITROGEN®. Este
protocolo consiste em induzir a expressdo da proieina de interesse, na
hospedeira, durante a fase logaritmica, a 37°C, utilizando-se 0,6 mM
(concentragéo final) de IPTG. Apds a inducdo, aliquotas da cultura de cada clone
s30 recuperadas com espago de uma hora ate quatro horas apds a indugio.
Essas aliguotas foram tratadas como descrito no item 3.6.2.1 do material e
meétodos e aplicadas em gel de 10% de poliacrilamida—SDS., Em nenhum dos
clones testados foi detectada uma banda correspondente & expresséo dos

SSckvs, isto €, uma banda de aproximadamente 27 kDa (figura 4).
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Figura 4. Amostras de protelnas totais extraldas de culturas bacterianas induzidas ou ndo com

IPTG que foram aplicadas em gel de 10% de poliacrilamida-SDS e coradas com Coomassie Blue.

Painel A: P-padrdo BenchMark™ da GIBCO®, 1-pProEX9-15 sem indutor, 2-3-4 e 5-pProEX9-15

1h, 2h, 3h e 4h apés adigao de indutor, 6-pProEX16-19 sem indutor, 7-8 e 8-pProEX16-19 1h, 2h e

3h apds adicdo de indutor, respectivamente. Painel B: P-padréc BenchMark™ GIBCO®, 1-

pProEX16-19 sem indutor, 2-pProEX16-19 4h apos adigdo de indutor, 3-pProEX25 sem indutor, 4-

5-6 e 7-pProEX25 1h, 2h, 3h e 4h apds adicio de indutor, respectivamente.

Como foi visto por Polayes (1996), a quantidade de proteina total e a

atividade recuperada variam de acordo com a linhagem de E. cofi utilizada na

expressdo e, portanto, decidiu-se testar duas linhagens de E. cofi, DH5c e BL21-
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Sl. Essa Oltima apresenta alto nivel de expressdo por ser deficiente em duas

proteases (OmpT e Lon).

P 1 2 3 4 5 & 7

Figura 5: Amostras de protelnas totais extraidas de culturas bacterianas induzidas ou ndo com
IPTG que foram aplicadas em gel de 10% de poliacrilamida-SDS coradas com Coomassie Blue.

Painel A - BL21-8! transformada com pproex16-19: P-padrio Prestained Protein Molecular Weight
Marker™ da Fermentas®, 1-pProEX16-19 ndo induzida, 2 e 3-pProEX16-19 2h e 4h apds adigéo
de indutor, respectivamente, Painel B - DH5a transformada com: 4-pProEX16-19 nao induzida, 5-6

e 7-pProEX16-19 2h, 3h e 4h apos adigéo de indutor, respectivamente.

Novamente, ndo foi observada no gel uma banda (=27kDa) que
correspondesse 4 expressao significativa de SScFv (figura 5).

Varias alteragdes no protocolo original foram realizadas na tentativa de
obtengdo da expressdo desejada. Na tabela 1 sdo mostradas as variagbes

testadas.
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Tabela 1: Alteragdes no protocolo original de expresséo de proteina heterdloga na linhagem BL21-

Sl de E. Coli.
Tentativa | Temperatura |Indutor | Concentragdo |Intervalo de Resultados
de utilizado | final do coleta das obtidos
crescimento Indutor amostras
induzidas
1 37°C IPTG 1mM Oh/1h/2h/3h/4h |Sem expressdo
(figura 6)
2 30°C IPTG 1mM Oh/1h/2h/3h/4h | Sem expressao
(figura 7)
3 20°C IPTG 0,3mM Oh/12h Sem expressio
(n&o mostrado)
4 37°C Lactose 2% Oh/4h Sem expressao
(figura 8)

Figura 6: Amostras de proteinas totais extraidas de culturas bacterianas crescidas a 37°C

induzidas ou n&o com 1 mM de IPTG que foram aplicadas em gel de 10% de poliacrilamida-SDS

coradas com Coomassie Blue. BL21-S! transformada com pProEX8-15: P-padréio BenchMark™ da

GIBCO®, 1-pProEX8-15 ndo induzida, 2-3-4 e 5-pProEX9-15 1h, 2h, 3h e 4h apos adicéo de

indutor, respectivamente.

Os resultados observados na figura 6 indicam que o aumento da

concentracdc de PTG nio foi eficiente para observar-se a expressao de SScFv.,
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Figura 7. Amostras de proteinas totais extraidas de culturas bacterianas crescidas a 30°C
induzidas ou ndc com 1 mM de IPTG que foram aplicadas em gel de 10% de poliacritamida-SDS
coradas com Coomassie Blue. BL21-3] transformada com pProEXS-15: P-padréo BenchMark™ da
GIBCO®, 1-pProEX9-158 ndo induzida, 2-3-4 e 5-pProEX9-15 1h, 2h, 3h e 4h apéds adicao de

indutor, respectivamente,

A alteragdo na temperatura de crescimento e indugdo néo foi capaz de
estimular a expressdo do SScFv em niveis visiveis (figura 7), como foi visto com
sucesso em Shibui e Nagahari (1992).

Lactose também e capaz de se ligar ao repressor Lacl, que por sua vez fica
impossibilitado de se ligar a regido do operador, favorecendo a transcrigdo génica.
Na figura 8 foi testado o usc de lactose como indutor, mas novamente nio

observou-se a expressio de SScFv.

45



Caracterizacdo inicial de dois antlcorpos sintéticos de cadeia Gnica seleclonados por Interagdo com
pi3 (72-390) murina. Resultados e Discussio

P .1 2

Figura 8: Amostras de protefnas lotais extraidas de culturas bacterianas crescidas a 37°C,
induzidas ou ndo com Lactose 2%, que foram aplicadas em gel de 10% de poliacrilamida-SDS
coradas com Coomassie Blue. BL21-5l transformada com pProEX8-15: P-padrac BenchMark™ da

GIBCO®, 1-pProEX9-15 nao innduzida e 2-pProfX8-15 4h apds adicao de indutor.

Embora tenham sido feitas varias tentativas de otimizacdo do protocolo de
expressao (Tabela 1), nao foi observada nenhuma banda de expressdo
significativa que correspondesse a esperada. As amostras das culturas
expressando os outros minianticorpos SScFv16-19 e SScFv25 apresentaram
resultados semethantes (dados n&o mostrados). Apesar de ndc ser possivel
visualizar uma forte banda de expressdo, poderia ser que a expressio estivesse
acontecendo em baixo nivel. Para verificar esta hipdtese, decidiu-se tentar
concentrar a amostra purificandec os SScFvs por afinidade com a resina carregada
com niquel. Para tanto, células provenientes de 250 mi de cultura induzida com
IPTG tiveram suas células lisadas e o extrato resultante incubado com resina
carregada com niquel, como descrito no material e métodos (protocolo de

“batchwise”). As amostras correspondentes a cada passc da purificagao foram
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aplicadas em gel de 15% de poliacrilamida-SDS corado com nitrato de prata

(figura 9).

Figura 9: Amostras referentes aos passos de purificagéo de SScFv16-19 aplicadas em gel de 15%
de poliacrilamida-SDS corado com nitrato de prata: P-padrao Prestained Protein Molecular Weight
Marker™ da Fermentas®, 1-primeiro eluldo, 2-segundo eluido, 3-terceiro elufdo, 4-sobrenadante
que corresponde as proteinas que ndo se ligaram & resina, 5-extrato lisado e 6-extrato de cultura

sem sonicagao.

Como mostrado na figura 9, foi possivel observar uma banda de
aproximadamente 27 kDa que corresponderia ao tamanho do SScFv somado a
cauda de histidina. No entanto, considera-se que a quantidade de proteina
recuperada foi pequena e que havia contaminantes na fragéo do eluido, portanto
decidiu-se incubar novamente as fragdes do purificado em contato com a resina
carregada com niquel a fim de concentrar a amostra ainda mais e excluir os

contaminantes, utilizando-se um tampéo de lavagem com concentragdo maior de
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imidazol (de 20 mM para 50mM). O imidazol, neste caso, competiria pelo niquel e

somente ligagdes fortes permaneceriam ligadas a coluna (figura 10).

Figura 10: Amostras referentes aos passos da re-purificagdo de SScFv16-19 aplicadas em gel 15%
de poliacrilamida-SDS corado com nitrato de prata: P-padrdc BenchMark™ da GIBCO®, 1-extrato
lisado obtido na primeira purificagéo, 2-segunda lavagem, 3-primeira lavagem, 4-segundo eluido,
5-primeiro eluida, 6-schrenadante gue corresponde as protelnas que nio se ligaram na resina e 7-

primeiro eluido da primeira purificagéo.

Na figura 10, comparando-se a canaleta 7, que corresponde ao eluido da
primeira purificagdo, com as canaletas 4 e 3, que correspondem as fragées do
segundo e primeiro eluido da re-purificacdo, nota-se que houve redugdo dos
contaminantes, isto &, de proteinas que interagiram com a resina carregada com o
niquel mas nao apresentavam a cauda de polihistidina. No entanto, houve perda
de proteina recuperada nas fragbes do eiuido, como pode ser observado por sua
presenca nas fragbes da segunda e primeira lavagem (canaletas 2 e 3,

respectivamente).
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Para confirmar se os clones estavam realmente expressando os SScFvs
fusionados a cauda de polihistidina, realizou-se um experimento de Dot Blot,

utilizando como anticorpo primario um anti-HIS(5) da Qiagen® (figura 11).

Figura 11: Dot blot de clones transformados com pProEXS-15, pProEX16-19 e pProEX25,
induzides ou ndo com PTG, utilizando como anticorpo primario um anti-HIS(5): 1-proteina gp120-
HIS (0,8 ug) (controle positivo), 2-proteina gp120-HIS (1,2 ng) (controle positivo}, 3- Extrato celular
(5 pl) de BL21/pProEX sem inducao {controle negativo), 4- Extrato celular (10 pl) de BL21/pProEX
sem indugdo (cantrole negativo), 5- Extrato celular (5 pl} de BL21/pProEX9-15 indt'lzido. 8- Extrato
celular (10 pl) de BL21/pProEX9-15 induzido, 7- Extrato celular (5 pl) de BL21/pProEX16-19
induzida, 8- Extrato celular (10 pnl) de BL21/pProEX16-19 induzido, 9- Extrato celular {5 pl) de
BL21/pProEX25 induzido, 10- Extrato celular (10 ul) de BL21/pProEX25 induzido e 11-proteina

gp120-HIS (1,6 pg) (controle positivo).

De acordo com a figura 11, todos os clones testados estao expressando os
SScFvs. A detecgdo pelo anticorpo anti-HIS(5) foi considerada muito baixa, ja que

foi fraca a coloragdo do agente cromogénico nos circulos 1, 2 e 11 da figura 11
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onde foram depositados 0,8 g, 1,2 ng e 1,6 png de proteina fusionada a cauda de
histidinas, respectivamente.

Em seguida, 7,5 pl de extrato celular das seguintes amostras de clones de
BI21 transformadas com pProEX-Ht (controle negativo), pProEX9-15, pProEX16-
19 e pProEX25 (ambos induzidos por 4 horas com IPTG), 7,5 ul de fragéo do
primeiro eluido da re-purificagdo, 7,5 ul de fragdo do segundo eluido da re-
purificagdo e 7,5 ul de proteina purificada gp120-HIS (= 3 pg - controle positivo)
foram aplicadas em gel de 10% de poliacrilamida-SDS. Apos a eletroforese, as
proteinas foram transferidas para uma membrana de PVDF que foi submetida ao
protocolo de "Western Blot" usando o anticorpo de camundongo Penta-His
antibody da Qiagen® como primério e o anticorpo de cabra anti-lgG de
camundongo com fosfatase alcalina conjugada como secundario. Nenhuma banda
foi detectada pela reagdo na membrana inclusive do controle positivo. Esse
resultado foi atribuido a perda de proteina que ocorre na transferéncia somada a
baixa detec¢do do anticorpo vista no resultado anterior. Esse resultado também
poderia ser explicado pelo fato de que o gel de poliacrilamida que foi usado para
separar as amostras continha SDS. O SDS é um agente que desnatura protelna e
poderia alterar o sitio de ligagdo do anticorpo formado pelas histidinas. No entanto,
o fabricante do anticorpo primario reporta que a desnaturagéo da proteina melhora
os resultados de detecgdo pelo fato da exposigdo do sitio de ligagdo, eliminando
esta hipétese. Varias repeticdes foram feitas sendo trocados alguns reagentes,

mas sem resultados positivos.
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Quanto a baixa produgdo dos SScFvs vista nos experimentos de indugéo,
poderia ser explicada pela degradagao induzida pelo dobramento “folding”
incorreto apresentado pelos SScFvs. Em E. coli o sistema de degradagio
proteolitica esta ligado ao catabolismo como forma de conservar os recursos
celulares pela reciclagem de proteinas com o dobramento incorreto ou com danos
irreparaveis (Baneyx, 1999 e Mogk et al.,, 2002). Foi visto que algumas proteinas
de fuséo tais como MBP e GST podem estabilizar seus parceiros (Baneyx, 1992 e
Kapust e Waugh, 1999). Portanto, seria interessante usar sistemas de purificagao
que utilizam MBPs ou GST como “tags” que sao expressos fundidos a proteina de
interesse facilitando sua purificagao por terem afinidade por resinas preparadas
com maltose e glutationa, além de estabilizar as proteinas fusionadas a elas
impedindo sua degradagdo. Breno Mello Silva expressou com éxitc SScFvs em
fusédo com MalE (MBP), esses dados estao descritos em Nery (2001).

QOutra aliernativa seria clonar a fusac SScFv-GFP em um vetor de
expressao qualguer e tentar purificar os SScFvs através da afinidade de GFP pelo

niquel nas colunas (Li et al., 2000).

4.2 Caracterizagdo dos SScFvs in vivo

4.2.1 Transfeccao de células de mamiferos.

Como ja observado em alguns estudos realizados de expressao intracelular
de ScFvs (vide introdugdo), estas moléculas podem interferir nos seus alvos,
provocando os mais diversos efeitos na fisiologia da célula. Para verificar os

possiveis efeitos causados pela expressdo intracelular de minianticorpos

51



Caracterizagdo inicial de dois anticorpos sintéticos de cadela (inica selecionados por interagdio com
p53 (72-350) muripa. Resultados e Discussio

selecionados contra p53 na fisiologia de células de mamiferos, decidiu-se clonar
os minianticorpos SScFv8-15, SScFv16-19 e SScFv25 no sistema de expressao
em células de mamiferos pEGFP™ da CLONTECH® Laboratories, Inc. Este
sistema possui um forte promotor (CMV) para expressar a proteina verde
fluorescente (EGFP) em fusdo com o gene. A fusdo com EGFP se torna muito til
devido o fato da proteina verde fluorescente se tornar um marcador para as
celulas transfectadas e, além disso, ela pode informar a localizag&o celular das
proteinas fusionadas a ela.

Os SScFvs8-15 e 16-19 foram escolhidos por se ligarem a p53 (aa 72-390)
murina e SScFv25 foi escolhido para ser controle negative nos experimentos
realizados com os outros dois SSckvs porque ele nao se liga a p53, além de estar
sequenciado (Nery, 2001).

Os genes que codificam os minianticorpos SScFv9-15 e SScFv16-19 foram
isolados do vetor pGAD424 utilizando as enzimas de restricdo EcoRI e Bglll. Os
fragmentos foram clonados no vetor pEGFP-C2 que foi previamente digerido com
EcoRI e BamHI, respeitando a fase de leitura dos fragmentos, As extremidades
coesivas no DNA produto da digestdo de Bg/ll e BamHI sdo compativeis, o que

possibilitou a ligagao sem qualquer tratamento prévio (figura 12).
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Figura 12: Figura mostrando o vetor pPGADA424 de onde os minianticorpos foram extraidos e o vetor
PEGFP-C2, onde foram clonados. As setas indicam o sitio multiplo de clonagem com a fase de
leitura respectiva de cada vetor.

O fragmento de DNA que corresponde ao SScFv 25, foi isolado de
pGAD424, utilizando as enzimas EcoRI e Pstl e clonado em pEGFP-C2 nos
mesmos sitios (figura 12).

Apos a ligagdo, os clones foram digeridos com as mesmas enzimas
utilizadas na clonagem (exceto no caso de fusdo BamHI/Bglll que foi digerida por
Xbal) para confirmar sua correta inserg&o. Além disso, foi realizada uma PCR
utilizando os iniciadores FScFv e RScFv, que amplificam SScFvs. Em ambos 0s
casos, fanto pela digestdo quanto pela amplificacao, foi possivel observar a
presenca de um fragmento de aproximadamente 700 pb (dados ndo mostrados). A
digestdo correta com a enzima de sitio @ montante da regido codificadora sugere

que a fase de leitura nao foi alterada. Os plasmidios contendo os fragmentos de
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DNA correspondentes aos SScFvs passaram a ser chamados de pEGFPS-15,

pPEGFP16-19 e pEGFP25.

4.2.1.1 Transfecgao de células de ovario de hamster (CHO)

Os plasmidios pEGFP8-15, pEGFP16-19 e pEGFP25 foram entao utilizados
para transfectar ceélulas de ovario de hamster chinés (CHO). O vetor "vazio®
pEGFP.C2 tambem foi usado como controle “mock”. A linhagem CHO foi
escolhida por ser uma linhagem de facil manuseio, além de termos experiéncia na
transfecgdo muito eficiente de plasmidios através da eletroporacéo dessas celulas
(48% das células sao transfectadas). Sua seqliéncia de p53 possui homologia de
81% de identidade e 89% de similaridade quando comparada com a seqiiéncia da
proteina p53 de camundongo (Mus musculus), restrita a regido a qual os
anticorpos foram selecionados, isto &, do aminoacido 72 ao 390 (pesquisa BLAST
conduzida no dominio do NCBI, www.ncbi.nim.nih.gov).

Apds a transfecgdo das celulas CHO com os referidos plasmidios, as
células foram semeadas em frascos de cultura contendo DME com 10% de SFB e
incubadas por 16 horas a 37°C em estufa de CO; (5%).

A figura 13 mostra que, com excegdo das celulas transfectadas com
pEGFP-C2 (1A, B e C, controle "mock”), todas as transfecgdes de plasmidios
expressando algum dos SScFvs causaram alteragdes morfolégicas nas células.
As células tornaram-se arredondadas e perderam a aderéncia quase que por
completo. Além disso, foi observada a formagado de “pacotes” em torno de
algumas ceélulas transfectadas (figura 14). Essas caracteristicas ja foram vistas em

células apoptdticas (Choi, et al., 2004).
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Como os SScFvs9-15 e 16-19 foram selecionados por interagao com p53, e
esta proteina esta envolvida na ativaggo dos genes da apoptose (Roth et af,, 1996;
Reisman e Loging, 1998 e Daujat ef al, 2001), haveria a possibilidade de que os
SScFvs expressos intracelularmente pudessem estar induzindo apoptose nestas
células. Entretanto, uma vez que o SScFv25 ndo se liga a p53, ao menos pelos
resuitados de duplo-hibrido (Nery, 2001), e os resultados foram semelhantes para
todos os trés SScFvs, havia evidéncia de que o efeito causado nas células nio
estava especificamente relacionado com a propriedade de SScFv9-15 e SScFv16-
19 se ligarem a p53. Estes resultados sugerem que a expressdo desses
minianticorpos poderia ser toxica para estas células, apesar de ndo haver na

literatura dados semelhantes sobre esse tipo de resposta a ScFv intracelular.
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Figura 13: Celulas de ovario de hamster (CHO) transfectada com: 1 - pEGFP-C2 (controle
expressando apenas EGFP); 2 - pEGFP8-15; 3 - pEGFP16-18; e 4 - pEGFP25. Técnica utilizada
para obteng@o de imagem. A - Microscopia de contraste de fase, B - Microscopia de fluorescéncia

e C - Sobreposigdo das imagens.
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Figura 14: Célula de ovario de hamster (CHO) transfectada com pEGFP9-15 apds 16 horas de

incubagiio a 37°C em estufa com 5% de CQ,. Setas indicam "pacotes" em torno das células.
Tecnica utifizada para obtengao de imagem: A- Microscopia de contraste de fase; B- Microscopia

do tipo Nomarsky; C- Microscopia de fluorescéncia.

4.2.1.2 Transfecgéo de Fibroblasto de Camundongo (3T3)

A transfeccéo de fibroblastos de embrido de camundongo (3T73) com os
plasmidios expressando os SScFvs3-15, 16-19 e 25 apresentaram resultados
semelhantes aos encontrados em CHO (dados ndo mostrados). Como o efeito nas
duas celulas murinas testadas foi semelhante e, em ambos os casos, o efeito
poderia ser provocado pela toxidade da molécula de SScFvs por si 86, decidiu-se
transfectar outros tipos celulares para avaliar se nestas células a molécula de
S5cFv seria téxica também.

Portanto, decidiu-se transfectar células humanas para verificar quais

efeitos seriam provocados pela expressdo intracelular dos SScFvs. As células
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humanas apresentam também uma certa facilidade de observagdo da morfologia e

da sub-localizagdo do sinal fluorescente.

4.2.1.3 Transfecg&o de células de epitélio cervical humano (Wish)

A linhagem Wish foi escolhida por ser uma célula humana normal. As
células foram entdo transfectadas com os plasmidios pEGFP-C2, pEGFP9-15,
pEGFP16-19 e pEGFP25 e foram incubadas por 16 horas. Novamente, os
resultados foram semelhantes aos obtidos com as células CHO (figura 13) e 373
(resuitados ndo mostrados). Para verificar se uma resposta especifica a p53
poderia estar ocorrendo antes da manifestagdo da toxicidade, decidiu-se por
realizar uma cinética da expressdo dos anticorpos em células Wish para
acompanhar o desenvolvimento das alteragdes morfolégicas observadas, avaliar a
relagdo entre células transfectadas aderidas e células transfectadas ndo aderidas,
bem como avaliar a localizagdo sub-celular do sinal fluorescente.

Os plasmidios pEGFP-C2, pEGFP9-15, pEGFP16-19 e pEGFP25
foram usados para transfectar células da linhagem Wish. Apds a eletroporagio, as
celulas foram incubadas em fracos de cultura e, apés 7-9 horas em estufa, as

celulas transfectadas apresentaram fluorescéncia localizada (figura 15).
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Figura 15: Células da linhagem Wish transfectadas com A - PEGFP-C2, B- pEGFP8-15, C-

PEGFP16-18 e D- pEGFP25, apés 7-9 horas de incubag&o. Técnica utilizada para obtencédo de

imagem: 1 - Microscopia de contraste de fase e 2 - Microscepia de fluorescéncia.

Em todas as células transfectadas com os SScFvs mostradas nessas fotos,
a fluorescéncia aparentou estar localizada no nicleo ou perinuclear. No campo
C.2 da figura 15 é possivel ver a fluorescéncia espalhada pelo citoplasma, mas a
concentragdo maior de fluorescéncia parece estar localizada no nicleo. O vetor
PEGFP-C2 nao adiciona nenhuma seqiéncia sinal de localizagdo nuclear,
portanto sugere-se que os SScFvs estio se ligando a algo presente no nudcleo ou
proximo dele. Isso poderia ser evidéncia de ligagao a p53, pois, como p53 é um
fator de transcrigdo, sua localizagao € nuclear. O SScFv25 também apresentou
localizagéo nuclear e, de acordo com os resultados obtidos com o sistema do
duplo-hibrido, ele ndo se liga a pS3. Entretanto, foi visto em experimentos
utitizando o duplo-hibrido que SScFv25 é um anticorpo com baixa especificidade

(Nery, 2001) e, portanto, poderia se ligar & varias outras proteinas presentes no

59



Caracterizacdio iniclal de dois anticorpos slntéticos de cadeia Gnica selecionados por Interagdo com
ps3 (72-390) murina, Resultados e Discussdo

ndcleo ou proximo a ele. Neste caso, a resposta provocada pelos SScFvs9-15 e
16-19 poderia ser especifica. Qutra hipatese seria que a resposta provocada pelos
SScFvs9-15, 16-19 e 25 seria inespecifica. Isso poderia ser pela existéncia de
alguma regido comum a todos os trés SScFvs que estivesse se ligando a algo
presente no nlcleo e provocando as alteragGes na célula, por se ligar a uma
proteina e bloquear ou interferir na sua fungdo. Todavia, sem a caracterizagao
bioguimica das caracteristicas de ligagao dos SScFvs anti-p53 torna-se arriscado
optar-se por uma ou outra explicagdo. A selecdo de um outro controle negativo
que nao apresente a baixa especificidade do SScFv25 poderia esclarecer se a
sequéncia dos SScFvs sdo toxicas por si 86 ou nao.,

A relagdo entre células transfectadas aderidas e células transfectadas nao
aderidas (Tabela 2) revelou que a medida que o tempo de incubagdo aumentou o
numero de células que perderam a aderéncia também aumentou, mostrando gue

a toxicidade provocada por ambos os SScFvs foi gradativa.

Tabela 2: Relagéo entre células da linhagem Wish transfectadas e aderidas (TA) e transfectadas e
nao aderidas (TAA) - TA/TAA entre 8 e 12 horas de incubagdo e relacdo entre células vivas e

mortas apds 24 horas de incubagéo (coradas com brometo de etidio).

Tempo de incubagao
Clones 8 horas | 10 horas | 11 horas | 12 horas 24 horas
{Corado com EB)
Controle negativo 1712 19/1 15/3 12/1 15 vivas/2 mortas
SScFv9-15 1517 9/8 519 3/11 3 vivas/2 mortas
SScFv16-19 711 18/4 13/8 11/5 8 vivas/2 mortas
SscFv25 12/9 18/17 17/15 14/15 6 mortas
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As celulas da linhagem Wish transfectadas com os plasmidios pEGFP-C2,
pEGFPS-15, pEGFP16-19 e pEGFP25 foram mantidas em incubagdo até
completar 24 horas e foram coradas com brometo de etidio (EB) (figura 16). O
brometo de etidio € um corante que se intercala entre as cadeias do DNA, mas
para isso, € preciso atravessar a membrana plasmatica. Portanto, EB & usado
como indicador de morte celular, pois a membrana de células mortas é
permeabilizada permitindo a entrada de EB.

Os resultados sugeriram que o SScFv 25 aparentemente apresentou maior
toxicidade, pois, apés 24 horas de incubagdo todas as células transfectadas ja
haviam morrido, enquanto que algumas células transfectadas com os SScFv8-15
e 16-19 ainda permaneciam vivas apesar de alteradas morfologicamente (figura
16).

Uma alternativa para avaliar se a resposta provocada pelos SScFvs8-15 e
16-19 estava sendo especifica contra p53 seria observar a expresséo intracelular
desses minianticorpos em células estaveis com baixos niveis de p53. Caso, a
resposta fosse especifica, a expressao dos S5cFvs9-15 e 16-19 interferiria pouco

ou quase nada na fisiologia ou morfologia da célula.
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Figura 16: Células da linhagem Wish transfectadas com pEGFP-C2 (A) e PEGFP16-19 (B) e
incubadas por 24 horas em estufa de CQ; & 37°C. Técnica utilizada para obtengdo de imagem. 1 -
Microscopia de contraste de fase, 2 - Scbreposigdo das imagens e 3 - Microscopia de

fluorescéncia.

4.2.1.4 Transfecgdo de células de adenocarcinoma de epitélic cervical humano

(HeLa)

As células da linhagem Hel.a foram escolhidas por serem celulas humanas

gue possuem baixissimos niveis de p53 selvagem, que é degradada pela

expressdo endogena da proteina E6 do HPV (virus do papiloma humano).

Portanto, seria interessante comparar os resultados obtidos com as celulas da
linhagem Wish, que possuem niveis normais de p53, com os resultados obtidos
com as células da linhagem Hela.

Novamente decidiu-se fazer uma cinética da expressao dos SScFvs nas

células da linhagem Hela, observando as alteragdes morfolégicas nas células
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juntamente com a relagdo entre células transfectadas aderidas e células
transfectadas n&o aderidas. As celulas foram entdo transfectadas com os
plasmidios pEGFP-C2, pEGFP9-15, pEGFP16-19 e pEGFP25 e foram incubadas.

Entre 6-8 horas de incubagéo as células da linhagem Hela transfectadas

foram observadas (figura 17).

Figura 17. Células da-linhagem Hela transfectadas com: A - pEGFP-C2 e B - pEGFPS-15 &
incubadas em estufa com 5% de CO, a 37°C por 8 horas. Técnica utilizada para obtengdo de

imagem: 1 - Microscopia de contraste de fase e 2 - Microscopia de fluorescéncia.

Com apenas 6-8 horas de incubagdo ja foi observada a alteragéo
morfolégica nas celulas transfectadas com o SScFv9-15 (figura 17), SScFv16-19 e

SScFv 25 (dados nao mostrados).
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Nao foi possivel observar a transigdo do estado normal para o alterado,
talvez porque nestas células isso ocorra instantaneamente apds a expressio
desses SScFvs, a falta de p53 nestas células poderia ter alguma influéncia, ja que
p53 poderia estar competindo pela ligagdo com as moléculas de SScFvs.

As células permaneceram incubadas e a relagdo TA e ThAA foi observada

nos intervalos de tempo 8, 12, 13 e 24 (Tabela 3).

Tabela 3: Relagio entre celulas da linhagem Hel.a transfectadas e aderidas {TA) e transfectadas e
nao aderidas (TAA} - TA/TAA entre 8 e 24 horas de incubagéo e relagdo entre células vivas e

mortas apos 48 horas de incubagéo (coradas com brometo de etidio).

Tempo de Incubagéo
Clones 8 horas | 12 horas | 13 horas | 24 horas 48 horas
(corado com EB)
Controle negativo 37/2 43/1 - 36/1 36/3 40 vivas/1 morta
SScFve-15 0/16 0/9 0/10 0/3 0 vivas/0 mortas
SScFV16-19 2/51 13/19 18/8 10113 1 viva/20 mortas
SscFv25 0/27 0/21 0/16 0/19 20 mortas

Como pode ser observado nas células transfectadas com SScFv8-15 e
SScFv2b, as células transfectadas nao aderidas permanecem ndo aderidas até o
final do periodo de incubagdo (48 horas), onde nao se percebem mais células
transfectadas devido ao fato de todas terem morrido, que foi confirmado pelo uso
de brometo de etidio (Gltima coluna da tabela 3). No entanto, as células
transfectadas com o SScFv16-19 parecem que a principio (8 horas de incubagéao)
ndo se aderiram, mas com o aumento do periodo de incubagdo, parte dessas
células aderiram na superficie do frasco de cultura (intervalo de 12 até 24 horas)

(figura 18) e apods 48 horas de incubagio, tornam-se alteradas e perdem a
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aderéncia. Estas ultimas células foram coradas pelo EB, revelando que elas

estavam mortas (figura 19).

Figura 18: Células da linhagem Hela transfectada com pEGFP16-19 e incubada por 12 horas
Técnica utilizada para obteng&o de imagem: A - Microscopia de contraste de fase e B - Microscopia

de fluorescéncia

Figura 19: Celula da linhagem Hela transfectada com pEGFP16-18 e incubada por 48 horas e
corada com brometo de etidio. Técnica utilizada para obteng@o de imagem: Microscopia da

fluorescéncia.
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A Comparagao dos resultados obtidos da transfecgado das células Wish (pa3
normal) com 0s SScFvs com 08 resuitados obtidos com as células HelLa (baixos
niveis de p53), sugere que a resposta provocada pelos $ScFvs nas células nao
foram especificas para p53. Entretanto, 0S §ScFys poderiam estar ligando-se a
outros membros da familia pb3 que partilham regides de alta homologia (Marin et
al., 1998; Zeng et al., 2001 e Bénard et al., 2003). Os membros, p63 e p73 podem
se ligar nas sequéncias alvos dos genes que respondem & pd3 & portanto podem
induzir apoptose, a parada do ciclo celular e diferenciacao celular de uma maneira
coma p53. Alem desses membros, existem diversas isoformas descritas dos
membros da familia p53, como as isoformas ANpB3/p73, essas isoformas
possuem uma delegao do amino-terminal transativador causada pela expressao a
partir de um promotor alternativo localizado no intron 3 do gene. Ja foi visto que as
isoformas ANpB3/p73 podem inibir apoptose em células neurais e apresentar
outras funcdes antagonistas (Bénard et al., 2003). Portanto a interagao de SScFvs
com alguma dessas isoformas podem interferir em processos do controle celular.

Os SScFvs 8-15, 16-19 e 25 aparentemente apresentaram toxicidade em
todas as células testadas. A semelhanga estrutural dessas moléculas seria uma
explicagéo caso a molécula por si sO estivesse provocando tal efeito, entretanto
existem muitos exemplos na literatura da expressao de SScFvs intracelular que
nao foi observado a toxicidade deles (Cohen et al., 1998, Fromentel et al., 1983 &
Strube e Chen 2002).

Os niveis de toxicidade foram diferentes entre 08 gScFvs testados, talvez

por causa das diferengas entre as sequéncias encontradas no CDR de cada
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SScFv que podem interferir na ligagdo entre o SScFv e o ligante (ou ligantes)

responsavel pelas alteragdes nas células.
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5. Conclusdes e Perspectivas:

Concluimos que o sistema de expressdo ProEX-HT nio correspondeu
eficientemente as nossas necessidades. Nenhuma das tentativas de obtengao da
expressdo desejada tiveram éxito. Portanto, os experimentos que seriam
realizados in vifro ficaram comprometidos. Qutros sistemas devem ser testados,
preferencialmente aqueles que contam com proteinas de fus@o que estabilizam a
proteina de interesse.

Em relagdo a caracterizacdo dos SScFvs in vivo, concluimos que os
S5cFvs9-15, 16-19 e 25 sfo tdxicos para as células de mamiferos testadas. A
semelhan¢a dos resultados cobservados em células da linhagem Wish e Hela
sugeriram que as respostas provocadas pela expressao intracelular de SScFv8-15
e 16-19 sao inespecificas a propriedade.de ligagdo desses minianticorpos com
p53, embora possa haver ligagdo com outras isoformas da mesma familia. A faita
de um bom controle négativo, que nao se ligue inespecificamente com muitas
proteinas, compromete a avaliagdo de toxicidade intrinseca dos SScFvs
pertencentes a biblioteca previamente construida.

A interpretagdo mais seguradosefeitos da expressido intracelular dos
SScFvs que se ligam a p53 em levedura depende de sua caracterizagéo

bioquimica, que s6 sera possivel apos a purificagéo.
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