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ABSTRACT

The Acquired Immunodeficiency Syndrome (AIDS) is a pandemic deficiency through
out the continent. At the moment there is not an efficient vaccine against immunodeficiency
virus (HIV) due the virus efficient escape of from the immune system. However, recent studies
have used glycoprotein of HIV as a potential target to development a vaccine to inhibit the virus
entry into host cells. Recently, our group selected antibody fragments (Fabs) from an antibody
combinatorial library of osteosarcoma patients directed to a synthetic biotinilated peptide gp41
neutralizing epitope (576 to 619 amino acids residues). In this work, the Fabs anti-gp41-HIV into
a Pichia pastoris were cloned into expression vector. Three Fabs were cloned into this vector
with correct sequence. Pichia pastoris has been used extensively and successfully to express
recombinant proteins. Unfortunately, the recombinant proteins were expressed in low levels.
However, this Fabs showed to have a good codon adaptation index to be expressed in Pichia

pastoris, thus adjustment in the protocol must be performed.

Key Words: HIV, gp41, Fab, Pichia pastoris

Supported by CNPq
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RESUMO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) ¢ uma doenga pandémica que
atinge diversos paises no mundo todo. Atualmente, ndo existe uma vacina eficiente contra o
virus da imunodeficiéncia (HIV) devido a habilidade do virus de escapar do sistema imune.
Contudo, estudos recentes tém utilizado glicoproteinas do envelope do HIV como potencial alvo
para o desenvolvimento de uma vacina capaz de inibir a entrada do virus na célula hospedeira.
Recentemente, nosso grupo selecionou fragmentos de anticorpos (Fabs) de uma biblioteca
combinatoria de anticorpos de pacientes com osteosarcoma direcionados para um peptideo
sintético de um epitopo neutralizante da gp41. No presente trabalho, foram clonados os Fabs
anti-gp41-HIV em vetor de expressdo de Pichia pastoris. Apds a obtengdo das clonagens dos
Fabs nesse vetor as respectivas sequéncias foram confirmadas. A levedura Pichia pastoris tem
sido largamente utilizada para a producdo de proteinas recombinantes com sucesso. O nivel de
expressdo obtido para os Fabs na levedura Pichia pastoris foi muito baixo. Esses Fabs
demonstraram possuir um bom indice de adaptacdo de cddon para a expressao em Pichia

pastoris. Dessa forma, ajustes no protocolo de expressdo deverdo ser realizados.

Palavras-chave: HIV, gp41, Fab, Pichia pastoris

Apoio CNPq
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INTRODUCAO

ANTICORPOS

O sistema imune ¢ um sistema de defesa versatil, responsavel pela protecdo de animais
da invasdo de microorganismos patogénicos, além da manutengdo da homeostase, prevenindo
eventos anormais como o cancer. Pode ser categorizado em imunidade inata e adquirida,
componente menos especifico e mais especifico, respectivamente. A imunidade inata ¢ a
primeira linha de defesa contra os microorganismos e consiste de peptideos antimicrobianos,
fagocitos, células killer e sistema complemento, que agem rapidamente e tém um importante
papel nas infeccdes virais. A imunidade adquirida consiste na resposta humoral e celular,
mediadas por linfocitos B e T, respectivamente e é caracterizada pela grande especificidade para
as distintas moléculas e a capacidade de responder vigorosamente a repetidas exposigdes ao
mesmo antigeno.

Considerando-se a imunidade humoral, essa especificidade se deve a interagdo dos
antigenos com os receptores presentes na membrana dos linfocitos B, que inicia uma cascata de
sinalizacdo culminando com o desenvolvimento destas células em plasmocitos, células
produtoras de anticorpos, moléculas chaves do reconhecimento antigénico.

Os anticorpos (Ac) ou imunoglobulinas (Ig) sdo glicoproteinas de elevada massa
molecular, classificadas em imunoglobulina G, (IgG), M (IgM), A (IgA), D (IgD) e E (IgE), e
representam cerca de 20% das proteinas do sangue. Além de possuirem grande especificidade
pelo antigeno que os induz, os anticorpos sdo capazes de recrutar sistemas efetores para destruir
esses antigenos. A molécula de anticorpo ¢ de natureza tetramérica e sua estrutura ¢ composta de
duas cadeias pesadas (H), com massa molecular de 55 kDa e duas cadeias leves (L) idénticas
com aproximadamente 25 kDa. As cadeias sdo unidas por pontes dissulfeto e por uma extensa
rede de interagdes moleculares intra e inter-cadeias (Roitt, 1987). Cada cadeia leve e pesada de
uma imunoglobulina apresenta regides variaveis (V) e regides constantes (C) nas extremidades
amino- ¢ carboxi-terminais (Figura 1). Sua regido amino-terminal apresenta uma composigao de
aminoacidos diversificada capaz de gerar variabilidade superficial que possibilita o
reconhecimento de diferentes moléculas. Por sua vez, a regido carboxi-terminal é constante, com
pouca variabilidade, sendo responsavel pelo recrutamento dos sistemas efetores da resposta

imune (Goldsby et al., 2000).
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Figura 1 — Estrutura de uma Imunoglobulina G (IgG). As regides de ligacdo aos antigenos sdo
formadas pela justaposicao dos dominios variaveis das cadeias leve (Vr) e pesada (Vy). As regides que
possuem atividade efetora (também conhecida como regido Fc) sdo formadas pelas cadeias constantes
pesadas e leves (Cy e Cp). A flexibilidade dos “bragos” dos anticorpos (Fab) ¢ dado pela regido conhecida

como Hinge ou dobradica.

As regides constantes das cadeias leve (Cp - Constant Light) podem apresentar dois
tipos de dominio segundo suas sequéncias de aminoacidos. Sao designadas capa (k) ou lambda
(L), e determinam o subtipo da cadeia leve. J& as regides constantes das cadeias pesadas (Cy -
Constant Heavy) sao constituidas de trés ou quatro dominios (Cyl, Cy2, Cy3 e Cy4) agrupando-
se em cinco padroes diferentes de sequéncias de aminoacidos designadas pelas letras do alfabeto
grego a , J, € v € K. A presenca de um dos tipos de cadeias constantes € o critério determinante
da classe ou isotipo ao qual o anticorpo pertence, podendo este ser IgA, IgD, IgE, IgG e IgM,
respectivamente correspondendo aos cinco tipos de regido constante (Paul et al, 2003).

A regido variavel é denominada Vy (variable light) nas cadeias leves e Vy (variable
heavy) nas cadeias pesadas. A superficie de ligagdo ao antigeno ¢ formada pela justaposi¢do dos
dominos Vy e Vi, que juntos formam o fragmento variavel (Fv).

Essa superficie € estruturalmente complementar a uma regidao de contato no antigeno, o

epitopo, ¢ ¢ conhecida como regido determinante de complementaridade (CDR). Por sua



complementaridade ao epitopo, essa superficie de contato ¢ também conhecida como paratopo
(Maynard e Georgiou, 2000). As CDRs foram inicialmente denominadas de regides
hipervariaveis devido a sua alta variabilidade. Essas regides formam estrutura em voltas ou loops
que conectam as folhas B dos dominios Vi ¢ Vi Cada um desses dominios possuem trés CDRs
(Figura 2-a). As regides que exibem menos variabilidade sdo conhecidas como regides de
arcabougo, do inglés frameworks (FRs) e atuam como se fossem um andaime que suportam os
trés loops que constituem as CDRs (Goldsby, 2000).

A alta especificidade das moléculas de anticorpos ¢ definida pelas CDRs que participam
ativamente na ligacdo ao antigeno (Figura 2-b). Em geral, mais residuos de aminoacidos das
CDRs da cadeia pesada entram em contato com o antigeno, tornando esta cadeia dominante na
interacdo anticorpo-antigeno.

A grande variabilidade dos anticorpos ¢ devida ao rearranjo dos segmentos gé€nicos
codificadores de cada cadeia. Essa dindmica genética ¢ capaz de gerar mais que 10° combinagdes
diferentes e esse numero pode exceder pelo menos trés grandezas por meio de processos

subsequentes ao rearranjo.

a)

Antigeno

Figura 2 - Regides Determinantes de Complementaridade (CDRs). a) Visao tridimensional das algas
hipervariaveis CDR em um dominio variavel (V) de uma cadeia leve. As algas que formam os /oops da
CDR1, CDR2 e CDR3 estdao em azul, amarelo e vermelho respectivamente. As regides menos variaveis
que formam o framework estdo em cinza. b) Modelo de cristalografia de um anticorpo ligando-se ao
antigeno. As cadeias pesadas estdo em vermelho e as leves em amarelo. O antigeno esta representado em

azul. (Adaptado de Abbas e Lichtman, 2005)

Os genes das imunoglobulinas estao organizados em familias distintas. As familias da

cadeia leve « ou A contém os segmentos V, J ¢ C. O rearranjo dos segmentos génicos VJ codifica



a regido variavel das cadeias leves (Figura 3). A familia da cadeia pesada contém os segmentos
V, D, J e C. O rearranjo do segmento génico VDJ codifica a regido variavel da cadeia pesada
(Figura 4). Em cada familia génica o segmento C codifica as regides constantes das cadeias.
Cada segmento génico V termina com um pequeno exon na extremidade 5° que codifica um
pequeno peptideo sinal que guia as cadeias pesada ou leve através do reticulo endoplasmatico. O
peptideo sinal € posteriormente clivado e as cadeias se associam para finalizar a molécula da

imunoglobulina (Goldsby, 2000).
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peptideo sinal é removido e a cadeia pesada ¢ montada. (Adaptado de Kuby, 2000)

Além da funcdo de ligacdo ao antigeno, a imunoglobulina possui varios outros papéis
bioldgicos, que sdo determinados pelos dominios constantes. Os dominios Cyxl e C servem para
estender os “bragos” do Fab da molécula do anticorpo, facilitando a interagdo com o antigeno
aumentando ao maximo a superficie de contato, além de conferir uma estabilidade maior a essa
regido. A regido hinge do anticorpo (Figura 1), encontrada apenas nas cadeias pesadas do tipo o,
d, ey, ¢ rica em residuos de prolina e ¢ flexivel. Como resultado, os dois “bragos” Fabs podem
assumir diversos angulos quando o antigeno esta ligado ao anticorpo.

Os anticorpos geralmente ndo matam ou removem o0s patégenos somente pela sua

ligacdo a eles. Para ser efetivo seu papel, os anticorpos ndo apenas reconhecem e se ligam aos



antigenos, mas também invocam respostas (fungdes efetoras) que resultam na remocdo do
antigeno e morte do patégeno.

Enquanto as regides variaveis do anticorpo sdo apenas agentes de ligagdo, as regides
constantes pesadas (Cy) sdo responsaveis por uma variedade de interagdes em colaboragdo com
outras proteinas, células, e tecidos que resultam em fungdes efetoras da imunidade humoral.

A molécula de anticorpo pode ser fragmentada proteoliticamente. Nas moléculas de
IgG, a dobradica entre Cyl e Cp2 das cadeias pesadas ¢ a regido mais suscetivel a clivagem
proteolitica. Quando a IgG ¢ tratada com a enzima papaina, a enzima age na regido de dobradica
e cliva a IgG em tré€s pedacos separados: dois Fabs inteiros, ¢ a regido Fc (Figura 5-a). Quando
se usa pepsina para clivar a IgG, a protedlise € restrita a por¢do carboxiterminal da regido de
dobradica, gerando um fragmento que liga ao antigeno (Fab) que contém a dobradica e as pontes
de dissulfeto entre as cadeias intactas. Fragmentos Fab que retém a regido da dobradica sdo
chamados de Fab’, quando as pontes de dissulfeto entre as cadeias sdo preservadas, os dois
fragmentos Fab’ permanecem ligados em uma forma conhecia como F(ab’), (Figura 5-b).

Os fragmentos Fab e F(ab), sdo ferramentas experimentais uteis, uma vez que podem se
ligar ao antigeno sem ativar os mecanismos efetores dependentes do fragmento Fc (Vaz e Faria,
1993; Hayden et al., 1997)

Outros fragmentos de anticorpos podem ser obtidos sem perder sua funcao bioldgica. O
fragmento scFv (single chain variable fragment) composto pelas cadeias variaveis leve e pesada
pode ser obtido na forma recombinante (Figura 5-c). Esse fragmento, assim como os dois tipos
de Fab retém a atividade ligante ao antigeno e ndo tem funcdo efetora. Esses fragmentos tém sido
a forma mais corrente ¢ podem ser expressos em bactérias € em eucariotos inferiores (Choi et al.,
2004, Cunha et al., 2004).

Outras variacdes de fragmentos também podem ser expressos em sistemas microbianos,
como por exemplo, o FvFc, que constitui-se em um scFv unido aos dominios Cy2 e Cy3 de IgG
(Figura 5-c), retendo a capacidade de ligacdo ao antigeno e atividade efetora. A afinidade desse
fragmento é comparavel com o anticorpo monoclonal parental (Andrade ef al., 2005; Andrade et

al., 2000; Maranhao e Brigido, 2000).
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proteoliticamente pelas enzimas papaina (A) e pepsina (B) nos locais indicados pelas linhas tracejadas. A
digestdo com papaina permite a separagdo de dois fragmentos que se ligam ao antigeno (Fab) e de um
fragmento efetor (Fc). A pepsina gera um Unico fragmento bivalente que liga ao antigeno, F(ab’),. Em (C)
esta representado outros fragmentos que podem ser obtidos por engenharia de anticorpos. Um fragmento
FvFc que possui a regido de ligagdo ao antigeno e a efetora e o fragmento scFv de ligacdo ao antigeno. O
fragmento scFv possui um peptideo conector ou /inker (em vermelho) que liga as cadeias variaveis leve e

pesada.



ANTICORPOS RECOMBINANTES

O avango na engenharia de anticorpos iniciou-se por volta dos anos 80 quando sistemas
eficientes para clonagem e expressao de genes de anticorpos em bactéria foram desenvolvidos. A
clonagem dos genes de anticorpos monoclonais de hibridomas murinos foi amplamente
simplificada depois da descoberta da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sistemas de
expressdo em bactéria permitiram a rapida e facil producdo de fragmentos funcionais de
anticorpos recombinantes para analises (Maynard e Georgiou, 2000).

A partir dai, diversas técnicas para producdo de anticorpos recombinantes foram
introduzidas. Estas incluem ainda refinamentos na estrutura das moléculas produzidas como a
conversdo de anticorpos murinos em humanos por meio da humanizacdo de anticorpos
(Maranhao e Brigido, 2002).

A aplicacdo terapéutica de anticorpos murinos enfrenta alguns desafios, uma vez que o
seu uso acarreta numa resposta imunoldgica conhecida como resposta HAMA (Human Anti-
Mouse Antibodies). No pior caso essa resposta leva a uma hipersensibilidade alérgica séria
conhecida como doengca do soro. Para resolver esse problema, técnicas avancadas de
humanizagdo de anticorpos murinos tém sido bem sucedidas. Uma dessas técnica consiste em
substituir a por¢cdo Fc do anticorpo (principal responsavel pela resposta HAMA) por um
segmento Fc humano, mantendo a porc¢ao ligante de origem murina. O anticorpo gerado com
essa técnica ¢ conhecido como anticorpo quimérico, por ser metade murino ¢ metade humano.

Contudo, esse anticorpo quimérico ainda se apresenta com certo grau de
imunogenicidade. Desta forma, passou-se a transplantar apenas as CDRs murinas em um
anticorpo totalmente humano (Silva et al., 2009). Esse anticorpo quase 100% humano ¢é
praticamente invisivel ao sistema imune, nao invocando nenhum tipo de resposta.

Outra técnica bastante eficiente para a producao de anticorpos recombinantes humanos
¢ a técnica de apresentacdo de anticorpos na superficie de fagos filamentosos, comumente
conhecida como Phage Display. A técnica de phage display ¢ uma técnica poderosa que permite
a geracdo de milhdes (ou até bilhdes) de diferentes variantes de peptideos ou proteinas. A
aplicagdo mais bem sucedida desta técnica tem sido o isolamento de anticorpos monoclonais
usando uma biblioteca de anticorpos bem representativa apresentada em fagos (Brigido e
Maranhao, 2002). O principio do phage display consiste na clonagem do DNA que codifica a(s)

proteina(s) de interesse no genoma do fago fusionada(s) aos genes que expressam as proteinas
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virais de superficie (pIIl, pVI ou pVIII). Quando essas proteinas de superficie sdo expressas, ¢
expressa juntamente com elas a(s) proteina(s) de interesse (Hoogenboom et al, 1999). O
repertério combinatério das proteinas gerado com essa técnica ¢ muito alta, além disso, esse
repertorio fica acessivel ao reconhecimento de um ligante, possibilitando a selecdo dessas
proteinas por meio de antigenos de interesse. No caso da geracdo de biblioteca combinatdria de
anticorpos ou fragmentos de anticorpos a aplicagdo terapéutica ¢ ampla.

A produgdo de anticorpos recombinantes vem crescendo nos tltimos anos e ¢ de grande
interesse biotecnologico. A possibilidade da utilizagdo de anticorpos inteiros ou de fragmentos
de anticorpos em terapias ou diagnosticos tem propulsionado a busca de métodos alternativos
para a producdo em larga escala.

Os anticorpos recombinantes e seus fragmentos agora representam mais de 30% das
proteinas utilizadas em testes clinicos para diagndsticos e terapia. Diversos anticorpos ja foram
aprovados (Tabela 1) pelo 6rgdo regulador americano FDA (Food and Drug Administration)
para diversos fins terapéuticos. O primeiro anticorpo a ser aprovado pelo o6rgao foi em 1986, para
uso em eventos de rejeicdo aguda de enxertos (Muronomab ou Orthoclone) (Cosimi ef al., 1981;
Group, 1985). Esse anticorpo ¢ especifico para o antigeno CD3. Desenvolvido inicialmente
como um marcador de linfocitos T (OKT3), este anticorpo se mostrou eficiente na deplecdo
desses linfocitos em pacientes e, assim, passou a ser comercializado para uso em humanos.

Recentemente o grupo de Imunologia Molecular da Universidade de Brasilia gerou uma
biblioteca de Fab humano apresentada na superficie de fagos filamentosos que foi construida a
partir do repertdrio imune de 11 pacientes com osteosarcoma (Dantas-Barbosa et al., 2005).
Essa biblioteca apresenta 1,45 x 10® formas diferentes de Fab e foi construida a partir da
amplificacdo dos genes de dominios variaveis pesados de IgM e IgG e dominios variaveis leve
de cadeias capa, a partir de cDNA de linfocitos periféricos desses pacientes. Os pares Vy-Vi
foram clonados no fagomideo pComb 3X (Andris-Whidhopf et al, 2000). As analises de
fingerprinting com enzimas de restricdo ¢ de sequéncias de nucleotideos clones aleatérios
revelam que a biblioteca apresenta grande diversidade (Dantas-Barbosa et al, 2005). Essa
biblioteca foi utilizada para selecionar Fab com capacidade de reconhecimento de células
derivadas de tumores 0sseos em cultura. Diversos anticorpos, reconhecendo diferentes antigenos

dessas linhagens celulares foram selecionados (Barbosa et al, 2005).
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Em outro trabalho de nosso grupo utilizamos essa biblioteca de Fab humano como uma
fonte de anticorpos monoclonais capaz de reconhecer diferentes antigenos, dentre eles o peptideo
(GIKQLQARILAVERYLKDQQLLG), correspondente aos residuos 576 a 619 da porgao
extramembrana da proteina do envelope de HIV - 1 gp 41. Esse peptideo tem sido caracterizado
com um epitopo imunodominante (Zolla-Pasner, 2004) e neutralizante, imunogénico e protetor
(Clerici et al., 2002). O peptideo é reconhecido por anticorpos, IgA em particular, de individuos
refratarios a infec¢do por HIV (individuos expostos, mas ndo infectados, como por exemplo
individuos HIV negativo de casais discordantes) (Clerici et al., 2002).

A capacidade de neutralizacdo, em especial de prevencdo da entrada do virus através
das mucosas, desempenhada por anticorpos tem sido sugerida como uma importante
caracteristica a ser buscada em anticorpos. Testes em macacas mostram que esses anticorpos
poderiam ser incorporados em géis microbicidas e inibir a transmissdo do virus através de

mucosas (vaginal) (Veazey et al., 2003), prevenindo a disseminacao da doenga.

O VIRUS HIV E A SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) ¢ uma doenca pandémica que tem
como agente etiologico o virus HIV (Human Immunodeficiency Virus), um retrovirus
pertencente a subfamilia Lentiviridae (Peganha et al., 2002).

Em 1983, o virus foi isolado pela primeira vez como agente etiolégico da AIDS
pelos pesquisadores Robert Gallo, nos Estados Unidos e Luc Montagnier, na Franca (Kuby,
2000) sendo que em 1986, um comité internacional recomendou o termo HIV (virus da
imunodeficiéncia humana) para denominé-lo reconhecendo-o como capaz de infectar seres
humanos.

Segundo o relatorio da UNAIDS de 2007 cerca de 33 milhdes de pessoas no mundo
foram infectadas com o virus HIV, e estima-se que aproximadamente 2 milhdes de mortes
ocorreram naquele ano. O continente africano ainda ¢ o mais atingido pela doenga e estima-se
que 28 milhdes de infectados estdo nessa regido. A Africa Sub-saariana é a mais atingida com
mais de 22 milhdes (Figura 6). Segundo o mesmo relatorio, no Brasil o nimero de infectados
ultrapassa 600 mil.

Somente dez anos depois da descoberta do virus HIV como agente etiologico da AIDS,

trés drogas anti-virais entraram no mercado: AZT, ddl e ddC, todos eles atuando no nivel da
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transcriptase reversa. E mais de vinte anos depois, ainda ndo se obteve uma vacina segura e
eficaz para a prevencao da infec¢do por HIV.

Atualmente, diversos esfor¢os no sentido de prevenir a disseminagdo da doenga t€m
sido a maneira mais eficaz para diminuir a prevaléncia do virus. Contudo, em diversos paises,
principalmente os menos desenvolvidos, a doenga tem sido implacavel, tornando essas regides

vulneraveis.

Eastern Europe

and Central Asia
Western and

1.5 million
Central Europe [1.4-1.7 million]
850 000
North America [710 000-970 000] East Asia
1.4 million 850 000
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Figura 6 — Quadro estimativo de adultos e criancas infectados por HIV em 2007. (Adaptado do
relatorio Unaids www.unaids.org, 2009)

No que diz respeito a vacina contra o HIV, tem-se constatado que a dificuldade para a
producdo da mesma ¢ devido a complexidade bioldgica do virus HIV.

O genoma do virus HIV ¢ codificado por uma molécula simples de RNA de
aproximadamente 10 kb de comprimento, que codifica 16 proteinas distintas. Estas proteinas sdo
componentes estruturais e enzimaticos requeridos por todas as retroviroses e derivam dos genes
gag (group-specific antigen), pol (polimerase) e env (envelope) (Andrade ef al., 2001). A regido
gag codifica as proteinas estruturais internas p17, p24, p7 e p6; a regido pol codifica a protease,
transcriptase reversa ¢ integrase; e, finalmente a regido env, responsavel pela codificacdo das
proteinas do envoltorio, gpl120 e gp4l (Peganha et al, 2002). Além dessas, outras proteinas
codificadas tém papel regulatério ou na maturagdo da particula viral. O esquema da estrutura

classica de um genoma retroviral é: 5' LTR-gag-pol-env-LTR 3'. As regides LTR (long terminal
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repeats) representam as duas extremidades do genoma viral que estio ligadas ao DNA celular da

célula hospedeira apds a integra¢@o e que nao codificam nenhuma proteina (Figura 7).
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Figura 7 — Esquema geral do genoma do virus HIV. Os trés principais genes — gag, pol e env —
codificam proteinas do nucleocapsideo, enzimas requeridas para a replicacdo e proteinas do envelope
viral. Dos outros seis genes, trés (tat, ver e nef) codificam proteinas regulatdrias que tem como papel
principal o controle da expressdo; duas (vif'e vpu) codificam proteinas requeridas na maturag@o; e uma
(vpr) codifica um ativador transcricional. A repeti¢do longa terminal (LTR) 5’ contem sequéncias na

qual varias proteinas regulatorias se ligam (Adaptado de Kuby, 2000).

As particulas virais de HIV t€ém um diametro de 100nm e estdo envoltas por uma
membrana lipoprotéica. Cada particula contém 72 complexos glicoprotéicos que estdo integrados
na membrana lipidica (Kuby, 2000).

A glicoproteina gp160 ¢ sintetizada como um precursor, clivada por uma enzima similar
a furina no transgolgi em subunidades gp120 e gp41 que se associam ndo-covalentemente e se
reinem em heterotrimeros (Feng et al., 1996). A gp120 determina o tropismo viral pela ligacdo
ao receptor da célula alvo, enquanto que a gp41 media a fusdo das membranas viral e celular
(Chan et al, 1997). Durante o processo de formacao de vesiculas, o virus também pode
incorporar em sua bicamada lipidica algumas proteinas da célula hospedeira, como as proteinas
MHC de classe I e II, ou outras proteinas de adesdo, como a ICAM-1 que podem facilitar a

adesdo a outras células alvos.
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O envelope viral, ou nucleocapsideo, ¢ composto por uma camada composta pela
proteina p17 que é ancorada ao interior da membrana lipoproteica. Mais internamente, existe
uma camada composta pela proteina p24. Essa duas camadas de proteinas protegem o genoma do
virus HIV, que consiste em duas copias de fita simples de RNA, na qual estdo associadas com
duas moléculas de transcriptase reversa (p64) e proteinas nucléicas, pl0, uma protease e p32,

uma integrase (Figura 8).
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Figura 8 — Estrutura do virus HIV. a) Diagrama esquematico do virus HIV. A glicoproteina gp41 ¢
uma proteina transmembranica que se projeta até bicamada lipidica do envelope viral. A gp120 esta
associada com a gp41 e serve como um ligante ao receptor CD4 das células hospedeiras. O envelope viral
¢ derivado da célula hospedeira e contém algumas proteinas da membrana celular do hospedeiro,
incluindo moléculas MHC de classe I e 1. Dentro do envelope esta o nticleo viral, ou nucleocapsideo, na
qual inclui uma camada de composta pela proteina p17 e uma camada mais interna composta pela p24. O
genoma do HIV consiste em duas copias de fita simples de RNA, na qual estdo associadas com duas
moléculas de transcriptase reversa (p64) e proteinas nucléicas, p10, uma protease e p32, uma integrase. b)

Micrografia eletronica do virus HIV num aumento de 200.000 vezes. (Adaptado de Kuby, 2000).

A etapa inicial da infec¢do por HIV ¢ sua entrada no interior da célula. Esse processo
envolve interagdes moleculares coordenadas que sdo fundamentais para iniciar o ciclo replicativo
do virus dentro da célula alvo.

Dentre os componentes moleculares responsaveis nesse processo destaca-se o complexo
glicoprotéico do virus, gp120/gp41 e, dois componentes do complexo receptor celular, o receptor
CD4 e co-receptor de quimiocina. Essas intera¢des resultam na entrada do virus na célula devido
a fusao da membrana viral com a celular ¢ consequentemente a introdu¢do da maquinaria

replicativa do virus. Esta fusdo resulta da ligacdo da gp120 no receptor CD4 o que gera uma
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mudanga conformacional da gp41. Essa mudanga desencadeia todo o processo de fusdo celular
(Figura 9). Um residuo peptidico N-terminal hidrofébico, rico em glicina, presente na gp4l
parece iniciar a fusdo, enquanto a regido transmembrana ¢ importante tanto para a fusdo quanto

para a ancoragem da proteina Env na membrana viral (Lu e Kim, 1997).

Virus HIV

Co-receptor

CélulaAlvo

Figura 9 — Estagios iniciais da infec¢do por HIV. A infeccdo por HIV inicia-se com a ligagdo da gp120
ao receptor da célula alvo CD4, disparando uma mudanga conformacional que expde o sitio de ligacdo ao
co-receptor. A gpl20 liga-se ao co-receptor e uma nova mudan¢a conformacional das proteinas do
envelope acontece levando a inser¢do do peptideo de fusdo gp41 na membrana da célula alvo. A fusdo da
gp41 a membrana da célula alvo permite a entrada da maquinaria replicativa do virus no interior da célula

(Adaptado de Willey e Aasa-Chapman, .2008)

Existem duas grandes classes de virus HIV-1 que diferem quanto ao seu tropismo
celular. Essa seletividade ¢ controlada pelo co-receptor que a gpl20 se liga. A classe que
apresenta tropismo por células T (T-tropismo) necessitam dos co-receptores de quimiciona
CXCR4 (R4) e as que apresentam tropismo por macrofagos (M-tropismo), utilizam-se do co-
receptor CCRS (RS5) para a interagdo celular (Berger ef al., 1999). O alvo principal do virus HIV
durante a fase inicial da infecc¢ao ¢ o linfocito T CD4+, o que resulta na deplegao dessas células e
uma imunodeficiéncia progressiva (Gandhi e Walker, 2002). Nesse estagio o sistema imune nao
¢ mais capaz de inibir a agdo do virus HIV.

Como a maioria dos patdgenos, o virus HIV induz a resposta de anticorpos policlonais

para um vasto numero de epitopos de diferentes proteinas virais. Atualmente, diversos estudos



17

estdo sendo direcionados para a identificagdo de epitopos antigénicos que induz a geracdo de
anticorpos com potencial neutralizantes para o virus HIV (Zhou et al., 2007, Scheid et al., 2009).

Até hoje ndo se tem uma vacina eficiente contra o virus por causa da habilidade do
HIV-1 de escapar da neutralizagdo natural mediada por anticorpos (Weiss et al, 1985).
Atualmente, diversos estudos tém focado o envelope glicoproteico para o desenvolvimento de
novos agentes antivirais que tenham a capacidade de neutralizar a entrada do virus HIV na célula
de forma eficiente e ampla (Holl er al, 2006, McCaffrey et al, 2004, Park et al., 2000).
Anticorpos neutralizantes bloqueiam a entrada do virus pelo reconhecimento de epitopos da
gp41 ou gp120 que sdo fundamentais para a ligagdo com receptor, co-receptores ou fusdo (Lee et
al., 2004).

Alguns anticorpos reconhecem regides altamente conservadas da gp120. Uma dessas
regides encontra-se no dominio de ligacdo ao receptor CD4, dominio responsavel pela interacao
do virus HIV com a superficie das células-alvos. O anticorpo monoclonal b12 ¢ uma IgG1 que
tém a capacidade de se ligar a essa regido e consequentemente neutralizar a entrada do virus.
Esse anticorpo foi capaz de neutralizar quase 75% dos isolados primarios, possuindo ampla
atividade neutralizante (Burton et al, 1994). Outro anticorpo identificado que possui ampla
atividade neutralizante ¢ o anticorpo 2G12. Esse anticorpo reconhece carboidratos associados a
superficie da gp120 (Scanlan et al., 2002)

Outros epitopos que tém sido bastante estudados estdo localizados na gp41. Essa
glicoproteina possui uma regido imunodominante que induz altos niveis de anticorpos ndo
neutralizantes e uma regido transmembrana proximal, bastante conservada. Varios anticorpos
monoclonais especificos para a epitopos da gp41 t€m sido identificados. Contudo, apenas uma
pequena minoria apresentou atividade neutralizante. O anticorpo monoclonal humano, 2F5,
mostrou ter uma atividade amplamente neutralizante para diversos isolados primarios de HIV-1,
reconhecendo um epitopo de seis aminoacidos (ELDKWA) localizados numa regido
relativamente conservada do ectodominio da gp41 (Muster et al, 1993). Outros dois anticorpos
monoclonais humanos, 4E10 ¢ Z13 também se destacam pela sua ampla atividade neutralizante.
Esses anticorpos reconhecem uma sequéncia especifica da regido transmembrana proximal da
gp41, regido bem proxima ao sitio de reconhecimento do anticorpo 2F5 (Tabela 2) (Zolla-
Pazner, 2004).

Alguns estudos demonstram que a exposi¢ao desses epitopos ¢ alterada pela mudanga das
proteinas do envelope induzida pela ligagdo ao receptor CD4 (Sattentau et al., 1995). Esses

determinantes antigénicos sdo expostos em um periodo limitado durante infeccdo viral e sdo
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caracterizados como epitopos transacionais, um termo também aplicado para outros epitopos do

envelope viral (Zolla-Pazner, 2004).

Tabela 2 — Epitopos da gp41 de HIV que induz anticorpos neutralizantes (Adaptado de
Zolla-Pazner, 2004).

Cluster I da gp41 Clone 3, 246-D Epitopo altamente Cotropia et al., 1996;
imunogénico, mas o clone 3 ¢ Ferrantelli et al., 2004;
apenas um dos muitos Hioe et al., 1997.

anticorpos monoclonais
especificos para este epitopo e

que tem atividade neutralizante

Regido 2F5,4E10 e Z13 Pouco imunogénico, mas Trkola et al., 1995;
transmembrana anticorpos para esta regido ¢ Zwick et al., 2001;
proximal da gp41 amplamente neutralizante Muster et al., 1993

O grande desafio para os anticorpos neutralizantes, além desses epitopos transacionais, €
possuir a capacidade de neutralizar diversos isolados virais de diversos clados. Além de que ndo
¢ inesperado que o virus HIV possua multiplos mecanismos para se proteger da ligacdo dos
anticorpos. Logo, os anticorpos que apresentam resultados mais promissores sdo os que
conseguem impedir a ligagdo ao receptor CD4 ou aos co-receptores, impossibilitando as
alteracdes conformacionais dessas proteinas para que ocorra a entrada do virus na célula alvo e,

além disso, conseguem neutralizar diversos isolados virais.
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SISTEMA DE EXPRESSAO EM P. pastoris

A produgdo de anticorpos recombinantes em larga escala ainda ndo ¢ um método trivial.
Diversos sistemas de expressao de proteinas heterdlogas tém sido utilizados.

Entre os sistemas alternativos de expressdo de proteinas que apresentam vantagens sobre
o sistema de expressio em bactérias ou em células de mamiferos destaca-se a levedura
metilotrofica P. pastoris . Esta levedura € capaz de crescer em meio de cultura contendo metanol
como Unica fonte de carbono, produzindo altos niveis protéicos (Cereghino e Cregg, 2000).

O promotor alcool oxidase (4OXI) controla a expressdo do alcool oxidase na qual
catalisa o primeiro passo do metabolismo do metanol. Tipicamente, 30% do total de proteina
soltivel na inducdo das células por meio de metanol ¢ alcool oxidase. Diversos vetores de
expressdo em Pichia utilizam do promotor forte AOX! e usa o metanol para induzir alto nivel de
expressao do gene de interesse.

Além disso, a levedura P. pastoris € capaz de realizar modifica¢des pos-traducionais, tais
como, processamento proteolitico, dobramento da molécula, formagao de pontes dissulfeto e a
glicosilagdo. Isso ndo é observado em sistemas de expressdo em bactérias.

Freyre e colaboradores (2000) compararam a atividade ligante ao antigeno de scFv
obtidos por expressdo em Escherichia coli e em P. pastoris e demonstraram que o fragmento
obtido por expressao em levedura apresentou uma atividade especifica superior ao obtido por
expressdo em bactérias.

Outra vantagem do sistema de expressdo em P. pastoris ¢ a presenca da endoprotease
dependente de calcio conhecida como Kex2. Essa protease ¢ utilizada para o processamento do
peptideo sinal e, no caso deste trabalho, também da proteina heteréloga expressa. Esse sinal ¢
responsavel pelo transporte da pro-proteina pelo reticulo endoplasmatico e sua subsequente
clivagem. A pré-proteina € clivada pela Kex2 liberando a proteina madura (Daly e Hearn, 2005).
O processamento do peptideo sinal envolve trés passos. Primeiro, o pré-sinal é removido pela
peptidase no reticulo endoplasmatico, em seguida, a endopeptidase Kex2 cliva apos os residuos
de Lisina (K) e Arginina (R) na sequéncia pro-sinal da extremidade C-terminal (Figura 10). Por
ultimo, ocorre a clivagem da repeticdo dos residuos de Glutamato (E) e Alanina (A) da

extremidade N-terminal pela aminopeptidase Stel3 (Bevan et al., 1998).
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A)

N-terminal C-terminal

Polipeptideo
B)
N-terminal C-terminal
Polipeptideo
K=Lisina clivado

R = Arginina

Figura 10 — Sitio de clivagem da endoprotease Kex2. A) A endopeptidase Kex2 reconhece os residuos
de Lisina (K) e Arginina (R) na sequéncia pro-sinal da extremidade C-terminal. B) Essa endopeptidase

cliva entre ap6s o residuo de arginina e libera a proteina de interesse para a secrecao.

As leveduras metilotroficas requerem a presenga de metanol no seu metabolismo.
Algumas enzimas participam da via metabdlica do metanol no sistema de expressdo em P.
pastoris. A primeira enzima nesta via € a alcool oxidase (Aox), codificada por dois genes
relacionados: AOX1 e AOX2. O primeiro € responsavel por cerca de 95% da atividade enzimatica
observada (Cregg et al., 1989).

A enzima alcool oxidase (Aox) catalisa o primeiro passo na utilizagdo de metanol da via
(Figura 11). Essa reacdo requer oxigénio (O,) e forma o perdxido de hidrogénio (H,O,) e
formaldeido (HCHO). O H,O, produzido pela reacdo da Aox ¢ convertido em agua pela
Peroxissomo catalase. Parte do formaldeido gerado pela Aox deixa o peroxissomo e ¢ oxidado
por duas deidrogenases citoplasmaticas, formando o diéxido de carbono. Essa reacdo ¢ fonte de
energia para o crescimento celular na presenca de metanol. A outra parte de formaldeido ¢
assimilado para formar constituintes celulares por uma via ciclica que comeca com a
condensagdo de formaldeido com xilulose-5-monofosfato (XusP), uma reacdo catalisada por uma

terceira enzima peroxissomal, a diithidroxiacetona sintase (DHAS). (Cereghino e Cregg, 2000).
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Figura 11 — Via metaboélica da oxida¢io do metanol em formaldeido na levedura P. pastoris. Alcool
oxidase (1); Catalase (2); Formaldeido deidrogenase (3); Formato deidrogenase (4); Diidroxiacetona
sintase (5); Diidroxiacetona quinase (6); Frutose 1,6-Bifosfato adolase (7); Frutose 1,6-bifosfatase (8).
(Adaptado de Cereghino e Cregg, 2000).

Diversas linhagens de P. pastoris possuem uma ou mais mutacdes auxotroficas que
possibilita a selecdo de clones recombinantes. A linhagem SMD1168 possui uma mutagdo no
gene HIS4 que inibe a sintese de histidina. Quando transformadas com plasmidios de expressao
que carregam o gene HIS4 para complementar o gene his4- da hospedeira, os transformantes
podem ser facilmente selecionados pela habilidade de crescer em meio deficiente em histidina.

Para aumentar a estabilidade do sistema de expressdo, os vetores comercialmente
disponiveis possuem caracteristicas que favorecem a recombinag@o homologa e a integragdo do
gene clonado ao genoma da levedura P. pastoris (Invitrogen) . Esses vetores foram
desenvolvidos tanto para a transformacdo em E. coli quanto em P. pastoris. Para manutengdo em
E. coli, os plasmidios contém uma origem de replicacdo bacteriana e o gene de resisténcia a
ampicilina. Possuem um cassete de expressao formado pelo promotor e pela regido terminadora
de transcri¢ao do gene A0X! (Figura 12), além de uma marca de sele¢do, sendo a mais utilizada
a de selecdo auxotrofica pelo gene histidinol deidrogenase (HIS4), usada em combinagdo com
linhagens his4-. Um dos vetores mais utlizados ¢ o plasmidio pPIC9 (Invitrogen), que possui

como sinal de secrecdo o peptideo sinal do fator a de S. cerevisiae (Torres e Moraes, 2000).
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A recombinagdo homologa para a integragdo dos plasmidios pode ocorrer nos locus HIS4
ou no locus AOXI. Quando a recombinagdo ocorre nos locus AOXI por meio de um duplo
crossing over entre regides do vetor e do genoma, a regido codificadora 4OX1 é completamente
removida (Figura 12). O fenotipo resultante Mut® (Methanol utilization slow) é causado pela
perda de atividade de alcool oxidase codificada pelo gene 40X1, restando apenas o AOX2. Isto
resulta num fenodtipo de crescimento lento em meio com metanol. Quando a recombinagdo
homologa ocorre através de um crossing over simples, levando a inser¢do génica no locus HIS4
ou no locus AOXI, o fenétipo resultante é Mut™ (Methanol utilization plus). Este fenotipo se
refere a habilidade de metabolizar metanol como unica fonte de carbono compardvel as
linhagens selvagens (Figura 13) . Algumas proteinas sdo melhores expressas em um tipo de

fenétipo do que em outro (Mut® ou Mut").

[P —{ Gt Plasmideo Linearizado
— I S B R — v Pichio (HIs4)

4

—|5'Pon>—{ Gene de Interesse I [ 3Aox! | "lasmideo integrado

no genoma

Figura 12. Substituicdo Génica por duplo crossing over no locus AOXI em P. pastoris. A figura acima

mostra a substitui¢do génica no locus AOXI. Numa cepa his4 como a SMD1168, a substitui¢io génica

(inser¢@o 6mega) ¢ originada por um duplo crossing over, do promotor AOXI e da regido 3’ A0X]I, entre o

vetor e o genoma. Isto resulta numa remogdo completa da regido codificadora do AOXI gendmico. O
+ S +

fendtipo resultante é His Mut . Os transformantes His podem ser facilmente localizados pelo seu

N
fendtipo e o0 Mut serve como indicador da integragdo via substitui¢do do locus AOXI. O resultado deste

S
tipo de substituigdo génica é a perda do locus AOXI (Mut ) e o ganho de um cassete de expressdo

contendo Ponz’ o gene de interesse e HIS4. (adaptado do Manual do Kit de expressio em Pichia,

Invitrogen, 2002)

Para a expressdo de anticorpos recombinantes deve-se considerar cuidadosamente o vetor

utilizado. Os vetores utilizados sao normalmente plasmidios contendo um cassete de expressao
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compativel com o tipo celular utilizado como hospedeiro. O vetor utilizado neste trabalho, foi
inicialmente construido para posterior producio do fragmento de anticorpo de interesse. E um
vetor na forma monocistronica que possui um cassete de fragmento de anticorpo, contendo
segmentos génicos codificadores das cadeias pesadas e leves. Possui também o promotor AOX1
para o controle da expressdao génica da molécula de Fab de cadeia tnica. A molécula do Fab
deve ser clivada separando as cadeias leve e pesada. Isso é conseguido com a utilizagdo de um
peptideo conector contendo o sitio de processamento da endoprotease Kex do reticulo
endoplasmatico, facilitando o processamento e montagem da molécula de Fab para sua posterior

secrecdo (Burtet ez al., 2008).

his4*
1 L ey
HIS4 his4*
Hisa+ His4-

Figura 13 . Insercao Génica por simples crossing over no locus his4 em P. pastoris. A figura acima
mostra o resultado da inser¢do de um plasmidio, com uma copia HIS4, no locus do gene his4, provocando

a ruptura do mesmo e a reversdo do fenotipo por complementacdo génica. Tanto na cepa SMD1168

+ S
(Mut ) quanto KM71 (Mut ), os eventos de inser¢ao génica no locus his4 resultam do simples crossing
over entre esse locus e do gene HIS4 do vetor, culminando na inser¢do de uma ou mais copias do vetor.

Desde que o AOX! gendémico ou os loci aox::ARG4 ndo estejam envolvidos neste evento de

+
recombinacgdo, o fenodtipo de cada transformante His serd o mesmo fenotipo Mut da cepa original. Com a

linearizacdo do vetor recombinante em sitios de restricdo enzimatica localizados nos genes HIS4, os

+ S
fenotipos Mut ou Mut podem ser convenientemente gerados dependendo da cepa hospedeira utilizada

(adaptado do Manual do Kit de expressao em Pichia, Invitrogen, 2002).
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Neste projeto o vetor de expressdo pPIgle Fab foi construido de forma a possibilitar a
clonagem individual dos segmentos génicos codificadores das cadeias pesadas e leves de cinco
Fabs anti-HIV originados do vetor de expressdo de bactéria pComb 3X. Esses Fabs foram
selecionados contra o peptideo correspondente aos residuos 576 a 619 da regido extramembrana

da gp41 do envelope de HIV-1.



J ustificativa
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JUSTIFICATIVAS

Para uma melhor caracterizagdo dos Fabs selecionados estamos propondo a
modifica¢do de um vetor de expressdo em P. pastoris para a clonagem dos genes codificadores
dos Fabs e sua futura expressao na levedura metilotrofica P. pastoris.

Com essa estratégia esperamos possibilitar a obtencdo de maiores quantidades dessas
proteinas recombinantes para a caracterizacdo imunologica futura dos Fab selecionados quanto
ao seu potencial ligante e neutralizante.

Esse projeto representa um esforco no sentido de encontrar alternativas para a

prevencao da infec¢ao de HIV-1.



Obj etivos
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OBJETIVOS

- Construir um vetor de expressdo de P. pastoris para possibilitar a montagem dos

genes codificadores de Fabs humanos selecionados contra o peptideo sintético da gp41;

- Clonar os genes codificadores das cadeias leves e pesadas dos Fabs anti-HIV no vetor

de expressao pPlgLe Fab;

- Expressar os Fabs humanos em P. pastoris.



Abordagem

Experimental
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Obtengdo dos segmentos génicos dos

Fabs anti-HIV

Construgao do vetor de expressao

pComb3xFab

pPlg Fab

pPlg Le scFv

Amplificacdo porPCR dos
segmentosgénicos das
cadeiaspesadase leves

pPlg Le Fab

Subclonagem emvetor
pGemT Easye
Sequenciamento

Eliminacdo desitiode
restricdo e metilagao de

pPlgLe Fab

pPlg Le Fab

Subclonagem dossegmentos
génicosdas cadeias pesadase
levesno vetor de expressao
pPlgLe Fab

Transformacao de Pichia pastoris

Expressdao dos Fabs em Pichia

pastoris
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MATERIAIS

1) Linhagens Celulares

a) Bactérias

®
- XL1-Blue (Stratagene ) - recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’

R
proAB laclqZ M15Tnl0 (Tet )] (Sambrook e Russel, 2001).

- XL10-gold (Stratagene) - Tet'D (mcrd)183 D (" CB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44
thi-1 recAl gyrA96 reldl lac Hte [F’ proAB laclqZDM15 Tnl0 (Tet") Amy Cam']. Os genes
listados indicam alelos mutantes. Esta linhagem de E. coli foi desenvolvida para a transformacao

de moléculas de DNA grandes, e com alta eficiéncia.

® -+ -1 r
- DHSa (Invitrogen ) — F- /endAl hsdR1 7(rK m ) supE44 thi recAl gyrA (Nal ) reldl

D(laclZYA-argF)U169 deoR (F80dlacD(lacZ)M15).

Essas linhagens foram utilizadas nos procedimentos de construcdo da versdo Fab do

anticorpo.

b) P. pastoris

- +
- SMD1168 — Apep4, his4. Fenotipo: His, Mut . Deficiente de protease. O gene PEP4
codifica proteinase A, requerida para ativagdo de outras proteases vacuolar, tais como

carboxipeptidase Y e proteinase B (Creeg et al., 2000).

- +
- GS115 — his4. Fenotipo: His, Mut (Creeg ef al., 2000).

Estas linhagem de P. pastoris foram utilizadas para a integragao, no locus HIS4 gendmico
do plasmidio com o gene de interesse, para a expressdo do Fab anti-HIV recombinante sob
controle do promotor AOX1.

2) Plasmidios Utilizados
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- pComb3X — f(-) — 4,5 kb, promotores plac,ori ColE1, ori f1, Amp® ¢ imediatamente
apos a regido de clonagem, do gene do anticorpo (VH-CHI1) possui uma regido com seis
hitidinas (H6) para a purificagdo em coluna de niquel ou para a detec¢do com anticorpo

monoclonal anti-His Tag. Esse vetor possui os Fabs anti-HIV clonados.

- pPIgLe scFv Z22 — 8,95 kb, contém o fragmento scFv, multiplos sitios de clonagem,

R
ori ColE1, Amp , Aoxl 5°, 3’ e 3’ termination. Utilizado para a clonagem do Fab inteiro

substituindo o scFv.

pPIg Fab — 9,32kb, contém o fragmento Fab, fragmentos 5" ¢ 3" do promotor 40X1,
sinal de secrecdo do fator a, multiplos sitios de clonagem, fragmento 3"'A0X1 TT, HIS4 ORF, ori

R
ColEl, Amp , derivado do plgl6. Utilizado como doador do Fab inteiro para posterior clonagem

no vetor pPlgLe scFv Z22.

- pPIgLe Fab — 9,38kb, contém o fragmento Fab, fragmentos 5" ¢ 3" do promotor 40X1,
sinal de secrecdo do fator a, multiplos sitios de clonagem, fragmento 3'A0X! TT, HIS4 ORF, ori

R
ColEl, Amp . Utilizado para montagem do Fab anti-HIV-1.

- plgl6 Z22 — 4,8kb, VH-Linker-VL-spA anti-zDNA (scFv conjugado a proteina A),

R
multiplos sitios de clonagem, , ori ColEl, Amp .

- pPGEM-T Easy (Promega) — vetor comercial de 3,15 kb, constituido pelo promotor T7
e SP6, multiplos sitios de clonagem, gene alacZ, gene da B-lactamase, origem de replicagdo de

fago (f; ori) e origem de replicagdo plasmidial. Utilizado para a clonagem de produtos de PCR.
3) Oligonucleotideos utilizados para sequénciamento, clonagem e reacées de PCR
Os oligonucleotideos foram fornecidos pela Integrated DNA Technologies - IDT® e

solubilizados em agua Mili-Q para concentragcdo de uso de 10 pmoles/puL. A tabela 3 mostra as

sequéncias e utilizacdo de cada um dos oligonucleotideos.
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4) Meios de Cultura e solugdes para bactérias

Meio LB (Luria-Bertani)

Peptona de caseina 1,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 1,0% (p/v)

Preparado em H,O destilada para o volume necessario e autoclavado.

pH ajustado para 7,0.

Meio LB agar
Meio LB adicionado de agar bacteriologico a 1,4% (p/v).

Meio SB (Super Broth)

Peptona de caseina 3,0% (p/v)
Extrato de levedura 2,0% (p/v)
MOPS 1,0% (p/v)

Preparado em H,O destilada para o volume necessario e autoclavado.

pH ajustado para 7,0.

Meio SOB

Bacto-triptona 2,0% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 0,06% (p/v)
KCl1 0,002% (p/v)

Preparado em H,O destilada para o volume necessario e autoclavado.

pH ajustado para 7,0.

Meio SOC
Meio SOB 98 mL

2+
Solugdo estoque de Mg 2 M 1 mL
Solugao estoque de glicose 2M 1 mL

Solucio estoque de glicose 2 M

Preparada em H,O destilada e filtrada. Solug@o conservada a 4°C.
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Solucio estoque de Mg 2 M
MgCl2 1M

MgSO, 1M

Preparada em H,O destilada e filtrada. Soluc¢do conservada a 4°C.

A autoclavagem foi realizada durante 20 minutos a 120°C. A filtra¢do foi realizada

usando filtros da Millipore de 0,22pum.
5) Antibiéticos

Ampicilina

A ampicilina liofilizada foi ressuspendida em agua destilada na concentragdo de 20 a 50
mg/mL. Apds a ressuspensdo, ela foi esterilizada por filtracdo em membrana Millipore de 0,22
um. Apds a filtragdo, ela foi estocada a -20°C e protegida da luz. Este antibiotico foi utilizado

como marca de selec¢do para plasmidios transformados em células de E. coli.

Tetraciclina

A tetraciclina liofilizada foi ressuspendida em agua destilada na concentragdao de 50
mg/mL e esterilizada por filtragio em membrana Millipore de 0,22 um. Apos a filtragdo, ela foi
estocada a -20°C e protegida da luz. Este antibiotico foi utilizado para a semeadura e manutengao
de células E. coli das linhagens XL1-blue e XL.10-gold, que possuem o gene de resisténcia a esse

antibiotico.
6) Meios de Cultura e solu¢des para P. pastoris

Meio YP 10x — Solucio estoque
Peptona de caseina 20% (p/v)
Extrato de levedura 10% (p/v)

Preparado em H,O destilada para o volume de 100mL e autoclavado.

Meio YNB (Yeast Nitrogen Base) 10x — Solucio estoque
YNB sem aminoacido e sem sulfato de amonio 3,4% (p/v)

Sulfato de amonio 10% (p/v)
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Preparado em H,O destilada para o volume de 100mL. Filtrado e conservado a 4°C com papel

aluminio
Meio Agar 2%
Agar 4g

Preparado em H,O destilada para o volume de 200mL e autoclavado.

Meio YPD
Meio YP 10% (v/v)
Glicose 2% (v/v)

Preparado em H,O destilada estéril para o volume necessario.

Meio de Crescimento BMGY (Buffered Glycerol Complex Medium)

Meio YP 10%

Meio YNB 1,34% (p/v)
Tampao Fosfato pH 6,0 100mM
Biotina 4x10” % (p/v)
Glicerol 1% (v/v)

Preparado em H,O destilada estéril para o volume necessario.

Meio de Inducdo BMMY (Buffered Methanol Complex Medium)

Meio YP 10%

Meio YNB 1,34% (p/v)
Tampao Fosfato pH 6,0 100mM
Biotina 4x10° % (p/v)
Metanol 1% (v/v)
EDTA ImM

PMSF ImM

Preparado em H,O destilada estéril para o volume necessario.

Meio Minimo MD (Minimal Dextrose Medium)

Meio YNB 1,34% (p/v)
Biotina 4x10”° % (p/v)
Glicerol 1% (v/v)



Preparado em Agar 2% estéril para o volume necessario.

Meio Minimo MM (Minimal Methanol Medium)

Meio YNB 1,34% (p/v)
Biotina 4x10° % (p/v)
Metanol 1% (v/v)

Preparado em Agar 2% estéril para o volume necessario.

Tampao Fosfato 1M pH 6,0
K;HPO4 23g
KH,PO4 118¢g

pH ajustado para 6,0 com KOH.

Preparado em H,O destilada para o volume de 1L e autoclavado.

Glicerol 50%
Glicerol 50mL

Preparado em H,O destilada para o volume de 100mL e autoclavado

Glicose 20%
Glicose 20g

Preparado em H,O destilada para o volume de 100mL e autoclavado.

Metanol 100%

Sorbitol 1M
D-Sorbitol ~ 18,21g

Preparado em H,O destilada para o volume 100mL e autoclavado.

DTT
Ditiotreitol  100mM

Preparado em H,O destilada para o volume necessario e filtrado.

Acetato de Litio 1M
Acetato de Litio 2,04g
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Preparado em H,O destilado para o volume final de 20 mL e filtrado.

Tris-HCI 100mM pH 7,5
Tris  0,6g
Preparado em H,O destilada para o volume final de 50 mL e filtrado.

pH ajustado com HCI para 7,5

Tampaio de Pré-tratamento (TPT)
Acetato de Litio 100mM

DTT 10mM
Sorbitol 0,6M
Tris-HCl ph 7,5 10mM

Preparado em H,O estéril.

A autoclavagem foi realizada durante 20 minutos a 120°C. A filtragdo foi realizada

usando filtros da Millipore de 0,22pum.

6) Solucdes e tampdes de uso geral

Azida Sédica — Solucio estoque 100X
Azida sodica 5% (p/v)
Esta solucdo foi utilizada para a conservacao dos tampdes PBS ¢ PBS-T ¢ nas solugdes estoque

dos anticorpos em concentracao final de 0,05% (p/v).

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

Tampao Tris
Tris-HCI pH 8,0 10mM
Glicogénio

Glicogénio 20mg/mL
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Tampao PBS (Phosphate-Buffered Saline) 10X, pH 7,4
NaCl 1,5M
Na HPO 0,1M

2 4

NaN3 0,02% (p/v)

Tampao PBST 1X, pH 7,4

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

PMSF (Phenilmethylsulfonyl Fluoride) 0,2M

Preparado em Isopropanol para o volume final de 100mL. Conservado a 4°C.

EDTA (Acido Tetracético Etilenodiamina) 0,5M

Dissolvido em dgua em pH 8-9. Conservado a estocada a 4°C.
7) Solucdes e material para preparo de células competentes e transformaciao — bactéria

Solucio de CaCl2
CaCl2 50 mM

Preparada em H,O destilada para o volume necessério e autoclavada. Solu¢do conservada a 4°C.

Soluciao de CaCl2 + 15% de Glicerol (v/v)
CaCl2 50 mM

Glicerol 15%

Preparada em H,O destilada para o volume necessario e autoclavada. Solucdo conservada a 4°C.

Solucéo de Glicerol

Glicerol 10% (vIv)

Solucio de X-Gal
Solugdo de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactosideo (X-Gal) dissolvido em N,N-
dimetilformamida em solugao estoque de 2,5%. Solugdo armazenada a -20°C e protegida da luz.

Usada no meio de cultura na propor¢ao de 1:100.
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Solucio de IPTG
Solucédo de isopropil-tio-f-D-galactosideo (IPTG) dissolvido em agua em solugdo estoque
de 100 mM e esterilizado por filtracdo em membrana Millipore de 0,22 um. Usada no meio de

cultura na propor¢ao de 1:1000.

® o
Cubetas de eletroporaciao (BioAgency ,n catalogo: 165-2086N)

8) Solucdes para extracdo de DNA plasmidial

Solucéo I

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

NaOH 02M
SDS 1,0% (p/v)
Solucio III

Acetato de potassio 3iM
Acido Acético 2M
pH ajustado para 4,8 - 5,0

RNAse A

® o
RNAse A (Invitrogen , n de catdlogo 12091-021).

Clorofane

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

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

Clorofil

Cloroformio 24 v



Alcool isoamilico lv

Equilibrado com 0,25 v de tampao TE

Etanol 100%
Etanol 100% (v/v)

Etanol 70%
Etanol 70% (v/v)

Isopropanol 100%
Isopropanol 100% (v/v)

Acetato de amonio 7,5 M

Utilizada para precipitacdo de DNA em preparagdo de larga escala.

9) Tampoes de Endonucleases de Restricao

®
a. Fermentas :

TangoTM (10X)

Tris-Acetato pH 7,9 33 mM
Acetato de Magnésio 10 mM
Acetato de Potassio 66 mM
BSA 0,1 mg/mL

®
b. New England Biolabs :

NEBuffer 1 (1X)
Bis-Tris-propano-HCI pH 7,0 10 mM
MgCl2 10 mM

DTT 1 mM

NEBuffer 2 (1X)



Tris-HCIpH 7,9 10 mM
MgCl2 10 mM

DTT 1 mM

NEBuffer 3 (1X)
Tris-HCIpH 7,9 150 mM

MgCl2 10 mM
NaCl 100 mM
DTT 1 mM
NEBuffer 4 (1X)

Tris-Acetato pH 7,9 20 mM
Acetato de Magnésio 10 mM
Acetato de Potassio 50 mM
DTT 1 mM

NEBuffer EcoR 1 (1X)
Tris-HClpH 7,5 100 mM
MgCl2 10 mM

NaCl 50 mM
Triton X-100 0,025% (v/v)

10) Tampoes de outras reacoes

®
Tampio SAP (Fosfatase alcalina de camarao) (Promega )

Tris-HCl pH 9,0 500 mM
MgCl2 100 mM

Tampao de Reagdo da Taq DNA Polimerase CENBIOT/RS 10X
Tris-HCI 0,1IM

KCl 0,5M

BSA 0,1% (p/v)
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Na PCR foi adicionado cloreto de magnésio para uma concentracdo final de ImM e e

uma mistura de dNTPs com dGTP, dATP, dCTP e dTTP na concentragdo de 10 mM cada.

®
Tampao de Reacdo 5X da T4 DNA ligase (Invitrogen )
Tris-HCl 250 mM
MgCl2 50 mM

ATP 5mM

DTT 5mM
PEG-8000  25% (p/v)
pH 7,6

®
Tampao de Reacdo 10X da T4 DNA ligase (Biolabs )
Tris-HClpH 7,5 500 mM

MgCl 100 mM
DTT 100 mM
ATP 10 mM

11) Endonucleases de restricao

®
a. Fermentas :

Bgl 11 (Catalago n° FD0084 - Fast Digest)
Cfr9 1 (Catalago n° ER0172 — 10u/puL)
EcoR I (Catalago n° FD0274 - Fast Digest)
Hind III (Catalogo n° FD0504 — Fast Digest)
Not I (Catalago n° FD0594 - Fast Digest)
Psi1 (Catalago n® FD2064 - Fast Digest)
Pst 1 (Catalago n° ER0611 — 3u/ puL)

Sal 1 (Catalogo n° FD0648 — Fast Digest)
Sbf'1 (Catalago n° ER1191 — 10u/ uL)

Sma 1 (Catalago n° FD0668 - Fast Digest)
Xbal (Catalogon® ER068S - 3u/ pL)
Xho 1 (Catdlogo n° FD0694 - Fast Digest)



b. New England Biolabs®:
BamH1 (20U/ pL)
Bgl1l  (10U/ uL)
EcoR1 (20U/ pL)
Hind 111 (20U/ pL)
Mfe 1 (10U/ uL)
Ncol  (10U/puL)
Ndel  (20U/pL)
Not1  (2,5U/uL)
Pyull  (5U/pL)
Sacl  (20U/ pL)
Sfi 1 (20U/ pL)
Spel  (10U/ pL)
Smal (20U/ uL)
Xbal (20U/pL)
Xhol (20U/ pL)
Xmal (10U/pL)

12) Outras enzimas

®

T4 DNA Ligase (1U/pL) (Invitrogen )
®
T4 DNA Ligase (1U/pL) (New England Biolabs )

®
Taq DNA polimerase (2U/pL) (Cenbiot/RS )

13) Solucdes e reagentes para eletroforese em gel de agarose e de poliacrilamida

Tampao de corrida TEB 10X
Trizma base 0,89 M
Acido Borico 0,89 M
EDTA pH8,0 0,02M
dHZO g.s.p. 1L



Tampao de corrida TAE 50X
Tampao Tris-Acetato 2 M

Trizma-base 242 g
Acido Acético Glacial 57,10 mL
EDTA pH 8,0 0,05 M
dH20 g.s.p. 1L

Tampao de amostra para gel de agarose 10X

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

Solucao de brometo de etideo 20.000X
Brometo de etideo 10 mg/mL

Tampao de corrida para SDS-PAGE 5X
Trizma base 125M

Glicina 125 mM

SDS 0,5% (p/v)

Tampao de amostra 5X para SDS-PAGE

Tris-HCI pH 6,8 250 mM

SDS 10% (p/v)
Glicerol 50% (v/v)
B-mercaptoetanol 10% (v/v)
Azul de bromofenol 0,5% (p/v)

Acrilamida 30% (29:1)

Acrilamida 145 g
Bis-acrilamida 5¢g
dHZO g.s.p. 500 mL

Estocar a 4°C ao abrigo da luz.
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Tris-HC1 1,5 M, pH 8,8
Tris 36,34 g
dHZO g.s.p. 200 mL

Tris-HCl 0,5M, pH 6,8

Tris 12,11 ¢g
dHZO g.s.p. 200 mL
SDS 10%

SDS 10g
dHZO g.s.p. 100 mL

APS 10% (p/v)

Persulfato de aménio 100 mg/mL de agua

TEMED (N,N,N’,N’- tetrametil etilenodimetilamina)
Gel Concentrador SDS-PAGE
Solu¢do Acrilamida/Bis-acrilamida (29:1) 4% (p/v)

Tris-HCI pH 6,8 125 mM
SDS 0,1% (p/v)
APS 0,1% (p/v)
TEMED 0,01% (p/v)

Gel Separador SDS-PAGE
Solugdo Acrilamida/Bis-acrilamida (29:1) 10% (p/v)

Tris-HCI pH 8,8 400 mM
SDS 0,1% (p/v)
APS 0,1% (p/v)

TEMED 0,01% (p/v)
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14) Solucoes e materiais para os ensaios imunolégicos (Western, Colony e Dot blotting)

Tampaio de Fosfatase Alcalina (APB)

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

Tampio para Transferéncia Semi-Seca de Proteinas

Trizma-base 48 mM
Glicina 39 mM
SDS 0,037% (p/v)
Metanol 20% (v/v)

Solucio de Bloqueio
Leite em p6 desnatado 5% (p/v)
Dissolvido em PBST 1X

Solucio Reveladora para Western, Colony e Dot blot

O NBT (Nitro Blue Tetrazole) ¢ o BCIP (5-Bromo-4-Cloro-indolil fosfato) foram
preparados numa solucdo estoque de 50 mg/mL. O NBT solubilizado em N,N-dimetil formamida
e o BCIP , em 4gua. Para preparar 10 mL da solucdo reveladora, 66 puL do estoque de NBT
foram adicionados em 10 mL de APB e em seguida 33 puL do estoque de BCIP. Esta ordem deve

ser respeitada para se evitar a precipitagdo dos reagentes.

Membrana de Nitrocelulose

®
Hybond-C Extra (Amersham Bioscience n°. catalogo. RPN 303E)

15) Materiais utilizados para concentracio de sobrenadantes de cultura e

®
Concentradores Amicon Bioseparations:

- Centricon YM-10
- Centriprep YM-30
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16) Marcadores moleculares para DNA e proteina

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

®
Low Mass DNA Ladder (Invitrogen n°. catdlogo. 10068-013)

Mistura equimolar de fragmentos de DNA em pb de 2.000; 1.200; 800; 400; 200 e 100.
Utilizando 2 pL do marcador, corresponde a massa de 100; 60; 40; 20; 10 e 5 ng,

respectivamente.

®
High Mass DNA Ladder (Invitrogen n°. catalogo 10496-016)

Mistura equimolar de fragmentos de DNA em pb de 10.000; 6.000; 4.000; 3.000; 2.000 e 1.000.
Utilizando 2 pL do marcador, corresponde a massa de 100; 60; 40; 30; 20 e 10 ng,

respectivamente.

®
Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Fermentas n°. catdlogo SM1842)
Fragmentos de proteinas em kDa: 260; 140; 100; 70; 50; 40; 35; 25; 15 ¢ 10.

17) Kits comerciais

QIAGEN Plasmid Midi Kit 100 — Para preparagdo plasmidial em escala intermediaria

®
(Qiagen , n°. catdlogo 12145).

®
QIAprep Spin Miniprep Kit (250) - Para preparacdo plasmidial em pequena escala (Qiagen ,

n°. catalogo 27106).

) ®
Qiaquick Gel Extraction kit 50 — Para extracdo de DNA de gel de agarose (Qiagen , n°.
catalogo 28704).

®
Invisorb Fragment CleanUp - Para extracdo de DNA de gel de agarose (Invitek , n°. catalogo

10203002).
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®
Qiaquick PCR purification kit 50 — Para purificacdo de DNA para sequenciamento (Qiagen ,
n°. catalogo 28104).

Colunas para extracdo de DNA de gel de agarose por Freeze Squeeze — Ultrafree DA

®
Centrifugal Unit (Millipore , n°. catadlogo 42600).

PlusOne Silver Staining kit Protein. Para coloracdo de géis de poliacrilamida com prata. (GE

lifescience, n°. catdlogo. 17-1150-01).

18) Anticorpos utilizados nos ensaios de Western, Colony e Dot Blot

® o
Anti — IgG humana (Ck especifico) feito em cabra (Pierce n catdlogo: A9544)
Concentragdo: 1 mg/mL - Titulagdo de uso: 1:3.000

® o
Anti — IgG de cabra feito em coelho conjugado com fosfatase alcalina (Sigma n catalogo:

A-4187)
Concentragdo: 1 mg/mL - Titulagdo de uso: 1:5.000
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METODOS

1) Preparacido de DNA plasmidial

a. Em pequena escala (adaptado de Sambrook e Russel, 2001).

)

2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

9)

Trés mililitros de cultura de células de E. coli, transformadas com o plasmidio de
interesse, crescidas em meio LB/Amp (150 pg/mL) durante 16 horas a 37°C, foram
coletados por meio de duas centrifugagdes de 5 min a 5.000 rpm em microtubos de 1,5
mL, sendo o sobrenadante desprezado a cada centrifugacao.

O sedimento foi ressuspendido em 200 pL de Solugdo 1. Incubou-se as amostras no gelo
por 5 min.

Foram adicionados 400 pL de Solucdo II e as amostras foram homogeneizadas, por meio
de inversdo do tubo vérias vezes, e estas foram incubadas a temperatura ambiente por 5
min.

Foram adicionados 300 pL de Solugdo III, o mesmo procedimento de homogeneizacio
foi repetido, e as amostras foram incubadas no gelo por 10 min.

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

Ao sobrenadante foram adicionados 5 pL de RNAse A e incubou-se por 1 hora a 37°C.
Foram adicionados 300 uL de clorofane e, apds forte homogeneizacao, as amostras foram
centrifugadas por 5 min a 5.000 x g a temperatura ambiente, a fase aquosa foi coletada
para outro tubo.

Foram adicionados 300 pL de clorofil e o mesmo procedimento anterior de
homogeneizagao, centrifugagao e coleta foram repetidos.

Foram adicionados 2v de etanol absoluto gelado ¢ as amostras foram incubadas a -20°C

por no minimo 2 horas.

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

desprezado.

11) Foi adicionado 1 mL de etanol 70% gelado e as amostras foram novamente centrifugadas

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

12) O sedimento foi seco a vacuo ou por simples exposi¢ao ao ar.

13) O sedimento foi ressuspendido em 50 uL de TE. E as amostras conservadas a -20°C.
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b. Em larga escala (adaptado de Sambrook e Russel, 2001).

1) Duzentos mililitros de cultura de células de E. coli, transformadas com o plasmidio de
interesse, crescidas em meio LB/Amp (150 pg/mL) durante 16 horas a 37°C, foram
coletados por meio de centrifugagdo de 15 min a 3.000 x g, desprezando-se o
sobrenadante.

2) O sedimento foi ressuspendido em 5 mL de Solugdo I sob forte agitagdo. As amostras
foram incubadas no gelo por 10 min.

3) Foram adicionados 10 mL de Solugdo II e as amostras foram homogeneizadas, por meio
de inversdo do tubo varias vezes. Estas foram incubadas a temperatura ambiente por 5
min.

4) Foram adicionados 7,5 mL de Solug¢do III, o mesmo procedimento de homogeneizacao
foi repetido, e as amostras foram incubadas no gelo por 10 min.

5) As amostras foram centrifugadas a 10.000 x g por 30 min a 4°C.

6) O sobrenadante foi filtrado em papel de filtro ¢ ao sobrenadante foram adicionados 0,6v
de isopropanol. Apds uma incubagdo de 5 min & temperatura ambiente, as amostras foram
centrifugadas a 12.000 x g por 20 min a temperatura ambiente.

7) O sobrenadante foi descartado e, apos a secagem por exposi¢do ao ar, o sedimento foi
ressuspendido em 500 pL. de TE ao qual foram adicionados 10 pl. de RNAse A. As
amostras foram incubadas por 1 hora a 37°C.

8) Foram adicionado 1v de clorofane e, apds forte homogeneizagdo e centrifugacdao de 5
min a 5.000 x g a temperatura ambiente, a fase aquosa foi coletada para outro tubo.

9) O passo anterior foi repetido mais uma vez.

10)Foi adicionado entdo 1v de clorofil e o mesmo procedimento anterior de
homogeneizagao, centrifugagao e coleta foram repetidos.

11) Foram adicionados 0,5v de acetato de amonio 7,5M e 2,0v de etanol 100% gelado ¢ as
amostras foram incubadas por, no minimo 2 horas a -20°C.

12) As amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 45 min a 4°C. O sobrenadante foi
desprezado.

13) Foi adicionado 1 mL de etanol 70% gelado e as amostras foram novamente centrifugadas
a 12.000 rpm por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi desprezado.

14) O sedimento foi seco a vacuo ou por simples exposi¢ao ao ar.

15) O sedimento foi ressuspendido em 200 uL. de TE. E as amostras conservadas a -20°C.
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2) Digestio do DNA plasmidial com enzimas de restricio.

As digestdoes dos plasmidios utilizados com enzimas de restricio foram realizadas
conforme instrugdes dos fabricantes. O tempo de incubagdo e a quantidade de material a ser

digerido variavam de acordo com o interesse do experimento realizado.
3) Analise de DNA plasmidial em gel de agarose (Sambrook e Russel, 2001).

A agarose foi preparada numa concentragdo de 0,7 a 1,2% dependendo da amostra em
tampao TEB 1X ou TAE 1X com 0,5 pg/mL de brometo de etideo. As amostras de DNA foram
aplicadas com tampao de amostra para gel de agarose no gel e foram submetidas a eletroforese

em tampao TEB ou TAE 0,5X, como descrito por (Sambrook e Russel, 2001). Para visualizacao

®
do DNA luz ultravioleta foram incididas no gel utilizando um transluminador (UVP-Upland ) e

a imagem foi digitalizada em aparato de fotodocumentagao.
4) Eluicio de fragmentos de DNA de gel de agarose

As bandas contendo os fragmentos de DNA eluidos por meio de eletroforese foram

cortadas do gel de agarose. A extracdo do DNA do gel procedia por meio do kit Qiaquick Gel

® ®
Extraction kit, Qiagen ou Invisorb Fragment CleanUp, Invitek conforme instrugdes do
fabricante ou por meio de freeze-squeze. Este ultimo procedimento foi feito da seguinte forma:

A banda do DNA cortada do gel foi transferida para uma bolsa feita utilizando um pedago de

® 0
Parafilm . A bolsa contendo o fragmento foi congelada a -40 C. Apds o total congelamento, a

banda foi macerada até o gel se liquefazer. O liquido e parte do gel foram transferidos para

colunas Ultrafree DA Centrifugal Unit (Millipore®). O material foi centrifugado por 5 minutos a
12.000 x g a temperatura ambiente. Apds a centrifugagdo o material foi precipitado com a
adicdo de 0,5 v de acetato de amoénio 7,5M, 60 pg de glicogénio e 2,5v etanol 100% (v/v)
gelado. As amostras foram incubadas a -20°C durante a noite. Apds a incubagdo procedia-se a
sedimentacdo do DNA por meio de centrifugagdo durante 45 minutos a 12.000 rpm, seguida de
lavagem do pellet com 300uL de Etanol 70% (v/v) gelado. O sedimento foi centrifugado
novamente por 15 minutos a 12.000 rpm e secado a temperatura ambiente. O DNA foi

ressuspendido em H,O destilada ou TE.
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5) Reacao de Defosforilacio com a fosfatase alcalina de camarao (SAP)

A enzima SAP remove o grupo fosfato presente nas extremidades 5° de dsDNA digeridos
com enzimas de restrigdo. Dessa forma, ela impede uma auto-ligagdo do DNA plasmidial
digerido sem a inser¢do do inserto. As amostras que necessitavam desse tratamento foram
submetidas ao seguinte procedimento: Cinco a dez microgramas de dsDNA digerido foram

incubados com 3 a 5 pL da fosfatase alcalina e tampao apropriado da enzima em 1X para um
0
volume final de 50 pL por lh a 37 C. Apos a incubagdo, o sistema foi inativado por 15 minutos

(o]
a 65 C. A partir desse ponto, o sistema foi utilizado em sistema de ligagdo para posterior

transformacao de células competentes E. coli.

6) Amplificacdo por PCR dos segmentos génicos codificadores para as cadeias pesadas e

leves do Fab

As reagdes de PCR foram feitas da seguinte forma:

DNA molde 10-50ng
Primer 5’ 10uM

Primer 3’ 10uM

Tampao de reagao da enzima 10X 1X

MgCl, 2mM

dNTPs 2,5mM de cada
Taq DNA polimerase 0,5U/reacdo

O volume final de reacdo foi de 50pL e a reacdo foi feita no termociclador Eppendorf nas

seguintes condicoes:

Para amplificacdo do fragmento de Ck

1) 94°C 5 min

2) 4 ciclos : 94°C 1 min
50°C 1 min 30 seg
72°C 2 min

3) 30 ciclos: 94°C 1 min

60°C 1 min 30 seg
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72°C 2 min
4) 72°C 10 min

Para amplificacdo dos demais fragmentos

1) 94°C 3 min

2) 30 ciclos : 94°C 1 min
60°C 1 min 30 seg
72°C 2 min

4) 72°C 10 min

7) Ligacao de fragmentos de DNA

a) Ligacao do produto de PCR no vetor pGemT Easy
Para a ligacdo dos segmentos génicos obtidos por PCR utilizava-se 25ng do inserto, SuL do
tampao da promega 2x, 1 pL do vetor pGEM-T Easy e 1 pL da enzima T4 DNA Ligase
(Promega). O volume do sistema foi completado para 10 pL. quando necessario com H,O MilliQ.
O sistema foi incubado durante 16 horas a 4°C. Apo6s este periodo, o sistema foi transformado em

células competentes de E. coli.

b) Ligacao de vetor e inserto das clonagens
As concentragdes de DNA (vetor e inserto) utilizadas nos sistemas de ligagdo variaram de
acordo com o experimento, sendo normalmente uma razdo molar que variou de 1:3 a 1:5,

aplicando-se a seguinte formula:

ng vetor x tamanho do inserto em pb xrazéo insefo = ngdeinserto .
tamanho do vetor em pb vetor

As reagdes de ligagdo foram preparadas em tampdo de ligase 1X contendo 1U de T4 DNA
ligase. Os sistemas possuiam 10 a 20 pL de volume final, sendo incubados por 16 horas a 16°C

ou 4°C. Apos este periodo, o sistema foi transformado em células competentes de E. coli.
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8) Preparacio de células competentes e transformacio bacteriana
a. Quimiocompetente (adaptado de Maranhio, 2003).

1) Foram inoculados 500 pL de um pré-indculo, feito a partir de uma colonia isolada da
célula de interesse, em 50 mL de meio LB. O ino6culo foi incubado a 37°C a 220 rpm até a

cultura atingir uma densidade optica a 600nm (OD600nm) de 0,1 a0,3.

2) O indculo foi centrifugado a 3.000 x g por 15 min a 4°C, o sobrenadante foi desprezado.
(Apods essa etapa ¢ importante que em todas as etapas subseqiientes as células sejam
mantidas resfriadas para evitar uma perda de eficiéncia).

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

movimentos suaves.
4) Foi feita uma centrifuga¢do a 3.000 x g por 15 min a 4°C, o sobrenadante foi desprezado.

5) O sedimento foi ressuspendido em 1 mL de solucdo de CaCl2 50mM estéril gelada, com

movimentos suaves.

6) Apos incubacdo de 1 hora em banho de agua/gelo, as células foram aliquotadas e estas
podiam ser utilizadas por um periodo maximo de 24 horas.

7) Foram incubados de 100 a 200 pL de célula competente com o plasmidio de interesse a
ser transformado em banho de 4gua/gelo por 30 min.

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

9) Foi adicionado imediatamente 1 mL de meio LB e o sistema foi incubado por 1 h a 37°C.

10) Foram semeadas quantidades variaveis do sistema de transformag@o em placas contendo
meio LB-agar contendo ampicilina a 150 pg/mL. As placas foram mantidas na estufa a

37°C por 16 horas.
b. Por eletroporacio (adaptado de Maranhao, 2003).

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

2) Foi inoculado 1 mL do pré-indculo em 500 mL de meio SB contendo 2,5 mL da solugdo

estoque de glicose 2M e 2,5 mL da solugao estoque de Mg 2M. O inoculo foi incubado a
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37°C a 220 rpm até a cultura atingir uma OD60 mde 0,72a0,9.

0n

3) O indculo foi centrifugado a 3.000 x g por 20 min a 4°C, o sobrenadante foi desprezado e
a célula foi mantida sempre gelada a partir desse momento.

4) O sedimento foi ressuspendido em 25 mL de glicerol 10% estéril gelado e a seguir foram
adicionados mais 75 mL de glicerol 10% gelado.

5) Foi feita outra centrifugacdo a 3.000 x g por 20 min a 4°C, repetindo a etapa anterior.

6) O sedimento foi ressuspendido em 25 mL de Gilcerol 10% estéril gelado e submetido a
ultima centrifugagdo a 3.000 x g por 20 min a 4°C.

7) O sedimento final foi ressuspendido em 1 a 2 mL de glicerol 10% e as células foram
aliquotadas, congeladas em banho de gelo seco com etanol e armazenadas imediatamente
a

-80°C.

8) Para a transformacao, o plasmidio foi adicionado, j4 em um tubo resfriado previamente, a

célula competente e imediatamente colocado na cubeta de eletroporagdo (BioAgency®)
também ja resfriada.

9) A eletroporacao foi feita seguindo os seguintes parametros elétricos: 2,5 kV, 25 pF e 200
Q, no aparelho Gene Pulser com Pulser Controller da BioRad. O 1 esperado nessas
condicdes € de 4,0 a 5,0 milisegundos.

10) Imediatamente apds o choque a cubeta foi lavada com 3 mL de meio SOC e o meio foi
recolhido para um tubo de centrifugacdo de 50 mL.

11) Apdés uma incubagd@o de 1 h a 37°C e 220 rpm, dilui¢des da transformagdo foram
semeadas em placas contendo ampicilina a 200 pg/mL. As placas foram mantidas na

estufa a 37°C por 16 horas.
9) Sequénciamento automatico de DNA e analise de sequéncias.

Apo6s ter sido realizada uma analise de restrigdo, os plasmidios foram sequénciados

utilizando o sequénciador automatico MegaBACE 500 plus (Molecular Dinamics®). foram
utilizadas de 150 a 250 ng do vetor, 5 picomoles do oligonucleotideo apropriado e o kit
“DyeEnamic ET DYE Terminator Cycle Sequencing”.

As sequéncias obtidas por meio do sequenciamento automatico foram analisadas
utilizando ferramentas de bioinformatica: Phred e CAP3 disponiveis na pagina:

www.biomol.unb.br. Depois da andlise de qualidade, as sequéncias foram submetidas a
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ferramenta de procura de alinhamentos basicos locais (BLAST, do inglés, Basic Local

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

ja depositadas no GenBank. As sequéncias também foram manipuladas e analisadas com

sequéncias, depositas em um banco de dados pessoal, utilizando o programa BioEdit Sequence

Aligment Editor (Hall, 2007).

10) Transformacao de P. pastoris

Esta ¢ uma versdo modificada do protocolo descrito por Wu e Letchworth, 2004.

1y

2)

3)
4)

S)
6)

7)
8)

9)

Inoculou-se uma coldnia da linhagem GS115 ou SMD1168 de P. pastoris em 10mL de
meio YPD e incubou-se durante a noite no shaker 200rpm a 30°C.

Diluiu-se o pré-indculo crescido a noite em 100mL de meio YPD para uma ODgg inicial
de 0,3. Incubou-se no shaker 200rpm a 30°C até atingir uma ODg de 1,3-1,5.
Centrifugou-se a cultura a 3.000x g por 10 minutos a temperatura ambiente.
Ressuspendeu-se o pellet com 8 mL do tampdo de pré-tratamento (TPT). Incubou-se por
30 mintuos a temperatura ambiente.

Centrifugou-se a cultura a 3.000x g por 10 minutos a 4°C.

Ressuspendeu-se o pellet com 1,5 mL de Sorbitol 1M e centrifugou-se a cultura a 3.000x
g por 10 minutos.

Procedeu-se o passo seis por trés vezes.

Ressuspendeu-se o pellet com sorbitol 1M deixando as células numa concentracdo de
10810

Procedeu-se a transformacao por eletroporagao das células preparadas.

10) Incubou-se de 5 a 10pug de DNA linearizado com 80pL de células em cubeta de

®
eletroporacao (BioAgency ) previamente resfriada durante 5 minutos.

11) A eletroporagao foi feita seguindo os seguintes parametros elétricos: 1,5 kV, 25 uF e 200

Q, no aparelho Gene Pulser com Pulser Controller da BioRad.

12) Placas contendo meio MD foram semeadas com 100uL da diluicdo de 1:10 e 1:100 das

células eletroporadas.

13) As placas foram incubadas em estufa a 30°C até o aparecimento de colonias.
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11) Deteccio de colonias produtoras por meio de Colony Blot

)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

As colonias crescidas na placa MD da transformacgao por eletroporacdo foram estriadas
em placas contendo meio MD e meio MM.

As placas foram incubadas em estufa a 30°C durante 48 horas. Procedia-se a adi¢@o de
200 pL de metanol 100% nas tampas das placas MM depois de 24 horas.

Ap6s 48 horas as placas MD foram reservadas a 4°C e procedia-se a deteccao das
coldnias produtoras por meio de Colony Blot.

As placas MM foram “chapadas” com um sanduiche contendo 1 membrana de
nitrocelulose em contato com as colonias, 3 folhas de papel filtro e 5 folhas de papel
toalha conforme o figura 14 abaixo. As placas foram incubas na estufa 37°C com um

peso em cima durante 1 hora e 30 minutos.

Peso

N4

— p— } Papel Filtro

} Papel Toalha

} Membrana de Nitrocelulose

( e —— i} Placa contendo as col6nias

A membrana de nitrocelulose foi lavada com PBST 1x para retirar o excesso de colonias.
A membrana foi incubada com a solugdo de bloqueio contendo Molico 3% durante 2
horas ou durante a noite.

Lavou-se a membrana com PBST 1x 3 vezes e incubou-se com o anticorpo primario Anti
— IgG humana (Cx especifico) feito em cabra na titulagdo de 1:3.000 durante 1 hora e 30
minutos.

Lavou-se a membrana com PBST 1x 3 vezes e incubou-se com o anticorpo secundario
Anti Anti — IgG de cabra feito em coelho conjugado com fosfatase alcalina na titulagao
de 1:3.000 durante 1 hora e 30 minutos.

Lavou-se a membrana com PBST 1x 3 vezes e uma vez com APB.

10) A membrana foi revelada com NBT/BCIP.
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12) Crescimento e Inducéo de P. pastoris

)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Inoculou-se uma colonia produtora em 5 mL de meio BMGY em falcon de S0mL novo e
estéril e incubou-se durante a noite no shaker 200rpm a 30°C.

Inoculou-se 1% do pré-indculo crescido durante a noite em 200mL de meio BMGY e
incubou-se durante 18-24 horas no shaker 200rpm a 30°C.

Centrifugou-se a cultura e coletou-se o pellet e 20mL do sobrenadante foi reservado para
compor o tempo 0 h de inducdo. Ressuspendeu-se em o pellet em meio BMMY com o
inibidor PMSF na concentracdo final de 10mM e incubou-se durante a noite no shaker
200rpm a 30°.

Depois de 24 horas 50% da amostra (100mL) foi coletada e reservada. Com os outros
50% (100mL da amostra) procedeu-se a adicdo de 1% de metanol e incubou-se por mais
24 horas no shaker 200rpm a 30°.

Os cem mililitros da amostra da coleta de 24 horas foram centrifugados a 3000x g a 4°C e
o sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,45um. O sobrenadante foi conservado a
4°C com PMSF na concentragdo final de 10mM e EDTA na concentragdo final de SmM.
Depois de 48 horas de indugdo coletou-se os cem mililitros restantes por centrifugagdo a
3000x g a 4°C. O sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,45um e conservado a 4°C
com PMSF na concentragdo final de 10mM e EDTA na concentracdo final de SmM.

Com os sobrenadantes procedeu-se a deteccdo das proteinas recombinantes por meio de

Dot Blot e Western Blot.

13) Deteccao das proteinas por meio de Dot Blot

1y

2)

3)

4)

Depois da inducao e filtracdo dos sobrenadantes dos tempos obtidos, Sul de cada
sobrenadante foi aplicado na membrana de nitrocelulose.

A membrana foi incubada com a solucdo de bloqueio contendo Molico 3% durante 2
horas ou durante a noite.

A membrana de nitrocelulose foi lavada com PBST para retirar o excesso de solucao de
bloqueio.

Incubou-se com o anticorpo primario Anti — IgG humana (Cxk especifico) feito em cabra

na titulagdo de 1:3.000 durante 1 hora e 30 minutos.
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6)
7)
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Lavou-se a membrana com PBST 3 vezes e incubou-se com o anticorpo secundario Anti
Anti — IgG de cabra feito em coelho conjugado com fosfatase alcalina na titulagdo de
1:3.000 durante 1 hora e 30 minutos.

Lavou-se a membrana com PBST 3 vezes e uma vez com APB.

A membrana foi revelada com NBT/BCIP.

14) Concentracio do sobrenadante

)

2)

3)

4)

O sobrenadante de cultura foi concentrado utilizando-se coluna da Amicon Centriprep
YM-30 com capacidade de 15 mL.

A coluna contendo o sobrenadante foi submetida a centrifugacdo durante 30 minutos a
1500 x g a 4°C. As proteinas que tinham uma massa molecular acima de 30 kDa ficavam
mantida abaixo da membrana e atravessava a membrana somente as proteinas menores.

O sobrenadante retido abaixo da coluna foi coletado e dialisado com PBS 1x. O volume
final retido com esse procedimento foi de 4 mL.

Para obter um volume menor, as amostras dialisadas foram transferidas para a coluna da
Amicon centricon YM-10. Essa coluna foi submetida a centrifugacdo por 30 minutos a
5000 x g a 4°C. foi coletado a amostra que ficava retida na membrana. O volume final
obtido variava de 400 a 600uL. A utilizacdo dessa coluna foi somente para diminuir o

volume, ja que ndo existiam mais proteinas abaixo de 10 kDa.

15) Precipitacio de proteina com TCA

1)

2)
3)

4)
3)

Os sobrenadantes foram transferidos para tubos do tipo eppendorf. Adicionou-se TCA
para uma concentracao final de 10% e incubou-se no gelo por pelo menos 30 minutos.
Centrifugou-se a 13.000rpm por 15 minutos a 4°C em microcentrifuga.

Os sobrenadantes foram descartados ¢ os sedimentos foram gentilmente lavados com 1
mL de acetona gelada. Deixava-se em repouso no gelo por pelo menos 15 minutos.
Repetia-se o passo trés por mais duas vezes.

A acetona foi finalmente descartada e os tubos foram deixados em repouso por
aproximadamente 15 minutos para secar o sedimento. Os sedimentos foram
ressuspendidos em 50ul. de tampao de amostra para SDS-PAGE e analisados em gel de

poliacrilamida.
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16) Analise de proteinas em gel SDS-PAGE

)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

As amostras obtidas dos sobrenadantes e precipitadas com TCA foram analisadas por
eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida.

Preparou-se o gel separador a 12% (p/v), sendo a polimerizagdo catalisada pela adi¢do de
0,045% (p/v) de persulfato de amonio (APS) e 0,2% (v/v) de TEMED.

Apds a polimerizagdo do gel separador, verteu-se o gel concentrador preparado na
concentracdo de 4% (p/v), sendo a polimerizagdo catalisada pela adi¢do de 0,12% (p/v)
de APS ¢ 0,2% (v/v) de TEMED.

Uma vez vertido o gel concentrador, introduziu-se o pente para permitir a formagao dos
POcos.

O gel foi acoplado no aparato de eletroforese. Antes da aplicacdo das amostras os pogos
foram lavados com tampao de corrida.

As amostras foram imediatamente fervidas durante 10 minutos a 100°C antes da
aplicacao.

Ap6s a corrida do gel a 25mA, o mesmo foi submetido a transferéncia para a realizacdo

do experimento de detec¢do por meio de Western Blot.

17) Deteccao das proteinas por meio de Western Blot

1)

2)

3)

4)

5)
8)

Ap0s a corrida, o gel de poliacrilamida foi transferido para membrana de nitrocelulose
utilizando-se o sistema de transferéncia semi-seca com eletrodos grafite (Pharmacia-
LKB).

Conforme instrucdes do fabricante, fazia-se um “sanduiche” de papéis filtro, previamente
embebidos com o tampao de transferéncia e tendo internamente a membrana ¢ o gel.

O sanduiche foi montando entre os dois eletrodos de grafite e foi submetido a uma
corrente elétrica de 0,8mA/cm” de membrana por 1 hora e 45 minutos.

A membrana contendo as proteinas transferidas foi bloqueada em solugdo de molico 5%
durante 1 hora ou por 16 a 20 horas em temperatura ambiente sob agitagao branda.
Lavou-se a membrana 3 vezes com PBST para retirar o excesso da solugao de bloqueio.
Incubou-se a membrana com o anticorpo primario Anti — IgG humana (Cx especifico)

feito em cabra na titulagao de 1:3000 durante 1 hora e 30 minutos.
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9) Lavou-se a membrana com PBST 3 vezes e incubou-se com o anticorpo secundario Anti
Anti — IgG de cabra feito em coelho conjugado com fosfatase alcalina na titulagdo de
1:3000 durante 1 hora e 30 minutos.

10) Lavou-se a membrana com PBST 3 vezes ¢ uma vez com APB.

11) A membrana foi revelada com NBT/BCIP.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Amplificacdo por PCR dos fragmentos correspondentes aos Fabs selecionados

Os Fabs utilizados neste trabalho foram selecionados por Albuquerque (2006) pela sua
capacidade ligante a um peptideo sintético correspondente a por¢do extra-membrana (NHR) da
gp 41 (residuos 576 a 619). Esses Fabs foram originados de uma biblioteca construida por
Dantas-Barbosa e colaboradores (2005). Essa biblioteca combinatéria foi construida misturando
de maneira aleatéria os segmentos variaveis codificadores das cadeias Vi e Vi do repertorio de
11 pacientes de osteosarcoma. Para a construcdo da biblioteca os genes amplificados foram
fusionados aos dominios constantes (Vy-Cyl e Vi -C,) e clonados no vetor pComb 3X (Scott and
Barbas, 2001).

Devido as diferencas estruturais entre o vetor bacteriano pComb 3X e o vetor de
expressao em levedura pPIgle Fab foi necesséria a realizacdo de amplificagdes por PCR dos
segmentos de DNA codificadores das cadeias Vi e Vi dos cinco Fabs selecionados contra o
peptideo sintético da gp41. Esses Fabs foram nomeados de SH7, 5BS8, 4C1, 4G1 e¢ 4B6. As
diferengas estruturais consistiam na ordem dos segmentos génicos codificadores das cadeias
pesadas e leves nesses dois plasmidios: Vi -C,Vy-Cyl, no bacteriano ¢ Vy-Cyl-V-Ci no de
levedura, além de sitios de restricdo distintos (Figura 14).

Para resolver essas diferencas estruturais, iniciadores foram desenhados para amplificar
os segmentos génicos codificadores das cadeias variaveis leves e pesadas (VL e V) e da cadeia
constante leve (C,), inserindo os sitios de restrigdo para permitir a subclonagem no vetor de
expressdo de P. pastoris. Os sitios de restricdo para as endonucleases Xma 1 e Xba 1 foram
inseridos nas extremidades 5’ e 3’ respectivamente para os segmentos gé€nicos codificadores da
cadeia varidvel pesada (V). Para a cadeia variavel leve (Vi) foram inseridos sitios de restri¢ao
para as endonucleases Bgl Il e Xho I nas extremidades 5’ e 3’ respectivamente. Para a cadeia
constante leve Cy, os sitios de Xko [ e EcoR 1 foram inseridos para as mesmas extremidades. As
sequéncias desses oligonucleotideos estdo listadas na Tabela 4. Posteriormente, esses fragmentos
foram obtidos por PCR e foram clonados no vetor comercial pGEM-T Easy (Promega) e em

seguida, clonados no vetor de expressdo pPIgle Fab.
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Figura 14 — Diferencas estruturais entre os vetores originais. Ordem dos segmentos génicos codificadores das
cadeias pesadas e leves no vetor pComb 3x (A) e no vetor pPIgLe Fab (B). P1, P2, P3, P4, PS5 e P6 representam os
iniciadores (Tabela 3) e posi¢ao de anelamento. Esses iniciadores foram desenhados a fim de introduzir os sitios
reconhecidos pelas endonucleases de restricdo que possibilitam as subclonagens no vetor pPIgle Fab. Os sitios de

restrigdo introduziods nas regides codificadoras das cadeias de ambos os Fabs estdo demonstrados.

Tabela 4 — Sequéncias dos iniciadores desenhados para amplificacdo das cadeias variaveis leve e

pesada (V, e Vy) e da cadeia constante leve (C,).

Iniciador Cadeia  Sitios Sequéncia
P1 V.5 Bgl Il 5’ GCTACCGTGGCCCAGGCGGCAGATCTGCTC 3’
P2 V. 3 Xho | 5’ GAAGACAGCTCGAGGGCAGCCACAGT 3’
P3 C. 5 Xho | 5’ GTGGCTGCCCTCGAGCCATCTGTC 3’
P4 C. 3 EcoRI 5 TTTGAATTCCTCCTAATGGTGGTGATGGTGATGACACTCTCCCCTG 3’

P5 Vy 5 Xmal 5 GTCGCCCAAGCCCGGGCCGAG 3’
P6 Vy 3 Xba 5" GGAAGACCGATGGGCCCTTICTAGAGGC 3’

Os segmentos génicos foram amplificados e o tamanho do fragmento de DNA foi
analisado por eletroforese. As bandas amplificadas apresentaram o tamanho esperado para cada
segmento: aproximadamente 350 pb para as cadeias leves e 400 pb para as cadeias pesadas. As
cadeias Vi e Vi dos Fabs 4C1, SH7 e 5B8 foram corretamente amplificadas por PCR, porém, as
cadeias de 4G1 e 4B6 nao foram obtidas, conforme demonstrada na Figura 15.

O segmento gé€nico codificador da cadeia constante leve (C,), comum a todos os Fabs, foi
amplificado usando o DNA plasmidial de pComb3x 5B8 como molde. Esse segmento foi
amplificado inserindo uma sequéncia na extremidade 3’ que codificava seis residuos do
aminoacido histina denominada de His Tag. Essa cauda possibilita a purificacdo dos Fabs do

sobrenadante de expressdo de P. pastoris em coluna de niquel, por exemplo. A cadeia C, foi
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corretamente amplificada por PCR (Figura 15) conforme descrito no item 6 de materiais e

métodos.

1 7 2 4 65 6 7 8 9 1w 11 12 13 14 15 16 17 18 19

S00pk
400pk
300pk
200pk
100pk

Figura 15 — Obtencéo por PCR dos segmentos génicos codificadores dos dominios variaveis e do dominio Ck
dos FABs selecionados. Amostras: 1) Vi do Fab 5H7; 2) V| do Fab 4G1; 3) V do Fab 5B8; 4) V| de 4B6; 5 ¢
17) Marcador de Massa Molecular 100 pb (Invitrogen); 6) Vi do Fab de 4C1; 7) Vi do Fab 4B6; 8) Vy do Fab
5H7; 9) Vy do Fab 5BS; 10) Vy; do Fab 4Gl1; 11) Vi do Fab 4C1. 12) Controle sem DNA; 13 ¢ 14) Controles sem
iniciador 3’ ¢ 5’ de VL respectivamente 15 e 16) Controles sem iniciador 3’ ¢ 5’ de Vy respectivamente. 18 e 19)

Cadeia Cxk

Os fragmentos génicos obtidos por PCR foram clonados no vetor comercial da Promega
pGEM-T Easy. Os clones bacterianos recombinantes de pGEM-T Easy foram selecionados
positivamente por meio da digestdo com a enzima de restricdo EcoR 1. O vetor pGEM-T Easy
apresenta sitio para EcoR 1 margeando ambas as extremidades do sitio de clonagem de
fragmentos de PCR. Assim, o perfil esperado para as clonagens positivas ¢ a liberacdo de um
fragmento de aproximadamente 350 pb e 400 pb para as cadeias leves e pesadas,
respectivamente. Foi observada a liberagdo do fragmento de aproximadamente 400 pb que
correspondia aos fragmentos de DNA das cadeias Vi dos clones 5B8, SH7 ¢ 4C1; ¢ a liberagao
de aproximadamente 350 pb que correspondia aos fragmentos de DNA das cadeias Vi de 5B8 e
5H7 e da cadeia C, de 5B8. A digestdo com EcoR I de pGEM-T Easy contendo o fragmento de
DNA da cadeia Vi de 4Cl1 liberou dois fragmentos que somam 350 pb. Foi confirmado por meio
de sequenciamento que o fragmento V| contém internamente o sitio de EcoR I, justificando esse
perfil diferenciado. Com todos esses perfis, foi confirmado o sucesso das clonagens desses
fragmentos obtidos por PCR no vetor pPGEM-T Easy.

As amostras de DNA dos clones obtidos na clonagem em pGEM-T Easy foram
preparadas e sequenciadas com iniciador especifico para esse vetor. As sequéncias foram

analisadas em BLASTx para verificar se estas correspondiam a sequéncias de anticorpos.



68

Posteriormente elas foram comparadas com as sequéncias conhecidas desses Fabs em pComb 3x.

Todas as sequéncias dos segmentos codificadores de Vy e Vi e de C, estavam corretas conforme

mostra a Tabela 5 .

Tabela 5 — Sequéncia de aminoacidos deduzidas correspondente as cadeias Vy e V, dos Fabs 4C1,

5H7 e 5B8, e da cadeia C, de 5B8

Sequéncias de aminoacidos das cadeias pesadas (V)

4C1
5H7
5B8

4C1
5H7
5B8

FR1

VQLVESGGGLVQPGGSLRLSCSASGFTFS
VQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAASGFTFS
VQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS

FR3
RFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYCAR

RFTISRDDSKNTAYLQLNSLKTEDTAVYYCAT
RFTISRDNAKNSVYLQLNSLRAEDTAVYYCAR

CDR1

IYAMH
GSGLH
SYEMN

CDR3
DPRGGNIFDY

RGDLTSGWHY
EMWGPEY

Sequéncias de aminoacidos das cadeias leves (V,)

4C1
5H7
5B8

4C1
5H7
5B8

FR1

LLVMTQSPLSLPVTPGQPASISC
LLVMTQSPLSLPVTLGQPASISC
LLTQSPGTLSLSPGERATLSC

FR3
GVPDRFSGSGSGTEFTLKISRVEAEDVAVYYC

GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDVGVYYC
GIPDRFSGSGSGTDFTLTISRLEPEDFAVYYC

CDR1

RSSQALIHIDGNTYLS
RSSQSLVHSDGNVYLS
RASHSVSRAYLA

CDR3
WQGSHWPPWT

MQGSHYPPWT
QQYGGSPW

FR2

WVRQAPGKGLGYVS
WVRQASGKGLEWVG
WVRQAPGKGLEWVS

FR4
WGQGTLVTVSSA

WGQGTLVTVSSA
WGPGTLVTVSSA

FR2

WYQQRPGQSPRRLIY
WFQQRPGQSPRRLIY
WYQQKPGQAPRLLIY
FR4

FGQGTTVEINRTVAAL

FGQGTRVEIKRTVAAL
FGQGTKVELKRTVAAL

Sequéncias de aminoacidos da cadeias constante leve (C,)

5B8

CDR2

AISSNGVSTYYADSVKG
RIKTKANNYATAYAVSVKG
YISSSGSTIYYADSVKG

CDR2

KVSIRDS
KVSNRAS
GTSSRAT

EPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVY

ACEVTHQGLSLPVTKSFNRGECHHHHHH
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2. Construciio do vetor de expressiao pPIgLe Fab

a) Clonagem do Fab de referéncia, anti-Z-DNA (Burtet et al, 2007) no vetor pPIgLe.

a)

Boll 6975 pPlg Fab

3" Aox 1

pPlgLe scFv
8984 bp

Clivagem com Xma I e EcoR 1

c) d)

5 Aox 1

Inserto Fab Xl 1224

pPlgLe scFv
8984 bp

3" Aox 1

Ligagao |

e)

Sk

3kb
1,6 kb

b
600 pb

pPlgLe Fab

300 pb

3'Aox 1
100pb

Figura 16 — Obtencio do vetor pPIgLe Fab. a) Vetor original de pPIgFab. b) Vetor original pPlgLe scFV. c)
Separacdo do Fab por meio da clivagem do vetor pPlg Fab com as enzimas de restricdo Xma I e EcoR 1 . d)
Separagdo do vetor pPlg Le por meio da clivagem do vetor pPIgle scFv com as enzimas de restricdo Xma I e EcoR
1. e) Vetor pPIgle Fab originado da ligagdo do Fab no vetor pPIgLe. f) Digestdo dos vetores pPIgLe scFv e pPlg
Fab com EcoR I e Xma 1 — Amostra 1, pPlglLe scFv; 3, pPIg Fab; 2, Marcador de Massa Molecular 1 kb Plus

(Invitrogen) (Regides em cinza dos desenhos sdo as regidoes que ndo foram utilizadas na clonagem).
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Essa clonagem foi realizada por meio da clivagem dos vetores pPIgle scFv e pPIg Fab
com as enzimas de restricdo Xma I ¢ EcoR 1. O vetor pPlgle scFv liberou um fragmento de
aproximadamente 900 pb que correspondia ao segmento scFv. O vetor pPIg Fab liberou um
fragmento de aproximadamente 1,4 kb que correspondia ao segmento Fab inteiro como
demonstrado na Figura 16. Apos eletroforese em gel de agarose, o fragmento de DNA
correspondente ao inserto Fab foi eluido do gel, purificado e a seguir clonado no vetor
empregando a razdo molar de 1:5 (vetor:inserto). O sistema de ligacdo foi transformado e os
clones foram posteriormente analisados. Para verificar os clones positivos foram realizadas
digestdes com Xho I e com EcoR I juntamente com Xma I. O DNA dos clones positivos foi
linearizado quando tratados com Xko I, pois o inserto Fab possui um sitio de X#o | internamente
mas, o inserto scFV nao possui. A digestdo com EcoR I e Xma 1 foi realizada para confirmar o
tamanho do inserto. O inserto liberado correspondeu ao tamanho do inserto do Fab de

aproximadamente 1,4 kb (Figura 17). O segmento scFv possui um tamanho aproximado de 900

pb.
1 2 3 4 5 7 g
|ii%‘|“‘\||Ii||iii||iiii‘ |iii““]‘

Figura 17 — Construcio do vetor pPIgLe Fab. Amostras 2, 3 e 4 correspondem ao clone 1 obtido, e as amostras

Skb
Sk
1 kb
1kb
s00pk

200pk
100pk

6, 7 e 8 correspondem ao clone 2. As amostras 2 ¢ 8 corresponde aos plasmidios intactos, 3 e 7 correspondem aos
plasmidios digeridos com Xkho 1. Amostras 4 e 6 correspondem aos plasmidios digeridos com Xma 1 e EcoR 1 .
Amostras 1 e 5 correspondem aos Marcadores de Massa Molecular High Mass e 1 Kb Plus (Invitrogen)

respectivamente

b) Eliminacao do sitio de Xba I na posicao 3386 do vetor pPIgLe Fab. O vetor pPlgle
Fab ainda possuia o sitio de restricdo Xba 1 que impedia a sub-clonagem das cadeias pesadas
(VH), consequentemente foi necessdria a eliminacdo do mesmo. A estratégia utilizada para esta
clonagem foi a seguinte. Foram desenhados iniciadores (Tabela 6) para amplificar a regido de

2965 a 4110 (do sitio de Xba I a Sal 1) do vetor pPIgLe scFv.
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Tabela 6 — Iniciadores utilizados para eliminacio do sito de Xba I

Iniciador  Tipo Sequéncia
P7 5’ 5’ GCAACTAGTCCTTCAACAGCA 3’
P8 3 5’ CCAATTGTCGACAATGTTCGT 3’

O oligonucleotideo da extremidade 5° que anelou na posi¢do 2965 inseriu um sitio de Spe
I substituindo o sitio de Xba 1. O iniciador da extremidade 3’ manteve o sitio de Sal I apds a
amplificacdo. Apds a checagem da amplificagdo, os produtos de PCR foram clonados no vetor
comercial da Promega pGEM-T Easy (Figura 18). O DNA dos clones foram digeridos com EcoR
I, para confirmagao dessa subclonagem, o que foi visualizado pela liberagdo de um fragmento de
DNA de aproximadamente 1,1 kb.

Posteriormente, o vetor pPGEM-T Easy (HIS4 — Spe I/Sal 1) de 4,1 kb foi linearizado com
Spe 1 e o vetor pPIgLe scFv foi digerido com Xba 1 para liberar um fragmento de 1,4 kb. Este
fragmento foi ligado ao vetor pPGEM-T Easy linear. Com essa ligagdo ambos os sitios de Xba [ e
Spe I ndo foram reconstituidos (Figura 18). Para checar se a clonagem ocorreu foram realizadas
digestdes com Bg! II. Somente os clones que linearizaram possuiam o inserto.

Para finalizar a estratégia de eliminacdo do sitio de Xba I, o vetor pGemTEasy (HIS4-
Aox-PtA-VL-L) e o vetor pPIglLe Fab foram digeridos Sa/ I e EcoR 1. O fragmento de DNA do
vetor pGEM-T Easy foi clonado no vetor pPlglLe Fab. Com essa clonagem o fragmento de
pPlgLe Fab que possui o sitio de Xba I foi substituido pelo fragmento idéntico porém com esse
sitio eliminado. Com essa clonagem foi entdo obtido o vetor pPIglLe Fab sem o sitio de Xba I na
posi¢@o 3386. Para confirmar essa clonagem foram realizadas digestdes com EcoR 1 e com Xba
I. O perfil da digestdo com Xba I foi o mesmo que o do vetor intacto. Embora haja outro sitio de
Xba 1 dentro do Fab do vetor pPIgLe Fab, este ndo foi clivado por causa da metilagdo na regido
ao lado do sitio de Xba 1. O perfil da digestdo com EcoR 1 foi de DNA linearizado com o
tamanho aproximado de 9 kb (Figura 19). Essa digestdo foi realizada apenas para checar o

tamanho do vetor e ter certeza de que ndo foi o vetor pPGEM-T Easy recuperado.
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Hmal 1224

i pPGEmMT Easy
EcoR 2180 - -
(H154-Spel/Sall)
pPlgLe scFv . 3,245kb
8984 bp Spel Sall

Xoal 2965 Clonagem em pGemT Easy

Amplificagdo por PCR

b)

Digestdo com Spe | et 1226
Spel Spel

ACTAG

pGEmT Easy o
(HIS4-Spel/sall) pPIgLe scFv o
4,145kb + Ligagéo -
Xb | 8 hoxt Xbal 2955
Xbal a
- 1,4kb pomaca _
Digestdo com Xba |
1 J
|
Yol 5512
g 4451
ACTAGA
TGATCT pGem T-Easy
(HIS4+AoxHPLA+VLAL)

EcoRV 4071

N3o reconstitui nem  seanssis {7
o sitio de Xba I nem 3 aex1r \\)
de Spe | EeoR1 3562

Sul 2922

Figura 18 — Estratégia para eliminacio do sitio de Xba I — a): Desenho esquematico da regido amplificada por PCR
utilizando iniciadors 5’ (P5’ — inserindo sitio de Spe I no lugar de Xba I) e 3° (P3’ — mantendo sitio de Sal I). O
fragmento de 1,1 kb foi clonado em pGEM-T Easy. (Regides em cinza dos desenhos s@o as regides que ndo foram
utilizadas na clonagem). b) O vetor pGem-T Easy (HIS 4 — Spe 1/Sal 1) foi linearizado com Spe I e o vetor pPIgLe scFv
foi clivado com Xba 1. O fragmento de pPIgLe scFv foi clonado ao vetor pGEM-T Easy (HIS 4 — Spe I/Sal I) linearizado
e consequentemente ndo foi reconstituido ambos os sitios de Spe I e Xba 1. O vetor resultante possui os seguintes
fragmentos génicos HIS4-Aox-PtA-VL-L. (Regides em cinza dos desenhos s@o as regides que ndo foram utilizadas na

clonagem)
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Heol 5512 1
sa 5497, b) 5" Aox 1

pPlgLe Fab

pGem T-Easy

(HIS4+A0x+PA+VLAL)
5552 bp

3'Aox 1

S sall 4110

s Clivagem com Sall e EcoR1

l l

c) Inserto sem sitio de Xba | d) Vetor

Sall 5497 ' Aox1

pPlgLe Fab

3' Aox 1 9389 pb

3" Aox TT

EcoRl 3542

Sal14110

Ligagao I

e) Vetor resultante: f)
pPIgle Fab sem sitio de Xba I na posigdo de 3386

5" Aox 1

Xmal 1215

Hbal 1580

pPlgLe Fab
3'Aox 1 9389 pb EcoRi 2576

Figura 19 — Estratégia para eliminacio do sitio de Xba I na posi¢ao 3386 — Os vetores pGEM-T Easy (HIS4-
Aox-PtA-VL-L) (a) e pPIgLe Fab (b) foram digeridos com Sal I ¢ EcoR I . O inserto de pGEM-T Easy (c) e o
vetor pPIgLe Fab (d) foram ligados. O vetor resultante dessa clonagem foi o vetor pPIgLe Fab sem o sitio de
Xba 1 na posigao 3386 (e). Essa clonagem foi checada por meio da digestdo com EcoR I e Xba I (f). Amostras:
1, vetor pPIgle Fab intacto. 3, 4 e 5, Clone 1 intacto, digerido com EcoR 1 e digerido com Xba 1
respectivamente. 6, 7 e 8, Clone 2 intacto, digerido com EcoR I e digerido com Xba I respectivamente. (Regides
em cinza dos desenhos sdo as regides que ndo foram utilizadas na clonagem). Amostra 2, Marcador de massa

Molecular 1 kb Plus (Invitrogen)
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c) Eliminacio do sitio de metilacio na regido do sitio de Xba I (posicao 1580) do
vetor pPIgLe Fab. O vetor pPIgLe Fab ainda possuia um impedimento para a subclonagem do
segmento génico da cadeia pesada Vy - um sitio de metilagdo na posicdo 1580, correspondente
ao sitio reconhecido por Xba 1 (inicio da regido codificadora do dominio Cyl) que seria utilizado
para as subclonagens dos segmentos génicos correspondente aos dominios Vy. Por meio de
Sequenciamento esse sitio foi confirmado. As metiltransferases de DNA transferem um grupo
metil de S-adenosilmetionina para outros residuos de Adenina ou Citosina. Elas sdo encontradas
em uma larga variedade de procariotos e eucariotos. Quando a metilacdo ocorre dentro de um
sitio de restrigdo reconhecido por determinada endonuclease, a clivagem desse sitio pode ser
bloqueada dependendo da enzima de restrigdo. Em procariotos, as metiltransferase tém sido
freqlientemente identificadas como elementos de sistemas de modificagdo ou restricdo que agem
para proteger o DNA do hospedeiro de clivagem por endonuclease de restrigdo especifica
(Marinus e Morris, 1973). A maioria das linhagens de E. coli de laboratorio contém trés
metilases de DNA sitio-especifica: a Dam metilase, a Dcm metilase e a EcoKI metilase.

Para resolver esse problema, dois iniciadores foram desenhados para amplificar a cadeia
CulKex inteira do pPIgle Fab. O iniciador 5’ anelava na extremidade 5° de CylKex onde
encontrava-se o sitio de metilagdo. Este oligonucleotideo modificou a sequéncia passivel de
metilagdo para TCTAGAGC, preservando o sitio de Xba 1 e a sequéncia codificadora do

dominio Cyl (Tabela 7).

Tabela 7 — Iniciadores utilizados para amplificacido da sequéncia codificadora da cadeia constante

pesada (Cyl).
Iniciador Tipo Sequéncia
P9 5’ 5" GTCTCCTCTAGAGCCTCCACCAAG 3’
P10 3 5’ TGCGTCATCTGGAGATCTGGAGCAC 3’

O fragmento obtido por PCR possuia o tamanho esperado de 400 pb. Esse fragmento de
DNA foi clonado em pGEM-T Easy ¢ sua presenca foi comprovada por meio da digestdo com
EcoR 1 (Figura 20). Todos os clones liberaram um fragmento de aproximadamente 400 pb.
Amostras de DNA dos clones positivos foram analisados por sequencimento ¢ o clone 3 que

possuia a sequéncia correta (Figura 21) foi utilizado nas clonagens seguintes.



Figura 20 — Clonagem do fragmento CH1Kex no vetor pGemT Easy. Digestdo com EcoR 1. Amostra 1,2 e

3, clones 1, 2 e 3 respectivamente clivados com EcoR 1. Amostra 4, Marcador de Massa Molecular 1 kb Plus

(Invitrogen).
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Figura 21 — Analise dos clones contendo a regido codificadora do dominio CH1Kex reamplificada.
Sequéncia de nucleotideo em amarelo corresponde a regido de anelamento do iniciador, em verde, as regides que

apresentam os sitios de restrigdo Xba I e Bgl II. A sequéncia GC em negrito ao lado do sitio de restricdo de Xba I
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¢ a sequéncia modificada com o iniciador 5’ desenhado (Sequéncia gerada no programa BioEdit).
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O segmento génico Cyl Kex com a sequéncia passivel de metilagdo modificada ndo pode

ser clonada diretamente no vetor pPIgle Fab, uma vez que essa clonagem deveria ser realizada

por meio de digestdes com as enzimas Xba I e Bgl II. O sitio de Xba I do vetor pPIgle Fab nao

era passivel de clivagem devido ao sitio de metilagdo. Desta forma, para possibilitar a clonagem

da cadeia CylKex (sem o sitio de metilagdo) no vetor pPlgle Fab foi necessaria a criacdo do

vetor denominado de Intermediario 1. Esse vetor foi construido utilizando o vetor pIgl6 e o vetor

pPlgLe Fab conforme a Figura 22.
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a) 5' Aox 1 b) Xmall68 Sitio de Xba I
passivel de digestao
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S, su1500| Sitio de Xba I metilado L Bglll 581

pPlgLe Fab
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Figura 22 — Eliminacfo do sitio passivel de metilacdo (Xba I) — Os vetores pPIglLe Fab (a) e pIgl6 (b) foram
clivados com as enzimas Xma I e Bgl 11. O vetor pPIgLe Fab (c) foi ligado ao inserto VH+Linker (c) dando origem
ao vetor pPIgLe scFvck. (Regides em cinza dos desenhos s@o as regides que nao foram utilizadas na clonagem).
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O vetor plgl6 contém o seguinte segmento génico: Vy-Linker-V-Proteina A. No inicio
do segmento do Vy existe o sitio de Xma I, entre o Vy e o linker, Xba 1 e no final do linker,
antecedendo a regido codificadora de VL, Bg/ 1I. O vetor plgl6 e pPlgLe Fab foram digeridos
com Xma | e Bgl 1I. O inserto de plgl6 que correspondia ao Vy e Linker de aproximadamente
400 pb foi clonado em substituicdo as regides dos dominios Vi e CylKex do vetor pPIgle Fab
por meio da ligacdo do inserto com este vetor. Os clones positivos desta clonagem linearizam
com a digestdo de Xba 1. Dos clones obtidos apenas os clones 4, 5 e 6 foram cofirmados. O
Clone 4 foi utilizado para as clonagens seguintes. Embora os clones 1 e 2 linearizaram com a
digestdo de Xba I, o tamanho desses vetores ndo corresponderam ao tamanho do vetor pPIgle
Fab que ¢ de aproximadamente 9 kb. Provavelmente, esse vetores ¢ o proprio vetor plglé
recuperado, ja que este possui um tamanho de aproximadamente 4 kb e lineariza com Xba |

(Figura 23).

1T 2 3 4 5 6 ¢F & 9 10 11 12 13 14 13

kb
Jkh

1kh

2000k

Figura 23 — Obten¢do do Vetor pPIgLe scFvck. Amostra 1, Marcador de Massa Molecular 1 kb Plus
(Invitrogen). Amostras pares, DNA de diferentes plasmidios intactos, amostras impares, os mesmos plasmidios

clivados com Xba 1.

Depois de obtido o Vetor pPIgle scFvck foi possivel a subclonagem da cadeia CylKex
sem o sitio passivel de metilacao clonado em pGEM-T Easy. Para isto, ambos os vetores foram
digeridos com Xba I e Bgl II. O fragmento de 400 pb que correspondia a CylKex foi
posteriormente ligado no Vetor pPlgle scFvck. Apods a clonagem, foi feita a verificagdo dos
clones positivos. Foi realizada a digestdo com Xba I e Xho 1. Os clones positivos liberaram um
fragmento de aproximadamente 700 pb que correspondia aos segmentos génicos de CylKex e
VL juntos. Os clones negativos liberaram um fragmento de aproximadamente 400 pb
correspondendo aos segmentos génicos Linker e Vi juntos (Figura 24). Com essa clonagem, o
vetor pPIgle Fab estava pronto para a realizacdo das subclonagens dos segmentos génicos de

Vu, VL e C, dos Fabs 5B8, 4C1 e 5SH7 selecionados.
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Figura 24 — Obtenciio do vetor pPIgLe Fab sem sitio passivel de metilacdo. Amostras impares, DNA de
diferentes plasmidios intactos, amostras pares, os mesmos plasmidios clivados com Xba I e Xho I. Amostra 11,

Marcador de Massa Molecular 1 kb Plus (Invitrogen).

3. Sub-clonagem dos fragmentos codificadores de Vg, Vi e C no vetor pPlgLe Fab

(sem sitio de metilaciio e sem sitio de Xba I na posicao 2695)

a. Subclonagem dos segmentos génicos codificadores dos dominios Cy e Vi: O
primeiro segmento génico clonado foi o codificador da cadeia leve constante (Cy) por ser comum
aos trés Fabs obtidos. Essa clonagem ndo foi conseguida diretamente no vetor pPIgle Fab, por
nao haver possibilidade de comprovar a clonagem, uma vez que o segmento de C, com a histag
substituiria outro segmento C, idéntico, porém, sem histag. Dessa forma foi necessaria a
preparacdo de um vetor denominado de plgl6 scFvck conforme Figura 25. Esse vetor foi
montado por meio da digestdo de pPGEM-T Easy com C, e plgl6 com Nco I e Sal 1. O fragmento
liberado por pGEM-T Easy foi clonado entdo no vetor plgl6. Esse fragmento continha nao
apenas o segmento génico da cadeia C, com HIS TAG, mas também algumas sequéncias do
vetor pPGEM-T Easy. Dessa forma a clonagem pode ser confirmada utilizando-se enzimas cujos
sitios de restricdo estavam contidos no pequeno fragmento de pPGEM-T Easy clonado.

A andlise dos clones recombinantes foi realizada pela digestdio com Not 1. E para
comprovar que realmente esse fragmento tinha sido clonado em plgl6, e ndo era o vetor pGEM-
T Easy que tinha sido recuperado, foi feita digestdo com Bg/ 1. A digestdo com Not I liberou um
fragmento que correspondia a cadeia C, (~350 pb). E a digestdo com Bg/ II linearizou o vetor,
comprovando que de fato era o vetor plgl6 e ndo pGEM-T Easy recuperado (Figura 25-f). O

vetor resultante dessa clonagem foi denominado de vetor plgl6 scFvck.
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Figura 25 — Clonagem do segmento génico codificador da cadeia constante leve (C,). Os vetores pGEM-T Easy-
ck (a) e plgl6 (b) foram clivados com as enzimas Nco I e Sal 1. O inserto Ck (c) foi clonado no vetor pIgl6 (d)
resultando no vetor pIgl6 ck. A clonagem foi confirmada por meio da digestio com Not 1. Os Clones positivos
liberaram um fragmento de aproximadamente 350 pb (f). Amostras: 2, 3 e 4, clone 1 intacto, clivados com Bg/ Il e
com Not I respectivamente; 5, 6 e 7, clone 2 intacto, Bgl Il e Not I respectivamente; 8 e 9, clone 3 intacto e com Bg/
II respectivamente; 10, 11 e 12, clone 4 intacto, Bg/ II e Not I respectivamente; 1 e 13, Marcadores de Massa

Molecular Low Mass Ladder e 1 kb Plus (Invitrogen).
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Para a clonagem dos segmentos génicos das cadeias correspondentes aos dominios Vi’ s
dos Fabs 5SH7 e 5B8, os vetores pPGEM-T Easy contendo V. de 5B8 ¢ SH7 foram digeridos com
Bgl 11 e Xho 1, juntamente com o vetor plgl6 scFvck. Essas clonagens foram confirmardas por
digestdes com Pst 1. Os clones positivos liberaram um fragmento de quase 700 pb que
correspondia a parte do Vi e Ci juntos (Figura 26). O vetor resultante dessa clonagem foi

denominado de plgl6 Vi + C,

Pstl

Figura 26 — Clonagem da cadeia VL no vetor pIgl6 (com C,). Amostras impares, DNA intacto, pares,
DNA clivado com Pst I. Amostras: 1 e 2, clone 1 de 5B8, 3 e 4, clone 2 de 5B8; 5 ¢ 6, clone 1 de 5H7, 7
e 8, clone 2 de SH7; 9, Marcador de Massa Molecular 1 kb Plus (Invitrogen).

Confirmadas as clonagens dos segmentos génicos das cadeias Vi’s no vetor plglé
scFvck, foi possivel clonar essas cadeias juntas no vetor pPlgle Fab. Essa clonagem foi
realizada por meio da digestdo com Bg/ Il e EcoR 1. Dessa forma as cadeias Vi e C, do vetor
pPlgLe Fab foram substituidos pelas cadeias V| e C, (com histag) anti-HIV dos Fabs 5SH7 e 5BS.
Essa clonagem foi facilmente obtida e confirmada pela digestdo com Pst 1. Os clones positivos
liberaram um fragmento com o tamanho aproximado de 1 kb, os clones negativos apenas
linearizaram (Figura 27). O vetor resultante dessa clonagem foi denominado de pPlgle Fab V| +

Cc.
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Figura 27 — Clonagem dos segmentos génicos V|, e C, no vetor pPIgLe Fab. Amsotras impares DNA
intacto e pares digeridos com Pst I. Amostras 1 ao 6 pPlgle Fab SH7 e amostras 7 ao 14 pPIglLe Fab
5B8. Amostra 15, Marcador de Massa Molecular 1 kb Plus (Invitrogen).

b. Subclonagem do segmento génico codificador da cadeia Vy: na tentativa de clonar
os trés segmentos génicos codificadores da cadeia varidvel pesada (Vy), descobriu-se que essa
clonagem ndo seria possivel por meio da digestdo pelas enzimas de restricdo Xma 1 e Xba 1.
Foram utilizadas DNA plasmidial diferentes de pPIglLe Fab para a realizagdo de digestdes com
Xma 1 e Xba 1. O perfil da digestdo com Xma I se igualava ao DNA intacto e linearizava com
Xba 1. Por meio do sequenciamento foi observado que houve uma delecdo de uma guanina do
sitio de Xma I (Figura 28).

A clonagem dos fragmentos correspondentes as cadeias varidveis pesadas so foi possivel
por meio de digestdo com as enzimas de restricdo Sac I e Xba 1. O sitio de restricdo para Sac |
ficava ao lado do sitio de Xma I, possibilitando assim a clonagem do segmento génico
codificador da cadeia Vy sem alterar a fase de leitura do DNA e consequentemente a sequéncia
de aminoacidos. Porém, ainda havia um outro impedimento para esta clonagem no vetor pPlglLe
Fab, a presenca de um sitio de Sac 1 dentro do segmento génico de C.. Esse problema foi
resolvido com a constru¢ao de um vetor Intermediario. Todas essas clonagens foram divididas
em etapas que serdo descritas a seguir.

Primeiro, foi necessario o desenho de oligonucleotideo para amplificar a sequéncia
génica codificadora da cadeia Vy dos trés Fabs anti-HIV inserindo sitio de Sac I na extremidade
5’ (Tabela 8). O iniciador da extremidade 3’ inserindo sitio de Xba 1 foi o mesmo utilizado
anteriormente para a amplificacdo das cadeias Vg com sitio de Xma I e Xba 1. O desenho do
oligonucleotideo inserindo sitio de Sac I na extremidade 5’ do dominio Vy foi inicialmente
utilizado para possibilitar a clonagem da cadeia Vi do Fab 5B8, uma vez que esse fragmento
possui internamente um sitio para Xma 1. Posteriormente, foram também utilizados para a re-
amplificacao dos outros fragmentos de Vy, uma vez que foi detectada a impossibilidade da

clonagem por meio de Xma 1.
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a) b)
9kb
3kb
1kb
C)
1) TATCTCTCGAAARAAGAGAGGNTGAAGCCGAGCTCGCCCGG* TGCARCTTGTTGAGTCTGGTGGAGGATTGGTGCA
2) TATCTCTCGAARARRGAGAGGNTGARG AGCTC SGATTGGTGCA

*TGCAACTTGTTGAGTCTGGTGGAC
3) TATCTCTCGAARARARAGAGAGGCTGAAGCCGAGCTCG! G

GCR
Figura 28 — Delecio da base nitrogenada Guanina do sitio de Xma 1 do vetor pPIgLe Fab. Em a,
DNA plasmidial de pPIgle Fab intactos e digeridos com Xma 1 e Xba 1. Amostras 1 e 5 contendo DNA
plasmidial intacto, 2 e 6 digeridos com Xma 1 e 3 e 7 digeridos com Xba I, Em b, DNA plasmidial de
pPlIgle sc Fv. Amostra 2, DNA plasmidial de pPIgLe scFv clivado com Xma 1. Amostras 4 (a) e 1 (b),
Marcador de Massa Molecular 1 kb Plus (Invitrogen). Em c, alinhamento de trés sequéncias de diferentes
plasmidios demonstrando a deleg¢@o da guanina. Foi comparado o DNA do vetor pPlglLe Fab de 5B8 (1),
SH7 (2), e pPlgLe scFv (3). (*) corresponde ao nucleotideo deletado (no caso, a guanina) conforme a

comparagdo com o DNA controle do vetor pPIgLe scFv que possui o sitio de Xma I preservado.

Os iniciadores amplificaram corretamente os segmentos génicos de Vi, Esses segmentos
obtidos por PCR foram clonados no vetor pGEM-T Easy e os clones positivos para esta
clonagem foram sequénciados. Os clones que apresentaram a sequéncia correta de Vi foram

utilizados posteriormente.

Tabela 8 - Iniciadores utilizados para amplificacio do segmento génico codificador de Vy para

insercio de sitio de Sac I

Iniciador Tipo Sequéncia
P6 5 5" GAAGACAGCTCGAGGGCAGCCACAGT 3’
P11 3’ 5" AACCAGCCATGGAGCTCGTGCAGCTG 3’

Para a construgao do vetor Intermediario foram necessarias digestdes com as enzimas de

restri¢do Nsi I e Xho 1 dos vetores pGEM-T Easy (que continha o segmento génico de Cy) e
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pPlgLe Fab. O inserto de pPlglLe Fab de aproximadamente 1,5 kb foi posteriormente ligado no

vetor pGemTEasy (sem o segmento génico de C) como demonstrado na Figura 29.

c)

e)

b)

Xhol 72

Ck
\ EcoBl 408
Mol 4
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HIS4 \/
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| l
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pGemT Easy ck
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Sacl 3436

HindlII 3088

Figura 29 — Obtencao do vetor Intermediario. Os vetores pPlgle Fab (a) e pGemTEasy - C, (b) foram

clivados com as enzimas de restri¢ao Nsi I e Xho I . O inserto de pPIgLe Fab de aproximadamente 1,5 kb

(c) e o vetor de pGemTEasy de 3kb (d) foram ligados resultando no vetor Intermediario.
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Para confirmar o sucesso dessa clonagem o vetor resultante foi digerido com A4pa 1. O
sitio de restricdo para Apa I é encontrado no segmento génico de Cyl e também no vetor pGEM-
T Easy. Logo, os clones positivos para essa clonagem liberariam um fragmento de
aproximadamente 700 pb, e os negativos apenas linearizariam (Figura 30).

Apoés a obtencdo do vetor Intermediario, os segmentos génicos de Vi foram entdo sub-
clonados nesse vetor. Essa clonagem foi realizada por meio de digestdes com as enzimas Sac I e
Xba 1 do vetor Intermediario e dos vetores pGEM-T Easy contendo as cadeias Vy (com Sac I).
As clonagens foram verificadas com enzimas que digeriam especificamente o segmento génico

de cada V.

kb

1kk
700pk

400pk
100pk

Figura 30 — Obtenc¢io do vetor Intermedidrio. Amostras impares, DNA plasmidial intacto, amostras
pares, os mesmos plasmidios digeridos com Apa I (exceto amostras 10 e 11, intacto e digerido

respectivamente). Amostra 9, Marcador de Massa Molecular 1 kb Plus (Invitrogen).

Depois de obtidas as clonagens dos Vi dos Fabs no vetor Intermediario, esses Vi foram
transferidos para o vetor pPIgle Fab que ja continham as cadeias Vi e Ck do 5B8 e 5H7. Essa
clonagem foi realizada por meio de digestdio de ambos os vetores (pPlgle Fab e vetor
Intermediario) com as enzimas Nsi [ e Bgl I1. Os insertos de DNA de aproximadamente 1,4 kb do
vetor Intermediario contendo Vi de 5BS8 e outro contendo Vi de SH7 foram entdo clonados no
vetor pPlgle Fab com seus respectivos Vi e Ck. Apds a obtengdo dessa clonagem, o vetor
pPIgle contendo o Fab completo de 5B8 e SH7 estavam prontos para a transformacao de P.
pastoris.

Para a finalizagdo do vetor pPIgle Fab de 4Cl1, restou a clonagem do segmento génico
VL no vetor Intermedidrio contendo Vy de 4Cl1, e posteriormente a transferéncia do cassete

inteiro de 4C1 para o vetor de expressdo, contendo o segmento génico de C,. Para a clonagem do
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segmento de Vi, o vetor pGemTEasy contendo Vi de 4C1 e o vetor Intermediario contendo Vg
de 4C1 foram digeridos com Bg/ Il e Xho 1. O inserto de DNA de V. foi clonado no vetor
Intermediario. Os clones positivos para esta clonagem foram confirmados por meio da digestdo
com Psi I, que liberaram dois fragmentos de DNA, de aproximadamente 760 e 940 pb. O vetor
original sem a clonagem libera apenas um segmento génico de aproximadamente 2,8 kb (Figura

31).

Akkb

3kb
2kk

Tkk

700pk
500ph
300ph
100pk

Figura 31 — Clonagem do segmento génico da cadeia V|, de 4C1. Amostras impares, DNA plasmidial
intacto, amostras pares, os mesmos plasmidios digeridos com Psi I. Amostras 8 e 9, vetor Intermediario
original, intacto e digerido com Psi I respectivamente. Amostra 7, Marcador de Massa Molecular 1 kb

Plus (Invitrogen).

Depois de confirmado o sucesso da clonagem do segmento génico da cadeia Vi do Fab
4C1 no vetor Intermediario contendo o Vi de 4C1, o cassete inteiro foi transferido para o vetor
pPlglLe Fab contendo o segmento génico de C, com a histag. Para isso, foi utilizado o vetor
pPlgle Fab contendo o Fab completo do 5SB8 e o vetor Intermedidrio de 4C1. Esses vetores
foram digeridos com as enzimas Nsi [ e X#o 1. O inserto contendo os segmentos génicos de 4C1
foi clonado no vetor pPIgle Fab. Apds obtida essa clonagem, o vetor de pPIgLe Fab 4C1 estava

pronto para ser utilizado para a expressao do Fab anti-HIV 4C1 em P. pastoris.
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4. Expressiao em P. pastoris

Depois da obtencdo dos Fabs anti-HIV completos no vetor pPlgle Fab, foi realizado o
sequenciamento das regides codificadoras dos trés Fabs. Os iniciadores utilizados para esse fim,
anelavam na regido Aox 5’ e¢ 3’ do vetor e nos segmentos de Cyl e C, do Fab conforme

esquematizado na Figura 32:

Aox 5 CH1 1',.Hi CK Saq Aox 3
— Aoxs b vH | cHr ] vL | ¢k -~ Aox3 —
Figura 32 — Anelamento dos iniciadores utilizados para sequénciamento do Fab. Os

oligonucleotideos Aox 5’ e Aox 3’ (sequéncias listadas na Tabela 3 de Materiais e Métodos) anelavam
externamente ao Fab. Os iniciadores CH1 e C, anevalam na regido mais interna. Esses iniciadores juntos

garantiram um sequenciamento de maior abrangéncia do Fab.

O sequenciamento foi realizado no equipamento MegaBACE 500 plus (Molecular

®
Dinamics ) e as sequéncias foram analisadas no BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast e no programa BioEdit. Foram obtidas sequéncias completas do Fab

e regido da sequéncia lider do Fab 5B8, e sequéncia parcial do Fab SH7 conforme Tabela 9. A
sequéncia do Fab 4C1 nao foi obtida. A regido da sequéncia lider do Fab 5B8 possuia um co6don
de parada. A existéncia desse codon impossibilita a expressdo desse Fab em P. pastoris uma vez
que a maquinaria de traducdo pararia nessa sequéncia. Contudo, esse codon de parada ndo deve
existir por dois motivos: o primeiro, ¢ que foi obtido a expressdo desse Fab conforme
demonstrado no Western Blot e; segundo, a andlise dessa regido demonstrou ser de baixa
qualidade, podendo ser na verdade apenas um erro no sequenciamento.

O processamento do pro-peptideo do fator alfa ¢ de extrema importancia para a secrecao
da proteina heterdloga. Esse processamento ocorre de duas formas: primeiro, a clivagem da
sequéncia sinal pelo produto do gene KEX2, ocorre entre os aminoacidos Arginina e Glutamato
(EKR*EAEA, onde * ¢ o sitio de clivagem), posteriormente a essa clivagem o produto do gene
STE13 cliva as repeti¢cdes de Glutamato e Alanina (EAEA). Dessa forma, a proteina pode entdo

ser secretada para o sobrenadante.
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Tabela 9 — Sequéncia de aminoacidos deduzida correspondente ao pré-propeptideo do fator

alfa, sitio de reconhecimento da Kex e Stel3p e os Fabs de SB8, e SH7.

Sequéncia do Fator alfa (a)

SB8 MRCPSIFTAV*FAASSALAAPVNTTTEDETAQIPAEAVIGYSDLEGDFDVAVLPFSNSTNNGLLFINTTIASIAAKEEGVSLE
SH7 ND

Sitio de reconhecimento da Kex e Stel3p

SB8 KREAEA

5H7 ND
FR(H1) CDR(H1) FR(H2)

5B8 ELVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAA SGFTFSSYEMN WVRQAPGKGLEWVS

5H7 ELVQLVESGGGLVQPGGSLKLSCAAS GFTFSGSGLH WVRQASGKGLEWVGR
CDR(H2) FR(H3) CDR(H3)

5B8 YISSSGSTIYYADSVKG RFTISRDNAKNSVYLQLNSLRAEDTAVYYCAR EMWGPEY

5H7 IKTKANNYATAYAVS VKGRFTISRDDSKNTAYLQLNSLKTEDTAVYYCAT RGDFTSGWHY
FR(H4)

5B8 WGPGTLVTVSSA

5H7 WGQGTLVTVSR
CH1

5B8 SRASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKR

5H7 SRASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPS
NTKVDKR
Sitio de KEX FR(L1) CDR(L1)

5B8 VEPKSCDKRMDKRAPD LLTQSPGTLSLSPGERATLSCRAS HSVSRAYLA

5H7 VEPKSCDKRMDKRAPD LLVMTQSPLSLPVTLGQPASISC RSSQSLVHSDGNVYLS
FR(L2) CDR(L2) FR(L3)

5B8 WYQQKPGQAPRLLIY GTSSRAT GIPDRFSGSGSGTDFTLTISR

LEPEDFAVYYC
5H7 WEQQRPGQSPRRLIY KVSNRAS GVPDRFSGSGSGTDFTLKISR
VEAEDVGVYYC

CDR(L3) FR(L4)

5B8 QQYGGSPW FGQGTKVELK

5H7 MQOGSHYPPWT FGQGTRVEIK
Ck

5B8 RTVAALEPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNEFYPREAKVOWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVT
HOGLSLPVTKSFNRGECHHHHHH*

5H7 RTVAALEPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVT
HQOGLSLPVTKSFNRGECHHHHHH*

FR = Framework CDR=Regides Determiantes de Complementariedade Kex=sequéncia reconhecida pela Kex

H=cadeia varidvel pesada L=cadeia variavel leve CH1= cadeia constante pesada 1 Ck= cadeia constante leve do tipo

ND = Sequéncia ndo determinada (*) Codon de parada

Depois de obtidas as clonagens e realizado o sequenciamento, 10pug de DNA dos vetores
contendo os Fabs anti-HIV (5B8, 4C1 e 5H7) foram digeridos com a enzima de restricao Sa/ I. A

linhagem escolhida para a transformag@o do DNA e expressdo das proteinas heterdlogas foi a
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linhagem GS115. Essa linhagem ¢ defectiva para o gene da histinol desidrogenase (his4),
permitindo a selecdo dos transformantes baseado na habilidade de crescer em meio deficiente em
histidina. Esta linhagem contém uma copia funcional do gene da alcool oxidase 1 (AOXI1)
responsavel por aproximadamente 85% da utilizagdo do metanol pela agdo da enzima alcool
oxidase (Daly e Hearn, 2005).

As colonias que cresceram em meio minimo deficiente em histidina, obtidas na
transformacdo, foram repicadas em placas contendo meio minimo com glicerol ou metanol.
Apos 48 horas as colonias crescidas em meio contendo metanol foram transferidas para
membrana de nitrocelulose para a fixacdo das proteinas recombinantes secretadas.
Posteriormente foi feita a imunodeteccdo das colonias (do tipo Colony Blot). Em todas as
tentativas dessa imunodeteccdo, observou-se um baixo nivel de expressdo de proteinas
recombinantes. Isso pode ser devido ao baixo nimero de copias integradas no genoma da P.
pastoris, ja que esse numero afeta o nivel de expressdo da proteina de interesse. Porém, o evento
de integracdo de multiplas copias ocorre numa taxa muito baixa, de 1-10% (Daly e Hearn, 2005).

Embora os clones produtores das proteinas recombinantes obtidos apresentassem baixo
nivel de expressdo de acordo com a detecgdo por Colony Blot, alguns clones foram selecionados
para a indugdo de P. pastoris em frasco. Para a cinética de indugdo, o Fab de 5B8 foi escolhido, e
cinco frascos de 1L contendo 200 mL de meio de indugdo com metanol 1%, EDTA e PMSF na
concentracdo final de 1mM, foram incubados a 30°C até 120 horas. A cada 24 horas coletava-se
100 mL, e adicionava-se mais 1% de metanol nos meios restantes, juntamente com o inibidor de
protease PMSF na concentragdo final de ImM. Apds cada coleta, os sobrenadantes eram
filtrados e conservados a 4°C. As proteinas foram detectadas utilizando membrana de
nitrocelulose em ensaio de imunodetec¢ao (do tipo Dot Blot) (Figura 33).

Posteriormente as amostras foram analisadas por SDS-PAGE. Para isso, ImL do
sobrenadante de cada tempo foi precipitado com TCA. Apoés a migragdo, as proteinas do gel
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Depois do bloqueio, procedeu-se a
incubagdo com o anticorpo primario, secundario e revelagdo com NBT/BCIP. Observou-se que o
melhor tempo de inducdo foi a partir de 72 horas (Figura 34). O tempo de 48 horas de inducdo
foi o que apresentou menor quantidade de proteina. Isso pode ter sido ocasionado por algum
problema no momento da aplicagdo do gel ou na precipitagdo com TCA, uma vez que esse

mesmo tempo foi evidenciado por meio de Dot Blot.
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24h 48h 72h

96h 120h C+

Figura 33 — Imunodeteccido (do tipo Dot Blot) das proteinas produzidas nos diferentes tempos de
inducio de P. pastoris. Fab SB8. Tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas. Controle positivo, sobrenadante
de expressdo de P. pastoris do Fab anti-Z-DNA (Burtet, 2006). Procederam-se o bloqueio e a revelagio
utilizando-se anti-C, humano feito em cabra como anticorpo primario e anti-IgG de cabra feito em coelho

conjugado a fosfatase alcalina (AP) como secundario (Item 13 do tépico Métodos).
24h 48h 72h  96h  120h MM
140 kDa

100 kDa
70 kDa

50 kDa

40 kDa
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Figura 34 — Analise por SDS-PAGE da expressiao do Fab em P. pastoris. Os tempos de indugdo estdo
representados para cada poco. Apos o bloqueio a revelagdo foi realizada de acordo com o item 17 do

topico Métodos. O marcador utilizado foi o marcador Fermentas Spectra™ Multicolor.

O tempo escolhido para a repeticdo da inducdo do Fab de 5B8 ¢ a inducdo das colonias
produtoras dos Fabs de 4C1 e 5H7 foi o de 72 horas. Contudo, ap6s utilizar os mesmos
parametros da primeira indu¢do, ndo se obteve um bom nivel de expressdo para nenhum dos trés

Fabs. No primeiro momento, associou-se a problemdatica do nivel baixo de expressdo a
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metodologia de transformagdo. Com isso, outras metodologias para a transformagdo de P.
pastoris foram testadas. Como se intencionava a obten¢do de clones com multiplas copias
integradas, métodos adicionais para melhorar a eficiéncia da transformacdo por eletroporacdo
foram considerados. O numero de copias integradas do cassete de expressdo pode afetar a
quantidade da proteina expressa. Por exemplo, o aumento do numero de integragcdo do cassete de
expressdo de 1 para 14 copias do fragmento da proteina C da toxina do tétano aumentou o nivel
de expressdo da proteina em 6 vezes (Clare et al, 1991). Similarmente, Sreekrishna e
colaboradores (1989), obtiveram um aumento de 200x dos niveis de expressao da proteina do
fator de necrose tumoral (TNF- o) com a integracdo de 20 copias.

Wu e Letchworth (2004) demonstraram que o tratamento prévio de P. pastoris com
acetato de litio e ditiotreitol (DTT) aumentava a eficiéncia de transformacgdo por eletroporacao
em 150 vezes. Baseando-se nessas informacdes um novo método de transformacao foi adaptado.
O ntimero de transformantes obtidos com esse novo protocolo foi maior do que o obtido com o
protocolo do Manual do Kit de expressdo em Pichia, Invitrogen, 2002. Contudo, ndo se obteve
melhora no nivel de expressdo quando se fazia detec¢@o por Colony Blot ou quando a producao
era feita em frascos.

Diversos fatores estdo relacionados com o sucesso da produgdo da proteina recombinante
de interesse em P. pastoris. Dentre eles, a escolha da linhagem de P. pastoris, a escolha do vetor
de expressdo e promotores, procedimentos de transformag@o e integragdo do vetor no genoma da
P. pastoris, técnicas empregadas para obter-se a integracdo de multiplas copias e tamanho da
molécula de interesse.

Um fator muito importante que influencia no nivel de expressdo em P. pastoris ¢
presencga dos chamados cddons preferenciais. Esses codons tém sido identificados como um fator
simples, porém importante para a expressdo de genes nos procariotos. A razdo para isto é
porque codons preferenciais se correlaciona com a abunddncia dos respectivos tRNAs
disponiveis dentro da célula. Esta relacdo serve para otimizar o sistema de tradugdo e para
balancear a concentragdo dos codons com a concentra¢do dos isoaceptores de de tRNA
(Gustafsson et al., 2004).

E possivel fazer a predi¢io do quanto um determinando gene sera bem sucedido quando
for expresso em determinado sistema de expressdo, baseando-se na presenca de codons
preferenciais e raros. Existem diversas ferramentas em bioinformatica disponiveis para a
realizagdo dessa predicdo baseado na sequéncia génica codificadora da proteina heterologa.
Baseando-se nisso, as sequéncias dos trés Fabs obtidos foram analisadas no European Molecular

Biology Open Software Suite (EMBOSS), sitio que disponibiliza varias ferramentas de
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bioinformadtica para diversos tipos de andlises. Essa ferramenta foi utilizada para definir um
indice de adapta¢do de codon (Codon Adaptation Index - CAI). Esse indice é uma simples e
efetiva medida do codon preferencial e é usado para inferir o nivel de expressdo do gene
heterologo.

Para realizar a andlise do codon usage dos Fabs anti-HIV, foi utilizado a sequéncia
completa dos Fabs juntamente com a sequéncia do Fab anti-zDNA conhecido como Z22. Esse
Fab foi produzido em altos niveis por Burtet e colaboradores (2007) em P. pastoris e foi
considerado um bom padrdo para comparag¢do, uma vez que esse Fab foi montado no vetor pPlg
Fab, o vetor precursor do vetor utilizado para a expressdo dos Fabs anti-HIV.

O indice gerado pela andlise de CAI deve variar de 0 a 1, representando do pior ao

melhor nivel de expressdo respectivamente. A andlise obtida esta representada Figura 35:

CAl

0,8

0,78

0,76

0,74

0,72 BCAl
0,7

0,68

0,66 . . . .

Fab z22 Fab 5B8 Fab 5H7 Fab 4C1

Figura 35 — Indice de Adaptacio do Codon. Esse indice foi gerado pela ferramenta CAI

disponivel no software EMBOSS (http://embossgui.sourceforge.net) por meio da sequéncia dos

quatro Fabs. O indice variade O a 1.

De acordo com as analises do indice de adaptagdo de codon, a expressdo da proteina
heter6loga deveria apresentar bons niveis, maiores ainda que os niveis apresentado pelo Fab anti-
zDNA Z22. Isso na pratica ndo foi obtido. A ocorréncia de baixos niveis da proteina
recombinante (Fab) demonstra que deverdo ser realizados ajustes na metodologia empregada,

com a finalidade de otimizar o rendimento na obtencdo das proteinas recombinantes.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com este trabalho, foi obtido um vetor de expressdo para a levedura metilotrofica P.
pastoris. Também foram obtidas as clonagens dos Fabs anti-HIV nesse vetor de expressao
pPlgLle Fab. Foi obtido também a expressdo do Fab de 5BS.

De acordo com o sequenciamento e andlise do CAI dos Fabs clonados ¢ possivel a
obtencao de niveis satisfatorios da proteina recombinante por meio da expressdo em P. pastoris.
Para obten¢dao de volumes maiores de sobrenadante contendo os Fabs anti-HIV propde-se a
utilizacdo de bioreator para a fermentacao desses Fabs. Sugere-se a utilizacdo dos pardmetros
determinados no trabalho de Burtet ef al. (2006) para o processo fermentativo (em biorreator)
dos Fabs obtidos.

A obtencdao desses Fabs tanto em sobrenadante quanto na sua forma purificada ¢ de
extrema importancia para a realizacdo da caracterizagdo dessas proteinas. Deverdo ser realizados
ensaios de ligacdo desses Fabs ao peptideo da gp41 para delinear o grau de afinidade de cada um
deles. Os Fabs que obtiverem uma boa liga¢do ao peptideo deverdo ser submetidos a ensaios de
neutralizacao.

Também ¢ proposta a clonagem dos Fabs 4B6 e 4Gl no vetor de expressdo em P.

pastoris € sua posterior expressao, purificacao e caracterizacao.
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