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RESUMO

Os anticorpos monoclonais possuem uma alta seletividade pelo seu alvo. Esta
propriedade lhes confere com grande potencial biotecnologico e terapéutico, sendo
atualmente a principal classe de biofarmacos existente. A estrutura tridimensional dos
anticorpos é composta por duas cadeias leves e duas cadeias pesadas unidas entre
si por pontes dissulfeto. Cada cadeia possui uma regidao constante e uma regiao
variavel formando o sitio de reconhecimento e ligacdo ao antigeno. Existem cinco
classes de anticorpos em mamiferos: IgA, IgM, IgE, IgD e IgG, sendo a ultima a mais
abundante entre elas. Através do desenvolvimento de novas técnicas e o advento da
tecnologia do DNA recombinante, foi possivel manipular a sequéncia das proteinas.
A engenharia de anticorpos surgiu para atender as demandas da pesquisa e de
tratamentos clinicos e novos formatos de imunoglobulinas foram sendo
desenvolvidos. Dentre eles os fragmentos de anticorpos, como o scFv e o Fab, sao
muito populares devido a sua menor complexidade e tamanho em comparacao a
imunoglobulina intacta. Além disso, podem ser produzidos em sistemas mais baratos
como a bactéria Escherichia coli, despertando ainda mais o interesse por essas
moléculas. O Fab 9E5 anti-epiregulina humana (EPR) € um fragmento derivado de um
anticorpo monoclonal murino e foi o objeto de estudo deste trabalho devido a
relevancia que a EPR possui no desenvolvimento de diferentes neoplasias. O objetivo
deste trabalho entao foi produzir fragmentos de anticorpo do tipo scFv e Fab anti-EPR
Escherichia coli, a fim de testar e comparar suas afinidades e seletividade pela EPR.
Para a construgéo do scFv foram realizadas amplificacoes dos genes da cadeia leve
e pesada utilizando como molde o fragmento de anticorpo anti-EPR do tipo Fab.
Testes de expressao foram realizados para determinar as melhores condi¢coes de
expressao dos anticorpos. A condi¢do escolhida para prosseguir com os testes de
purificacdo foi 16°C - 16 horas. Também foram expressas e purificadas as construcdes
em pET32a, em fusdo com a tioredoxina, dos fatores da familia EGF: EPR, EPGN,
ARG e HB-EGF. Além disso, foi desenvolvido o vetor pETGOF para identificacao
direta de clones contendo genes de interesse, através da utilizacdo de uma fusao com
a proteina reporter SGFP2 e também para a evolugido molecular das sequéncias dos
anticorpos. Foi realizada a clonagem da SGFP2 fora da pauta de leitura com o vetor
pET28a-TEV. Com isso, a SGFP2 sera fluorescente somente quando houver a
clonagem correta de insertos, o que restabelece a pauta de leitura do vetor. Com
relagédo a tentativa de construir um sistema genético que utiliza a T7 RNA polimerase
para possibilitar a expressao de proteinas ca cepa de E. coli TOP10, o gene da enzima
foi clonado no vetor para expressédo em E. coli pTrc-His TOPO-NUP1 e testes de
validacdo do sistema foram realizados. Os resultados obtidos sugerem que a
expressao do gene da T7 é toxico para as células TOP10. Por isso, passamos a usar
a cepa BL21-Star (DE3) em combinagé&o com o vetor pETGOF.

Palavras-chave: EPR, scFv, Fab, cancer, anticorpos.



ABSTRACT

Monoclonal antibodies have a high selectivity for their target. Hence, they are
biomolecules with great biotechnological therapeutic potential, currently being the
main class of existing biopharmaceuticals. The three-dimensional structure of
antibodies is composed of two light chains and two heavy chains joined by disulfide
bonds. Each chain has a constant region and a variable region, which forms the
antigen recognition site. There are five classes of antibodies in mammals: IgA, IgM,
IgE, 1gD and IgG, the latter being the most abundant among them. Through the
development of new techniques and the advent of recombinant DNA technology, it was
possible to manipulate the sequence of proteins, paving the way to generate
humanized antibodies and antibody fragments. Antibody engineering emerged to meet
the demands of research and clinical treatments and new formats of immunoglobulins
were being developed. Among them, antibody fragments, such as scFv and Fab, are
very popular due to their less complex structure and size compared to intact
immunoglobulins. In addition, they can be produced in cost-effective systems such as
Escherichia coli. The Fab 9ES recognizing human epiregulin (EPR) is a fragment
derived from a murine monoclonal antibody and was the object of study in this work
due to the relevance that EPR has in the development of several neoplasia. The aim
of this work was, therefore, to produce antibody fragments of the scFv and Fab types
in E. coli, in order to compare their affinity and selectivity for EPR. First, for the
construction of the scFv, the light and heavy chain genes were amplified using the anti-
EPR antibody fragment of the Fab type as a template for the PCR reactions. The heavy
and light chains of the Fab were also subcloned into E. coli expression vectors.
Expression assays were performed to determine the best expression conditions for the
antibody fragments. The condition chosen to proceed with the purification tests was 16
°C for 16 hours. The Fab fragment was obtained at a satisfactory purification grade.
Constructions of the EGF family factors in pET32a in fusion with thioredoxin, were also
expressed and purified: EPR, EPGN, ARG and HB-EGF. In addition, the pETGOF
vector was developed for direct identification of clones containing genes of interest, by
using a fusion with the SGFP2 reporter protein and also for the molecular evolution of
antibody sequences. SGFP2 was cloned frame shifted from the reading frame of the
vector pET28a-TEV. Thus, SGFP2 will be fluorescent only when there is the correct
cloning of inserts, which reestablishes the vector reading frame. Regarding the attempt
to build a genetic system that uses the T7 RNA polymerase to enable the expression
of E. coli TOP10 protein, the T7 RNA polymerase gene was cloned into the E. coli
expression vector pTrc-His-TOPO-NUP1 and system validation tests were performed.
The results obtained suggest that T7 gene expression is toxic to TOP10 cells.
Therefore, we turned to the strain BL21-Star DE3 to be used in combination with vector
pETGOF.

Keywords: EPR, scFv, Fab, cancer, antibodies.
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1. INTRODUGAO

A seletividade de ligacdo a um determinado alvo faz dos anticorpos
monoclonais uma ferramenta biotecnoldgica com aplicagdes em diversas areas, como
no diagnodstico de doencas, em terapias, na pesquisa em biologia molecular, dentre
outras (GOLDMAN, 2000; NELSON, 2010). Entretanto, a producéo de anticorpos
inteiros € humanizados € bastante complexa e cara, dependendo da utilizagcado de
células eucaridticas ou animais, e a utilizacao da estrutura de um anticorpo inteiro nao
€ necessaria em determinadas aplicagoes.

A producéao de anticorpos através de técnicas de biologia molecular possibilita
a geracdo de diversos tipos de moléculas e estruturas, cada uma com suas
particularidades e vantagens. Alguns exemplos sdo os fragmentos de dominios
variaveis de cadeia unica ou scFv (do inglés single-chain variable domain antibody
fragment), 0s quais possuem apenas as regides variaveis das cadeias leves e
pesadas unidas entre si por conectores flexiveis e os Fabs (do inglés fragment
antigen-binding) ou fragmentos de ligagdo ao antigeno, compostos por um dominio
variavel e um dominio constante de cada cadeia (HUDSON & SOURIAU, 2003;
QUIROZ & SINCLAIR, 2010; MUYLDERMANS, 2013).

Devido a sua estrutura simples os fragmentos de anticorpos do tipo Fab e scFv
sdo uma alternativa atrativa para producao em sistemas menos complexos e de facil
manipulagéo, como bactérias e leveduras (BETTER, et al., 1988). Neste contexto, este
trabalho visa utilizar esta estratégia de produgcdo de fragmentos de anticorpos
recombinantes para tentar obter um fragmento de anticorpo funcional. Como modelo
de estudo selecionamos o fator de crescimento epiregulina e o anticorpo monoclonal
denominado 9ES5, cuja estrutura e sequéncia de aminoacidos ja estavam disponiveis
(Kado e colaboradores em 2015). A escolha da epiregulina se deve ao fato dela ser
um fator de crescimento associado ao desenvolvimento de diversas neoplasias, de
forma que a disponibilidade de um anticorpo de facil produg¢ao poderia ser usado para
sua quantificacdo como marcador molecular ou eventualmente até para sua inibi¢ao

como forma de terapia.



Tendo isso em vista, o objetivo deste trabalho foi construir fragmentos de
anticorpos do tipo scFv e Fab anti-EPR para expressédo em Escherichia coli, um
sistema de facil manutencao, manipulagao e de baixo custo.

Paralelamente a isso, foi elaborado também um sistema genético baseado na
expressao da T7 RNA polimerase na cepa de E. coli TOP10, o qual visa a identificacao
direta de colbnias que contenham os genes de interesse em fusdo com a proteina
fluorescente verde (GFP). Isso sera possivel devido a fusao da sequéncia codificadora
das proteinas de interesse a da GFP, a qual funcionara como marcador para
identificac&o visual dos clones positivos. Esse sistema torna o processo de clonagem
mais rapido e pratico, nao havendo a necessidade de etapas de screening, as quais
acabam por consumir muito tempo e trabalho. Além disso, esse sistema sera
empregado também na selecdo dos scFvs mutantes, sendo a intensidade da
coloracdo emitida por coldnias contendo GFP um indicador dos clones com maior

nivel de expressao.

1.1 ANTICORPOS

Anticorpos, ou imunoglobulinas (1g), s&o glicoproteinas circulantes encontradas
no soro e também em alguns fluidos extracelulares de animais vertebrados. Essas
biomoléculas surgiram pela primeira vez na escala evolutiva em peixes cartilaginosos
a mais de 500 milhdes de anos e atuam na linha de frente do sistema imune
fornecendo uma resposta essencial na defesa do organismo contra agentes externos
(LIPMAN et al., 2005; FRENZEL et al., 2013; KANYAVUZ et al., 2019).

As imunoglobulinas sdo produzidas e secretadas pelos plasmécitos, células
especializadas derivadas de linfécitos B que expressam em sua superficie a forma do
anticorpo ligada a membrana (chamado de receptor da célula B ou BCR), em resposta
a exposi¢ao aos antigenos, corpos estranhos que na maioria das vezes séo externos
ao organismo. Devido a isso, os anticorpos sao os principais mediadores da
imunidade adaptativa humoral, atuando no reconhecimento e combate de toxinas e
diferentes microorganismos, como virus e bactérias (FRENZEL et al., 2013; ABBAS
et al., 2018; KANYAVUZ et al., 2019).

Existem cinco classes de imunoglobulinas em mamiferos: IgG, IgM, IgA, IgD e

IgE. Cada classe possui caracteristicas proprias tanto no formato, porcéo Fc,



localizagdo e natureza temporal da resposta imune (figura 02), sendo a
imunoglobulina G (IgG) a mais abundante das classes (HOLLIGER & HUDSON, 2005;
LIPMAN et al., 2005).

Em seres humanos, a molécula classica 1gG, possui uma estrutura
tridimensional caracteristica em forma de “Y”, a qual é constituida por duas cadeias
leves (CL) e duas cadeias pesadas (CP) idénticas entre si. Cada cadeia leve esta
associada a uma cadeia pesada através de uma ponte dissulfeto e outras interagdes
nao-covalentes formando um heterodimero. A imunoglobulina intacta é constituida por
dois heterodimeros conectados por um linker flexivel denominado de dobradica e
estabilizados por duas pontes dissulfeto (figura 01) (HUSE et al., 2002; LIPMAN et al.,
2005; CHIU & GILLILAND, 2016; SCHMID & NERI, 2019).

IgG gD

9

IgE

@ Cadeia Pesada M\ CadeiaJ
@ cCadeialeve © Componente Secretério

Figura 01. Diferentes classes de imunoglobulinas. Existem cinco classes de imunoglobulinas em
mamiferos: A, D, G, E e M. A imunoglobulina G € um mondémero, a M possui um dominio constante da
cadeia pesada adicional e é formada pela oligomerizagao de cinco monémeros através da cadeia J, a
E possui dois dominios constantes adicionais e a A é dimérica.

As cadeias leves e pesadas possuem um dominio constante (C) e um dominio
variavel (V). Os dominios variaveis (Fv) de ambas as cadeias estdo localizados em
suas porgdes amino-terminal e exibem uma grande diversidade em suas sequéncias
de aminoacidos. Eles formam o sitio responsavel pelo reconhecimento e ligacao ao

antigeno. Essa variagdo nas extremidades confere aos anticorpos a capacidade de



reconhecer uma grande variedade de antigenos (HUSE et al., 2002, SCHMID & NERI,
2019).

Ja os dominios constantes da regido carboxi-terminal da cadeia pesada
formam a porcao Fc da imunoglobulina, a qual é responsavel por fungoes efetoras
como a ativagao das células NK (do inglés natural killer), do sistema complemento e
do processo de fagocitose. Essa regiao possui sequéncias mais conservadas de
aminoacidos e difere somente entre as diferentes classes de anticorpos (figura 02)
(HUSE et al., 2002, LIPMAN et al., 2005, KANYAVUZ et al., 2019).

Cadeia pesada

Cadeia leve

Regido Fab

| Regido Fc

Ponte dissulfeto0 -u--=

Dominiolg . ,

Figura 02. Representacdo de uma imunoglobulina G. llustragdo demonstrando que a imunoglobulina
G é composta por duas cadeias leves e duas cadeias pesadas interligadas por pontes dissulfeto. A
regido Fab compreende as regides variaveis e constantes das duas cadeias e a regido Fc compreende
somente as regifes constantes da cadeia pesada. Modificado de ABBAS et al., 2018.

1.1.1 Imunoglobulina G

As imunoglobulinas G ou IgG compdem o principal isotipo de anticorpos
encontrados no sangue de adultos saudaveis. Essa proteina possui em média um

peso molecular de 150 kDa e ¢ a classe preferencialmente empregada em terapia,
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especialmente devido a sua longa meia-vida na circulagdo sanguinea e respostas
efetoras fortes (NIWA & SATOH, 2015).

Os anticorpos do isotipo IgG s&o bivalentes, ou seja, possuem a capacidade
de se ligarem a dois antigenos simultaneamente, o que aumenta significativamente a
afinidade e avidez por seu alvo (HOLLIGER & HUDSON, 2005).

Através da determinacgdo de estruturas tridimensionais (figura 03) juntamente
com a analise da sequéncia primaria de aminoacidos de algumas moléculas de
anticorpo foi possivel identificar dois tipos de regides que sao comuns a essas
moléculas: regides ou sequéncias hipervariaveis e de framework (HOLLIGER &
HUDSON, 2005; CHIU & GILLILAND, 2016).

Figura 03. Estrutura cristalografica de uma imunoglobulina G humana. As cadeias leves estéo
representadas em verde, as cadeias pesadas em azul e as pontes dissulfeto em amarelo. Modificado
de Chiu et. al, 2019.

A regido variavel dos anticorpos consiste em dois dominios imunoglobulares
(dominio Ig) ndo-covalentemente ligados: o dominio variavel da cadeia leve (VL) e 0
da cadeia pesada (VH). O dominio Ig contém aproximadamente 120 aminoacidos e a
estrutura de duas folhas beta antiparalelas. As folhas beta sdo conectadas por alcas

desestruturadas e a estrutura do dominio € mantida por uma ponte dissulfeto entre
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elas. Além disso, cada dominio possui quatro regides de framework (FR1-FR4), e trés
regides determinantes de complementaridade (CDR1-CDR3). As CDRs estao
localizadas nas alcas conectoras das folhas beta que estdo expostas na superficie
dos dominios variaveis, e as CDRs H3 e L3 sdo as que apresentam a maior
diversidade de sequéncia entre elas (figura 04) (BIRD et al., 1988; KANYAVUZ et al.,
2019).

Figura 04. Estruturacdo de um dominio Ig. O dominio Ig é formado por duas folhas beta antiparalelas
conectadas por uma ponte dissulfeto e mantidas através de interagbes ndo covalentes. Em azul esta
representado a regido do arcaboucgo da regido variavel da cadeia pesada e em vermelho as regides
determinantes de complementaridade (CDRs). FONTE: Chiu et al., 2019.

1.2 ENGENHARIA DE ANTICORPOS E O USO DE ANTICORPOS
RECOMBINANTES

Os anticorpos sao a principal classe de bioterapéuticos. Além do seu emprego
na clinica também sao essenciais para a pesquisa, sendo aplicados em diversas

técnicas como citometria de fluxo, western blotting, ELISA, imunohistoquimica,
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imunofluorescéncia, imunoprecipitacao e muitas outras. Também sao essenciais para
o diagnostico como em kits diagnodstico (FRENZEL et al., 2013).

Em 1890 E. von Behring e S. Kitasato demonstraram que o soro de coelhos e
porquinhos-da-india imunizados contra tétano ou difteria era capaz de proteger
camundongos expostos aos agentes causadores dessas doengas. Eles concluiram
que naquele soro havia algum fator que era capaz de neutralizar essas toxinas e que
poderia ser transmitido a animais ndo imunes, uma antitoxina. Nos anos que se
seguiram a utilizagdo de antitoxinas se tornou cada vez mais popular e os estudos de
P. Ehrlich sobre os aspectos quimicos e fisicos dessas moléculas consolidaram as
bases da soroterapia e da imunologia. Mais tarde o termo antitoxina foi substituido por
anticorpo (GUO et al., 2015; JOAO et al., 2018).

Atualmente a soroterapia consiste na administracao do soro produzido e
purificado de animais, principalmente cavalos, para conferir uma imunizacao passiva
a determinados patdégenos ou toxinas. Em humanos a soroterapia € utilizada
principalmente no tratamento de envenenamentos, como veneno de serpentes,
aranhas e escorpides (HIFUMI et al., 2017; JOAO et al., 2018).

Ja a \utilizacdo terapéutica dos anticorpos s6 foi possivel com o
desenvolvimento da técnica do hibridoma por César Milstein e Georges Kohler em
1975. Gragas a essa tecnologia o isolamento de anticorpos monoclonais foi possivel
com a evolugao dos estudos para aplicagoes clinicas e atualmente as imunoglobulinas
s&o a maior classe de biofarmacos existente (HUDSON & SOURIAU, 2003; FRENZEL
et al., 2013; RAMSLAND et al., 2015).

Apesar de ser a técnica considerada o padrdo ouro para a producao de
anticorpos monoclonais, ela apresenta limitagdes (como tempo e custo elevados, €
um procedimento laborioso, alguns clones param de expressar anticorpos, grande
imunogenicidade) que levaram a busca de alternativas para contornar esses
problemas (HUDSON & SOURIAU, 2003; FIELDS et al., 2013; RAMSLAND et al.,
2015).

Com o desenvolvimento de novas tecnologias envolvendo a manipulacéo
genética do DNA foi possivel modificar a estrutura dos anticorpos monoclonais,
permitindo que as dificuldades encontradas na sua utilizagao fossem, até certo ponto,
superadas. Um exemplo disso foi a humanizacao dos anticorpos, que consiste na
utilizacdo do arcabougo de uma imunoglobulina humana com o enxerto das CDRs do
anticorpo murino (HUDSON & SOURIAU, 2003).
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A engenharia genética de anticorpos tem como base o conhecimento da
estrutura dessas proteinas, mais especificamente em como a estrutura esta
relacionada com a fun¢do que essas moléculas desempenham e visa principalmente
o desenvolvimento de biomoléculas que apresentem maior seletividade e afinidade
pelo seu alvo, com baixa imunogenicidade e propriedades farmacocinéticas
aumentadas (FIELDS et al., 2013; CHIU & GILLILAND, 2016).

A produgéao de anticorpos recombinantes € uma tecnologia atrativa pois permite
um maior controle sobre o processo e a molécula que sera produzida, como a selecao
dos dominios protéicos que serdo expressos, a homogeneidade e a pureza da
amostra obtida, a estabilidade (MAKARAVICIUTE et al., 2016).

Devido a diversidade de modifica¢gdes que a manipulagéo genética possibilita
0s anticorpos recombinantes emergiram como a principal classe de agentes
terapéuticos levando a um investimento substancial pela industria biofarmacéutica.
Além disso, essas moléculas também possuem papel central no diagnostico,
imunoensaios, imagenologia e como insumos na pesquisa cientifica (HOLLIGER &
HUDSON, 2005; FIELDS et al., 2013).

Tudo isso levou a aprovacéo de um grande numero de anticorpos monoclonais
e fragmentos de anticorpos para o tratamento de diversas patologias. Até o ano de
2017 eram 72 aprovagdes, como doencgas infecciosas, inflamatorias e cancer (DOS
SANTOS et. al, 2018).

1.2.1 Fragmentos de anticorpo

Apesar dos anticorpos monoclonais serem as principais moléculas utilizadas
atualmente, dependendo da sua aplicacdo, determinadas funcdes que eles
desempenham n&o séo desejaveis, como a liberagao de citocinas através da ligagao
da porgdo Fc ao seu receptor o que pode gerar efeitos tdxicos ao organismo
(HOLLIGER & HUDSON, 2005).

A necessidade de remover a por¢ao Fc dos anticorpos deu inicio a geragéo de
por¢oes cada vez menores das imunoglobulinas mas que ainda mantivessem a
capacidade de ligagao ao antigeno, a afinidade e a seletividade da molécula parental.
Os primeiros fragmentos de anticorpos foram obtidos através da digestdo da

imunoglobulina G com proteases, como a pepsina e a papaina. Entretanto, hoje a
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engenharia genética € o método mais utilizado para este fim e diversos formatos de
fragmentos existem devido a engenharia de proteinas (figura 05) (HOLLIGER &
HUDSON, 2005; MAKARAVICIUTE et al., 2016; MANOUTCHARIAN et al., 2016).

o /4 ?

¥, domain

(~15 kDa) Fab scFv
(~55 kDa) (~28 kDa)

0 @? &
v, domain ¢ é"
15K & & Bis-scFv Diabody

1 (bispecific) (bispecific)
r (~55 kDa) (~50 kDa)
Triabody
(bispecific) (trivalent)
(~110 kDa) (~75 kDa)
Fab, Minibody Tetrabody
(trispecific) (bivalent) (tetravalent)
IgG (~165 kDa) (~75 kDa) (=100 kDa)

Figura 05. Anticorpos e seus fragmentos. Representagéo da imunoglobulina G (IgG) intacta e alguns
de seus fragmentos e derivados. Adaptado de Holliger & Hudson, 2005.

Devido a resultados promissores obtidos no tratamento de diferentes
patologias, com alguns fragmentos ja sendo aprovados e comercializados, o interesse
na producgao dessas moléculas aumentou. O uso de fragmentos de anticorpos no lugar
do anticorpo inteiro possui diversas vantagens: menor imunogenicidade, produgéo em
maior escala facilitada e mais barata, propriedades farmacocinéticas mais favoraveis
para penetracédo tecidual séo alguns exemplos (BIRD et al.,, 1988; HOLLIGER &
HUDSON, 2005; MANOUTCHARIAN et al., 2017).

Entretanto, apesar de grandes vantagens, existem alguns pontos negativos na
utilizacdo de fragmentos como a estabilidade variada dessas proteinas e também os
desafios encontrados nas etapas de expressao e purificacdo das construgdes
recombinantes. Em alguns casos doses altas dessas moléculas s&o necessarias na
terapia podendo exceder gramas por paciente por ano. Isso também implica no
desenvolvimento de sistemas capazes de suprir essa necessidade (HOLLIGER &
HUDSON, 2005; Reilly, MAKARAVICIUTE et al., 2016).
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Dois dos formatos mais populares de fragmentos de anticorpos sdo o
fragmento do tipo scFv (do inglés single-chain variable fragment) e o fragmento do
tipo Fab (do inglés fragment antigen-binding). Através da engenharia genética, os
dominios desses fragmentos podem ser modificados a fim de melhorar algumas
caracteristicas como afinidade, solubilidade e imunogenicidade (HUDSON &
SOURIAU, 2003; NELSON & REICHERT, 2009; NELSON, 2010).

1.2.1.1 Fragmento variavel de cadeia unica e fragmento de ligagéo ao antigeno

Descritos pela primeira vez em 1988 por Bird e colaboradores, os fragmentos
variaveis de cadeia unica (scFvs) surgiram devido a necessidade da existéncia de
uma molécula menor para ser utilizada na aquisicdo de imagens de tumor. Quando o
anticorpo intacto era utilizado para este fim, um grande background era observado
nas imagens, o que dificultava muito a interpretacao e a qualidade das mesmas.

O scFv possui cerca de 30 kDa e € formado pelas regides variaveis da cadeia
leve e da cadeia pesada unidas por um conector flexivel. E o menor fragmento a conter
o sitio de ligacédo ao antigeno (SIVELLI ef al., 2018).

O fragmento do tipo Fab é formado pela cadeia leve em associagdo com a
por¢ao variavel e o primeiro dominio da regido constante da cadeia pesada. Em 1994
o Fab ReoPro®, inibidor de agregacdo plaquetaria, foi o primeiro fragmento de
anticorpo recombinante aprovado para comercializagao. Possui maior estabilidade em
comparacao ao sckv e por isso é a primeira op¢ao de escolha em diferentes
aplicagdes (STROHL & STROHL, 2012; BATES & POWER, 2019; KULMALA et al.,
2019).
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Figura 06. Estrutura tridimensional do scFv e do Fab. A esquerda: estrutura tridimensional de um scFv,
em verde o linker, em rosa as regides determinantes de complementaridade da cadeia pesada e em
azul as da cadeia leve. A direita: estrutura tridimensional de um Fab, em verde a cadeia pesada e em
roxo a cadeia leve. Adaptado de Villegas, 2013 e Fix, 2016.

1.3 PRODUGAO DE PROTEINAS RECOMBINANTES EM E. coli

A bactéria Gram-negativa Escherichia coli € o principal sistema utilizado para a
producgao de proteinas recombinantes. Isso se deve a uma série de fatores como: facil
manipulagdo e manutengéo, crescimento rapido e cultivo simples, baixo custo, vetores
de expressao com promotores induziveis que propiciam alto rendimento, o qual pode
atingir até gramas por litros de proteina (FRENZEL et al., 2003; LIU et al., 2019).

O organismo de escolha é favorecido para a expresséo dos fragmentos do tipo
Fab e scFv pois sdo moléculas pequenas e que nao necessitam de modificacoes pos-
traducionais como a glicosilagao por exemplo.

1.4 RELEVANCIA DA FAMILIA DO RECEPTOR DO FATOR DE CRESCIMENTO
EPIDERMAL

A familia do receptor do fator de crescimento epidermal ¢ uma familia de

proteinas com atividade tirosina quinase constituida por quatro membros:
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EGFR/ErbB1, HER2/ErbB2/Neu, HER3/ErbB3 e HER4/ErbB4. Esses receptores sao
encontrados nas membranas celulares de mamiferos e expressos em praticamente
todas as células epiteliais, mesenquimais, cardiacas e neuronais desses organismos
(ROSKOSKI, 2014; APPERT-COLLIN et al., 2015).

As proteinas tirosina quinases ErbB/HER estao entre as familias de receptores
mais estudadas, pois possuem um importante papel em diversos processos celulares
(como adeséo celular, angiogénese, apoptose, progressao do ciclo celular e rearranjo
do citoesqueleto) essenciais para a viabilidade de um organismo (HOLBRO & HYNES,
2004; ROSKOSKI, 2014; ZENG & HARRIS, 2014; JACOBI et al., 2017).

Em células normais, a ativacdo desses receptores € um processo
extremamente controlado. Porém a desregulacdo na sua atividade vem sendo
associada ao desenvolvimento de diversos tipos de neoplasias, como por exemplo a
superexpressao do receptor HER2 que leva ao desenvolvimento de um tipo muito
agressivo de cancer de mama (GOUTSOULIAK et al.,, 2019). Isso torna essas
proteinas interessantes biomarcadores e importantes alvos na terapia anticancer
(PRENZEL et al., 2001).

1.4.1 Fatores ligantes dos receptores da familia do EGFR

Os ligantes dos receptores da familia ErbB/HER s&o fatores de crescimento
pertencentes a familia do fator de crescimento epidermal. Em mamiferos, esta familia
€ composta por 11 membros: o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator de
crescimento transformador a (TGFa), o EGF de ligacdo a heparina (HB-EGF), a
betacelulina (BTC), a anfiregulina (ARG), a epiregulina (EPR), o epigen (EPG) e as
neuroregulinas (NRGs) 1-4 (SINGH et al., 2016; JACOBI et al., 2017).

Existem diferencas na especificidade e afinidade de ligacéo ao receptor dentre
os diferentes fatores. Essas diferengas podem ocorrer devido a alguns fatores, como
tempo e padréo de expressao em diferentes tecidos, diferengas nas clivagens e no
processamento pos-traducional e modulagado das concentragdes dessas proteinas.
Além disso, existem diferengas também nas fungdes que cada ligante desempenha
quando se liga a um mesmo receptor (PRENZEL et al, 2001; HYNES &
MACDONALD, 2009; WILSON et al., 2009).
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Os 11 fatores de crescimento, de acordo com a sua especificidade de ligacéo
com os diferentes receptores, podem ser agrupados em 4 grupos (figura 07). O
primeiro grupo consiste do EGF, EPG, TGFa e ARG, e todos se ligam ao EGFR. O
segundo grupo ¢ formado pela BTC, HB-EGF e EPR, sendo que estes sao capazes
de interagirem tanto com o EGFR quanto com o receptor ErbB4. No terceiro grupo
estdo a NRG1 e a NRG2, as quais se ligam ao ErbB3 e ao ErbB4. O ultimo grupo &
constituido pela NRG3 e NRG4, fatores que interagem apenas com o receptor ErbB4
(LEMMON et. al., 2014; APPERT-COLLIN et al., 2015).

Cada fator possui uma sequéncia consenso, chamada de dominio do tipo EGF,
formada por seis residuos de cisteina espacialmente conservados (CX7; CX4-5;
CX10-13; CXCX8 C), os quais formam trés pontes dissulfeto intramoleculares: C1-
C3, C2-C4 e C5-C6 originando uma estrutura secundaria em forma de loops. O
dominio do tipo EGF é o dominio responsavel pela ligagao e ativagao dos receptores,
e mesmo sendo conservado entre os diferentes fatores de crescimento, pequenas
variacdées em sua sequéncia sao suficientes para alterar a especificidade e
seletividade da ligacdo com os diferentes receptores (HARRIS et al., 2003;
SCHNEIDER & WOLF, 2009; LEMMON et al., 2014; ZENG & HARRIS, 2014).

EGE

TGF-ix HB-EGF

ARG EFPR NRG1 NRG3
EGN BTC NRGZ NRGH
EGFR ErbB2 Erb83 ErbEd

—
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Figura 07. Os receptores da familia ErbB/HER e seus ligantes. O EGFR ¢é ativado pelo EGF (fator de
crescimento epidermal), TGFa (fator de crescimento transformador a), ARG (anfiregulina) e EPG
(epigen). O receptor ErbB2 n&o possui um ligante conhecido; ambos os receptores ErbB3 e ErbB4
interagem com NRG1 e NRG2 (neuroregulinas 1 e 2) e o ErbB4 também interage com NRG3 e NRG4
(neuroregulinas 3 e 4). Além disso, o EGFR e o ErbB4 s&o ativados por: HB-EGF (EGF de ligagdo a
heparina), EPR (epiregulina) e pela BTC (betacelulina). Fonte: Modificado de LEMMON et al., 2014.
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1.4.1.1 Fator de crescimento EPR

A EPR é um ligante do EGFR que tem sido muito estudado ao longo dos anos.
A sua forma madura possui cerca de 46 aminoacidos e desempenha diversas funcoes
tanto em condigdes bioldgicas normais quanto em estados patoldgicos (KADO, et al.
2015; SUNAGA & KAIRA, 2015).

Em condigdes bioldgicas a EPR é expressa em niveis muito baixos na maioria
dos tecidos. Ela esta envolvida no processo de angiogénese e no remodelamento
vascular, no reparo e regeneracdo de células do figado, reacgdes inflamatorias
(principalmente na pele), cicatrizacao de feridas, artrite reumatoide, lesdes na cornea
e na reproducdo. Evidéncias também apontam que este fator de crescimento participa
na regulacao da diferenciacao e proliferagao de células epiteliais das vias respiratorias
(RIESE & CULLUM, 2014; SUNAGA & KAIRA, 2015).

Ja em condigdes patoldgicas, estudos demonstram que a EPR se encontra
superexpressa em alguns tipos de cancer como o cancer de bexiga, prostata, mama,
figado, gastrico, colorretal e de pulmdo. Ela também esta associada ao
desenvolvimento de metastases pulmonares em pacientes com carcinoma adendide
cistico (YANG et. al, 2016), nas vias de processamento de dores crénicas (MARTIN
et al., 2017) Devido a isso, este fator de crescimento € um alvo de intervencéo
terapéutica em potencial (RIESE & CULLUM, 2014; IIJIMA et al., 2017).

1.5 SISTEMA GENETICO PARA IDENTIFICAGAO DE COLONIAS BASEADO NA
T7 RNA POLIMERASE

A T7 RNA polimerase € uma enzima de aproximadamente 100 kDa produzida
pelo bacteriofago T7, um fago capaz de infectar a bactéria Escherichia coli e que foi
descrito em 1945 pelos pesquisadores Demerec e Fano. Desde entdo, esse
bacteriéfago foi sendo muito estudado genética e bioquimicamente e suas
particularidades, em especial a T7 RNA polimerase, o tornaram de grande interesse
para utilizagdo no campo da ciéncia (STUDIER & DUNN, 1983).

A T7 RNA polimerase tem grande aplicagéo para uso em vetores de expressao,
devido a alta seletividade que possui pelo seu promotor. Além do processo de
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transcrigdo por essa enzima ser muito eficiente, ele ocorre de maneira bastante ativa,
cerca de cinco vezes mais rapido em comparacao ao realizado pela RNA polimerase
de E. coli. Todas essas caracteristicas levaram a utilizacdo da T7 RNA polimerase
para producdo de altos niveis de expressdo de genes de interesse em diversos
sistemas celulares, mas principalmente em E. coli (DANVALOO, et al., 1984,
STUDIER & MOFFATT, 1986).

Em E. coli, esse sistema consiste na utilizagdo de plasmideos contendo o gene
de interesse clonado sob o controle de um promotor reconhecido pela T7 RNA
polimerase. Esse plasmideo é entdo inserido em cepas modificadas geneticamente,
gque contém em seu genoma o gene para a produgéo da enzima. A expressao do gene
€ ativada através da adicao de um ativador, o qual libera o sitio do promotor, que
estava sendo ocupado por um repressor para evitar a expressao basal dos genes,
para reconhecimento e ligagado da RNA polimerase (TABOR, 1990).

Esse sistema tem sido muito util em aumentar o nivel de expresséo de genes
de interesse. Porém, as etapas necessarias para chegar até um clone com um alto
nivel de expressédo sao muitas vezes demoradas e laboriosas. Uma alternativa para
simplificar essas etapas e selecionar os clones contendo os genes de interesse e,
expressando proteinas em maior quantidade, seria a utilizacdo de um sistema que
permitisse a selecao direta dessas coldnias, ou seja logo apos a etapa de clonagem
dos genes nos vetores ou na amplificagdo dos plasmideos.

Levando isso em consideragao, esse projeto propde o desenvolvimento de um
vetor, baseado na utilizacao da T7 RNA polimerase na cepa de E. coli TOP10, para
identificacdo das colbnias de interesse. A cepa, € amplamente utilizada na
amplificacao de DNA plasmideal, uma das primeiras etapas no processo de producao
de proteinas recombinantes. Porém, esta cepa ndo possui o gene da T7 integrado em
seu genoma, e por isso, aléem do plasmideo contendo o gene de interesse, sera
introduzido também outro plasmideo contendo o gene desta enzima.

Outro ponto importante é que a identificagdo dos clones sera realizada
visualmente, devido a presenca de uma proteina reporter, nesse caso a GFP, em
fusdo aos genes expressos. Dessa maneira sera possivel também a selecdo das
colbnias com maiores niveis de expressao, correlacionando esses niveis com a

intensidade da fluorescéncia emitida pela GFP.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente projeto visa o desenvolvimento de fragmentos de
anticorpo do tipo scFv e Fab, especificos para deteccido da EPR, e a producgao de
reagentes para avaliar a funcionalidade, seletividade e afinidade entre esses

diferentes formatos de proteinas recombinantes.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v/ Fazer a constru¢do genética de um fragmento de anticorpo no formato scFv a
partir da sequéncia de um anticorpo para EPR e inserir as sequéncias génicas
nos vetores para expressao em E. coli pET28a-TEV, pET28a-TEV em fusao a
SGFP2 (Strongly enhanced green fluorescent protein 2) e no vetor pET32a em

fusdo a tioredoxina;

v Subclonar as cadeias pesada e leve do Fab anti-EPR em vetores de expressao
de E. coli.

v Padronizacao dos protocolos de expressao e purificacao do scFv e do Fab em

E. coli;

v Construcao de um vetor para expressao de proteinas na cepa de E. coli TOP10

baseado na utilizacao da T7 RNA polimerase;

v Expressao em E. coli e purificacao fatores de crescimento da familia do EGF:
AREG, HB-EGF, EPGN, EPR e NRG-1;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 TAMPOES E SOLUGOES

- Tampao TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1x: Tris-base 400 mM, acido acético 190 mM e
EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) 10 mM pH 7,6.

- Tampéao de amostra para eletroforese em gel de agarose 6x: azul de bromofenol
0,1% (m/v), xileno cianol 0,1% (m/v) e Ficoll tipo 400 15% (m/v).

- Tampao de amostra para SDS-PAGE 4x: Tris-HCI 1 mM pH 6,8, SDS (sodio
duodecil sulfato) 10% (m/v), azul de bromofenol 0,5% (m/v), glicerol 50% (v/v) e B-
mercaptoetanol 14,3 mM.

- Tampéao Tris-Glicina para SDS-PAGE 1x: 25 mM Tris-base, 192 mM glicina € 0,1%
SDS 10%.

- Solugédo GET: 25 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM EDTA pH 8,0 e 1% glicose (m/v).
- Solucéo de lise alcalina: 200 mM NaOH e 1% de SDS (v/v).

- Solucéo de acetato de potassio (CH3CO2K): 8,6 mL de acido acético glacial 3 M, 45
mL de acetato de potassio 5 M e 21,4 mL de agua destilada.

- Solucdo corante Coomassie Brilliant Blue R-250: Coomassie Brilliant Blue R-250

0,1% (m/v), metanol 45% (v/v), acido acético 10% (v/v) e agua destilada 45% (v/v).

- Isopropil-B-D-1-Tiogalactopiranosideo (IPTG): Solugéo estoque 1 M, concentragao
para uso em meios liquidos 0,5 mM.

- Tampao de lise para bactérias: 50 mM Tris-HCI pH 8,0 e 0,2 mM NacCl.
- Tampao de Corrida: 20 mM Tris-HCI pH 7.4, 300 mM NaCl e 20 mM Imidazol.

- Tampao de Eluicdo: 20 mM Tris-HCI pH 7.4, 300 mM NaCl e 500 mM Imidazol.
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3.2 MEIOS DE CULTURA

- Meio liquido LB (do inglés Lysogen Broth): Triptona 1% (m/v), extrato de levedura
0,5% (m/v) e NaCl 1% (m/v).

- Meio solido LB-agar: Meio LB e agar 1,5% (m/v).

3.3 ANTIBIOTICOS

- Canamicina: concentragdo estoque 25 mg/mL, concentragdo de uso em meios

liquidos e solidos 50 pg/mL.

- Ampicilina: concentragéo estoque 25 mg/mL, concentragdo de uso em meios liquidos
e solidos 50 pyg/mL.

3.4 MARCADORES MOLECULARES

3.4.1 DNA

- 1 kb Molecular Ruler (BIO-RAD).

3.4.2 Proteina

- Plus Protein™ Standard Unstained (BIO-RAD);
- SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad Range (BIO-RAD).
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3.5 PRIMERS UTILIZADOS

Sitio de
Primer restricao Sequéncia
SGFP213-7-F Hindlll 5 GATCAAGCTTAGCGGCTCTGGTATGGTCTCCAAAGG 3’
SGFP213-7-R Xhol 5 CTAGCTCGAGGGCTTTATACAGTTCATCCATGCCCAGC 3
5'GATCAAGCTTCTTGTCGTCATCGTCTTTGTAGTCCCCACAATCT
EHFab-Reverse Hindlll C3’
ELFab-Forward BamHI 5'GATCGGATCCGGACATACAGATGACCCAATCACCAAG 37
5'GATCAAGCTTAGAGCCGCCAGAGCCACATTCGTTTCGATTGAA
ELFab-Reverse | Hindlll/Notl GGACTTTACGATGG 3
EHscFv-F Ncol 5'GACTCCATGGAAGTGCAGTTACAGCAATCCGGAGCT 3°
5'GACTGAATTCACCACCACCGCTACCACCGCCTGCTGATACCGT
EHscFv-R EcoRl TACCAGTGTTCCTT 37
5'GACTGAATTCGGCGGTGGCGGTTCTGGTGGCGGTGGCTCTGA
ELscFv-F EcoRl CATACAGATGACCCAATCACCAAG 3’
ELscFv-R Xhol 5'GACTCTCGAGAGCTCTTTTGATCTCCAACTTGGTTC 37

Quadro 01. Lista de primers utilizados neste trabalho.

3.6 FATORES DA FAMILIA DO EGF

3.6.1 Vetores Para Expressao dos Fatores de Crescimento

Os genes sintéticos dos fatores de crescimento ARG, BTC, EGF, EPGN, HB-
EGF e TGFa foram adquiridos em vetor comercial pET32a (Novagen) através da
empresa FastBio (Ribeirao Preto, S&do Paulo-Brasil) e a EPR da empresa GeneCust
(Bélgica). Esse vetor foi escolhido por possuir a proteina de fusdo de E. coli
tiorredoxina (frxA), a qual auxilia no correto enovelamento protéico. Além disso, a
tiorredoxina também contribui para uma maior solubilidade das proteinas a ela
fusionadas (LaVALLIE, E. R., et al., 1993).

Os genes da AREG, BTC, EGF, EPGN, HB-EGF e TGFa foram clonados entre
os sitios de restricao Ncol e Xho!l e a EPR entre os sitios Bglll e EcoRl.
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3.7 CONSTRUGAO DO FRAGMENTO DE ANTICORPO scFv e Fab

O scFv foi construido a partir do fragmento de anticorpo do tipo Fab anti-EPR,
cujos genes sintéticos foram adquiridos da empresa GeneCust. As sequéncias de
aminoacidos das cadeias leve e pesada do Fab sdo provenientes do trabalho
publicado por Kado e colaboradores em 2015 e encontram-se disponiveis no Banco
de Dados de Proteina (do inglés Protein Data Bank — PDB) sob o cddigo de
identificacao 5AZ2.

Os genes de cada cadeia foram sintetizados e inseridos separadamente no
vetor pUC57, atraves do sitio de clonagem Smal, pela empresa Genscript.

As regides variaveis da cadeia leve e pesada do Fab foram amplificadas
através de uma reacao de PCR. Os primers utilizados uniram as duas cadeias através
da adi¢cao de um linker entre elas para a formacao do scFv. O amplicon resultante foi
entdo clonado nos vetores pET28a-TEV e pET32a utilizando os sitios de Ncol e Xhol,
dando origem as construgdes scFv-TEV e Trx-scFv. Na tentativa de aumentar a
solubilidade da constru¢do e também realizar ensaios de interagdo utilizando
fluorescéncia, a proteina SGFP2 (KREMERS et al., 2007) foi clonada em fusao ao
scFv-TEV na regido C-terminal, dando origem a constru¢ao scFv-TEV-SGFP2.

Para a construg¢ao do Fab foi realizada a subclonagem, a partir do vetor pUC57,
da cadeia leve para o vetor pETDuet1 e da cadeia pesada para os vetores pETGOF,
pET28a-TEV e pET32a. Primeiramente foi feita a amplificacédo das cadeias através de
uma reacgao de PCR e em seguida a cadeia leve foi inserida no seu respectivo vetor
atraveés dos sitios de restricdo de BamH/ e Hindlll e a cadeia pesada através de Ncol
e Hindlll.
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Figura 08: Construcdes dos fragmentos de anticorpo.

3.8 SISTEMA T7 RNA POLIMERASE

3.8.1 Vetor para expresséo da T7 RNA polimerase

O gene da T7 RNA polimerase foi removido do vetor pBEX-T7RNApol, cedido
pelo Dr. Stenio Perdigdo Fragoso, pesquisador do Instituto Carlos Chagas -
FIOCRUZ/PR, e subclonado no vetor pTrc-His TOPO-NUP1, utilizando os sitios de
restricdo Nhel e Hindlll. Esse vetor foi entdo transformado na cepa de E. coli TOP10
para possibilitar a expressao de proteinas nessa célula, tendo em vista que essa cepa
€ otimizada para propagacao de plasmideos e nao foi desenvolvida para expressao

de proteinas.
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3.8.2 Vetor pETGOF

Esse vetor foi construido para ser utilizado no sistema genético da T7 RNA
polimerase e possibilitar a identificacdo e selecdo mais facil e rapida de clones
positivos de proteinas fusionadas a SGFP2. Nesse vetor a SGFP2 esta fora da fase
de leitura de iniciacdo da tradugdo. A pauta de leitura correta para a SGFP2 ¢é
restabelecida somente com a clonagem de um inserto nos sitios de Ncol e Hindlll que
restabeleca a pauta de leitura a partir do ATG do sitio de Ncol com a sequéncia
codificadora da SGFP2. Dessa maneira, havera fluorescéncia exclusivamente nas

colbnias contendo o plasmideo de interesse.

3.9 EXTRACAO DE DNA PLASMIDEAL E REAGOES DE DIGESTAO DO DNA
COM ENZIMAS DE RESTRICAO

O DNA plasmideal foi extraido através do sistema comercial QIAprep® Spin
Miniprep Kit (QIAGEN). Para as digestdes diagnosticas foi utilizada uma unidade de
enzima de restricdo (New England BiolLabs), para at¢ 1 uyg de DNA plasmideal,
tampéo recomendado pelo fabricante na concentracdo final de 1x e agua ultrapura
para um volume final de 10 uL. As reacoes foram incubadas por 04 horas a 37 °C.

Para obtengdo dos fragmentos de DNA para ligacédo foram utilizadas as
mesmas condi¢coes de reagcdo mencionadas acima com excec¢ao do volume final das

reacoes utilizado, que sera de 50 uL.

3.10 EXTRAGAO E PURIFICACAO DE FRAGMENTOS DE DNA

Os DNAs utilizados para as subclonagens foram digeridos e aplicados em gel
de agarose conforme descrito no item 3.12 desta se¢do. Apds confirmacéao visual do
padrao de restricdo, as bandas referentes aos insertos ou vetores digeridos foram
extraidas do gel e purificadas utilizando o kit QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN).
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3.11 REAGOES DE LIGAGAO DE FRAGMENTOS DE DNA

As reagdes de ligagao inserto-vetor foram realizadas utilizando uma razao
molar de DNA de 3:1 respectivamente, 0,5 uL da enzima T4 DNA ligase (New England
Biolabs), tampao de ligagcéo (New England Biolabs) na concentracéao final de 1x e agua
ultrapura para um volume final de 15 L. As reag¢des foram incubadas por 16 h a 16°C.

3.12 ELETROFORESE DE DNA

Para verificar a integridade dos DNAs plasmideais, bem como confirmar as
digestdes com enzimas de restricdo, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose
1% de acordo com protocolo estabelecido em manual de laboratorio (SAMBROOK e
RUSSELL, 2001). A eletroforese foi realizada em tampao TBE 1X a 100 V. Os géis
foram expostos a solu¢do de brometo de etideo (0,5 ug/mL), lavados com agua e
visualizados sob luz ultravioleta em transiluminador. O perfil eletroforético foi

registrado em um sistema de video documentagao.

3.13 TRANSFORMAGAOQ DE Escherichia coli

As transformacgdes de Escherichia coli foram realizadas utilizando as cepas
TOP10 e BL21Star (DES3). Para a reacéo, foi adicionada quantidade correspondente
a 50 ng de DNA plasmideal em uma solu¢do contendo 70 pL de células competentes.
Em seguida, a solu¢éo foi incubada no gelo por 15 minutos, seguido de choque
térmico a 42 °C por 60 segundos e retorno ao gelo por mais 2 minutos. Por fim, foi
adicionado 1 mL de meio LB a cada tubo de células transformadas, que foram
mantidas a 37 °C sob agita¢ao de 200 rpm por 1 hora, para recuperagao da membrana
celular. Em seguida, foram plagueados 100 uL do volume do tubo em placas de meio
LB-agar contendo os antibidticos adequados. As placas foram incubadas a 37 °C por
16 horas.

Para utilizagdo do sistema contendo a T7 RNA polimerase, foi realizada a
preparagao de células TOP10 competentes contendo o plasmideo pTrc-T7 e essas

células serao transformadas com plasmideo contendo o gene de interesse. As células
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serao entao plaqueadas em meio LB-agar contendo os antibioticos para selecéo de
ambos os vetores bem como [-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) para indugdo da

expressao do gene reporter.

3.14 TESTES DE EXPRESSAO EM Escherichia coli

Para os testes de expressdo em pequena escala dos fatores da familia EGF e
do scFv, colbnias isoladas de células BL21Star (DE3) transformadas com os
plasmideos de interesse foram inoculadas em 2 mL de meio liquido LB, contendo o
antibidtico adequado, e incubadas sob agitacdo de 200 rota¢gdes por minuto (rpm) a
37 °C por 16 horas. No dia seguinte, as culturas foram diluidas numa propor¢ao de
1:100 (volume final de 10 mL) e crescidas a 37 °C sob agitagdo de 200 rpm, até
atingirem uma absorbéancia, a 600 nm (A600), de aproximadamente 0,6. Em seguida,
IPTG foi adicionado as culturas para uma concentracao final de 0,5 mM. A partir desta
etapa as culturas foram submetidas a diferentes tempos de cultivo e temperaturas, 16
°C, 25 °C e 37 °C por 16 horas, 6 horas e 4 horas respectivamente, a fim de se
encontrar a condigao para melhor nivel de expressao das proteinas. Para analisar a
solubilidade das proteinas recombinantes, os precipitados bacterianos resultantes dos
testes de expressao foram ressuspendidos utilizando a seguinte propor¢ao: 1 mL de
tampéo de lise (50 mM Tris-HCI pH 7.4; 100 mM NacCl; 10 mM [-mercaptoetanol; 5
mM acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA); 0,5 mM fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF)) por grama de células. As células foram lisadas através da adi¢do de lisozima
(0,15 mg/mL) e sonicagao (6 ciclos de 10 segundos com intervalos de 30 segundos
para resfriar a amostra, amplitude de 40 %). As fragdes soluveis e insoluveis dos
produtos foram separadas por centrifugacdo durante 10 minutos a velocidade de
7,000 x g e temperatura de 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um tubo novo e
o pellet ressuspendido em tampao de lise no mesmo volume utilizado na
ressuspensao das ceélulas bacterianas. As amostras obtidas foram visualizadas em
gel desnaturante de poliacrilamida 13%.

Para os testes em maior volume foram utilizados:

- scFv e Fab: 10 mL de pré-indculo, 490 mL de meio LB, indu¢do com 0.1 mM de IPTG
na D.O. de 0.4 nm. Apds adicdo de IPTG as culturas foram mantidas a 16 °C por 16
horas. Em seguida as células foram centrifugadas a 6.000 x g por 10 minutos e o pellet
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ressuspendido em 10 mL de tamp&o A da cromatografia de afinidade. A lise foi
realizada no microfluidificador e o lisado centrifugado a 20.000 x g por 30 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para a cromatografia.

- Fatores de crescimento: 10 mL de pré-indculo, 490 mL de meio LB, indugao com 0.5
mM de IPTG na D.O. de 0.6 nm. Ap6s adi¢ao de IPTG as culturas foram mantidas a
16 °C por 16 horas. Em seguida as células foram centrifugadas a 6.000 x g por 10
minutos e o pellet ressuspendido em 10 mL de tampdo A da cromatografia de
afinidade. A lise foi realizada no microfluidificador e o lisado centrifugado a 20.000 x g
por 30 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a cromatografia.

3.15 PURIFICAGCAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

3.15.1 Purificacdo por meio de Cromatografia de Afinidade a Metal (IMAC)

Os fatores da familia do EGF e os anticorpos recombinantes foram purificados
por cromatografia de afinidade a niquel, tendo em vista que possuem uma etiqueta de
seis histidinas em sua regido C-terminal. Foram utilizados 40 mL da fragdo soluvel do
lisado de cultura de E. coli, a coluna HiTrap HP 1mL (GE Healthcare) e o sistema de
purificagdo AKTA (GE Healthcare). A coluna foi equilibrada com 5 CV (volumes de
coluna) do tampéao de corrida (20 mM Tris-HCI pH 8, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol),
a proteina foi eluida com 10 CV de tampéo de eluigdo (20mM Tris-HCI pH 8, 300mM
NaCl, 500mM Imidazol) e foram coletadas fracdes de 1 mL do eluato. As diversas

fragdes coletadas foram aplicadas em gel de SDS-PAGE 13%.

3.15.2 Purificagédo por excluséo de tamanho

As fra¢des da cromatografia de afinidade a niquel foram selecionadas, reunidas
e concentradas (concentrador Amicon 3000 MWCO, 4000 x g a 4°C) para um volume
de 1 mL e centrifugadas a 20000 x g por 10 minutos a 4°C, antes da aplicagao na
coluna Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare). A eluigéo ¢é isocratica e ocorre em 1
volume de coluna (aproximadamente 24 mL). Tamp&o utilizado: 20 mM de Tris-HCI
pH 8 e 150 mM de NaCl.
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3.16 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

As amostras de proteinas foram misturadas ao tampao de amostra para
proteina 4x e aquecidas a 95° C por 5 minutos. Como referéncia, € utilizado um
marcador de massa molecular de proteinas. O gel de poliacrilamida 13% foi disposto
em uma cuba contendo tampao de eletroforese. Para a separacdo das bandas, foi
aplicada uma voltagem de 180 V por 60 minutos. Apods a eletroforese o gel foi corado
com Comassie blue para visualizacado das bandas.

3.17 WESTERN BLOTTING

Primeiramente, as proteinas foram transferidas do gel de poliacrilamida para
uma membrana de nitrocelulose (12 V por 45 minutos). Em seguida, a membrana foi
incubada com uma mistura de leite e PBS (5% em g/mL de leite em p6 em solugao de
PBS 1x) por 16 horas para o bloqueio. No dia seguinte, foram realizadas 3 etapas de
lavagem da membrana com PBS 1x por 5 minutos, e logo apds ela foi incubada com
uma solugao contendo o anticorpo primario por pelo menos 1 hora. A membrana entao
foi lavada mais 3 vezes com PBS 1x e incubada com o anticorpo secundario ligado a
enzima fosfatase alcalina. Para revelagao, foram adicionados os substratos BCIP (5-

bromo- 4-cloro- 3-indolil- fosfato) e NBT (nitroazul de tetrazdlio).

3.18 ANTICORPO 9E5

O 9E5 € um anticorpo monoclonal murino anti-epiregulina humana, obtido
através da técnica de hibridoma. De acordo com lijima e colaboradores (2017), o 9ES
reconhece especificamente apenas o dominio EGF da epiregulina humana, nao
reconhecendo o dominio dos demais ligantes da familia do EGF.

A estrutura cristalografica do fragmento Fab, obtida através da digestao da IgG
com papaina, do anticorpo 9ES foi elucidada por Kado e colaboradores em 2015 e a
sequéncia de aminoacidos das cadeias leves e pesadas disponibilizadas no Banco de
Dados de Proteina (PDB, do inglés Protein Data Bank).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONSTRUGCAO DO VETOR pETGOF

Com o intuito de otimizar a selecado de clones positivos em fusao a SGFP2 e
identificar as coldnias expressando maiores quantidades de proteina soluvel foi
construido o vetor pETGOF, onde o gene da SGFP2 foi clonado no vetor pET28a-TEV
entre os sitios de Hindlll e Xhol, porém fora de fase com a pauta de leitura, dada pelo
ATG do sitio de Ncol em relacéo a sequéncia codificadora da SGFP2. Essa estratégia
visa a selecao de clones fluorescentes pois somente apos a inser¢ao de um fragmento
no vetor com a sequéncia em fase de leitura com o ATG do sitio de Ncol e também
com a sequéncia da SGFP2 ¢é que esta ficara fluorescente (pois a pauta de leitura
sera restaurada). Dessa maneira, somente o0s clones positivos irdo emitir
fluorescéncia, simplificando assim o processo de selecdo.

Primeiramente o gene da SGFP2 foi amplificado tendo como molde o DNA da
construcado Proteina L-SGFP2 (clone denominado também de 13-7). Os iniciadores
utilizados continham os sitios de restricao de Hindlll e Xhol. O amplicom resultante foi

digerido e clonado no vetor pET28a-TEV (figura 09).

M SGFP2

850 —

BS0

Figura 09. Analise eletroforética do produto de PCR da amplificagéo do gene da SGFP2. Gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo do amplicom da SGFP2 a partir do DNA da construgéo
Proteina L-SGFP2. A banda esta de acordo com o tamanho esperado de aproximadamente 780 pares
de base (pb). O marcador de DNA esta representado pela letra M.
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Em seguida, foram analisados oito clones provenientes da placa de ligagao
através da digestao com as enzimas Hindlll e Xhol. Conforme apresentado na figura
10, todos os clones eram positivos, liberando o fragmento da SGFP2 de
aproximadamente 780 pb.

5000 pb -

850ph___,
G50 ph__ o

Figura 10. Analise eletroforética do gene da SGFP2. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo
de oito clones digeridos com as enzimas de restricdo Hindlll e Xhol para confirmacao da clonagem da
SGFP2 no vetor pET28a-TEV. Foi liberado um fragmento de DNA, correspondente a SGFP2, com o
tamanho esperado de aproximadamente 780 pares de base (pb). As setas maiores indicam as bandas
do marcador de DNA (M).

Geralmente a superexpressao de proteinas recombinantes, em especial de
anticorpos, leva a produgdo de proteinas nao enoveladas corretamente e
consequentemente de agregados insoluveis nao funcionais. Apesar de existirem
diversas estratégias para obtencéo de proteinas mais soluveis, como protocolos de
renaturacdo e a utilizacido de tags, cada proteina possui particularidades e nem
sempre esses métodos serdo suficientes e bem sucedidos. A evolugao molecular
dessas sequéncias se torna uma alternativa interessante nesses casos (WALDO,
1999).

Existem diferentes métodos para maturacao anticorpos in vitro como por
exemplo o phage display, yeast display e bacteria display. Entretanto, esses métodos
sdo laboriosos e demorados pois dependem de diversas rodadas de selecdo para
encontrar os clones com maior afinidade pelo seu alvo. Nesse contexto a utilizacao
de um sistema de screening direto se apresenta como uma estratégia promissora
(ROSOWSKI, 2018).
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A evolugdo molecular de anticorpos in vitro se inicia com a geragao de uma
biblioteca de sequéncias variaveis. Isso ¢é feito geralmente utilizando protocolos de
PCR mutagénico para gerar mutacdes aleatérias na sequéncia original. Uma vez
gerada a biblioteca ela deve ser inserida em um organismo para expresséao dessas
proteinas e posterior selecado dos clones de interesse. Tendo como base os diferentes
sistemas disponiveis para esta finalidade, a E. coli é o organismo que apresenta maior
facilidade de manipulagdo e manutencdo (REDDLE, 2007; ROSOWSKI, 2018).

Além da utilizagdo de um modelo menos complexo (quando comparado as
leveduras) a utilizagdo de um gene repoérter como a SGFP2 possibilita a sele¢do direta
dos clones que expressam as maiores quantidades de proteinas, sem a necessidade
da realizacao de diferentes rodadas de selecao. Isso é possivel através das diferencas
na intensidade da fluorescéncia da SGFP2, onde o sinal de fluorescéncia sera
diretamente proporcional a quantidade de proteina soluvel (WALDO, 1999).

Um exemplo da utilizacdo desse principio foi descrito no trabalho de BERG et
al., 2006 onde a evolucao molecular da sequéncia da protease TEV foi realizada e o
screening para encontrar um clone expressando maiores niveis de proteina soluvel foi
feito utilizando a fusdo com a GFP. Nesse contexto, o pETGOF ja esta sendo utilizado
em outros projetos do laboratorio para maturacéo de fragmentos de anticorpos em E.

coli.

4.2 CONSTRUGAO DO VETOR PARA EXPRESSAO DA T7 RNA POLIMERASE

Para a expressao da T7 RNA polimerase na cepa bacteriana TOP10
primeiramente foi construido o vetor contendo o gene da enzima. Foi utilizado o vetor
pTrc-His TOPO-NUP1, o qual possui o promotor frc que € induzivel por IPTG. O gene
da T7 (aproximadamente 3000 pares de base) foi retirado do vetor pBEX-T7RNApol
utilizando as enzimas Spel e Hindlll, conforme pode ser observado na figura 11 e
clonado no vetor pTrc-His TOPO-NUP1 entre os sitios de Nhel e Hindlll. Os sitios de
Spel e Nhel sdo compativeis para ligacéo.
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Figura 11. Analise eletroforética do perfil de restricdo dos vetores pTrc-His NUP1 e pBEXT7RNApol.
Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo das amostras pTrc-His TOPO-NUP1 ndo digerido
(ND) e pTrc-His TOPO-NUP1 digerido com as enzimas de restricdo Nhel e Hindilll (ND),
pBEXT7RNApol ndo digerido (ND) e pBEXT7RNApol digerido (D) com Spel e Hindlll. Foi liberado um
fragmento de DNA, correspondente a T7 RNA polimerase, com o tamanho esperado de
aproximadamente 3000 pares de base (pb). As setas indicam as bandas do marcador de DNA (M).

Apos extragdo das bandas de interesse do gel e purificacdo do DNA, foi
realizada a ligagao do inserto da T7 RNA polimerase no vetor pTrc-His TOPO. Em
seguida, foi realizado o screening das colbnias para identificar os clones que
continham o vetor de interesse pTrc-T7. Foi realizada uma primeira etapa de
identificacdo através de uma reacédo de PCR de colbnia. Foram testadas dezesseis
colbnias, sendo que destas dez apresentaram o amplicon no tamanho esperado de
aproximadamente 1300 pares de base, conforme figura 12.

2 9 10 11 12 13 14 15 16 C+ C- B

Figura 12. Confirmacgéo por PCR da Clonagem do Gene da T7 Rna Polimerase no Vetor pTrc-HIS
TOPO. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo dos amplicons da T7 RNA polimerase. As
bandas estdo de acordo com o tamanho esperado de aproximadamente 1300 pares de base (pb). O
marcador de DNA esta representado pela letra M, controle positivo (C+) pBEXT7RNApol, controle
negativo (C-) pTrc-His TOPO-NUP1 e branco (B) reagdo sem DNA.
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Em seguida, uma segunda etapa de verificacdo foi realizada onde duas
colonias foram selecionadas (coldnias 14 e 15). As coldnias foram cultivadas em meio
LB por 16 horas e apos esse periodo o DNA plasmideal foi extraido e submetido a
uma digestao diagnostica com as enzimas Ndel e Hindlll. Os clones positivos, ou seja,
aqueles que contém o inserto correspondente ao gene da T7, liberam fragmentos de

aproximadamente 3000 pares de base conforme demonstrado na figura 13.

pTre-T7 14 ND
pTrc-T7 14 D
pTre-T7 15 ND
pTre-T7 15D

Figura 13. Andlise eletroforética do perfil de restricdo do vetor pTrc-T7. Gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo dos plasmideos pTrc-T7 ndo digerido (ND) e pTrc-T7 digerido (D) com as enzimas
de restricdo Ndel e Hindlll das colénias 14 e 15. Foi liberado um fragmento de DNA, correspondente
T7 RNA polimerase, com o tamanho esperado de aproximadamente 3000 pares de base (pb), e um

fragmento de DNA correspondente ao vetor pTrc-His TOPO de aproximadamente 4000 pb. As setas
indicam as bandas do marcador de DNA (M).

4.3 EXPRESSAO DA T7 RNA POLIMERASE NA CEPA DE E. coli TOP10

Para testar a expressdo da T7 na cepa TOP10, primeiramente foram
preparadas células TOP10 quimiocompetentes contendo a construcdo proteina L-
SGFP2 e células quimiocompetentes contendo a construcao scFv anti-EPR - SGFP2
(ambas contendo gene de resisténcia a canamicina e sob o dominio do promotor da
T7). Em seguida, o DNA plasmideal pTrc-T7 foi transformado nas células TOP10 +
proteina L-SGFP2 e TOP10 + scFv-SGFP2.

Para ambas as construcdoes, apos a transformacido, as células foram
plaqueadas em 4 placas diferentes:



37

1) Placa contendo canamicina para demonstrar que as construgdes com a SGFP2
estavam presentes nas células;

2) Placa contendo ampicilina para confirmar que as células haviam sido
transformadas com o vetor pTrc-T7;

3) Placa contendo ampicilina + canamicina para demonstrar que tanto o vetor da
T7 quanto o vetor com a SGFP2 estavam presentes nas células;

4) Placa contendo ampicilina + canamicina + 0.5 mM de IPTG para analisar a
existéncia de colbnias fluorescentes, indicativo de que o sistema da T7 em
TOP10 estaria funcionando.

Conforme demonstra a figura 14, cresceram colbnias tanto nas placas
contendo ampicilina quanto nas placas contendo canamicina indicando que ambos os
vetores estavam presentes nas células. O surpreendente foi que nao houve

crescimento nas placas contendo IPTG.
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Construcao pET-TEV scFv-SGFP2

Canamicina Ampicilina Canamicina + Ampicilina Canamicina + Ampicilina +
IPTG 0.5 mM

Construcao proteina L-SGFP2

Canamicina Ampicilina Canamicina + Ampicilina  Canamicina + Ampicilina +
IPTG 0.5 mM

Figura 14. Placas da transformac&o da cepa TOP10 com o vetor da T7 RNA Polimerase e os vetores
scFv anti-EPR-SGFP2 e Proteina L-SGFP2. Placas de LB-agar onde foram plagueadas as células de
E. coli cepa TOP10 transformadas com o vetor pTrc-T7 + scFv anti-EPR-SGFP2 e pTrc-T7 + proteina
L-SGFP2. Pode-se observar que as células continham o vetor da T7, o qual confere resisténcia a
ampicilina, e o vetor da construgdo scFv-SGFP2 ou da construgdo proteina L-SGFP2, o qual confere
resisténcia a canamicina. Com o intuito de induzir a expressdo da T7 e consequentemente do gene
scFv-SGFP2 ou proteina L-SGFP2, que esta sob comando do promotor T7, as células também foram
plagueadas em meio solido contendo 0.5 mM de IPTG, porém, ndo houve crescimento de colbnias
nessa condi¢do.

Para investigar o que poderia estar ocorrendo, foram realizados os seguintes
testes de expressao: células TOP10 contendo somente o vetor pTrc-T7, células
TOP10 contendo a construcao pTrc-His TOPO-NUP1 como controle, as construcoes
com SGFP2 + T7 em TOP10 e as mesmas construgdes sem a T7 na cepa BL21Star
(DE3). Conforme mostrado na figura 15, existe a preseng¢a de uma banda no tamanho
esperado de aproximadamente 100 kDa indicando que a T7 estava sendo expressa
nas células. Entretanto, ndo foram identificadas bandas referentes as construcoes
com SGFP2 nas células TOP10+T7, somente nas células BL21Star (DES3), indicando
gue o sistema de expressao em TOP10 nao estava funcionando.
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Figura 15. Teste de expressdo na cepa de E. coli TOP10. Gel de poliacrilamida 13%, corado com
Coomassie Blue, representando a expressao de proteinas na cepa de E. coli TOP10 e BL21 Star (DE3).
Marcador de peso molecular (M), express&o da proteina NUP1 em TOP10 (NUP), expresséo da T7
RNA polimerase em TOP10 (T7), expressédo do scFv anti-EPR-SGFP2+T7 em TOP10 (scFv A+C),
expressdo do scFv anti-EPR-SGFP2 em BL21 Star (DE3) (scFv BL21), express&o da proteina L-
SGFP2+T7 em TOP10 (13-7 A+C), expresséo da proteina L-SGFP2 em BL21 Star (DE3) (13-7 BL21).
As setas indicam as bandas correspondentes ao tamanho esperado para cada proteina. Foi possivel
identificar a expressdo em TOP10 das proteinas NUP1 (controle) e T7, e em BL21 Star (DE3) do scFV
e da proteina L porém, ndo ha banda de expressao visivel para estas duas Ultimas proteinas na cepa
TOP10+T7.

Para confirmar a expressado da T7 RNA polimerase também foi realizado um
Western Blotting utilizando um anticorpo primario contra histidinas, tendo em vista que
a T7 RNA polimerase possui uma cauda hexa-histidina na sua regiao N-terminal.
Pode-se observar na figura 16 a presenga de bandas correspondentes a T7 RNA
polimerase nas células T7+TOP10, resultado que corrobora com o encontrado no gel
de poliacrilamida, e também bandas na mesma altura para as construgdes
SGFP2+T7+TOP10, sugerindo que realmente estava ocorrendo a expresséo da T7
RNA polimerase mas que a mesma néo estava promovendo a transcricdo dos genes

sob o controle do seu promotor (constru¢cdes SGFP2).
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Figura 16. Western Blotting anti-His para identificar a express&o da T7 RNA Polimerase. Western
Blotting utilizando um anticorpo primario anti-histidinas revelado com fosfatase alcalina. Marcador de
peso molecular (M), expressédo da proteina NUP1 em TOP10 (NUP), expressédo da T7 RNA polimerase
em TOP10 (T7), expresséo do scFv anti-EPR-SGFP2+T7 em TOP10 (scFv A+C), expressao do scFv
anti-EPR-SGFP2 em BL21 Star (DE3) (scFv BL21), express&o da proteina L-SGFP2+T7 em TOP10
(13-7 A+C), expresséo da proteina L-SGFP2 em BL21 Star (DE3) (13-7 BL21). Foi possivel identificar
a express@o em TOP10 das proteinas NUP1 (controle) e da T7 em TOP10 e em TOP10 + scFv+T7 e
TOP10+proteina-L+T7.

Observou-se durante os testes de expressio que o crescimento dos inéculos
(T7+TOP10 ou SGFP2+T7) demorou cerca de 4 horas até a cultura atingir a
densidade optica (D.0O.) a 600 nm de 0.4. Aléem disso, ao final do tempo de 4 horas de
expressao a cultura ndo havia crescido muito, e o pellet celular formado apds a
centrifugacédo da mesma era significativamente pequeno para aquele tempo de
crescimento. Através desses resultados somado ao néo crescimento de colbnias nas
placas contendo IPTG (indutor da expressao do gene da T7 RNA polimerase), nossa
hipotese é que a superexpressido da T7 RNA polimerase poderia ser toxica para as
células TOP10 (SUTER-CRAZZOLARA & UNSICKER, 1995).

Apesar da tentativa do sistema genético utilizando a T7 RNA polimerase na
cepa TOP10 (cepa desenvolvida para clonagem) nao ter funcionado, conseguimos
realizar a transformacgéao de reacgdes de ligacdo diretamente na cepa BL21Star (DE3)
(cepa desenvolvida para expressado). Dessa maneira, utilizaremos essa estratégia
para selecdo dos clones fluorescentes na etapa de evolu¢cao molecular dos scFvs,
utilizando em conjunto o vetor pETGOF (scFvs em fuséao com a SGFP2).
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4.4 CONSTRUGCAO DO scFv

As regides variaveis da cadeia leve e pesada do Fab anti-EPR foram
amplificadas por PCR (figura 17), a partir do DNA dos genes sintéticos do Fab
produzidos pela empresa GeneCust, para serem clonadas nos vetores pET28a-TEV,
pET28a-TEV-SGFP2 e pET32a. Os primers utilizados contém a sequéncia do linker
de glicinas e serinas, o qual € o responsavel por conectar as duas regides variaveis

do scFv.

500bp —
400 bp

Figura 17. Analise Eletroforética dos Produtos de PCR da Amplificagéo das Regi6es Variaveis dos
Genes da Cadeia Leve e Pesada do Fab Anti-EPR. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo
dos amplicons das regides variaveis dos genes da cadeia leve (CL) e pesada (CP) do fragmento de
anticorpo do tipo Fab anti-EPR. As bandas estdo de acordo com o tamanho esperado de
aproximadamente 400 pares de base (pb). O marcador de DNA esta representado pela letra M e o
controle negativo (-) representa a reagao sem DNA.

Apos a confirmacdo através de gel de eletroforese de DNA, o amplicon da
cadeia pesada foi digerido com as enzimas de restricao Ncol e EcoRl e o da cadeia
leve com EcoRI e Xhol. Os vetores foram primeiramente digeridos com Ncol e EcoRI
para ligagao da cadeia pesada. Em seguida foi realizada a ligagao destes fragmentos,
transformacgao na cepa de E. coli TOP10 e o screening de clones positivos (figura 18).
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Figura 18. Analise eletroforética do Gene da Cadeia Pesada do scFv. Gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo dos plasmideos pET28a-TEV ndo digerido (1,3,5,7,9,11,13) e digerido
(2,4,6,8,10,12,14) e pET32a nado digerido (15,17,19,21,23,25,27) e digerido (16,18,20,22,24,26,28) com
as enzimas de restricdo Ncol e EcoRl de 7 colbnias proveniente das placas de ligacdo. Foi liberado um
fragmento de DNA, correspondente a porcdo variavel da cadeia pesada do scFv anti-EPR, com o
tamanho esperado de aproximadamente 400 pares de base (pb). A seta indica a banda do marcador
de DNA (M).

Apo6s a confirmacado de clones positivos para ambas as construgdes, foi
selecionada uma coldnia de cada para prosseguir com a clonagem da porg¢ao variavel
da cadeia leve. O DNA plasmideal foi digerido com as enzimas de restricdo EcoRl e
Xhol e foi realizada a ligagdo com o amplicon da cadeia leve. Em seguida, foi realizado
o screening de colbnias para identificagdo dos clones positivos (figura 19). Foram

identificados clones positivos para ambas as construgdes.

pET32a pET28a-TEV

Figura 19. Analise Eletroforética do Gene da Cadeia Leve do scFv. Gel de agarose 1% corado com
brometo de etideo dos plasmideos pET32a (1 a 7) e pET28a-TEV (8 e 9) digeridos com as enzimas de
restricdo EcoRl e Xhol. Foi liberado um fragmento de DNA, correspondente a porgdo variavel da cadeia
leve do scFv anti-EPR, com o tamanho esperado de aproximadamente 400 pares de base (pb). A seta
indica a banda do marcador de DNA (M).



43

Além da construcdo scFv-TEV, também foi construida a scFv-TEV-SGFP2,
onde a SGFP2 foi fusionada na regido C-terminal do fragmento de anticorpo.
Primeiramente a SGFP2 foi amplificada por PCR utilizando como molde o DNA
plasmideal da construgdo proteina L-SGFP2 (figura 20). Os iniciadores utilizados
continham os sitios de restricdo Xhol e Sall e o amplicon foi clonado no plasmideo
scFv-TEV digerido com Xhol, tendo em vista que Xho!l e Sall sao compativeis para
ligacao.

M SGFP2

Figura 20. Analise eletroforética do produto de PCR da amplificagdo do gene da SGFP2. Gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo do amplicom da SGFP2 a partir do DNA do plasmideo
proteina L-SGFP2. A banda esta de acordo com o tamanho esperado de aproximadamente 780 pares
de base (pb). O marcador de DNA esta representado pela letra M.

Apos a ligacao dos fragmentos, foi realizado o screening de clones positivos e
selecionada uma colbnia para prosseguir com os testes de expressdo. O DNA
plasmideal do clone escolhido foi digerido com as enzimas de restrigdo Ncol e Xhol
para confirmar a liberacéo do fragmento da construgdo scFv-SGFP2 (figura 21).
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Figura 21. Analise eletroforética da construgéo scFv-GFP. Gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo do plasmideo scFv-GFP nao digerido (ND) e digerido (D) com as enzimas de restricdo Ncol e
Xhol. Foi liberado um fragmento de DNA, correspondente ao gene do scFv-GFP anti-EPR, com o
tamanho esperado de aproximadamente 1490 pares de base (pb). A seta indica a banda do marcador
de DNA (M).

4.4.1 Testes de inducao da expressao do sckv

Com o intuito de determinar as melhores condicdes para expressao das
construcoes Trx-scFv, scFv-GFP e scFv-TEV foram realizados ensaios de indu¢ao da
expressao utilizando trés temperaturas distintas: 16 °C, 25 °C e 37 °C. Uma colbnia
da placa, proveniente da transformagéo em BL21Star (DES3), foi inoculada em meio
LB e submetida ao protocolo de inducio da expressdo. Os testes iniciais de expressao
foram realizados em um volume de cultura de 10 mL. Para a lise das células foi
utilizada lisozima (para uma concentracgéo final de 0,15 mg/mL) e posteriormente 06
ciclos de sonicagao de 30 segundos. Apds o ensaio, foi realizada uma eletroforese
em gel de poliacrilamida 13% para avaliar os resultados obtidos nos diferentes tempos
e temperaturas de indugdo. As fragdes nao-induzidas com IPTG foram utilizadas como
controles negativos destes experimentos. A solubilidade da proteina também foi
avaliada, através da separacao das fracdes soluveis e insoluveis provenientes da lise
das células bacterianas.

Analisando-se os geis (figura 22) é possivel observar que houve a expressao
das trés construcdoes em todas as temperaturas de inducdo, porém a proteina
encontra-se em maior quantidade nas fragdes insoluveis. Pode-se observar tambéem
gue o nivel de expressao nas fracoes soluveis foi maior a 37 °C, o que é consistente

com outros relatos na literatura, os quais indicam que a expressao a 37 °C leva a uma
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maior producao de proteinas (JALIANI ef al., 2014). Portanto. esta foi a temperatura
determinada como a melhor condicdo para a expressao, e posterior purificagao, do

fragmento de anticorpo.

A scFv-GFP B Trx-scFv

NI 16°C 25°C 37°C

kDa

662 |
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Figura 22. Efeito da temperatura e do tempo de indugdo na taxa de expressdo das construgdes Trx-
scFv, scFv-GFP e scFv na cepa de E. coli BL21 Star (DE3). Gel de poliacrilamida 13%, corado com
Coomassie Blue, representando a melhor condi¢do para a superexpressdo do produto dos plasmideos
a) pET28a-TEV-scFv-SGFP2 b) pET32a-Trx-scFv e c) pET28a-TEV-scFv. S: Fragdes sollveis das
amostras ndo-induzida (NI) e induzidas com 0.5 mM de IPTG. P: Fragdes insoluveis das amostras ndo-
induzida e induzidas com 0.5 mM de IPTG. As bandas correspondentes a scFv-GFP, Trx-scFv e scFv
possuem um tamanho de aproximadamente 55, 44 e 27 kDa respectivamente. O marcador de massa
molecular esta representado pela letra M.

Tendo em vista que os anticorpos serao utilizados posteriormente em ensaios
de interacdo, onde é necessario a presenca de um marcador fluorescente, foi
selecionada a construgao contendo a SGFP2 para expressao e purificagado em maior
volume (500 mL) e a lise passou a ser feita com lisozima seguida de lise por pressao
no microfluidificador.

Foram realizadas duas tentativas de purificacado da fracéo soluvel utilizando a
cromatografia de afinidade a niquel, porém sem sucesso. Depois de realizar uma
eletroforese em gel de poliacrilamida das fra¢gdes da cromatografia, percebeu-se que

as proteinas de interesse nao estavam presentes na fracido soluvel.
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Devido a isso, decidiu-se avaliar se a alteracao no método de lise poderia ser
responsavel por essa diferenca na quantidade de proteina soluvel ao final do
processo. A sonicagdo tem uma grande influéncia na solubilidade e estado de
agregacdo das proteinas recombinantes, diminuindo a presengca de grandes
agregados e também aumentando a presenca da proteina na fragao soluvel (ZHU et
al., 2018).

Realizou-se entdo um teste, utilizando as construcoes scFv-GFP e scFv-TEV,
para determinar se uma etapa de sonicagdo pos-lise poderia resgatar uma maior
parcela de proteina da fracao insoluvel. A constru¢cao scFv-TEV foi incluida como
controle para avaliar se a adigdo de uma tag na construgao teria alguma influéncia
sobre este fenbmeno.

O teste consistiu de uma lise por lisozima e em seguida pelo microfluidificador,
a cultura foi entdo centrifugada e o pellet resultante ressuspendido em tampéao A da
cromatografia de afinidade. Em seguida, a suspenséo foi sonicada e centrifugada
novamente para separar a fragao soluvel da insoluvel.

Por meio da figura 23, correspondente aos géis de poliacrilamida deste
experimento, foi possivel observar que apds a lise no microfluidificador as proteinas
estavam presentes na fracdo insoluvel e que a sonicacdo removeu os scFvs dos
corpos de inclusdo, solubilizando-os. A adigdo de uma tag nao mostrou ter influéncia
sobre a solubilizagdo dos corpos de inclusdao ja que ambas as construgbes
apresentaram o mesmo resultado. Isso explica o porqué nao havia proteina soluvel
nas tentativas de purificacao, pois as células estavam passando somente pela lise por
pressao diferentemente do teste de expressao inicial em 10 mL, onde foi utilizado o

sonicador.
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Figura 23. Efeito da sonicagdo na solubilizacdo da construgdo scFv-GFP e scFv-TEV. Gel de
poliacrilamida 13%, corado com Coomassie Blue, representando o efeito da sonicagdo na solubilizagéo
da construgdo scFv-TEV-SGFP2 e scFv-TEV dos corpos de inclusdo. A banda correspondente ao scFv-
TEV-SGFP2 possui um tamanho de aproximadamente 60 kDa e a da scFv-TEV aproximadamente 45
kDa. O marcador de massa molecular esta representado pela letra M. C=cultura, Micro=lise pelo
microfluidificador onde P=pellet apds a lise e S=fragdo solluvel apés a lise. Sonic=lise por sonicagdo
onde P=pellet ap6s sonicacdo e S=fragdo sollvel apds a sonicagdo. Pode-se observar que apos a lise
pelo microfluidificador, o scFv-TEV-SGFP2 e o scFv-TEV encontram-se na fragéo insollvel e que apos
a sonicagao voltam a estar presentes na fragdo soluvel.

Com este novo protocolo de purificacdo estabelecido, realizou-se uma nova
tentativa de purificagdo da construgdo scFv-GFP utilizando a cromatografia de
afinidade a niquel. Contudo, apesar do scFv ser encontrado relativamente puro nas
fracoes soluveis apds a sonicagao, as construcdes se mostraram instaveis nio se
ligando assim a coluna cromatografica, como demonstra a figura 24.

scFv-GFP

M SM SS FT L1

Figura 24. Purificagdo da construgio scFv-SGFP2 através de cromatografia de afinidade a niquel.
Amostras obtidas durante a cromatografia de afinidade a niquel e analisadas em gel SDS-PAGE 13%
corado com Coomassie blue. Soluvel apoés lise no microfluidificador (SM), solivel apds lise no
microfluidificador e sonicacéo (SS), flow-through (FT), lavagem 1 (L1) e 2 (L2), fragbes de eluigcdo (E1
e E2). A banda de aproximadamente 54 kDa, referente ao scFv-SGFP2, esta presente em maior
guantidade na fragdo soluvel apdés a sonicagdo. Entretanto percebe-se a presenca da proteina de
interesse em todas as fragdes da cromatografia, especialmente uma quantidade muito reduzida capaz

de interagir com a coluna como observado nas fragdes de eluicdo. O marcador de massa molecular
esta representado por M.
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Tentativas de realizar uma cromatografia de exclusao por tamanho com essas
amostras falharam devido a precipitacao das proteinas durante a sua concentracao e
troca de tampao, etapas necessarias para realizacao deste tipo de purificacio.

O que ocorre, provavelmente, é que a sonicagdo € capaz de solubilizar
agregados nao-funcionais da proteina de interesse. Além disso, a energia produzida
pelo processo pode fragmentar grandes agregados gerando agregados menores
hidrossoluveis que acabam nao precipitando com a centrifugagcéo da amostra (KWON
et al., 2019), dando a falsa impresséo da presencga de proteina funcional na fragao
soluvel.

Devido a isso foi necessario retornar aos testes iniciais de expressio para
tentar identificar condigdes que favorecessem a producado de scFvs soluveis em E.
coli. Foi testada a cepa deficiente na proteina ASIlyD, a qual € conhecida por interagir
com a coluna de niquel sendo um dos principais contaminantes encontrados em
purificacoes de afinidade a este metal, e que carrega o plasmideo pRARE2 o qual
codifica RNAs transportadores para codons raros, tendo em vista que a sequéncia do
scFv anti-EPR nao foi otimizada para expressédo em E. coli.

Os melhores resultados foram obtidos com a cepa ASIyD-pRAREZ2 nas
seguintes condigdes: indu¢do da expressédo com 0,1 mM de IPTG a 16 °C por 16
horas. A reducao da temperatura de induc¢ao desfavorece as interacdes hidrofébicas
responsaveis pelos processos de agregacdo e também diminui a expressdo de
algumas proteases, aumentando a estabilidade das proteinas superexpressas
(CHESSHYRE & HIPKISS, 1989; SORENSEN & MORTENSEN, 2005).

A figura 25 demonstra o resultado de uma cromatografia de afinidade a niquel
realizada a partir de uma cultura produzida conforme os parametros mencionados.
Nela pode-se observar a banda referente ao scFv-SGFP2 na altura esperada de
aproximadamente 54 kDa. Essa cromatografia € uma primeira etapa no processo de
purificacdo que promove o enriguecimento da proteina de interesse e por isso ainda

podem ser observadas bandas inespecificas na amostra.
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Figura 25. Purificag@o da construgdo scFv-SGFP2 através de cromatografia de afinidade a niquel. A)
Amostras obtidas durante a cromatografia de afinidade a niquel e analisadas em gel SDS-PAGE 13%
corado com Coomassie blue. Extrato Total (ET), Pré-coluna (PC), flow-through (FT), lavagem 1 (L1) e
2 (L2), fracBes de eluicdo (E1-E4). A banda de aproximadamente 54 kDa, referente ao scFv-SGFP2,
esta presente em todos os eluatos. B) Western blotting utilizando anticorpo anti-hexahistidinas
confirmando a banda referente ao scFv-SGFP2. O marcador de massa molecular esta representado
por M.

4.5 SUBCLONAGEM DO FRAGMENTO Fab EM VETOR DE E. coli

A fim de comparar tanto a expressdo em E. coli quanto a seletividade e
afinidade diante os diferentes membros da familia do EGF, o Fab anti-EPR também
foi produzido. Primeiramente as cadeias leve e pesada do Fab foram amplificadas

(figura 26), a partir do DNA dos genes sintéticos produzidos pela empresa GeneCust.
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Figura 26. Andlise eletroforética dos produtos de PCR da amplificagio dos genes da cadeia leve e
Pesada do Fab Anti-EPR. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo dos amplicons dos genes
da cadeia leve (CL) e pesada (CP) do fragmento de anticorpo do tipo Fab anti-EPR. As bandas est&o
de acordo com o tamanho esperado de aproximadamente 700 pares de base (pb). O marcador de DNA
esta representado pela letra M e o controle negativo (C-) representa a reagdo sem DNA.

Em seguida a cadeia leve foi clonada no vetor para expressdo em E. coli
pETDuet-1 e a cadeia pesada no vetor pET28a-TEV-SGFP2 em fusdo a SGFP2 na
sua regiao C terminal. Apds a confirmacéo atraves de gel de eletroforese de DNA, o
amplicon da cadeia pesada foi digerido com as enzimas de restricao Ncol e Hindlll e
o da cadeia leve com BamHl! e Hindlll. Os vetores foram digeridos com as respectivas
enzimas e foi realizada a ligagao destes fragmentos e o screening de clones positivos
(figura 27).

Figura 27. Andlise eletroforética do gene da cadeia pesada e leve do Fab anti-EPR. Gel de agarose
1% corado com brometo de etideo dos plasmideos pET28a-TEV-SGFP2 (pETGOF), pET28a-TEV
(TEV) e pETDuet-1 (D) digeridos com as enzimas de restrigdo Ncol e Hindlll e BamHI e Hindlll
respectivamente. Foram analisadas 3 colbnias para a constru¢do da cadeia pesada e duas para a
construgdo da cadeia leve provenientes das placas de ligagdo. Foi liberado um fragmento de DNA,
correspondente a cadeia pesada e a cadeia leve do Fab anti-EPR, com o tamanho esperado de
aproximadamente 700 pares de base (pb). A seta indica a banda do marcador de DNA (M).
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Optamos também pela produg¢ao do fragmento do tipo Fab tendo em vista
que apesar do scFv possuir vantagens como menor tamanho e complexidade para
expressdo em E. coli, o fragmento do tipo Fab é uma molécula mais estavel e que
possui uma afinidade aumentada pelo seu alvo (SIVELLI et al., 2018).

Assim como para o scFv, a melhor cepa para expressao do Fab foi a ASlyD-
pRAREZ2. Também se mantiveram como parametros de expressao a indu¢cado com 0,1
mM de IPTG a 16 °C por 16 horas. A figura 28 demonstra o gel de poliacrilamida
referente a purificagdo de afinidade a niquel do Fab onde € possivel observar as
bandas referentes a cadeia pesada em fusao a SGFP2 (aproximadamente 53 kDa) e
a cadeia leve (aproximadamente 25 kDa).

O refinamento da padronizacao da primeira etapa de purificacao foi realizado
testando-se diferentes volumes de cultura (0.5, 1 e 2 litros) e pHs dos tampodes da
cromatografia de afinidade a niquel (pH 7.0, 7.5, 8.0 e 8.5). As melhores condi¢gbes
obtidas foram as seguintes: 2 litros de cultura e pH 8.0. Conforme demonstrado na
figura 26, as bandas referentes a cadeia leve e a cadeia pesada do Fab anti-EPR
podem ser observadas nas fracoes de eluicdo 31 a 37. Essas fracdes sao visualmente
fluorescentes, devido a presenca da SGFP2.
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Figura 28. Purificagdo da construgdo Fab-SGFP2 através de cromatografia de afinidade a niquel.
Amostras obtidas durante a cromatografia de afinidade a niquel e analisadas em gel SDS-PAGE 13%
corado com Coomassie blue. Fragdes de eluicdo (21-37). A banda de aproximadamente 53 kDa,
referente a cadeia leve e a banda de aproximadamente 24 kDa referente a cadeia leve do Fab-SGFP2,
estdo presentes nos eluatos 31 a 37. O marcador de massa molecular esta representado por M.
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Partindo do mesmo volume inicial de cultura de dois litros, as fragdes obtidas
por meio da cromatografia de afinidade a niquel do scFv e do Fab quando comparadas
evidenciam que houve um maior rendimento na expressao soluvel do fragmento do
tipo Fab, como demonstrado na figura 29.

Conforme relatado por Quintero-Hernandez, 2006, a expressao de fragmentos
do tipo Fab em E. coli é favorecida na fragdo soluvel devido a presenca das regides
constantes das cadeias leves e pesadas unidas por mais de uma ponte dissulfeto, as
quais geram uma estrutura com maior estabilidade. As por¢des constantes tambéem
aumentam a interface de interag@o entre a cadeia leve e a cadeia pesada e protegem
as regides C-terminais dos dominios variaveis, diminuindo possiveis desnaturagbes
(PLUCKTHUN, 1996).
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Figura 29. Perfil eletroforético apos cromatografia de afinidade a niquel dos fragmentos de anticorpo
do tipo scFv-SGFP2 e Fab-SGFP2. SDS-PAGE 13% corado com Coomassie blue. Fragdes de eluicdo
da cromatografia de afinidade a niquel do scFv-SGFP2 (banda de aproximadamente 53 kDa) e do Fab-
SGFP2 (cadeia pesada + SGFP2 com aproximadamente 53 kDa e cadeia leve com aproximadamente
24 kDa) demonstrando que o rendimento de proteina expressa na fragdo soltvel foi maior no fragmento
do tipo Fab.

A geracao de fragmentos funcionais tem sido um tema de grande interesse na
comunidade cientifica e industria farmacéutica. Os fragmentos produzidos com
sucesso em E. coli foram alcangados utilizando principalmente o espaco do
periplasma como ambiente para expressao dessas proteinas (VENTURI et al., 2002;
KARYOLAIMOS et al., 2019).
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Entretanto o periplasma € um compartimento limitante devido ao seu tamanho
pequeno e leva normalmente a rendimentos de produ¢ao medios ou baixos (0,05-0,5
mg/L de cultura bacteriana). O citoplasma, por sua vez, por ser um compartimento
celular de maior volume possibilita um maior rendimento na producao de proteinas.
Tem-se produzido diversos tipos de construgcdes de anticorpos no citoplasma
bacteriano, desde scFvs e Fabs a até mesmo anticorpos com sua estrutura completa
(ROBINSON et al., 2015).

Nossos resultados corroboram com o que foi encontrado em exemplos praticos
da literatura, onde o scFv tem um nivel de expressdo menor que o Fab (SARKER et
al., 2019; KRITTANAI, 2020; FARSHDARI et. al., 2020). A maioria dos anticorpos
citados nesses trabalhos foi expresso como agregados insoluveis e para melhorar a
solubilidade foi necessaria a adicdo de fags como GST (Glutationa S-Transferase),
MBP (do inglés, Maltose Binding Protein) e Trx (Tiorredoxina-1).

Também se demonstrou a grande influéncia que a temperatura de expressao
tem no rendimento final dos fragmentos. Maiores temperaturas rendem niveis de
expressao mais elevados, podendo chegar até a duas vezes mais (FARSHDARI et.
al., 2020), entretanto favorecem a formacédo de agregados insoluveis. O trabalho
realizado por Cabilly em 1989 demonstrou que a produgéao efetiva de Fab soluveis em
E. coli s6 foi possivel com a diminuicdo da temperatura de inducéo (para 30 °C e
21°C) em comparacao a temperatura padréao de 37 °C.

A literatura indica que os niveis de expressao de fragmentos de anticorpo
funcionalmente ativos em E. coli depende, principalmente, da sequéncia
aminoacidica dessas proteinas, o que provoca uma grande diversidade entre
anticorpos. Por mais que existam resultados dispostos na literatura de expressao
com sucesso de fragmentos soluveis em E. coli, geralmente essa expresséo é
dificil e varia caso a caso (LEVY, 2001).

O Fab foi escolhido como primeiro fragmento a ser analisado nos ensaios de
interagéo e por isso foi realizada mais uma etapa cromatografica, a cromatografia de
exclusao por tamanho, com o objetivo de separar o anticorpo de possiveis agregados
existentes na amostra. Como demonstrado na figura 30a, as bandas referentes a
cadeia leve e a cadeia pesada do Fab anti-EPR podem ser observadas nas fragdes
de eluicdo 3 a 6.
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As bandas de interesse, referentes a cadeia leve e cadeia pesada do Fab-GFP,
ja haviam sido confirmadas anteriormente através de um western blotting utilizando

um anticorpo anti-hexahistidinas, conforme demonstrado na figura 30b.
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Figura 30. Purificagdo da Construcdo Fab-SGFP2 Através de Cromatografia de Exclusdo por
Tamanho. A) Amostras obtidas durante a cromatografia de exclusdo por tamanho e analisadas em gel
SDS-PAGE 13% corado com Coomassie blue. Fragbes de eluigdo (2-6), pré-coluna (PC). A banda de
aproximadamente 53 kDa, referente a cadeia pesada e a banda de aproximadamente 24 kDa referente
a cadeia leve do Fab-SGFP2, estéo presentes nos eluatos 3 a 6. B) Western blotting utilizando anticorpo
anti-hexahistidinas confirmando as bandas referentes a cadeia pesada (CH-SGFP2) e cadeia leve (CL-
His) do Fab-SGFP2. O marcador de massa molecular esta representado por M.

Apesar da presenca de alguns contaminantes ainda, a termoforese em
microescala permite a realizacao de ensaios de interacdo sem a necessidade de uma
pureza elevada da amostra (KHAVRUTSKII et al., 2013). Inclusive, no trabalho
realizado por Wienken et al., 2010 foi utilizado o extrato total de E. coli no ensaio de
interacao e o kD determinado foi consideravelmente menor do que o encontrado para
o ensaio utilizando as proteinas purificadas.

Para os ensaios de afinidade e seletividade as quantidades obtidas para ambas
as construcoes (scFv e Fab) seriam suficientes, tendo em vista que a quantidade
necessaria da molécula que possui a marcagao fluorescente € muito baixa (entre 1 e
10 nM) (NANOTEMPER, 2018).
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4.6 EXPRESSAO E PURIFICAGAO DOS FATORES DA FAMLIA DO EGF

4.6.1 Padronizac¢ao da expressao

Devido a experiéncia prévia do grupo com a expressao e purificagdo do fator
de crescimento EPR, ja se sabia que a expressao a 15 °C por 24 horas era a melhor
condigdo para se trabalhar com essa proteina. Tendo em vista que os fatores
pertencem a mesma familia e possuem uma alta similaridade estrutural, optou-se por
fazer um teste de expressdo em pequena escala seguindo essas condigdes
inicialmente. Uma coldnia da placa, proveniente da transformacao na cepa BL21 Star
(DE3), foi inoculada em meio LB (do inglés Lysogeny Broth, Bertani 1951) e submetida
ao protocolo de inducido da expressado. Apds o ensaio, realizou-se uma eletroforese
em gel de poliacrilamida 13% para avaliar os resultados obtidos nos diferentes tempos
e temperaturas de indugdo. As fragdes nao-induzidas com IPTG foram utilizadas como
controles negativos destes experimentos. A solubilidade da proteina também foi
avaliada, através da separacao das fracdes soluveis e insoluveis provenientes da lise
das células bacterianas.

Analisando-se os geis (figura 31) é possivel observar que houve a expressao
das proteinas nesta condi¢ao, sendo encontradas nas fragdes soluveis em quantidade
suficiente para prosseguir com a expressao em maior escala e purificagdo sem a

necessidade de otimizagéao.
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Figura 31. Teste de expressdo em peguena escala dos fatores de crescimento em cepa de E. coli BL21
Star (DE3). Gel de poliacrilamida 13%, corado com Coomassie Blue, representando a superexpresséo
dos fatores de crescimento em fus@o com a Trx. A) Fragbes sollveis (S) e insoluveis (P) das amostras
ndo-induzidas (NI) e induzidas (l) com IPTG das proteinas de fusdo Trx-EGF, Trx-TGFa e Trx-HB-EGF.
B) Fragdes soluveis (S) e insoluveis (P) das amostras n&o-induzidas (NI) e induzidas (l) com IPTG das
proteinas de fusdo Trx-NRG1, Trx-ARG e Trx-BTC.
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4.6.2 Testes de purificacao

Apos ser verificada a presencga das constru¢des na fracao soluvel foi realizada
uma expressao em maior escala utilizando 500 mL de cultura. No total sdo oito
construcdes, sendo os sete fatores da familia do EGF e mais um controle negativo
para os testes de interacao, a NRG1. A expressao e purificagao dos fatores foi dividida
com o doutorando do laboratério Arthur Ferreira Schveitzer, tendo em vista que os
fatores serdo também utilizados em outros projetos. Neste projeto foi realizada a
purificacdo das constru¢des Trx-EPR, Trx-NRG-1, Trx-EPGN, Trx-HB-EGF e Trx-ARG
através de cromatografia de afinidade a niquel, tendo em vista que o plasmideo
pET32a possui uma cauda de hexahistidina.

4.6.2.1 Purificagdo EPR e NRG-1

A purificacdo foi realizada através de cromatografia de afinidade a niquel
conforme descrito no item 3.15.1 da secdo de materias e métodos. Nos
cromatogramas obtidos (figuras 31a e 32a), é possivel visualizar o pico referente a
eluicdo das proteinas. O método utilizado forneceu bons resultados, uma vez que
quantidades significativas das proteinas recombinantes foram detectadas, em géis de
SDS-PAGE 13%, nas fragdes de eluicéo (figuras 31b e 32b).
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Figura 31. Purificagdo Da Trx-EPR por Cromatografia de Afinidade a Niquel. A) Cromatograma obtido
da purificagdo por afinidade realizada para purificar a Trx-EPR. O pico em azul corresponde a
absorbancia, na faixa da luz UV, das fragBes purificadas. Na base do pico estdo representadas o
fracionamento dos eluatos. B) Gel de poliacrilamida 13%, corado com Coomassie Blue, representando
as fragbes de eluicdo (90-114) obtidas durante a cromatografia de afinidade a niquel. A banda de
aproximadamente 24 kDa, referente a Trx-EPR, esta presente em todos os eluatos.
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Figura 32. Purificagcdo Da Trx-NRG-1 por Cromatografia de Afinidade a Niquel. A) Cromatograma
obtido da purificacdo por afinidade realizada para purificar a Trx-NRG-1. O pico em azul corresponde
a absorbancia, na faixa da luz UV, das fragdes purificadas. Na base do pico estdo representadas o
fracionamento dos eluatos. B) Gel de poliacrilamida 13%, corado com Coomassie Blue, representando
as fragbes de eluicdo (10-30) obtidas durante a cromatografia de afinidade a niquel.

A fusdo dos fatores de crescimento com a tiorredoxina na regido C-terminal
mostrou-se uma constru¢do que apresenta um grande rendimento de proteinas
soluveis. A utilizagao do pET32a para a producéo dos fatores da familia do EGF ja foi
descrita em outros trabalhos (SATO et al., 2003; KADO et al., 2015) e como a estrutura
tridimensional entre os fatores da familia é altamente conservada, esperava-se que
as outras fusdes também fornecessem um rendimento elevado.

Em contraste, o trabalho realizado por Mautino, 2004 onde a expressao da
NRG-1 foi realizada sem a tag Trx, levou a um rendimento extremamente baixo de

proteinas, aliado a um protocolo de purificacao laborioso que envolvia a desnaturacao
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e renaturacao da NRG-1. Nossa construgcao obteve resultados muito superiores em

guestao de rendimento final de proteina soluvel e também na facilidade na purificacéo
da NRG-1.

4.6.2.2 Purificagdo EPGN, HB-EGF e AREG

Os resultados da expressao e purificagao dos fatores EPGN, HB-EGF e AREG
foram de acordo com os esperados. Nos cromatogramas obtidos (figuras 33a, 34a e
35a), é possivel visualizar o pico referente a eluicdo da proteina. O método utilizado
forneceu bons resultados, uma vez que quantidades significativas da proteina
recombinante foram detectadas, em géis de SDS-PAGE 13%, nas fragdes de eluigédo

(figuras 33b, 34b e 35b).
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Figura 33. Purificacdo Da Trx-EPGN por Cromatografia de Afinidade a Niquel. A) Cromatograma obtido
da purificacdo por afinidade realizada para purificar a Trx-EPGN. O pico em azul corresponde a
absorbancia, na faixa da luz UV, das fragfes purificadas. Na base do pico estdo representadas em
vermelho o fracionamento dos eluatos. B) Gel de poliacrilamida 13%, corado com Coomassie Blue,
representando as fragdes de eluigdo (12-17) obtidas durante a cromatografia de afinidade a niquel. A
banda de aproximadamente 24 kDa, referente a Trx-EPGN, esta presente em todos os eluatos, porém
bandas mais intensas, indicando maiores concentragdes da proteina, sdo observadas nos eluatos 13
e 14. O marcador de massa molecular esta representado por MW.
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Figura 34. Purificagdo da Trx-HB-EGF por Cromatografia de Afinidade a Niquel. A) Cromatograma
obtido da purificacdo por afinidade realizada para purificar a Trx-HB-EGF. O pico em azul corresponde
a absorbancia, na faixa da luz UV, das fragbes purificadas. Na base do pico estdo representadas em
vermelho o fracionamento dos eluatos. B) Gel de poliacrilamida 13%, corado com Coomassie Blue,
representando as fracSes de eluicdo (9-15) obtidas durante a cromatografia de afinidade a nigquel. A
banda referente a Trx-HB-EGF esta presente em todos os eluatos, porém bandas mais intensas,
indicando maiores concentragfes da proteina, sdo observadas nos eluatos 11, 12 e 13. O marcador de
massa molecular esta representado por MW, o pré-coluna por PC e a fragdo nimero 5 corresponde a
lavagem.
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Figura 35. Purificagdo da Trx-ARG por Cromatografia de Afinidade a Niquel. A) Cromatograma obtido
da purificagdo por afinidade realizada para purificar a Trx-ARG O pico em azul corresponde a
absorbancia, na faixa da luz UV, das fragbes purificadas. Na base do pico estdo representadas em
vermelho o fracionamento dos eluatos. B) Gel de poliacrilamida 13%, corado com Coomassie Blue,
representando as fracSes de eluigdo (12-19) obtidas durante a cromatografia de afinidade a niquel. A
banda referente a Trx-ARG esta presente em todos os eluatos, porém bandas mais intensas, indicando
maiores concentragfes da proteina, sdo observadas nos eluatos 14, 15 e 16. O marcador de massa
molecular esta representado por MW e o pré-coluna por PC.
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A adi¢do de outras tags, como a tag SUMO (do inglés, Small Ubiquitin-like
Modifier), também se mostrou eficiente na produgao do fator de crescimento HB-EGF
soluvel (LU, 2010). Ja para o EPGN trabalhos com outras construgdes reforcam a
necessidade de uma fuséo para que o rendimento na fragéo soluvel seja satisfatorio,
sendo que a construcao utilizada no trabalho continha apenas a cauda hexahistidina.
Os niveis de expressdo e o rendimento pos-purificagdo foram significativamente
baixos € o EPGN teve que ser desnaturado para remog¢ao dos corpos de inclusao
(STRACHAN, 2001).

Com relagdo a AREG, o unico trabalho encontrado na literatura sobre a
expressado dessa proteina em E. coli (THOMPSON et al., 1996) apresenta um
protocolo de purificacdo extremamente laborioso, com desnaturacao e renaturacao da
proteina e diversas etapas cromatograficas. Em contrapartida o protocolo validado
nesse projeto possui apenas uma etapa de purificacéo e os fatores séo encontrados
diretamente na fragao soluvel.

Apesar do uso de certas tags auxiliar na solubilidade proteica, elas podem ser
prejudiciais para os experimentos posteriores a purificagdo, pois podem alterar a
conformacao nativa da proteina, inibir sua atividade ou até mesmo alterar suas
funcdes bioldgicas. Experimentos como ensaios de interagdo ou cristalizagcéo para
difragdo de raios-X sao alguns dos exemplos nos quais a remoc¢do das tags €
necessaria (SCHAEFER et al, 2002; ARNAU et al., 2006).

As proteinas de fusdo podem ser removidas por métodos quimicos ou por
clivagem com proteases sitio especificas, um processo menos agressivo. Como 0s
fatores de crescimento iriam ser utilizados nos ensaios de interacdo com o0s
fragmentos de anticorpo optamos pela remoc¢éo da tag Trx dos mesmos a fim de
garantir um ensaio mais proximo da realidade biolégica (COSTA, 2014).

A remocgao da tag de tioredoxina da regido N-terminal dessas construc¢oes foi
realizada com a protease trombina. Apos a digestao, a tag e o restante da construgao
foram separadas através de uma cromatografia de exclusdo por tamanho.
Padronizamos a remogao da Trx primeiramente da EPR e da NRG-1 (neuregulina-1),
tendo em vista que seriam os primeiros fatores a serem utilizados nos testes de
interagdo, conforme demonstra a figura 36. Apds cromatografia de excluséo por
tamanho detectamos um pico da NRG-1 nas fragdes 16-19 e um pico da Trx nas
fragdes 22 a 24 (figura 36 a).
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Figura 36. Remocéo da fag tioredoxina dos fatores de crescimento EPR e NRG-1. Amostras da
cromatografia de exclusdo por tamanho obtidas apos a digestdo com a protease trombina e analisadas
em gel SDS-PAGE 13% corado com Coomassie blue. A: Pré-coluna antes da digest&o (PC) e apos a
digestédo com a trombina e fragdes de eluicdo da NRG-1 (15-25). A banda de aproximadamente 11 kDa,
referente a NRG-1 digerida, esta presente nos eluatos (15-25). B: Pré-coluna antes da digestéo (PC) e
apos a digestdo com a trombina e fracdes de eluicdo da EPR (6-8 e 21 a 26). A banda de
aproximadamente 8 kDa, referente a EPR digerida, esta presente nos eluatos (21-26). O marcador de
massa molecular esta representado por M.

Com relagéo a clivagem da Trx da EPR, pelas massas moleculares de cada
uma, acreditavamos que a banda visualizada em gel de SDS-PAGE referente a EPR
(aproximadamente 6 kDa) sem a tiorredoxina (aproximadamente 10 kDa) seria aquela
correspondente ao segundo pico de eluicdo da cromatografia de exclusdo por
tamanho (fracdes 16 a 24 - figura 37a). Entretanto, conforme demonstrado através do
western blotting utilizando um anticorpo anti-his (figura 37b), a banda principal do
segundo pico corresponde a tiorredoxina (por¢céo que retém a cauda de histidinas
apos a clivagem). Por sua vez, o fator de crescimento encontra-se nas fragoes de
agregados (7 a 9), ndo havendo a separagao do mesmo em sua forma monomérica

necessaria para os ensaios seguintes.
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Figura 37. Fracgles da purificacdo de exclusdo por tamanho apos clivagem da fag de tiorredoxina da
epiregulina. Amostras obtidas na cromatografia de exclus&o por tamanho e analisadas através de SDS-
PAGE e Western blotting (figura 29 a e 29 b). Figura 29 a: Gel de poliacrilamida representando as
bandas da epiregulina (aproximadamente 8 kDa) e da tioredoxina eluidas juntas nas fragbes da
purificacdo. Fragbes de eluicdo (7 e 28), pré-coluna (PC). O marcador de massa molecular esta
representado por M. Figura 29 b: foi utilizada marcagao para cauda de histidinas e as bandas marcadas
correspondem a construgdo inteira (amostra nao-digerida e com aproximadamente 21 kDa) e a
tioredoxina (porgdo que permanece com a cauda de histidinas apds clivagem e que contém
aproximadamente 13 kDa).

Apo6s a constatacao de que o perfil eletroforético encontrado indica a presenca
do fator de crescimento em agregados, foram realizadas outras duas tentativas de
purificacdo utilizando diferentes protocolos, visando assim retirar a epiregulina da
fragao agregada. No primeiro protocolo desenvolvido, foi realizada uma cromatografia
de afinidade a metal (IMAC) seguida de cromatografia por exclusédo de tamanho.
Realizou-se entéo a digestao com trombina para separac¢éo do fator da fag Trx e uma
segunda cromatografia de afinidade a metal.

Essa tentativa ndo foi suficiente para separar o fator de crescimento em sua
conformacao nativa da tag em quantidades suficientes para os ensaios de interacao,
portanto um novo protocolo foi desenhado para tentar mitigar estes problemas.

A nova tentativa constitui-se também de uma IMAC, desta vez seguida
diretamente para a digestido, tentando assim evitar a grande perda de material que
ocorre entre os dois processos. Apos a digestdo foi realizada uma segunda
cromatografia de afinidade a metal, buscando separar o ligante de interesse, o qual
possui his-tag (figura 38).
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Figura 38. Fracbes da purificagdo de afinidade a niquel apos clivagem da tag de tiorredoxina da
epiregulina. Amostras obtidas na cromatografia de afinidade a niquel e analisadas através de SDS-
PAGE. Gel de poliacrilamida representando as bandas da epiregulina (aproximadamente 8 kDa) e da
tioredoxina (aproximadamente 13 kDa) eluidas juntas nas fragbes da etapa final da purificagéo. Pré-
coluna (PC), flowthrough (FT) e fragbes de eluicdo (05 e 09). O marcador de massa molecular esta
representado por M.

Apos a implementacao de ambos os protocolos, observou-se que nenhum dos
dois produziu uma melhora satisfatoria na pureza e rendimento do ligante. Diante
dessas tentativas nao sucedidas, acreditavamos que o problema se encontrava em
uma etapa anterior, onde o gene da EPR acabou sendo clonado muito préximo ao
gene da Trx (figura 42b), resultado assim em um produto instavel e de dificil
purificacdo. Entdo, uma das alternativas para a resolucao deste problema foi realizar
uma nova clonagem do gene da EPR, desta vez em uma regido mais distante a Trx,
utilizando os sitios de Ncol e Xhol, sitios utilizados para a clonagem dos demais
fatores.

Primeiramente a sequéncia de DNA da EPR foi amplificada a partir do DNA do
gene sintético. O amplicon resultante possui o tamanho esperado de
aproximadamente 148 pares de base como demonstrado através de um gel de
agarose (figura 39).
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Figura 39. Analise eletroforética do produto de PCR da amplificagdo do gene da EPR. Gel de agarose
1% corado com brometo de etideo do amplicon da EPR a partir do DNA do plasmideo proteina pET32a-
Trx-EPR. A banda esta de acordo com o tamanho esperado de aproximadamente 148 pares de base
(pb). O marcador de DNA esta representado pela letra M.

Em seguida o amplicon e o vetor PET32a foram digeridos com as enzimas de
restricdo Ncol e Xhol e foi realizada a ligagdo desses fragmentos. O screening de
clones positivos foi realizado inicialmente através de um PCR de colbnia (figura 40) e
todas as coldnias testadas apresentaram amplificacdo no tamanho esperado para o

gene da EPR (aproximadamente 148 pb).
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Figura 40. Confirmac&o por PCR da Clonagem do Gene da EPR no Vetor pET32a. Gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo dos amplicons da EPR. As bandas estdo de acordo com o tamanho
esperado de aproximadamente 148 pares de base (pb). O marcador de DNA esta representado pela
letra M, 1 a 15 clones positivos.

Um clone foi selecionado para os testes de expressado e purificacdo e foi
realizada uma digestao diagndstica com as enzimas Ncol e Xhol para confirmar a

liberacdo do inserto referente a EPR.
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Conforme demonstrado na figura 41, apos a digestao houve a liberagao do

fragmento no tamanho esperado.
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Figura 41. Analise eletroforética da construgdo Trx-EPR. Gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo do plasmideo pET32a-Trx-EPR néo digerido (ND) e digerido (D) com as enzimas de restricéo
Ncol e Xhol. Foi liberado um fragmento de DNA, correspondente ao gene da EPR com o tamanho
esperado de aproximadamente 148 pares de base (pb). A seta indica a banda do marcador de DNA
(M).

Entretanto, apds realizagdo dos testes de expressao com o novo clone (figura
42c), utilizando o protocolo de purificagéo por afinidade seguido pela digestdo com
trombina e finalizado com a separagao por exclusdo de tamanho, ainda obtivemos o
mesmo resultado (conforme demonstrado na figura 43), onde acontece a clivagem

com a trombina, porém nao € possivel separar a Trx da EPR.
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Figura 42. As diferentes construgdes da Trx-EPR disponiveis. A) Sequéncia utilizada por Kado et al.
para a producdo do cristal da EPR. B) Construgéo inicialmente utilizada neste trabalho. C) Construgéo
criada posteriormente para o teste de expressao e purificacao.
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Figura 43. Fracbes da purificagcdo de exclusdo por tamanho ap6s clivagem da tag de tiorredoxina da
epiregulina. Amostras obtidas na cromatografia de exclus&o por tamanho e analisadas através de SDS-
PAGE. Gel de poliacrilamida representando as bandas da epiregulina (aproximadamente 8 kDa) e da
tioredoxina (aproximadamente 13 kDa) co-eluindo nas fragbes da purificacdo. Fragbes de eluigdo (5,
13-23), pré-coluna (PC). O marcador de massa molecular esta representado por M.

Reavaliando a sequéncia de aminoacidos que foi sintetizada com a sequéncia
da estrutura cristalizada publicada por Kado ef al., 2015 constatou-se que existe uma
diferenca de 29 residuos a menos na porgéo n terminal do nosso clone (figura 42a,
destacado em vermelho). Esse prolongamento N-terminal pertence a pro-epiregulina
e parece ser importante para facilitar a fusdo com a Trx, conforme relatado pelos
proprios autores.

Em busca de uma estrutura mais proxima da realidade bioldgica a remogao da
Trx da EPR acabou demonstrando que o desenho das constru¢gdes genéticas tem
grande influéncia no comportamento das proteinas. Apesar de inesperadas, as
descobertas encontradas neste trabalho renderam informacodes relevantes sobre o
tipo de construgao genética que precisa ser feita para que expresséo da EPR em E.
coli seja eficiente.

Devido a isso nao foi possivel realizar os ensaios de interacdo com os
fragmentos de anticorpos, ja que a EPR era o alvo para a avaliagao dessas moléculas.
Como perspectiva para realizacao dos ensaios de interacao sera construido um novo
clone com a sequéncia idéntica a da EPR cristalizada por Kado e colaboradores
(2015).
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

1. Foi realizada a clonagem do gene da T7 RNA polimerase no vetor para expressao
em E. coli pTrc-His TOPO. Células competentes TOP10 contendo o vetor foram
preparadas e, testes realizados sugeriram que a expressao da T7 poderia estar sendo

toxica para as células TOP10;

2. Apesar disso, uma segunda estratégia foi otimizada para selecdo de clones
positivos para evolugdo molecular dos fragmentos de anticorpo. Para isso foi
construido o vetor pETGOF que pode ser utilizado juntamente com a transformacgao
das reac¢des de ligacdo diretamente na cepa BL21Star (DE3);

3. As regides variaveis das cadeias leve e pesada do Fab anti-EPR foram amplificadas
e clonadas nos vetores pET28a e pET32a para expressao em E. coli, dando origem
assim ao fragmento do tipo scFv;

4. As cadeias leve e pesada do Fab anti-EPR foram amplificadas e clonadas nos

vetores pET28a e pETDuet-1 respectivamente para expressao em E. colr,

5. Foram realizados testes de expressao dos anticorpos recombinantes em pequena
escala para determinar a melhor condi¢cao para sua expressao. Ficou determinada a

condicao de 16 °C - 16 horas para realizacao dos testes em maior escala;

6. Os genes dos fatores de crescimento EPR, NRG-1, AREG, HB-EGF e EPGN foram
expressos e purificados com sucesso. A NRG-1 foi separada da Trx por digestdo com
trombina e se mostrou soluvel e monomérica. A EPR apoés digestdo com trombina se
mostrou agregada. Com isso 0s ensaios para avaliacéo dos fragmentos de anticorpos

ficaram prejudicados;

7. Acreditamos que a agregacédo da EPR foi devido a constru¢do utilizada nesse
projeto ndo ser a mesma sequéncia da EPR cristalizada. Por isso a remocgéao da fag

de tioredoxina nao foi possivel,
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8. Como perspectivas para esse trabalho estdo a construgdo de um novo clone para
produzir uma proteina com sequéncia idéntica a da EPR que foi cristalizada e realizar

os testes de interagdo com os fragmentos de anticorpo.
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