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RESUMO

CLONAGEM E EXPRESSAO DA GLUCOCEREBROSIDASE
HUMANA EM CELULAS CHO

Esther Vinhais Gutierrez
Orientadora: Leda dos Reis Castilho

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida asaRragle Pds-graduacéo
em Bioquimica do Instituto de Quimica da Univerdeld&ederal do Rio de Janeiro —
UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a gmiedo titulo de Mestre em

Bioquimica.

Neste trabalho foram realizadas a clonagem e a&ss®0 do gene da enzima
glucocerebrosidase, utilizada na terapia de repostpzimatica para o tratamento da
Doenca de Gaucher. Diferentes linhagens derivadaidilas CHO (células de ovario
de hamster chinés), algumas delas mutantes em &nhzilprocesso dé-glicosilacao,
foram utilizadas para a producdo da proteina recwnte, fazendo com que esta
apresentasse diferentes oligossacarideos em sutuestAlém de diferentes linhagens
hospedeiras, foram avaliados diferentes vetorexpieessao que resultam em diferentes
modos de integragcdo do transgene no genoma celutdizando-se o vetor de
integracdo aleatéria pcDNA3.1 e o vetor de intefpasitio-dirigida pcDNA&RT,
obtiveram-se menores niveis de expressdo quandouisho sistema foi utilizado.
Foram realizadas andlises de imunodeteccdo e endai@tividade enzimatica para
avaliar a presenga da enzima recombinante no suiaate de clones obtidos das
diferentes linhagens. No entanto, para a maiorig @ones, ndo se verificou uma
relacdo direta entre os resultados das diferentédisas. Diversos clones foram
selecionados por secretarem uma quantidade satiafae glucocerebrosidase na sua

forma ativa.

Palavras-chave: glucocerebrosidase, células CHEnsa de integracao sitio-dirigida,
N-glicosilacéo.
Rio de Janeiro
Fevereiro de 2010
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ABSTRACT

CLONING AND EXPRESSION OF HUMAN GLUCOCEREBROSIDASE
IN CHO CELL
Esther Vinhais Gutierrez

Orientadora: Leda dos Reis Castilho

Abstractda Dissertacdo de Mestrado submetida ao Progran®stgraduacéo
em Bioquimica do Instituto de Quimica da Univerdeld&ederal do Rio de Janeiro —
UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a gmiedo titulo de Mestre em

Bioquimica.

In this work the cloning and expression of the emeyglucocerebrosidase gene
were performed. This enzyme is used in enzyme cepiant therapy for the treatment
of Gaucher’s disease. Different cell lines deriyemin CHO (Chinese hamster ovary)
cells, some of them mutants Mglycosylation pathway enzymes, were used for the
production of this recombinant protein, resulting different oligosaccharides’
structures. Besides the use of different hostloedk, two expression vectors resulting
in different integration of the transgene into tbell genome, were analyzed. The
evaluation of CHO cells transfected with the randatagration vector pcDNA3.1 and
the site-direct integration vector pcDNA5/FRT wasried out, surprisingly resulting in
low levels of expression when the latter system wsed. Analysis were performed
using both the immunodetection and enzymatic dgtimnethods to evaluate the
presence of recombinant enzyme at the supernafathteoclones obtained from the
different cell line. However, for most of the cl@é& was not found a direct relationship
between the results of the different analysis. B#veones were selected for having

secreted a satisfactory amount of glucocerebrosiufeigs active form.

Key-words: glucocerebrosidase, CHO cells, siteeti@@ integration systemN-

glycosylation.

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2010
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I- INTRODUCAO

1.1 BIOFARMACOS

As primeiras proteinas utilizadas para fins tertipés possuiam origem humana. Os fatores
de coagulacdo sanguinea e a albumina eram extrdmlgdasma, a insulina do pancreas e a
glucocerebrosidase da placenta.

Uma grande motivacdo para a producdo de proteinasstemas recombinantes tem sido a
de fornecer alternativas mais seguras aos prodigosrigem humana. Estes possuem o0 risco
potencial de transmissao de patdgenos e esteaisnenta quando o material é gerado através de
um pool de diversos doadores. Na Franca, durante a déadE80, milhares de pacientes
hemofilicos foram infectados com HIV por terem siciados com produtos derivados de sangue
contaminado (Anderson, 1991). No Brasil, estimanse esse numero tenha sido superior a 6 mil
hemofilicos. No Japéo, entre 1964 e 1988, maiddmillpessoas foram infectadas com hepatite C
pela utilizacao do fibrinogénio derivado do sanfrasunaga, 2007).

Contaminacdes em larga escala foram documentadaivensos paises. As preocupacoes
com potenciais riscos de contaminacdo com virusiang assim como o desenvolvimento de
técnicas de engenharia genética, fizeram com queducdo dessas proteinas fosse, em grande
parte, transferida para sistemas de expressao batames.

O termo “biofarmaco” possui varias conotacgdes, moeé definicdo mais aceita é de que
"Biofarmacos séo proteinas ou acidos nucléicogatibs com fins terapéuticos ou de diagnostico
in vivo, produzidos de uma forma que nédo a extracao i garima fonte natural” (Walsh, 2002).

O primeiro biofarmaco aprovado para uso em humapels, FDA em 1982, foi a insulina
recombinante humana (Humulina®), produzida pelaresgpGenentech, desenvolvida a partir da
aplicacao de técnicas do DNA recombinante em lialmageEscherichia coli

Quatro anos depois, foi aprovado o tPA (ativadorpEsminogénio tecidual), primeiro
biofarmaco produzido em células de mamiferos regmankes, expresso na linhagem CHO.K1
(células de ovario de hamster chinés). Menos dadtt€adas apds a aprovacao do primeiro produto,
a fabricacdo de biofarmacos recombinantes podeossiderada um sucesso. De acordo Lawrence
2007, aproximadamente um sexto dos medicamentosredid de vendas séo produtos
biotecnoldgicos. Nove entre dez biofarmacos sadyzmidos em cultura de células animais e, pelo
menos, 23 proteinas recombinantes terapéuticabtigeram vendas totais superiores a US$ 1
bilhdo (Kind & Schnieke, 2008).

A maioria dos primeiros produtos fabricados nesgsa éonsistiu de copias fidedignas das
proteinas nativas para tratamento de reposicdop @rmritropoetina e os fatores da coagulacdo
sanguinea. Posteriormente, foram desenvolvidoardonafcos com estrutura modificada por técnicas

1



de engenharia de proteinas para apresentar melmiaisdisponibilidade, tempo de meia vida do
produto e estabilidade. Atualmente, os anticorpamaulonais, quiméricos (compostos pela
combinacdo da regido variavel murina com a regidostante da imunoglobulina humana) e
humanizados (nos quais apenas o sitio de ligac@mtéageno tem origem murina), principalmente
utilizados no tratamento do cancer, estdo ganhdestaque.

A producdo e a purificacdo de produtos recombisadiEvem estar de acordo com as
normas estabelecidas pelos 6rgados regulatorios @®DA, nos Estados Unidos, o EMEA, na
Unido Européia, e a ANVISA, no Brasil, e com as 8déxaticas de Fabricacdo (conjunto de
medidas que devem ser adotadas pelas industriam @ef garantir a qualidade sanitaria e a
conformidade dos produtos com o0s regulamentos deésni As boas praticas envolvem o
treinamento de pessoal, validacdo de processomaggentos, materiais e instalagdes, assim como
0s procedimentos operacionais padréo. Os crit&cmyap a matéria-prima a ser utilizada, tamanho
do lote e qualidade e pureza do produto devem smrigmente definidos para garantir sua
padronizacdo. Além disso, durante todo o processssencial a documentacao e registro de todas
as atividades realizadas, desde a constru¢cdo dorBdtinbinante até o produto acabado.

O conceito de produto biolégico bem caracterizaaho $ido fundamental para o registro de
um produto recombinante. Ele foi primeiramenterdd em 1995 pelo FDA como "uma entidade
guimica cuja identidade, pureza, poténcia e quatidoodem ser determinadas e controladas"
(Schultz, 1995). Obedecer todas essas exigéncraasedificil para os produtos biolégicos quando
comparados aos produtos quimicos. Como os prochittfarmacéuticos encontravam muitos
problemas para se enquadrar nessa definicdo, foeguisitadas alteracbes. Embora padrdes
apropriados para pureza, poténcia e quantidadeupossr facilmente estabelecidos, o conceito de
"identidade" ndo é simples. A estrutura molecutauoha proteina pode ser caracterizada, mas tanto
a proteina recombinante quanto a nativa sdo forsnpda uma mistura de isoformas sutilmente
diferentes. Além disso, uma proteina produzida emsistema heterdlogo raramente sera a réplica
idéntica da sua forma nativa, mas, no entanto, gadeionar tdo bem quanto. Entretanto, a
seguranca e eficacia, conforme determinadas peksias pré-clinicos e clinicos, sdo obviamente
0s critérios mais importantes na analise de um ytcodjue deseja ingressar no mercado
farmacéutico (Kind & Schnieke, 2008).

1.2 GLUCOCEREBROSIDASE

A B-glucocerebrosidase (GCase, GBA, glucocerebrosidéseetil-esfingosil-D-glicose
glicohidrolasef-glucosidase &cida, EC 3.21.45) pertence ao grapp-dlicosidases e é codificada
pelo gene de 7.5 kb, com 11 éxons, localizado mmmessoma 1g21. MutagBes nessa enzima

causam uma desordem conhecida como Doenca de Gabtitas destas mutacdes parecem
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surgir de conversdes génicas entre o gene da GBrama e seu pseudo-gene, porém esta hipdtese

ainda néo foi comprovada. A estruturaldous génico da GBA no cromossoma 1 esta representada

na Figura 1.
) 70 Kb .
~ I
: 7,5Kb :
—> &« > <€ > —>

1 2 3 4 5 6 7 § 9 10 11

Figura 1: Esquema ddocus da GBA e os genes ao seu redor no cromossomak2, &melhante a
serina/treonina quinase; propin 1, um gene de fung@ conhecida; cote 1, um gene de funcdo nédo
conhecida; METP, um pseudo-gene da metaxina; METaxina, uma proteina da membrana mitocondrial;
GBAP, pseudo-gene da GBA. THBS3, trombospondina;Mldene da mucina epitelial polimoérfica. As
setas indicam a direcdo de transcri¢cdo dos vaenssgg Em vermelho podem ser observados os 11 guens
compdem a sequéncia codificante (Figura adaptadhae & Grabowski, 2002).

O pseudo-gene da glucocerebrosidase é altamentéldgomao gene normal, com 96% de
identidade, com tamanho de aproximadamente 5 kist& lecalizado 16 kb depois do gene
funcional. Esse pseudo-gene € transcrito, masesidta em nenhuma proteina funcional, devido a
diversas mutacdes que geraram codons de terminAgagrincipais diferencas entre o gene
funcional e o pseudo-gene sédo a presenca de diveespienas delecdes nos introns 2, 4, 6 e 7,
numerosas mutacdes do tipo sem sentido nos éxommaealelecdo de 55pb no éxon 9 do pseudo-
gene (Grabowski & Horowitz, 1997).

Esse pseudo-gene ndo esta presente nas demaig®esiEenamiferos. As vinte juncdes
entre éxons e introns no gene funcional sdo bastariservadas em animais e camundongos.
Quando comparados ao gene humano, 0s genes cammasnos possuem 88 e 84% de identidade
dos nucleotideos exénicos, respectivamente. Emaelao humano, os cDNAs preditos apresentam
identidade de amino&cidos de 92% (canino) e 87%iiimu A delecdo de apenas um aminoécido,
His 274, foi predita na sequéncia do camundongoeSisluos de cisteina sdo 100% conservados.
As posicdes dos 5 sitios déglicosilacdo sdo rigorosamente conservadas e Giglseias sao

idénticas ng-glucocerebrosidase em caninos e humanos (Grabé&ndkrowitz, 1997).



A GBA é uma B-glucosidase associada a membrana lisossomal ctangums 497
aminoacidos, com massa molar de 55.565 Da. Essaa&m®zum glicoproteina que contém cinco
sitios de N-glicosilacdo, dos quais 0s primeiros quatro est@omalmente ocupados (Berg-
Fussmanret al, 1993). A ocupacéo do primeiro sitio Neglicosilacdo formado por Asnl19, Ala20
e Thr21l é essencial para o desenvolvimento da wuoaf@io ativa catalitica, provavelmente
orientando a formagéo de ligagfes dissulfeto. A @BAsui sete residuos de cisteina: Cys4, Cysl6,
Cys18, Cys23, Cys126, Cys248 e Cys342. Os primeguaso participam da formacéo de ligacdes
dissulfeto Cys4-16 e Cys18-23, enquanto os outé@s residuos de cisteina Cys126, Cys248 e
Cys342 permanecem livres (Moharrairal, 2006).

Existem dois codons ATG funcionais no geneegucocerebrosidase. Quando a traducéo
comega no primeiro ATG, resulta em um cDNA de 1pBllcom um peptideo lider de 38
aminoacidos. Ele contém uma sequéncia altamentefitich de 19 residuos de aminoacidos,
seguida por uma sequéncia hidrofobica de mais l@o@tidos. Quando a sintese da proteina
comecga no segundo ATG, gerando um cDNA com 1.55@pteptideo lider é formado somente
pelos 19 residuos de aminoacidos hidrofébicos (RasrChoret al, 1996). O contexto ao redor
do segundo ATG ¢ bastante similar a sequéncia nsastescrita por Kozak (Kozak, 1986 e 2002).

O contexto dos codons de iniciacdo ATG pode sdnfaate visualizado na Figura 2.

ATG GAG TTT TCAAGT CCT TCC AGA GAG GAATGT CCC AAG CCTTG

AGTAGG GTAAGC ATCATG GCT GGC AGC CTC ACAGGATTG CTTCTA
CTT CAG GCAGTG TCG TGG GCATCA GGT

ATCATGG

Figura 2: Representacdo esquematica dos codons ATG funcioagiglucocerebrosidase. O peptideo lider
pode conter os 38 residuos de aminoacidos geradwsiq a proteina é traduzida a partir do primeifGA
sendo os primeiros 19 hidrofilicos, representadosaeul, e os 19 ultimos hidrofébicos, representasns
vermelho. Quando a GBA € traduzida a partir do 88gUATG, somente os ultimos 19 residuos de
aminoacidos (cor vermelha) formam o peptideo li&®n. destaque, pode-se observar a sequéncia similar
aguela descrita por Kozak, com purinas nas posifes-4.

A GBA ¢ sintetizada, o seu peptideo lider € clivagos sua passagem pela membrana do
reticulo endoplasmatico, sendo glicosilada co-twemhalmente, e sofrendo subseqientes
modificacdes na sua sequéncia de oligossacaridemamte sua passagem através do complexo de
Golgi. Essa enzima é direcionada para o lisossoarauma via independente do receptor de
manose-6-fosfato (Reczek al, 2007).

Normalmente, pouca3-glucocerebrosidase € secretada pelas célulasmpaypgando

superexpressa, quantidades significativas séotadase devido, provavelmente, a saturacdo do
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sistema de transporte da enzima ao compartimesuesibmal (Leonova & Grabowski, 2000). A
ligacdo da GBA a membrana do lisossoma parece rsporiante, pois em sistemas que a
superexpressam, a meia vida da enzima livre ned@una (ndo secretada) é muito menor do que
guando ligada a membrana (Leonova & Grabowski, R000

Enzimas purificadas da placenta e presentes nabfastos tém massas molares de 60.000-
68.000 Da, devido a presenca de distintas glicasr(Bergmann & Grabowski, 1989; Jonsgbn
al., 1987). A glucocerebrosidase € ativa na forma m@mma. A enzima purificada requer
fosfolipideos negativamente carregados (FNC) owrdehtes (como os sais biliares) para ter

atividade e, na auséncia de tais agentes, € ealseante inativan vitro (Grabowskiet al, 1998).

1.3 DOENCA DE GAUCHER

Em 1882, o médico francés Dr. Philippe Charles &r@aucher observou um paciente de
32 anos de idade com esplenomegalia atribuida auamer no baco, com infiltracdo do seu
parénquima por células com grandes nucleos. Anas taxae, a doenca de Gaucher, que recebeu
esse nome em homenagem ao médico que primeiramegcreveu, teve sua natureza metabdlica
descoberta (Grabowset al, 1998).

A doencga de Gaucher (MIM 230800, 230900 e 23108Qpais comum das doencas de
armazenamento lisossomal, € uma desordem recesgssOmica, a qual resulta na deficiéncia da
glucocerebrosidase. Quando os alelos mutantesxgdiessos, produzem proteinas com anomalias
complexas que incluem defeitos nas propriedadeditczds e na estabilidade das proteinas dentro
das células (Gracst al, 1991 e 1994).

A glucocerebrosidase tem como funcgéo catalisargeadacao de glucocerebrosideos. Estes
podem ter origem através de duas rotas principaisdegradacdo dos glicoesfingolipideos
sintetizados endogenamente, incluindo os gangosigresentes em varios tecidos, assim como a
fagocitose da membrana plasmatica e das membraglatares internas pelo sistema dos
macréfagos para degradacdo e reciclagem. Nas fextesnas ao sistema nervoso central, o
acumulo principal de glucocerebrosideos nos paseptirece ser derivado da renovacdo das
membranas dos elementos sanguineos e atravédatnasige monadcitos e macrofagos (Kattleve
al., 1969).

Em pessoas afetadas pela doenca de Gaucher, osagklorosideos se acumulam dentro
dos macrofagos, levando a um aumento de tamanhmes®os, formando as chamadas células de
Gaucher, que se localizam, principalmente, no leago figado, causando o funcionamento anormal
desses 6rgaos.

A frequéncia mundial dessa doenca € de um a cafserga mil individuos, com uma

incidéncia particularmente elevada na populacéojudeus Ashkenazi (devido a casamentos
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consanguineos), na qual a proporcédo de individietadns é de um a cada mil. Atualmente,
existem mais de duzentas mutacbes pontuais idsEuE#s no gene que codifica [&
glucocerebrosidase (Butters, 2007).

Clinicamente, a doenca de Gaucher é caracterizadaumpa vasta heterogeneidade de
fendtipos, que nem sempre podem ser preditos a partanalise do gendtipo do paciente, com
manifestagdes variando desde morte intra-uteridasos assintoméaticos. A doenga é classicamente
dividida em trés tipos, baseados na auséncia @emga e na taxa de progressao das manifestagdes
neurologicas (Hoppe, 2000).

O tipo I, ou doenca de Gaucher ndo-neuropaticasapta incidéncia muito superior aos
demais. Mesmo entre os pacientes do tipo |, hdvariabilidade tanto na apresentacdo quanto na
progressdo da doenca. A mutacdo N307S é o gemagim comumente presente na populacdo de
judeus Ashkenazi e é classicamente relacionaden@mfmais branda da doenca e, portanto, muitas
vezes, os individuos ndo séo diagnosticados.

No entanto, em alguns pacientes do tipo | as nstaifées da doenca sao significativas,
podendo haver evidéncia clinica ou radiografica lelkfio Ossea (osteopenia, lesbes focais,
osteonecrose litica ou esclerética), hepatoesplegalia, anemia e trombocitopenia, doenca
pulmonar, mas com a auséncia de sintomas no sistermaso central.

Os tipos |l e Ill séo caracterizados pela preselcaintomas neuroldgicos preliminares. No
passado, eles eram distinguidos somente pela idadaal os sintomas tinham inicio e pela taxa de
progressao da doenca, mas estas distingbes nabsdatas. Os individuos com sintomas iniciados
antes dos dois anos de idade, com desenvolvimetorpotor limitado e um avanco rapido e
progressivo da doenca, levando a morte entre dpisteo anos de idade, foram classificados como
tipo Il. Os individuos com tipo Il da doenca deuGlaer, para o qual alguns gendtipos como L444P,
G202R e D409H foram identificados, tém o inicio desis sintomas antes da idade de dois anos,
porém frequentemente seguidos de um avanco mdd lemdendo viver até a terceira ou quarta
década de vida (Butters, 2007).

Mais recentemente, a avalia¢éo clinica de divgpaogentes com a doenca de Gaucher tem
levado a conclusdo de que essa doenca é mais lvaotecaada como uma série de fenotipos,
alguns dos quais ndo se enquadram na classificq@drés tipos classicos. Contudo, existem
alguns casos nos quais ndo se sabe se as mamdiésstaeurologicas observadas sdo uma
consequéncia primaria da deficiéncia enzimaticaesdo um efeito secundario (Sidransky, 2004).
A diversidade de fenotipos esta esquematizadaguadS8.

O diagnostico clinico para a doenca de Gaucheit@ &ravés da observacdo de lesbes
caracteristicas nos 0ssos, presenca de hepatamsplgalia e mudancas hematoldgicas, ou sinais
de envolvimento do sistema nervoso central. O t&solclinico sozinho ndo € diagndstico, sendo
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requerido um ensaio da atividade enzimatica-@gucocerebrosidase em leucdcitos sanguineos
periféricos ou em outras células nucleadas, atraeesim teste fluorimétrico. Em individuos
afetados, a atividade da enzima glucocerebrosidasdeucdcitos é 0-15% da atividade normal.
Contudo, os resultados do teste bioquimico nao ipamma predicdo da severidade ou do tipo da
doenca.

Tipo IT

Tipo III

>

Assintomatica T A
Doenca ossea +
Doenca visceral Marte

intra-uterina
Envolvimento "
Ictiose

) i congénita

Manifestacdes Degeneracio
Farkinsonianas neurolégica

Hidrocefalia e progressiva

calcificacdo das E!Il-l:?n_l

vialvulas cardiacas mioclonica
Transtornos de
motilidade ocular

Figura 3: Sintomas da doenca de Gaucher. Esta desordem rtprese amplo espectro de fenoétipos, tendo
como distincdo primaria a presenca ou auséncia aeifestacbes neurolégicas (Figura adaptada de
Sidransky, 2004).

1.4 TRATAMENTO

A terapia de reposicdo enzimatica para tratameatdognca de Gaucher foi realizada pela
primeira vez em 1974 no National Institutes of KHe#&NIH), onde foram administradas infusbes
intravenosas contendo pequenas quantidades decegteboosidase derivada de placenta. Os
resultados iniciais ndo foram nada animadores, poenzima parecia ndo ser absorvida pelos
macréfagos.

Entdo, em 1991, o primeiro medicamento para onramdo da doenca de Gaucher foi
testado em um estudo clinico publicado pelo NewldgJournal of Medicine. O medicamento
Ceredase® (alglucerase), produzido pela empresay@®en que era obtido através da purificacdo
da glucocerebrosidase humana derivada da placeswéria algumas etapas de modificacdo dos
seus agucares terminais para expor residuos desmdbssas etapas incluiam o tratamento com as
enzimas sialidase}-galactosidase @-N-acetil-glicosaminidase. Desta maneira, o conteddo
oligossacarideos totais da molécula passou de B28tdocerebrosidase (Mr=67.000), para 6% no
Ceredase (Mr=60.430). O estudo foi realizado enrmapé&?2 pacientes, com dosagem de 60 U/Kg a
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cada duas semanas, e obteve excelentes resul@duss jprimeiros 6 meses de teste, sendo
aprovado pela agéncia sanitaria norte-americanA)FD
Em 1994, foi lancado no mercado, também pela GeazgnCerezyme® (imiglucerase) que

€ a glucocerebrosidase recombinante cuja prepafacéaseada na sequéncia do gene humano e
foi modificada, conforme ilustrado na Figura 4aaés das mesmas clivagens de oligossacarideos
realizadas no Ceredase, para expor os restdow@mnosil, a fim de ser mais facilmente transportada
para o interior dos macréfagos. A Unica diferengreea composicdo de aminoacidos desses
medicamentos € que o residuo de histidina 495ulostgduido por um residuo de arginina. Este
medicamento foi aprovado pelo FDA ap0s um estuiticol, duplo cego, com trinta pacientes que

recebiam o Cerezyme ou o Ceredase. Esse estuda tievacéo de apenas seis meses.

A B
) (- Man —GlhieNAc- Gal - NeauNAc )
Neuraminidase — NeuNAc O @
(- Man —GlucNAc— Gal 0 . -
B-galactosidase —» Gal O
G - Man — GlucNAc @ e
B-N-acetil glicosaminidase — GlucNAc . N-acctil-glicczamina
b O Manose
(G- Man

Figura 4: Representacdo da glucocerebrosidase recombinagenpe no medicamento Cerezyme®. (A)
Modificacdo enzimatica da glucocerebrosidase reammnlte (G) para producdo do Cerezyme. B) Residuos
de manose expostos com o objetivo de atingir ogdfagos numa unidade de carboidratos de Cerezyme
(Figuras adaptadas de: Cerezyme® - Monografia ddyto, 2001).

Esse tratamento € normalmente bem tolerado. Entoetaproximadamente 10-15% dos
individuos desenvolvem anticorpos contra a enziet@mbinante, embora na maioria dos casos
estes individuos permanecam assintomaticos (Rogendte al, 1999). Poucos individuos
manifestam efeitos adversos, tais como pruridasi@tias, que sao relativamente bem controlados
com a utilizacdo de anti-histaminicos.

Ainda ndo existe um consenso sobre a dose de emmp®ssaria para iniciar ou manter
melhorias em pacientes significativamente afetadofbtencdo de resultados muito diversos
dificulta a avaliacdo dos estudos sobre a curva/tesposta. Esses fatores sédo: a resposta lenta dos
pacientes (seis a doze meses para mudancas cotesigte perfil clinico); a falta de concordancia
sobre o que consistiia uma melhora; a falta deguézhcdo das medidas utilizadas, como a



concentracdo da hemoglobina, contagem de plagaetakimes hepatico e esplénico; e a falta de
padronizacdo das avaliagfes de mudancgas na medo&estrutura 0ssea.

Embora a terapia de reposi¢cdo enzimatica tenha doudahistéria natural da doenca de
Gaucher, apesar de somente ser recomendada pggrasoke Il, algumas vezes as pessoas afetadas
podem exigir o tratamento sintomatico, incluindesplenectomia parcial ou total para individuos
com areas significativamente enfartadas e tromiyoeitia severa persistente, com risco elevado de
sangramento, e transfuséo de derivados sanguinea pnemia e sangramentos Severos.

Também podem ser recomendados analgésicos parares rbs 0Ss0s e cirurgias para
reparacdo das articulacoes afetadas pela doengiay asmo o tratamento suplementar com
bifosfonatos e o calcio por via oral, para indiigicom baixa densidade 6ssea (Wensétugl,
2004).

Existe ainda outra forma de tratamento, conhecmaocterapia de reducdo do substrato,
cujo objetivo é restaurar a homeostasia metabltgeando a quantidade de substrato sintetizada a
um nivel que possa ser eficazmente degradado feldade residual da enzima mutante (Platt &
Butters, 1998; Dwelet al, 2002). As preocupac¢des quanto a utilizacdo desaspia giram em
torno da sua nao especificidade, ja que o subditatpueado, ou limitado, € um precursor utilizado
na formacao de outros esfingolipidios.

O Miglustat foi aprovado em diversos paises, imclai Estados Unidos, Canada e Unido
Européia, como primeiro agente oral para o tratémeas individuos com doenca de Gaucher nas
formas suave ou moderada, para os quais a terapi@pbsicdo enzimatica ndo € uma opcao
terapéutica (por causarem alergia, hipersensidiéidas por ndo possuirem um bom acesso venoso).
Em pelo menos trés estudos envolvendo cerca de tndividuos com o tipo | da doenca, o
tratamento com Miglustat levou a uma diminuicadmigicgativa no volume do figado e do baco apos
seis e dezoito meses de tratamento, com melhdfrasas notaveis apds vinte e quatro meses. O
envolvimento 0sseo e plaquetario e os valores deofebina permaneceram estaveis ou
apresentaram melhorias modestas (€bal, 2000; Elsteiret al, 2004; Pastores & Meere, 2005).
As reacdes adversas mais notadas durante os em$imioss foram a perda de peso, inchaco,
flatuléncia e diarréia, que passaram, ou ao memdsrsaram mais brandas, ao longo da utilizacéo
do produto.

Outros compostos que estdo sendo pesquisados pataroento da doenca de Gaucher séo
compostos conhecidos como chaperonas farmacologesbowski, 2008). As mutacdes na
glucocerebrosidase levam ao mau enovelamento gootigirante a traducdo no RE, onde estdo as
vias de "controle de qualidade”, normalmente englaly com as moléculas de oligossacarideos da
N-glicosilagdo. Existem mecanismos em todas as aglphra remocdo de glicoproteinas mal

enoveladas do RE via complexos de translocacao §gRdorowitz, 2005).



Esse processo, de degradacdo associada ao RE (ERAIve, eficientemente, formas
mutantes mal enoveladas da glucocerebrosidasdtaredu na redugcdo do transporte da enzima
para o lisossoma. Alguns dados experimentais anitlo fibroblastos de pacientes suportam a teoria
de que a severidade da doenca de Gaucher estintrdge relacionada com o quanto de enzima
fica retida no RE e é eventualmente degradada RALE(Ron & Horowitz, 2005). A terapia
mediada por chaperonas € uma tentativa de "resgatanutantes da glucocerebrosidase através da
ligacdo das chaperonas as enzimas mutantes dwaatevelamento pds-traducional no RE e,
conseqientemente, de aumentar o transporte da &mpam o lisossoma, onde a mesma pode
exercer sua atividade, ainda que residual (But2&37).

E possivel que a combinacdo terapéutica, baseatirama de reducdo do substrato e/ou
terapia mediada por chaperonas com a reposicadonétiza, permita a reducdo da dose e da
frequéncia da infusdo da enzima, levando a umntiextito menos custoso, porém com 0S mesmos
beneficios. Entretanto, a seguranca destes agestasum tratamento a longo prazo ainda precisa

ser avaliada com cuidado. O tratamento integradaliderentes terapias esta ilustrado na Figura 5.

TRS
TMC

. RE/Golgi %
Biossintese de ﬁ 1 Sintese da GBA |

glicoesfingolipideos CERAMIDA

Transporte TNMC
da GBA
b
Y
Glicosilceramida Lisossoma
extracelular e Glicosilceramida . TRE
o
celular GBA J, V-
glicose + ceramida

Figura 5: Vias de biossintese e catabolismo da glicosilcetan® RE e Golgi séo os locais intracelulares de
sintese da glucocerebrosidase e dos glicoesfindebp. Tanto a enzima quanto o substrato devem ser
transportados para o lisossoma, onde ocorre o alsiaio dos glicoesfingolipideos, mediado pelas
glicosidases lisossomais, incluind@-@lucocerebrosidase. A intervencéo terapéutica pdaratamento da
doenca de Gaucher pode incluir a terapia de redidg&nbstrato (TRS) pela inibicdo parcial da bitesie

de glicoesfingolipideos; reconstituicdo da enziméiciente, via terapia de reposicdo enzimatica (JfRE
correcdo parcial do mau enovelamento enziméaticRBputilizando moléculas que auxiliam o transporte
para o lisossoma através da terapia mediada ppeddrzas (TMC) (Figura adaptada de Butters, 2007).

1.5 SISTEMAS DE EXPRESSAO PROCARIOTICOS

Em 1977, ltakuraet al conseguiram, de forma pioneira, realizar a ega@sm vitro da

somatostatina (um hormonio protéico presente nanifaeos) em células procarioticas utilizando
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Escherichiacoli (Yin et al, 2007).

Células procaridticas podem ser facilmente mang@adageneticamente, além de possuirem
curto tempo de geracgdo (rapido crescimento cejutaixo custo de producdo, uma vez que nao
necessitam de meios de cultivo complexos, e altdypividade. No entanto, a producdo nesses
organismos apresenta algumas desvantagens.

A maioria dos seres procariéticos apresenta baipmadade de secrecdo do produto de
interesse, levando ao acumulo intracelular do mesmmentando a probabilidade de degradacéo
por proteases celulares. Este problema pode dgadewvijuando as proteinas sdo produzidas como
corpos de inclusdo, que sao estruturas densas lijgegiweos insolUveis ndo enovelados
corretamente. Nesse caso, para a recuperacdo dot@redo necessarias a solubilizacdo desses
agregados insollveis e etapas posteriores de relanmento (Qoronflebt al, 2007).

Outra limitacéo diz respeito aos codons encontradssgenes humanos que codificam as
proteinas terapéuticas. O codigo genético posssesta e um codons que correspondem a apenas
vinte aminoacidos, ou seja, cédons diferentes wadif 0 mesmo aminoacido. Mutacdes no DNA
de uma proteina que ndo afetam a sua sequénciaideaaidos sdo conhecidas como mutacdes
silenciosas. Entretanto, mesmo que codons sindnigodgiqguem 0 mesmo aminoacido, esses
coédons sao utilizados com frequéncias diferentesligarsos organismos. A utilizacdo de cédons
reconhecidos por diversas moléculas de RNAt podarla uma traducdo mais eficiente das
proteinas e com menos erros do que a utilizac&oddtens raros (Hershberg & Petrov, 2008).

O problema da utilizacdo de codons raramente erao® enE. coli (expostos na Tabela
1) pode ser contornado tanto pela utilizacdo deagéutese sitio dirigida, para gerar cédons mais
frequentes, ou pela co-expresséao de genes queqoedit RNAt raros enk. coli. Uma alternativa
mais recentemente desenvolvida consiste na ufiizae genes sintéticos, construidos a partir da

otimizacdo de cddons, adotando-se cédons de atiaéncia na célula hospedeira.

Tabela 1: Cédons raramente encontradoskneoli (adaptado de Burgess-Brownal, 2008).

Aminoécidos Cdédons raros
Arginina AGG, AGA, CGG, CGA
Leucina CUA, CuC
Isoleucina AUA
Serina UCG, UCA, AGU, UCC
Glicina GGA, GGG
Prolina CCC, CCU, CCA
Treonina ACA
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Estes sistemas também néo sdo capazes de realizardificacdes pos-traducionais, como
a glicosilacdo e a carboxilagdo, que muitas vedesessenciais para a atividade biolégica das

proteinas, como sera melhor discutido no item 1.7.

1.6 SISTEMAS DE EXPRESSAO EUCARIOTICOS

1.6.1 LEVEDURAS

Devido ao seu grande potencial industrial, as lexas] utilizadas ha milhares de anos em
processos fermentativos para a producdo de géakmuesnticios como o péo, o vinho e a cerveja,
comecaram a ser estudadas como possiveis proddeopsteinas heterélogas.

Esses organismos apresentam diversas caracteristaaculares, genéticas e bioquimicas
muito semelhantes aos seres eucaribéticos supegoigartanto, vém se mostrando uma excelente
alternativa para a producéo de biofarmacos. Atuaepeos organismos mais estudados sdo as
espéciesSaccharomyces cerevisia®ichia pastoris

As leveduras, assim coniio coli, sdo facilmente cultivadas com 6timos niveis deessao,
crescem rapidamente e em meios quimicamente definestando associadas a um baixo custo de
producdo. No entanto, diferentemente He coli, elas sdo capazes de secretar os produtos
sintetizados para o meio extracelular e de readidaglicosilacdo. Cabe ressaltar queNaglicanos
sintetizados pelas leveduras diferem drasticamdatpieles produzidos pelas células humanas,
como sera posteriormente discutido no item 1.7.

Nos ultimos anos, células dPichia pastoris vém sendo modificadas, através de
manipulacédo genética, para a insercdo de genesogiifecam a maquinaria necessaria ao processo
de N-glicosilacdo humano, ou seja, de genes que cadificdiversas manosidases e
glicosiltransferases, resultando em produtos cdmtesa préxima a de proteinas humanas nativas.

Li et al (2006) obtiveram sucesso na producdo de antisdipmanos recombinantes, com
N-glicanos com padréo de glicosilacdo humano, priddszem uma linhagem deichia pastoris
glicoengenheirada. Segundo os autores, essassceétriam uma alternativa a utilizacdo de células
de mamiferos, cujo produto gerado apresenta unmépadk glicosilagdo semelhante ao humano,
porém nao idéntico. Outra vantagem apresentada,éeqgquanto as células de mamifero produzem
uma mistura de glicoformas e normalmente ndo permi controle da glicosilacdo, as leveduras

engenheiradas produzem glicoproteinas uniformes)ifsedo controle total sobre a glicosilagéao.
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1.6.2 FUNGOS FILAMENTOSOS

O génerdAspergillusé o maior e mais diverso género de fungos filaoss, com cerca de
cento e oitenta espécies, dentre as quais se aestdgumas espécies utilizadas para a geracao de
produtos com alto valor agregado. Uma das vantagensua utilizacdo € a ampla faixa de
temperatura de crescimento, de 10 a 50 °C, e deegatle pH, variando de 2 a 11. Além disso, &
capaz de secretar o produto de interesse de marmitinua e, por possuir uma morfologia
filamentosa, permite a separacdo das células atdediltracdo simples (Lubertozzi & Keasling,
2009).

Existem relatos de altas producdes utilizando farfgamentosos como a de quimotripsina
bovina (1.1 g/L) e lactoferrina humana (2 g/L),qunidas poAspergillus awamorie do anticorpo
monoclonal Trastazumab (0.9 g/L). No entanto, a@ireento de algumas proteinas heterdlogas tem
sido, comparativamente, muito baixo. Parte dissodeee ao enorme numero de proteases
produzidas e secretadas naturalmente pelos fubgwsgin & Vaishnav, 2009).

Os fungos filamentosos, assim como as levedurassupm a maquinaria necessaria ao
processamento das proteinas e, portanto, tambéemped a ser utilizados como sistemas de
expressao para proteinas recombinantes de us@uéap No entanto, até o momento, ndo ha um

conhecimento profundo relacionado ao genoma e éabawlesmo dos fungos filamentosos.

1.6.3 CELULAS DE INSETO

As células de inseto normalmente utilizadas paygessao de proteinas heterdlogas séo
células originadas de lepidépteros (ordem de issgtie engloba as borboletas e mariposas), sendo
a principal delas a Sf9, originada 8podoptera frugiperdaD vetor de expressao utilizado nessas
células é um baculovirus portando o gene de irgeregie é naturalmente capaz de infectar células
de inseto (Tomiyat al, 2004).

Proteinas heter6logas sdo expressas, em sua masobacontrole do promotor viral
poliedrina, um promotor forte, que leva a uma ekpresséo da proteina de interesse, normalmente
muito superior a obtida em células de mamiferosteanto, o baculovirus realiza uma infec¢éo
litica, ou seja, um grande numero de células édismm o tempo, liberando as proteases no meio
de cultivo (Altmanret al, 1999).

O processo dd&l-glicosilacdo em células de inseto e células husapeesenta algumas
diferencas importantes, o que pode levar a imurioglexle das moléculas produzidas por este

sistema, como sera abordado no item 1.7.
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1.6.4 PLANTAS

O desenvolvimento mais recente de plantas transggnnas quais as vias de glicosilagéo
foram alteradas a fim de gerarem oligossacaridemsahizados, vem abrindo caminho para a
utilizacdo destas como possiveis sistemas de edwete proteinas terapéuticas. Esses sistemas
teriam como vantagem o fato de apresentam um beuwsbto de producdo, alta qualidade e
seguranca (Yiet al, 2007).

A possibilidade de direcionar a producdo de pragefiecombinantes para 6rgaos especificos
também é uma vantagem da utilizacdo de plantas ceistemas de expressdo, permitindo
alternativas de estocagem e vias de administraggwoducdo em sementes, por exemplo, gera
proteinas extremamente estaveis, prontas para sestmgadas e, posteriormente, extraidas e
purificadas facilmente (Karg & Kallio, 2009).

Sua principal vantagem sobre sistemas mais amptemsiizados, como leveduraske
coli, € a sua capacidade de realizar a grande maisianddificacbes pds-traducionais necessarias
para a atividade bioldgica e farmacocinética (GahdFaye, 2004).

Apesar das vantagens evidentes, a producdo deina®teecombinantes em plantas
apresenta algumas desvantagens tais como a batx@neh de transformacdo e expresséo, a
dificuldade na regeneracdo dos sistemas produtivos® vez que o crescimento de diversas
espécies € sazonal, além das diferencas existemfgasdrao dél-glicosilacdo de plantas e humanos
(ver item 1.7) (Yiret al, 2007).

1.6.5 ANIMAIS TRANSGENICOS

Atualmente, apenas um produto produzido em anitnansgénicos foi aprovado para uso
em humanos. Trata-se da anti-trombina Ill recomiimaumana (Atryn®), produzida pela empresa
GTC Biotherapeutics, aprovada pela agéncia regidatta Unido Européia, o EMEA, em 2006
(Ledford, 2006).

A pesquisa relacionada a utilizacdo de animaisgi@mcos para a producdo de biofarmacos
se desenvolveu nas Ultimas duas décadas, devidavangos nas técnicas de biologia molecular e
reprodutivas. As primeiras pesquisas se baseavarté@mcas de micro-injecdo de DNA para a
producdo de proteinas recombinantes no leite. Desti®, a producédo, principalmente no leite,
vem se desenvolvendo e novas alternativas comagusaa urina e o liquido seminal estdo sendo
investigadas. A utilizacdo de animais de granjan@as galinhas, também vem se mostrando
interessante, com expressao do transgene direciqgraaid a clara de ovo (Kind & Schnieke, 2008).

A técnica de micro-injecdo de DNA vem sendo utdada anos, porém a sua eficiéncia na
geracdo de animais transgénicos € muito baixae ehte 5%. A utilizacdo de técnicas mais

modernas, como 0s vetores retrovirais, oferece eficg&ncia superior a 75%, mas a utilizacao
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dessa técnica se restringe a genes de tamanhonpegy®r isso sua utilizacdo € bastante limitada
(Kind & Schnieke, 2008).

Para contornar essas limitagBes, foi desenvolvideadlificagdo genética através da
transferéncia de ndcleos de células somaticas (Widnal, 1997). Atualmente, este € o método
mais utilizado para gerar animais transgénicosraedg porte e foi 0 método utilizado na producao
do Atryn®.

A vantagem da utilizagdo de animais sobre a culteraélulas é a alta produtividade, da
ordem de gramas de proteinas por litro de leited@fun, 1999). No entanto, algumas proteinas,
como a EPO, nédo podem ser produzidas em animagésyamque se forem expressas fora do tecido
de interesse, no caso a glandula mamaria, ou aanca circulacdo sanguinea de alguma outra
forma, podem causar dano a saude do animal.

Outras barreiras a producdo de proteinas terap8wgim animais sSao o risco de zoonoses e
contaminagdo com proteinas indesejadas, assim adalificuldade de uma caracterizacdo adequada

do animal produtor, exigida pelos 6rgaos regulagiinternacionais como EMEA e FDA.

1.6.6 CELULAS DE MAMIFERO

Os sistemas de expressao em células de mamifesrsj@comparados aos demais sistemas
anteriormente expostos, se destacam por serem esaBz processar, secretar e glicosilar as
proteinas de maneira correta.

A linhagem celular imortalizada CHO foi estabeleciein 1957 a partir de uma cultura
primaria de células ovarianas de hamster chi@setulus griseus(Hacker et al, 2009).
Atualmente, esta linhagem celular é a hospedeiedilpta para a producdo de glicoproteinas
terapéuticas. A linhagem CHO oferece diversas gents incluindo o profundo conhecimento a
seu respeito, desenvolvido com anos de pesquisgegpermite uma manipulacdo mais facil e
segura, além da sua capacidade de produzir prete&ioa N-glicanos bastante similares aos
encontrados em proteinas endégenas humanas.

As desvantagens da utilizacdo de células CHO eslécionadas as caracteristicas gerais de
células de mamiferos: sua fragilidade mecanicag{tagio), crescimento lento, necessidade de
meios de cultivo complexos e baixa produtividadeahdo a altos custos de producéo.

Os recentes avangos realizados com relacdo agac&O estdo focados no aumento da
produtividade celular especifica, através do deseiaento das ferramentas de biologia
molecular, e no prolongamento do tempo de vidaélldacem cultura, ou seja, a obtencéo de altas
concentracdes de células viaveis. Desta maneirppfsivel 0 aumento dos niveis de expressao de

proteinas recombinantes por essas células, aladmcanprodutividades volumétricas de 5 g/L sob
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condicbes controladas de cultivo (Durocher & Butl009). Algumas das estratégias atualmente

utilizadas estao apresentadas a seguir.

1.6.6.1 INTEGRAGAO SITIO-DIRIGIDA

As recombinases sitio especificas Cre (responspekl recombinacdo genbmica no
bacteriéfago P1) e Flp (denominada desta formasparhabilidade de inverter ou fazer um "flip"
em segmentos de DNA na levedusaccharomyces cerevis)asdo capazes de recombinar
sequéncias especificas de DNA em determinadoss ségpecificos, chamaddsxP (ocus de
crossover(x) em P1) e FRT (sitio de reconhecimento da réwoase Flp), respectivamente.

Essas duas enzimas fazem parte de uma familia adenbénases sitio-especificas que
compartilham de um mesmo mecanismo de recombird&NA, que envolve a clivagem, troca e
ligacdo dos fragmentos. A estrutura basica é fden@or duas sequéncias invertidas imperfeitas
com 13 pares de base, separadas por um nuclealcassimétrico de oito pares de base. Na
presenca de dois sitios de reconhecimento, os nem8nda recombinase se ligam as sequéncias
palindrémicas, promovem a formagédo de um complexen&o, ocorre a recombinacdo entre os
dois sitios, conforme apresentado na Figura 6.

A maioria das técnicas existentes para transfeestvel de genes heter6logos no genoma
de mamiferos esta associada a integracdo aleatbgeomossoma da célula hospedeira. Essa falta
de controle sobre o nimero de cépias e sobre gguode integracdo das moléculas no cromossoma
resulta em um padrdo de expressao imprevisiva. dsaba afetando ndo somente o nivel de
expressdo e a estabilidade em longo prazo, mastanpode levar a desestabilizacdo de genes
nativos vizinhos (Wirttet al, 2007).

Dentro dessa perspectiva, foram desenvolvidastégiaa que se utilizam das recombinases
para gerar um sistema de integracao sitio dirigidegual apenas uma copia do gene € inserida em

um local pré-determinado de alta atividade transmral.
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A) Sitio de reconhecimento da recombinase Cre
-10 -—1 -r'il'r

I
5 ATAACTTC G“ATAATGTATGCTAIACGAAGTTATB

e ey [ —

3 TATTGAAGCATATTACATACGATATGCTTCAATA &

B) Sitio de reconhecimento da recombinase Flp

FRT
=20
|
5' GAAGTTCCTATTCC GAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTC 3
3 CTTCAAGGATAAGE CITCAAGUATAAGAGATCTTICATATCUTTGAAG 5

C) Mecanismo da recombmagio mediada pela Cre ou Flp

:-\"*:* Mondmeros de Cre ou Flp

Figura 6: Sitios de reconhecimento das recombinases Creed-tpecanismo de recombinacéo. (A) O sitio
de reconhecimento da recombinase Cre é conhecidm éaxP. (B) O sitio de reconhecimento da
recombinase Flp é chamado FRT. (C) Complexo forneadee as moléculas de recombinase (Cre e Flp) e
dois sitios de reconhecimento idénticos (repredestgelas cores verde e azul). Um monémero da
recombinase se liga a cada sequéncia palindrorgca3dpb, enquanto a seqiéncia espacadora de 8pb
fornece o local de clivagem, substituicdo e ligagdo produto final, obtém-se o DNA resultante da
recombinacao entre os dois sitios de reconhecinfadeptado de Branda & Dymecki, 2004).

Primeiramente, as células sdo submetidas a trg@sfexom um vetor contendo um gene
repérter flanqueado por sitios de reconheciment® m@ombinases (sitios FRT doxP). A
integracdo desse primeiro vetor ocorre de mandeat@ia. O transfectoma estavel €, entdo,
analisado para a selecédo dos clones que expresgemeaepoérter em niveis elevados. O melhor
clone selecionado torna-se a célula parental mapméximas transfec¢cées. Em seguida, é realizada
uma nova transfecgdo com o vetor contendo o geriateiesse e o sitio de reconhecimento da
recombinase. Na presenca da recombinase, ocortevéaado gene reporter previamente integrado
no cromossoma, pelo gene de interesse, presenteton Desta maneira, 0 gene de interesse é

integrado em uma regiao altamente transcrita esegirentemente, sera altamente expresso.
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1.6.6.2 SEQUENCIA DE KOZAK

Em 1986, Kozak realizou um estudo sobre o efeitsudestituicdes pontuais ao redor do
codon de iniciagdo, ATG, no gene da preproinsudindentificou que a sequéncia 6tima para a
iniciacdo nos ribossomos em eucariotic@&ECA/GCCAUGG.

Nessa sequéncia consenso, a purina na posicaoo-3iueleotideo mais conservado e,
funcionalmente, é a posi¢cdo mais importante. A m@neia das bases A ou G (sendo a base A um
pouco melhor que a G) na posicéo -3 foi provadaepperimentos de mutagénese em uma ampla
variedade de genes.

O G na posicado +4 também é altamente conservadspecialmente na auséncia do A na
posicdo -3, tem uma forte contribuicdo. Sequénsiaslares ao padra@CCA/GCCAUGG
também sdo efetivas, sem maiores consequéncia®e des as posi¢des -3 e +4 sejam mantidas
(Kozak, 1986

Para proteinas que apresentam mais de um codaic@edo funcional, os experimentos de
mutagénese anteriormente mencionados definem daszsvpis condi¢gbes: (i) quando o primeiro
cédon ATG aparece em um contexto forte (AXXatgX@xiXatgG), todos ou praticamente todos
0s ribossomos se iniciam nesse ponto; (i) quandomeiro ATG esta em um contexto fraco, sem
uma purina na posicao -3 e G na posicao +4, algbnssomos se iniciam naquele ponto, mas a
maioria continua a leitura e se inicia mais adiaftgsa diferenca no cdédon de iniciagdo leva a

formacao de duas proteinas diferentes, geradasmponesmo RNAm (Kozak, 2002).

1.7 PRINCIPAL PATENTE RELACIONADA A PRODUCAO DE GBA

A principal patente relacionada a producdo da gexbrosidase depositada pela empresa
Genzyme nos Estados Unidos, nimero 5.236.838 die lagosto de 1993, caracteriza as células
utilizadas para a producéo da enzima, assim comdvess de producéo alcancados.

A célula recombinante utilizada no processo predutdbi gerada a partir da transfeccdo da
linhagem CHO.K1 com um vetor multicistrénico. A gde maioria dos RNAmMs presentes em
células animais é monocistrénico, ou seja, codidicgEintese de apenas uma proteina. No entanto,
dois ou mais genes podem ser expressos por um mesamotor, gerando um RNAmM
multicistrébnico, quando utilizamos elementos denm@dos IRES (sitio de entrada interna de
ribossomo), seqiiéncias capazes de promover a &@adias unidades transcricionais de maneira
independentemente @ap (Bollati-Fogolin & Comini, 2008).

A expressao concomitante de dois genes heter0lagnsp no caso da patente, pode ser
muito util para o estabelecimento de uma populaigolar estavel. Este processo € realizado
através da introducdo de um vetor contendo o gen@atluto de interesse, um elemento IRES e

um outro gene com um marcador de selecdo, conteaitlesna Figura 7 (Makrides, 1999).
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Figura 7: Vetor multicistrénico. O elemento IRES pemite a transcricdo de multiplos gene em
um unico RNAm (adaptado de Makrides, 1999).

O sistema de amplificacdo génica conhecido emaidé mamiferos é o da dihidrofolato
redutase (DHFR). Essa técnica foi utilizada papoalucdo de diversas proteinas recombinantes
em escala industrial nos anos 80, como a glucoasielase, com o0 objetivo de atender a
necessidade de aumento da produtividade em célelasmmifero.

A amplificacdo génica é realizada em duas etapasipais. A primeira delas consiste na
introducdo de um vetor contendo tanto o gene d=&e) no caso a DHFR, quanto o gene que
codifica o produto de interesse, no caso o ger@Bia Esse vetor é introduzido em uma linhagem
celular mutante, deficiente na enzima codificaddo pgene de selecdo, as células DHFR
Normalmente, este vetor possui outro marcador tec@® que confere a célula resisténcia a
antibidticos como neomicina e higromicina, paralifac a selecdo de uma populacéo estavelmente
transfectada.

A segunda etapa é a amplificacdo génica proprieemdita. A linhagem celular que
sobreviveu a primeira selecao, realizada com abiatitos, deve conter uma cépia ou um pequeno
numero de copias dos genes transfectados. Nestemmnindutores da amplificacdo génica sao
adicionados ao meio de cultivo. No caso do sistemra o DHFR, o indutor utilizado é o
metotrexato (MTX), um anélogo do dihidrofolato, dndbe a DHFR e mata rapidamente as células
em crescimento. Sendo assim, para sobreviver, lalasé&ao obrigadas a amplificar o gene da
DHFR em seu genoma, a fim de aumentar sua expressé@msequentemente aumentar também o

namero de coépias do gene de interesse, como neoBtgara 8 (Omasa T, 2002).
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GENE DA PROTEINA AMPLIFICACAOQ GENICA
RECOMBINANTE

O

NUCLEO TRANSFECCAOQ ETAPA DE SELECAO
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CONCENTRACAO
. CROMOSSOMA DO INIBIDOR
CELULA HOSPEDEIRA CELULAS RECOMBINANTES CELULAS COM O GENE AMPLIFICADO
1 OU MAIS COPIAS DO GENE NUMERO DE COPIAS < 100

Figura 8: Sintese do processo para a constru¢do dma linhagem de alta expresséo através de
um processo de amplificacdo génic&Lentenas de bases proximas a regido cromossomigaah
o gene de amplificacdo se encontra também saofaragts (adaptado de Omasa, 2002).

Desta maneira, a célula utilizada para a produgd@mecrcial da glucocerebrosidase
recombinante apresenta multiplas copias do geneaquaalifica. A cultura realizada no processo
produtivo chega a niveis de producdo que variatha@0 mg de GBA por litro de meio de cultivo,
variando de acordo com a densidade celular e agdms de cultura. Para que 0 processo prossiga
é necessaria que a atividade enziméatica minimailsejé unidades por mg de GBA recombinante.

1.8 GLICOSILACAO

Os principais sistemas de expressao utilizadosina¢umée para a obtencdo de produtos
biofarmacéuticos para uso em humanos sdo as linbage células de mamiferos, bactérias,
leveduras e células de insetos. No entanto, essémmas apresentam diversas limitagdes
relacionadas a incorporacdo de modificagBes pdsitianais encontradas nas proteinas humanas
nativas.

Dentre as modificacdes poOs-traducédo existentesaia importante delas € a glicosilacéo,
que consiste na adicdo de oligossacaridébso( O-glicanos) a cadeia de aminoacidos das
proteinas. As glicoproteinas representam mais deéeugp dos biofarmacos atualmente aprovados
pelas agéncias regulatérias (Walsh & Jefferis, p006

Os N-glicanos contém um pentassacarideo central (tanto@imecido comaore), formado
por trés residuos de manose e dois residudsatetil-glicosamina, ligados através de uma ligagéo
N-glicosidica a um residuo de asparagina presenteneanseqiiéncia consenso de aminoacidos do
tipo Asn-X-Ser/Thr, na qual Asn = asparagina, Xualquer residuo de aminoacido com excec¢éao de
prolina, Ser = serina e Thr = treonina (Butler, 0@ representacdo desta estrutura se encontra na

Figura 9.
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. N-acetil-glicosamina O Manose

Figura 9: Representacdo da estrutura central dos oligosdacarpresentes nbsglicanos. A ligagdo ocorre
entre o residuo de glicosamina e a asparaginagd@&iseia consenso Asn-X-Ser/Thr.

O processo dal-glicosilagéo ocorre em diversas etapas. A etapairda modificacdo das
proteinas € a transferéncia em bloco de um oligasisieo formado por dois residuosNtacetil-
glicosamina, nove residuos de manose e trés resitli@licose (GIcNAManGlcs), durante o
processo de traducéo, por acao da enzima oligogsemasferase (OST).

Essa cadeia de oligossacarideos sofre diversadicagdes em sua estrutura pela acdo de
glicosidases e manosidases durante sua migrac@o regtulo endoplasmatico (RE) e pelo
complexo de Golgi, como mostra a figura abaixo Bu2008).

O processo dél-glicosilacado das glicoproteinas no reticulo endsiplatico e complexo de

Golgi se encontra sintetizado na Figura 10.

Oligossacaril
transferase

Complexo
de Golgi

&
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— — < <
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Figura 10: Uma visdo geral sobre a biossintese das cade@aifatieN-glicanos em proteinas. Quando a
glicoproteina esta sendo formada entra no RE gossiacarideo pré-formado é ligado co-traducionakren
residuos de asparagina que facam parte da seqidénsienso Asn-X-Ser/Thr. A biossintese desse @ecur

sua ligacdo ao residuo de asparagina e as etapseqjentes de seu processamento no RE e complexo de
Golgi séo realizadas por uma série de glicosidaggisosiltransferases (Reproduzido de Butler, 2008
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O perfil das enzimas presentes na célula vai dedintcomposicdo e estrutura da cadeia
oligossacaridica final, que normalmente é descatao complexa, altamente manosilada ou do tipo
hibrida. A secrecdo em diversos estagios da bitesgimlodN-glicanos leva a obtencéo de diferentes

glicoformas a partir de uma mesma célula (Figuja 11

O—O. o *O ] &
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ALTAMENTE MANOSILADA COMPLEXA

004 ©

O omm
+ OBO

HIBRIDA

@ Fucose [ 7acetit-giicosamina () Manose O Galactose * Acido Sidlico

Figura 11: Estruturas das cadeias dos oligossacarideos. €&siaswormalmente subdivididas em trés grupos:
altamente manosilada, complexas ou hibridas.

As outras estruturas glicosidicas existentes sadO-gticanos. Diferentemente dB-
glicosilacdo, o90-glicanos sédo adicionados a proteina apos a sdacfia, quando esta ja esta
completamente enovelada (Schachter, 2000).

Sua estrutura classica é formada pela ligacao lifgsssacarideos a proteina através de um
residuo den-N-acetil-galactosamina (GalNAc) ao grupo hidroxil ciadeia lateral dos residuos de
serina (Ser) ou treonina (Thr). No entanto, existertrtas op¢des estruturais mais raras, contendo
O-fucose,O-glicose ouO-manose. A formacao da ligagcdo GalNAD-Ser/Thr é catalisada por uma
enzima chamada-N- acetil-galactosamina-transferases (GalNAcT) (Siotea, 2000).

Esse tipo de estrutura apresenta um menor impaatstrutura funcional das glicoproteinas,
guando comparado B-glicosilagcdo. Sendo assim, neste trabalho somemeglicosilacdo sera

discutida em maior profundidade.

1.8.1 MICRO E MACRO-HETEROGENEIDADE

Glicoproteinas produzidas em um mesmo sistema piegséo podem apresentar distintos
padrdes de glicosilagdo, gerando uma mistura derieas. Essas variacdes no numero de sitios
glicosilados e nas estruturas dos oligossacarideosontrados sdo denominadas macro-
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heterogeneidade e micro-heterogeneidade, respaetinta (Butler, 2008).

Normalmente, 60% de todas as sequéncias consefigrs (@e N-glicosilacdo Asn-X-
Ser/Thr) presentes em uma glicoproteina estdo despa, até o momento, ndo existe uma
explicacdo concreta para determinar porque a gbgd@® ndo ocorre de maneira uniforme em toda
a molécula. Entretanto, alguns fatores como a thxdraducdo protéica, a disponibilidade de
doadores de oligossacarideos e a atividade da er@BT parecem ter influéncia nesse processo
(Ben-Doret al, 2004).

Para que a\-glicosilacdo ocorra de maneira eficiente, é ne€sesgjue a enzima OST
consiga acessar facilmente os sitios de glicosilaga presenca de pontes dissulfeto e a
conformacdo da cadeia polipeptidica proxima ao sii N-glicosilacdo podem influencid-la. Na
molécula do ativador do plasminogénio tecidual hemido como tPA, por exemplo, a formacéo da
ponte dissulfeto durante o enovelamento do pepiitdbe aN-glicosilagdo, muito provavelmente
por impedimento estérico, ja que a enzima OST edndcesso a seqiéncia consenso (Walmsley &
Hooper, 2003).

Outro fator aparentemente determinante € o locabue o sitio deN-glicosilagdo se
encontra na cadeia polipeptidica. Sitios mais pnési a extremidadbl-terminal da proteina séo
normalmente mais glicosilados do que os sitiossguencontram mais proximos a extremid@ede
terminal. A distancia critica relativa a reducdo deupacdo de glicanos parece ser de
aproximadamente 65 residuos de aminoacidos a mhtiextremidadeC-terminal. Como essa
distancia corresponde a distancia entre o sitio Rbddssomo e o sitio ativo da enzima OST, existe
a hipotese de que a cadeia protéica ndo se entamlisponivel para a ligacdo dhsglicanos apos
ter se desacoplado do ribossomo (Walmsley & HoOG0%)3).

As reacOes catalisadas pelas transferases presentssnplexo de Golgi nem sempre sao
completamente realizadas, fazendo com que ocoria heterogeneidade na estrutura final dos
glicanos. Essa micro-heterogeneidade pode sericagl#d pela variagdo no numero de cadeias
ramificadas a partir da estrutura centr€), oscilando tipicamente entre duas cadeias (es&rut
bi-antenaria) e quatro (estrutura tetra-anten&d@)tras variacbes comumente encontradas se
referem a adicdo do acido sialico as extremidadssadtenas e a adicdo de fucose a molécula de
GIcNAc mais interna da estrutura central (Hosstal,, 2007).

As diferentes glicoformas podem ser classificadadrés categorias, baseadas no impacto
em sua eficacia terapéutica: glicanos que afetaneia-vida plasmatica da proteina, glicanos que
afetam o direcionamento da proteina para algunddeespecifico e glicanos que modulam a
atividade biolégica (Lawrencet al, 2001). Com base nesses parametros, é possival deial a
estrutura glicosilada desejada e, desta maneitalhes o sistema de expressao no qual a proteina
deve ser produzida.
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1.8.2 GLICOSILAGAO EM DIVERSOS SISTEMAS DE EXPRESSAO

Os sistemas de expressao procaridticos ndo sdaesapke realizar modificacbes pos-
traducionais como, por exemplo, a glicosilagdo,spofio possuem a magquinaria enzimatica
necessaria a tal processo. Assim, grande partprdésinas produzidas nesse sistema nao alcanca
sua conformacgédo ativa. Nesses casos, é necessdtilzacdo de um sistema de expressdo mais
complexo (eucariotico).

Ja as leveduras e os fungos filamentosos sdo cagazealizar modificagdes pos-traducéo
como a glicosilagdo. No entanto, a estrutura glada obtida em seres eucarioticos superiores e
inferiores difere significativamente. A etapa dmsferéncia do oligossacarideo GlchN¥an,Glcs
a proteina que esta sendo transcrita e a remog#ésdesiduos de glicose e um residuo de manose,
gerando GIcNAgMang, sdo bem conservadas em todos os eucariotos, @Ewétapas seguintes
nao.

Nas etapas subsequentes que ocorrem no complex@olig, os N-glicanos sofrem
modificacbes que variam bastante entre as espébles. fungos, a estrutura tipica do
oligossacarideo formado é hipermanosilada, comcé@ade até 100 residuos de manose, enquanto,
em mamiferos, a estrutura de oligossacarideos slfegem dos residuos de manose, seguida da
adicdo de residuos deacetil-glicosamina, galactose, fucose e &cidacsiatomo mostra a Figura
12 (Bobrowiczet al, 2004).

Os N-glicanos produzidos por ceélulas de insetos sdo, m maioria, do tipo
paucimanosidicos, ou seja, possuem poucos resithigsanose, e uma minoria é formada por
estruturas hipermanosiladas.Neglicano precursor GlcNAdanyGlc; é adicionado aos sitios de
glicosilacdo e depois convertido a GlcNMang. No entanto, apesar de grande parte das
glicoproteinas produzidas por células de lepid@gtesofrer modificagcbes adicionais em seus

glicanos, uma parte delas mantém essa estrutuanbasanosilada (Gouvesa al, 2009).
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Figura 12: Diferencas entre as vias Neglicosilacdo em humanos e em fungos. A diferergare somente
nas etapas que acontecem no complexo de Golgi. EHEmaros, o oligossacarideo formado € do tipo
complexo, ja nos eucaribticos inferiores é formanta estrutura hipermanosilada (Adaptado de Bobmwic
et al, 2004).

O processamento dos oligossacarideos, em céluldspBpteros, em estruturas mais
complexas e menos manosiladas ocorre através dalags&nzimag-glicosidase | e Il e da(1,2)-
manosidase, gerando GIcNAtans. A enzimaN-acetil-glicosamina-transferase-I (GnT I) também
apresenta alta atividade nessas células e, assim ©as células de mamiferos, apenas um residuo
de GIcNACc é adicionado ao residuo de Mano4e3 do oligossacarideo GlcNAdans.

A presenca de-manosidase Il também foi confirmada nessas célsksdo responsavel
pela retirada dos residuos de manede3) ea(1,6), gerando GIcNAcMafBIcNAC,. Ja a enzima
N-acetil glicosamina transferase Il (GnT II) apreéaeima atividade residual, normalmente inferior
a 1%, nas células de lepidépteros. Como essa emzimmsponsavel pela formacéo da ramificacéo,
pode-se dizer que, em geral, as células de inSetsdo capazes de produzir estruturas de glicanos
multi-antenérias. Nas células de mamiferos, osluesi terminais de GIcNAc sofrem a acdo da
enzimap(1,4)-galactosil-transferase-1 (GalT I). No entamMeglicanos galactosilados s&o raramente
encontrados em glicoproteinas produzidas em célidasseto. J&4 a enzima sialil-transferase parece
realmente ndo estar presente nas células de lépidéTomiyakt al, 2004).

Os N-glicanos produzidos nessas células podem sofrdificax;0es pelas enzimagl,3) e

a(1,6)-fucosil-transferase, que adicionam um resiiducose, através de ligag#d,6 oua-1,3 e
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a-1,6, ao residuo de GIcNAc ligado a asparaginastAitiura, na qual a fucose é ligada por meio de
ligacdoa-1,3 ao residuo de GIcNAc do nudcleo central, €isterte nos mamiferos e, portanto, a

sua presenca em uma glicoproteina de uso terapénfio é permitida por ser altamente

imunogénica (Tomiyaét al, 2004).

As etapas realizadas no complexo de Golgi tardieretn entre mamiferos e plantas.
Enquanto nos mamiferos se observa a adi¢do daefligaslian-1,6 ao nucleo central e de &cidos
sidlicos ao final das cadeias ramificadas, nastgdam fucose é ligada por meio de ligagéln3 ao
nucleo central e sdo encontrados residuggd@)-xilose (Gomord & Faye, 2004).

A formacéo de oligossacarideos com a adicao decuicaacomo a xilose e a existéncia de
uma ligacdoo-1,3 da fucose, ambos eventos inexistentes em masjffaz com que ndo seja
possivel a utilizacdo de plantas como sistema dmlhes para a producdo de proteinas
recombinantes de uso terapéutico, pois essas mijiseestruturais sdo capazes de provocar reacdes
imunologicas severas (Gomord & Faye, 2004).

As proteinas obtidas em animais transgénicos séiariia semelhantes as produzidas em
cultura de células animais, apresentam padréo idesihcdo e de modificacdes poOs-traducéo
semelhantes, com pequenas variacdes dependendpétaeeutilizada.

Enquanto as células humanas néo sdo capazes elizamod acidd\-glicolil-neuraminico
(Neu5Gc), muitas das glicoproteinas produzidas @olas CHO podem apresentar as duas formas
de derivados do &cido sidlico, tanto o acMacetil-neuraminico (NeuAc) quanto o &citib
glicolil-neuraminico (Sethuraman & Stadheim, 20@83. humanos nao produzem Neu5Gc devido a
uma mutacdo pontual no gene que codifica a citidinao-fosfato-aciddN-glicolil-neuraminico
hidroxilase (Byrneet al, 2007).

Os glicoconjugados que contém esse tipo comum do &idlico sdo considerados
"estranhos” ao organismo humano e podem induzposta imune, levando a formacdo dos
chamados anticorpos de Hanganutziu—Deicher. Ootitidsses anticorpos parece depender da
apresentacdo do antigeno. Uma dose de EPO recort&yipar exemplo, contém 1% de Neu5Gc
no total de acidos sidlicos e ndo produz respostaé em humanos. Grande parte das linhagens de
CHO produz glicoproteinas recombinantes com bamesis de Neu5Gc, cerca de 3% do total de
acidos sialicos (Chenuat al, 2003). A presenca desses baixos niveis de Neui@malmente,
ndo oferece riscos a satde humana, sendo considesagluros para uso humano.

A Tabela 2 apresenta os sacarideos presentes mtemus@s estruturas de glicoproteinas

produzidas por linhagens CHO.
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Tabela 2: PrincipaisN-glicanos presentes e ausentes em proteinas retamés produzidas em linhagens
CHO (adaptado de Grabenhosstal, 1999).

Estrutura do carboidrato CHO
Fucose proximal +
Fuc@l-2)Gal-R* +
02,6-NeuAc -
02,3-NeuAc +
NeuAc@2-8)NeuAa2-3-R +
NeuGly* +
tri/tetra — antenas +
repeticbes Gal-4)GIcNAc +

Gal(B1-3)GIcNAc — R -

Glicanos sulfatados +
Gal(@1-3)Gal +
repeticdes ramificadas ?
manose-6-fosfato* +

GIcNAc bissectada -

GalNAc(31-4)GIcNAc -
*detectados em quantidades minimas

Atualmente, j& foram isoladas diversas linhagentulates mutantes em enzimas
relacionadas ao processo Malicosilacdo derivadas da linhagem celular CHGekecdo de uma
gama de mutantes € possivel devido a variedadectieds existentes. Lectinas sdo proteinas ou
glicoproteinas de origem ndo imune que reconhecgpecdicamente certas conformacgfes de
acucares, ou seja, sao detectores sensiveis deiesrespecificas de carboidratos.

Diversas lectinas sdo citotoxicas e a primeiragetafacionada a essa toxicidade € a ligacao
aos carboidratos presentes na superficie da c@&elsta maneira, isolar mutantes que expressam
uma estrutura de carboidrato alterada € o mesmo pjaeurar por células resistentes a
concentracgdes toxicas de lectina (Stanley, 1983).

Em 1973, Raymond Baker isolou um clone denomina@®@¥®, obtido a partir de uma
populacdo denominada Prabtida de W. C. Dewey, que parecia diferir dasilaél CHO.K1 em
alguns aspectos genéticos. Em 2001, éeal. demonstraram que a linhagem CHO PR@&o
expressa 0 geng4GalT-§ que codifica aB-4-galactosil-transferase-6. No entanto, a falta da
atividade dessa enzima nao parece influenciar fil dergalactosilagdo dds-glicanos produzidos
pela célula, poréem parece reduzir a proporcdo o &ialico nas estruturas bi-, tri- e tetra-
antenarias.

Outra linhagem, a CHO mutante LEC1.3 foi isoladn,ema sele¢céo realizada em apenas
uma etapa a partir das células CHO PR@ela resisténcia a leucoaglutininaRleseolus vulgaris
(PHA-L). Andlises genéticas mostraram que essasite@ células CHO resistentes a lectinas

isoladas possuem mutacées no mesmo gene e passaesidenominadas mutantes LEC1 (Chen &

27



Stanley, 2003).

Mutantes desse grupo ndo possuem a forma ativandmaa-3-D-manosided-1,2-N-
acetil-glicosaminil-transferase | (GIcNAc-TI) e,ns@eqlientemente, ndo sao capazes de sintistizar
glicanos do tipo complexo e nem hibrido, gerandiutsas oligomanosidicas simples.

A mutacao foi causada pela insercdo de uma baste, que o gen&lgatl que codifica a
GIcNAc-T1 na linhagem mutante possui uma citidimazgs do que o gene nao mutado. Enquanto o
Mgatl normal apresenta quatro citidinas dos nucleoti@d®@sa 705 (ACCCCT), bdlgatl presente
na linhagem CHO LEC1.3 possui cinco citidinas, aemfh ACCCCCT. Isso faz com que seja
gerado um codon sem sentido apds 0 aminoacido Bbadon de terminacdo apds o aminoacido
244 da sequéncia da GIcNAc-T1. Desta forma, a emgisintetizada de forma truncada e, portanto,

inativa.

1.9 JUSTIFICATIVA

No Brasil, a imiglucerase esta na lista dos "Medieatos Excepcionais” do Ministério da
Saude e, segundo a portaria SAS/MS n° 449, de @8hdede 2002, que dita o protocolo clinico e
as diretrizes terapéuticas que devem ser utilizguds Sistema Unico de Satde (SUS) no
tratamento da doenca de Gaucher, os pacientes deceber doses que variam entre 15 e 60 U/Kg
a cada duas semanas, dependendo da idade e do gliaio apresentado (Ministério da Saude,
2002).

Dados do Ministério da Saude apontam gastos supsrad US$ 125 milhdes, somente no
ano de 2007, com a compra da imiglucerase necagsia o0 tratamento de apenas quatrocentos e
trinta pacientes na rede publica (Ministério dad@a2007).

Sendo assim, fica clara a necessidade de investmen pesquisas que objetivem o
desenvolvimento de um processo de clonagem e a&wresn cultura de células animais eficaz,
podendo dar origem a processos produtivos queliva a producédo da enzima em larga escala e
com alto rendimento, diminuindo, assim, bruscamergecustos do processo de fabricacao e,

consequentemente, permitindo o acesso de maisgsessdratamento.
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lI- OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho consistiu ad@nagem e expressao d&
glucocerebrosidase humana em células da linhage@ @Mario de hamster chinés), visando a
selecéo de clones capazes de produzir e secrpigluaocerebrosidase na sua forma ativa. Foram
utilizados dois diferentes vetores de expressae,pgomovem a integracdo do gene heterélogo ao
genoma da célula hospedeira de forma aleatoriaNP&IL) ou sitio-especifica (pcDNAS/FRT).
Estes foram transfectados em quatro linhagens ddaséCHO distintas, cujo padrdao de
glicosilag&o, essencial para a atividade da endenateresse, varia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

v' Construir vetores de expressao contendo o geneaglifica af3-glucocerebrosidase (GBA);

v Inserir os vetores recombinantes em diferentesadjahs de células CHO e manter pressao
seletiva até a obtencao de transfectomas estaveis;

v' Selecionar os clones com maior capacidade de piioddg GBA a partir dos transfectomas
estaveis;

v" Analisar a atividade enzimatica presente no sobidarta dos clones selecionados;

v'Avaliar comparativamente os resultados obtidos @omistema de integracdo sitio-dirigida
(pcDNA/5 FRT e células CHO Flp-In™) e com o sistegque promove integracdo aleatoria
(pcDNA3.1);

v'Avaliar a influéncia da insercdo da sequéncia deaKao primeiro ATG sobre a expressao da

glucocerebrosidase.
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I - METODOLOGIA

3.1 LINHAGENS CELULARES

CHO.K1

A linhagem celular CHO.K1 foi obtida da ATC&rfierican Type Culture CollectiprEla é
um sub-clone da linhagem parental CHO, que foivdea a partir do ovario de um hamister chinés
adulto. As células CHO.K1 precisam de prolina neonae cultivo devido a auséncia do gene da

prolina sintetase.

CHO PRGOS

Como descrito anteriormente, a linhagem celular GHRID5 foi selecionada por Raymond
Baker, a partir da linhagem celular CHO.K1. Nelgemes4GalT-6 que codifica #-4-galactosil-
transferase-6, ndo € expresso, o que faz com gfiei@ncia de adicdo de residuos de acido sialico
aos N-glicanos produzidos por essas células seja bdiga €t al, 2001). Esta linhagem foi
gentilmente cedida pela Dra. Pamela Stanley, Alk@mstein College of Medicine of Yeshiva
Univesity — Nova York, e estd sendo utilizada ndstdalho por ser a linhagem parental da

linhagem celular CHO LEC 1.3, que é de grandeésta para a expressao da GBA.

CHOLEC 1.3

As células CHO LEC 1.3 foram isoladas a partiriddgem CHO PRG (Leeet al, 2001)
e gentilmente cedidas pela Dra. Pamela Stanleyysraneste trabalho. Estas células apresentam
uma mutacdo no gene que codifica a enziwndD-manosideof-1,2-N-acetil-glicosaminil-
transferase | (GIcNAc-TI), tornando-a inativa. Senakssim, essas células ndo sdo capazes de
sintetizarN-glicanos do tipo complexo e nem hibrido, geramstouéuras oligomanosidicas simples,

com diversas manoses expostas.

CHO Flp-In™
A linhagem celular Flp-Il" CHO foi adquirida da empresa Invitrogen. Ela fesenvolvida

a partir da linhagem CHO.K1 e contém uma copia ldsrpideo pFRTacZeo2 integrada em seu
genoma. Esse plasmideo possui o sitio de FRT parseecdo especifica do vetor de expresséo
pcDNAS5/FRT pela a¢do da recombinase Flp, que icada pelo plasmideo pOG44 (Figura 13).
O plasmideo pFRTdcZeo2 esta localizado em uma regido de transcrittéa @, portanto, o gene

gue se integrar neste local devera ter bons nideigxpressao, de acordo com o fabricante
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(Invitrogen Manuals, 2009a).

1- pFRT/acZ & ranskeciado de forma
esiavel nas células de mamifero de
inkeresse para gerar a linhagem

celular hospedsira Flp-In regisiens 4,
a zeccina.

= Expreszio do gene fusionade fac Z e zeccing
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- A recombinase Flp expressa a parir
do pOG44 cataliza o evenio de
recombinacdo homdloga enfre os
=0z FRT da célula hospedeira e no
velor de expressio pcONABIFRT.

| pcDNAS/FRT
| Vetor de
k‘ Expressdo /

AS A

. -
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BGH pa [ {5 o7 -Z5oxin™

Exprezsdo da Higromicing
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pUs ori Amp Py

Hygromycin
Linhagem celular Fip-In

Figura 13: Representacdo da integracdo sitio-dirigida daslatiGHO Flp-In" (Invitrogen Manuals,
2009a).

BACTERIAS
Nas etapas de construgéo de vetor foram utilizaalaagens bacterianas & coli DH5-u

obtidas da ATCC American Type Culture Collectiprpara o preparo de bactérias quimicamente

competentes.
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3.2 MANUTENCAO DAS LINHAGENS CELULARES

3.2.1. CELULAS DE MAMIFEROS

As células CHO foram mantidas em uma mistura 14 meios DMEM e Ham’'s F12,
suplementados com 5% v/v de soro fetal bovino (SE&Jos adquiridos da empresa Cultilab,
Campinas/SP, e incubadas em estufa Umida % 3dm 5% v/v de C® Ao meio de cultivo das
células transfectadas também foi adicionado anitioidgeneticina — G-418 ou higromicina B, na
concentracdo de 750y/mL), durante um periodo de dois meses, paraegd&eldas células nas
quais houve integracéo estavel do vetor recombkenaoriferindo resisténcia a esses antibidticos.

Apos o estabelecimento de uma monocamada confluentelulas foram desprendidas pela
acao da tripsina. A suspenséo celular foi quaatifice dividida (na concentracao requerida em cada
experimento) em novos frascos T (de 25)oou em placas (de 6, 24 ou 96 pocos) e foi adition
meio de cultivo completo (com suplementacéo de S8 a propagacao celular. Os volumes de
meio de cultivo utilizados foram de 5 mL para @sfos T e de 3mL, 1mL e 200uL para os po¢os

das placas de 6, 24 e 96 pocos, respectivamente.

3.2.2. CELULAS BACTERIANAS

As linhagens bacterianas foram propagadas em cadairia-Bertani (LB) e incubadas a
37 °C sob agitacdo constante de 190 - 200 rpm por uiodmede 12 - 18 horas. No caso de
bactérias transformadas com plasmideo, foi adidior@o caldo o antibiotico ampicilina (100
ug/mL) ou kanamicina (5Qg/mL), dependendo da resisténcia que o respeckasmpdeo confere.
As linhagens bacterianas também foram propagadgsamas contendo agar LB, sendo que, mais
uma vez, no caso de bactérias transformadas, ilmoaddo antibiético. As placas foram incubadas

em estufa imida a 3T por um periodo de 16 — 18 horas.

3.3 CRIOPRESERVACAO DAS LINHAGENS CELULARES

3.3.1 CELULAS DE MAMIFEROS

As células CHO néo transfectadas e as culturasedstante transfectadas foram estocadas
em tanque de nitrogénio liquido. Para preparar cadastoque, células propagadas em frascos do
tipo T foram desprendidas pela acao da tripsinangficadas, centrifugadas a 2@or 3 minutos,
ressuspendidas em meio de congelamento (80% \&¥Be12,5% v/v de DMEM/Ham’s F12 1.1 e
7,5% viv de dimetil sulféxido - DMSO) na concenfiage 2-4x19células/mL e aliquotadas em 1
mL por criotubo. Os criotubos foram mantidos a —°80por aproximadamente 24 horas, em

recipiente contendo isopropanol, para se obter uwetocidade de congelamento de
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aproximadamente -IC/minuto, sendo depois transferidos para o criatar{éoet al., 2008).

3.3.2 CELULAS BACTERIANAS

As culturas bacterianas foram estocadas em targuérdgénio liquido a — 8. Ap6s um
repigue por esgotamento em agar LB (com ou sembidétito), colbnias isoladas foram
selecionadas e propagadas em LB liquido (com ouas#ihidtico). Foi adicionado 15% v/v de
glicerol e 1 mL desta cultura foi guardada em ahot para armazenamento em nitrogénio liquido
ou a -8C°C.

3.4 DESCONGELAMENTO DAS LINHAGENS CELULARES

3.4.1 CELULAS DE MAMIFEROS

O descongelamento das linhagens de células de pramifoi feito de maneira rapida,
incubando os criotubos em um banho termostatic@ 8C3durante 2 minutos. O contetido do
criotubo foi ressuspendido no meio de cultivo (saplementacdo de SFB) e centrifugado a@00
por 3 min, para que a lavagem retirasse o restinteeio de congelamento e os debris celulares. O
sedimentado foi ressuspendido em 10 mL de meiaili’a completo e uma aliquota foi retirada
para determinacdo da concentracdo e viabilidaddacglLéoet al, 2008). O restante do meio foi

adicionado a um frasco T25 e incubado conformeriiesmteriormente.

3.4.2 CELULAS BACTERIANAS

As linhagens bacterianas foram descongeladas dengegnaneira: o criotubo foi retirado
do freezer a -80 °C ou do tanque de nitrogénioidigue colocado em banho de gelo.
Imediatamente, foi feito um raspado da cultura etada com o auxilio de uma ponteira e esta foi
mergulhada em 3-5 mL de caldo LB (com ou sem daittdm). A cultura foi incubada a 37 °C sob

agitacao, conforme descrito anteriormente.

3.5 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Para a construcédo dos vetores de expressao, oseinégs de interesse foram amplificados
pela técnica de PCR. Os oligonucleotideos iniciesldorimerg utilizados neste trabalho para
delimitar a sequéncia amplificada foram desenhamoa o auxilio do programa DNASTAR,
utilizando como sequéncia padrédo sequéncias dagdasitno GeneBank (banco mundial de
sequéncias génicas). A temperatura de fusdo (TM)i fanalisada no site

http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligabizer/ Na extremidade 5’ dogrimers foi

adicionado sitio de reconhecimento de enzimas steg&o especificas de importancia na etapa de
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clonagem. A escolha das enzimas de restricdo addiz foi feita mediante analise do mapa de
restricio dos vetores comerciais (nos quais osmkeatps de interesse foram inseridos) e pela
andlise do mapa de restricdo do inserto, realizagas meio da utlizacdo do site

http://tools.neb.com/NEBcutters primers utilizados neste trabalho, assim como a empresa na

gual os mesmos foram sintetizados, estdo na Tabela

Tabela 3:Informagdes sobre todos psmersutilizados nesse trabalho.

Nome Sequéncia (5-3) Propriedades ™ Empresa
GBA E GCT AGC CAC CAT GSAGTT TTC Sitio Nhel (GCT AGC) 579 DT
— AAG TCC TTC CAG AGA G Seqiiéncia de Kozak (GCCACQ
Sitio ECOR(GAATTC)
GAATTC TCG AGT TAT CAC TGG by o
GBA R CGA CGC CAC AG Sitio Xhd (CTC GAG) 57°C IDT
Stop c6don adicional
Tempo real_F | GAAAGT GAAGGG ATT TGG AG - 60°C IDT
Tempo real R | ATATCC GAT TCC TTC TTCAGAG - 60°C IDT
. GCT GAC CGG ATG CAG AAG 0
B-actina_F GAG AT - 61°C IDT
B-actina_R 2(?: GGCC ACC GAT CCA CAC i 61.8°C DT
M13F GTAAAA CGA CGG CCAG - 50°C GenelLink
M13R CAG GAAACA GCT ATG AC - 50°C GenelLink
T7 TAATAC GAC TCA CTATAG GG - 50°C GenelLink
BGHR TAG AAG GCA CAG TCG AGG - 50°C GenelLink

O DNA utilizado como molde na reacdo de PCR foi @NA da glucocerebrosidase
comercializado pela empresa Origene (codigo SCI2008feréncia ID NM_000157, beta
glicosidase délomo sapiensvariante transcrita 1).

Para a amplificacdo do cDNA com a finalidade denatem, foi utilizada uma DNA
polimerase de alta fidelidade, a Pfx50 (Invitrogeh2335-012). A mistura reacional foi preparada

conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4: Componentes da reacdo de PCR com o objetivo ddifigarpo produto de interesse e seus

volumes correspondentes.

Reacao de PCR
Tampé&o Pfx50 10X concentrado 50 pL
Nucleotideos dNTP (25mM) 0,5 L
GBA_F (25pmol/uL) 0,5 pul
GBA R (25 pmol/uL) 0,5 pL
cDNA GBA (0,1 ng/uL) 1,0 pul
Pfx 50 (5U/uL) 1,0 pl
Agua Milli Q 41,5 pL
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O microtubo contendo a mistura da reacdo de PCRel@ad4) foi colocado em um
termociclador (Veriti®, Applied Biosystems) e suldide a 1 ciclo de 2 minutos a 94°C, seguido de
35 ciclos compostos, cada um, de 15 segundos g 98°S=gundos a 57°C e 90 segundos a 68°C,
finalizando-se com 1 ciclo de 5 minutos a 68°C.

Quando o objetivo era apenas a amplificacdo panéirc@r a presenca do inserto ou a
orientagcdo do mesmo no vetor de clonagem, fozath a enzimgasy TagDNA polimerase (LGC
Biotecnologia), em mistura reacional contendo esmustos especificados na Tabela 5.

Tabela 5: Componentes da reacdo de PCR com o objetivo décaera insercdo do fragmento em

determinado vetor e seus volumes correspondentes.

Reacao de PCR
Tampéo da enzima 10X concentrago 2,0 |uL
MgCl, (50mM) 0,6 pL
Nucleotideos dNTP (25mM) 0,2 pLL
M13F ou T7 (25pmol/pL) 0,2 uL
M13R ou BGHR (25 pmol/uL) 0,2 puL
Taq (5U/uL) 1,0 puL
Agua Milli Q 15,8 pL

Quando era realizado um PCR de colonia (reacadCde quie utiliza diretamente colonias
bacterianas como molde para a amplificacédo), eataeirada da placa e adicionada ao microtubo
com o auxilio de uma ponteira. Ja quando o molderaitilizado na reacdo de PCR era fruto de
uma extracdo plasmidial, utilizava-se 1 pL de umiaigdio 1:10 do produto da extracdo. Os
microtubos contendo as misturas reacionais presemde Tabela 5 foram colocados em um
termociclador (Veriti®, Applied Biosystems) e suliidas a 1 ciclo de 5 minutos a 94°C, seguido
de 35 ciclos compostos, cada um, de 45 segundd8@ 80 segundos a 57°C e 1 minuto e 45
segundos a 72°C, finalizando-se com 1 ciclo de ibQitws a 72°C.

Os produtos gerados pela amplificacdo por PCR faaalisados imediatamente apds o
término da reacdo, ou ap0s armazenamento a 4 °@¢aR2 horas, através de eletroforese em gel
de agarose a 1% (m/v) em tampdo TBE 0,5X (tris@xidnetilaminometano 44,5 mM; acido

borico 44,5 mM; EDTA 1 mM), corado com brometo tiedeo e observado sob luz ultravioleta.

3.6 CLONAGEM DO GENE DE INTERESSE

Os fragmentos de cDNA obtidos através da amplificagom a enzima de alta fidelidade
por reacao de PCR foram aplicados em gel de agarb%e (m/v) e submetidos a uma eletroforese

em tampdo TBE 1X. ApoOs a coloracdo do gel com btonte etideo e observacdo sob luz
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ultravioleta, a banda contendo o produto de insere®i cortada do gel e purificada com a
utilizacdo do kit comerciabFX PCR DNA and Gel Band Purification KGE Life Sciences), para

a remocéao da agarose.

Os fragmentos foram clonados no vetor de clonag&@®R2pl (TA Cloning® Kit -

Invitrogen). Para isso, foi necesséaria a adicdoadenina as extremidades dos fragmentos

amplificados, pois este vetor linearizado possuidina em suas extremidades. Essa ligacdo esta

ilustrada na Figura 14. A adi¢cdo de adenina faafatravés de uma reacdo de PCR com a enzima

Easy TadDNA polimerase, conduzida em 1 so ciclo de 15 moisa 72 °C, em microtubo contendo

a mistura reacional descrita na Tabela 6.

Tabela 6: Componentes da reagéo de adi¢do da adenina émaddes do produto de PCR.

Componentes da reacao
Tampédo 10X concentrado 20 [
MgCl, (50mM) 0,6 pL
Nucleotideos dNTP (25mM) 04
Taqg (5U/uL) 0,2 puL
DNA extraido do gel 16,8uL

5
—

Figura 14: Representacao da ligacdo do vetor pCR2.1 ao fragnaemplificado por PCR. A ligacdo entre a
adenina, adicionada ao produto de PCR por acdaagadlimerase, e a timidina, presente nas extrategla
do vetor de clonagem, é realizada pela acao denan DNA ligase (Invitrogen Manuals, 2004).

A ligacao entre o produto de PCR e o vetor de ¢gemafoi realizada por 16 horas a 14 °C
utilizando-se a enzima T4 DNA ligase, presente ihddvetor de clonagem, adotando-se a mistura
reacional descrita na Tabela 7.

Tabela 7: Componentes da reacdo de ligacdo do produto deaB@Btor de clonagem.

Reacéo de ligacdo
Tampéo da ligase 5X concentrado 3,0 puL
Ligase (1U/uL) 40 pL
Vetor (pCR2.1 linearizado) 20 puL
DNA tratado com Taq 6,0 pl
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Apés a ligacdo do inserto ao vetor de clonagem,etorvresultante foi usado para
transformar bactéria&. coli DH50 quimicamente competentes (ver item 3.7). As bestér
transformadas foram propagadas em placas LB quénbam o antibiético de sele¢éo, no caso
ampicilina ou kanamicina, e X-gal, durante um pawide aproximadamente 16 horas em estufa a
37°C.

Devido a presenca do antibiético no meio, somesteaatérias que incorporaram o vetor de
clonagem e, portanto, o gene de resisténcia abi@itd, podiam crescer. O vetor pCR2.1 possui
0S genes de resisténcia aos antibioticos ampicédin@namicina, o promotor P, o gene fda
galactosidase (lacZ) e a origem de replicacdo eotapiotos (pUC ori), responsavel pela
multiplicacdo do numero de copias do vetor, conéifnstrado na Figura 15.

No vetor pCR2.1, o local de inser¢éo do produt®@& se encontra entre o0 promdsemZa
e 0 gene d@-galactosidasddcZ). Sendo assim, se o vetor se re-ligar, sem amgaso produto de
PCR, o promotordacZa promovera a expressdo do gene fdgalactosidase. Na presenca do
substrato dg-galactosidase (X-gal), as colbénias capazes @legalactosidase poderdo cliva-lo,
passando a apresentar coloragdo azul. J& as ha@@g incorporam o vetor contendo o produto de
PCR que se inseriu entre o promotor e 0 gene, x{@@Esam o gene lgalactosidase, de modo
gue as colbnias geradas apresentam coloragcéao branca

primer M13R__ T i Knl  Sa! Bl Spel

|
CAG GAA ACA GCT ATG AC|ICATG ATT ACG OCA AGC TTG GTA COG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT OGC TOG AGC CTA GGT GAT

Bt EcgRil EeoR |

GTA ACG GOC GOC MGT GTG'CTG Gl.m TTC GGC wg. e éﬁ. TG T6C
CAT TGO CGS OGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG Al TT CGG CTT AAG ACG
Aval
FaeR7
EzoR W Bl Not xhol Wil xba Apa
AGA TAT CCA TCA an!c T3S L!Gc CoG zlrc GAG CAT ca?.nl ‘|JC' AGA GGG céc AAT TCG[CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GOC GEC GAG CTC GTA CGT AGA TCT COC GGG TTA AGC|GGE ATA

T7 Promoter Prirrer M13F
AGT GAG TOG TAT THCAAT TCA[CTG GOC GTC GTT TTA CJAA CGT OST GAC TOG GAA AMC
%, JCA CTC AGC ATA AT GTTA AGT |GAC CGS CAG CAS AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG //

Figura 15: Representacdo do vetor de clonagem pCR2.1. Podeshssgvar 0os genes de resisténcia a
ampicilina e kanamicina, o promotor P, o gene lacZorigem de replicagdo em procariotos (pUC bia).
detalhe, observam-se psimers universais M13F e M13R, assim como os sitios dasy&s de restricao
gue flanqueiam a regido de insercéo do produtddie (fhvitrogen Manuals, 2004).
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Com base nisso, as coldnias brancas obtidas fouémetidas a um novecreeningpor
meio de PCR de colbnia, para a verificacdo do feagm inserido. Ogrimers utilizados no
screeningforam osprimersque se ligam ao vetoprimersuniversais) M13F e M13R. A reacéo de
PCR feita utilizando estgzrimers universais gera um produto amplificado em torno2@é pb
maior do que o tamanho real do inserto, pois edgam em regides do vetor que flanqueiam o
local de insercéo do produto de PCR.

Todos os vetores de clonagem obtidos durante altratforam seqienciados na empresa
Macrogen (Coréia do Sul). As seqiiéncias foram saxddis utilizando o programa DNASTAR com
base nas sequéncias depositadas no GeneBank,qmarfraacao da auséncia de mutagoes.

A construcao do vetor de expressao foi feita meeiahgestdo do vetor de expressao
(pcDNAS3.1, Figura 16, ou pcDNA5/FRT, Figura 17, aslda empresa Invitrogen) e do fragmento
de interesse previamente clonado no vetor de cbmnagor enzimas de restricdo especificas. As
digestbes foram realizadas utilizando duas enz@quaseconhecem os sitios de restricdo que foram
inseridos no par derimers ou que estdo presentes no sitio maltiplo de clmado vetor de
clonagem. Dessa forma, a utilizacdo destas mesmaEma&s para digerir o sitio multiplo de
clonagem no vetor de expresséo direcionou a ligdodaserto na orientacao correta em relacédo ao

promotor.

Figura 16: Representacdo do vetor pcDNA3.1. Em destaque cosese o sitio maltiplo de clonagem
(Invitrogen Manuals, 2009b).
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Figura 17: Representacao do vetor pcDNA5/FRT. Em destaqueaisese o sitio multiplo de clonagem
(Invitrogen Manuals, 2009a).

Também foram realizadas algumas digestdes com agmzda restricAo para verificar a
presenca dos sitios de restricdo piasierse para confirmar a presenca e orientacdo do mséats
digestdes, o volume de reacao utilizado foi de 10fd enzimas de restricdo utilizadas neste
trabalho foram compradas da empresa New EnglanidBioAs digestdes para clonagem foram
realizadas por um periodo de 2 a 4 horas a 374ci@ wuma delas possuia 2ug de DNA, enquanto
aquelas cujo objetivo foi apenas a andlise de usrmeado vetor tiveram duracdo de 2 a 16 horas,
também a 37 °C, com 1ug de DNA. Os reagentesadoiz nas reacfes estdo especificados na
Tabela 8.

Tabela 8: Componentes da reacéo de digestéo para clonagealige de vetores.

Reacao de digestédo
Tampado 10X concentrado compativel com as enzinilgsadas
Enzimas de restricdo — na concentragdo final dgi1 U
BSA 10X (quando necessario)

Os produtos das digestbes foram analisados por deedtetroforese em gel de agarose a 1%
em tampao TBE 1X, corado com brometo de etidecserghdo sob luz ultravioleta. As bandas de
interesse foram cortadas do gel e purificadas comilizacao de kit comercidbFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit(GE Life Sciences) para a remog¢éo da agarose. \@ngurificados, o
fragmento de interesse e o0 vetor linearizado foligados pela acdo da T4 DNA ligase (New
England Biolabs), conforme instru¢cdo do fabricanten uma proporcéo do inserto para o vetor de
4:1. O vetor resultante foi utilizado para transfar células d&. coli quimicamente competentes,
para que a nova construcao fosse amplificada.
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Apos a transformacéo, as col6nias contendo osegeforam selecionadas pelo crescimento
em placas LB contendo antibi6tico. Estas colénisarm submetidas a ustreeningpor meio de
PCR de col6nia para a deteccdo das colonias canteneetor de interesse, conforme descrito

anteriormente. Oprimersutilizados nestscreeningoram osprimersuniversais T7 e BGHR.

3.7 TRANSFORMACAO BACTERIANA

3.7.1 PREPARO DE BACTERIAS COMPETENTES

A linhagem deE. coli DH5-a foi tratada quimicamente, ou seja, com cloretocdkeio
(CaCb), para que elas se tornassem capazes de captrrekdgeno. O tratamento quimico
aumenta a permeabilidade celular, tornando-as cemgs.

Uma coldnia obtida de um crescimento em agar LBeéwmiolhida e crescida em caldo LB
conforme descrito anteriormente. Esta cultura fdizada como inéculo na diluicdo de 1:100 em
200 mL de caldo LB e esta nova cultura foi incubad#’ °C sob agitacdo. A densidade otica foi
acompanhada por espectrofotometria e, ao atingr D@oonm de 0,3 — 0,5 (correspondente a fase
de crescimento exponencial da cultura), as céfolasn incubadas em banho de gelo por 10 min.
Decorrido este tempo, as células foram centrifugada5000g por 5 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimentado ®uspendido em 40 mL (1/5 do volume original)
de MgC} 100 mM gelado. Novamente, as células foram subaeet uma centrifugacao a 5@p0
por 5 minutos a 4 °C e o sedimentado, desta veze$suspendido em 2 mL (1/100 do volume
original) de CaGl 100 mM gelado. Nas etapas em que as células forasuspendidas, nao foi
utilizada pipeta, pois as células se encontramanfuitgeis neste momento e podem se romper
facilmente. Ao final, as células foram estocadas2€fb v/v de glicerol, divididas em aliquotas de

50-100pL e armazenadas a — 8D ou em nitrogénio liquido (Primrose & Twywan, 2006

3.7.2 TRANSFORMAQAO BACTERIANA PELO METODO DE CHOQU E TERMICO
Uma aliquota de 50-1Q0d de bactérias competentes foi descongelada enolbelo e o

vetor (ou produto de ligacdo) usado na transformdgéadicionado, incubando-se a mistura em
banho de gelo por 30 minutos. O volume maximozatilo do vetor (ou produto de ligacdo) foi de
10 uL. Posteriormente, foi dado um choque térmico 8Gpor 1 minuto, seguido de banho de gelo
por 2 minutos, para facilitar a captura do DNA exty pelas células competentes. Foram
adicionados 50QL de caldo LB e essa cultura foi incubada por JahoB7 °C sob agitacdo, para
gue as bactérias fossem capazes de expressar deyepsisténcia contido no plasmideo recebido.
Em seguida, a cultura foi centrifugada a 5@Qbr 5 minutos, o sedimentado foi ressuspendido em

100 uL de caldo LB e este foi espalhado em agar LB cmludeo antibiotico (ampicilina ou
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kanamicina) para selecionar o crescimento das H@&tque incorporaram o vetor (Primrose &

Twywan, 2006).

3.8 EXTRACAO PLASMIDIAL

As colbnias selecionadas ap6s a transformacdo farasctidas em caldo LB contendo
ampicilina ou kanamicina. A extracdo plasmidial feita com a utilizacdo dos kits comerciais
QIAprep Miniprep Kit(QlAgen) ouPureLink Quick Plasmid Miniprep Kifinvitrogen), conforme
orientacao do fabricante. A eluicao foi feita en® 10 de 4gua ultrapura livre de DNAse e RNAse.
Os plasmideos obtidos foram analisados por meglaedeoforese em gel de agarose a 1% (m/v) em
tampédo TBE 1X, corado com brometo de etideo e wvhdersob luz ultravioleta. A confirmacéo da
identidade do plasmideo foi feita por PCR ou medialigestdo enzimatica com posterior corrida

eletroforética para analisar o tamanho dos fragosent

3.9 TRANSFECCAO DAS CELULAS DE MAMIFEROS

3.9.1 TRANSFECCAO ESTAVEL

As células CHO foram transfectadas com os vetaesxgressao construidos neste trabalho,
utilizando o método de lipofeccao, que utilizadgds catidnicos. Esses lipideos formam pequenos
lipossomas unilamelares, cuja superficie se ere@atimegada positivamente. Desta forma, ocorre
uma ligacédo eletrostatica com os grupos fosfat®@Né, formando complexos que, por sua vez,
apresentam elevada afinidade pelas cargas negax@sstas na superficie das membranas
celulares. A incorporacéo e liberacdo dos compldipddeo-DNA no meio intracelular € mediada
por endocitose (Bollati-Fogolin & Comini, 2008).

Um dia antes da transfec¢do, as células forama#ascpara placas de 24 pocos contendo 1
mL por poco de meio de cultivo completo, com inécde 18 células por poco, de forma que
apresentassem cerca de 90% de confluéncia no mondentransfeccdo. Para cada pogco com
células, 2ug de DNA total foram diluidos em Q. (volume final) de meio sem soro. No caso das
células CHO Flp-In™, a proporcéo de vetor pcDNA&t¢v de expressao) para o plasmideo pOG44
(plasmideo que codifica a recombinase Flp) foi:@e 1

Em seguida, o lipideo comercial Lipofectamine 2q@@itrogen), que apresenta uma
concentracdo de 1pg/pL, foi diluido em @0 (volume final) de meio sem soro. A razdo massica
utilizada de lipofectamina para DNA foi de 1:1, faoto foram utilizados gL de lipofectamina por
cada poco. A lipofectamina diluida foi incubada paminutos a temperatura ambiente. Decorrido
este tempo, a lipofectamina diluida foi adicionadaDNA diluido e essa mistura foi incubada por

20 minutos a temperatura ambiente. Por fim, os (ll0@desta mistura foram adicionados a cada
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poco contendo as células a serem transfectadashdlée a necessidade de troca de meio, ou seja,
a mistura foi adicionada ao meio de cultivo conte8&B. A placa foi incubada a 37 °C em estufa
com 5% de C@por 24 horas.

As células de cada poco foram repicadas para fra86024 horas apés a transfeccao,
adicionando-se antibiético para selecionar as agltrhnsfectantes. A selecdo da populacéo estavel
foi feita com trocas de meio de cultivo contendtbadtico a cada 5-7 dias, para a reposi¢cao do
antibiético e nutrientes presentes no meio. Dedasricerca de 3-4 semanas na presenca de
antibiotico, a cultura controle (transfectada apecam o lipideo, sem o vetor) morreu por
completo. Apos atingirem a confluéncia, os cultifosam repicados normalmente, sempre com
adicdo de antibidtico. A presséo seletiva foi ndangpor, pelo menos, 2 meses ap0s a morte da

cultura controle.

3.9.2 TRANSFECCAO TRANSIENTE

Para avaliagdo dos vetores e comparacao de caiestiuipi analisada apenas a expressao
transiente da GBA por células transfectadas. Aslaglforam repicadas para placas de 6 pogos
contendo 3mL de meio de cultivo completo por pamam inéculo de 1Dcélulas por poco, de
forma que atingissem cerca de 90% de confluéncidiaageguinte. Para cada pocqugide DNA
total foram diluidos em 50L (volume final) de meio sem soro.

Em seguida, o lipideo comercial Lipofectamine 2@b®itrogen) foi diluido em 5QuL
(volume final) de meio sem soro. A razdo massidaada de lipofectamina para DNA foi de 1:1,
portanto foram utilizados dL de lipofectamina por cada poco. A lipofectamiilaida foi incubada
por 5 min a temperatura ambiente. Decorrido estgpde a lipofectamina diluida foi adicionada ao
DNA diluido e essa mistura foi incubada por 20 rtosua temperatura ambiente. Por fim, os 100
uL desta mistura foram adicionados a cada poc¢o rdatas células a serem transfectadas.

N&o houve a necessidade de troca de meio, ouasepstura foi adicionada ao meio de
cultivo contendo SFB. A placa foi incubada a 37ef€ estufa com 5% de G@or 24 horas. Apos
esse periodo, foi realizada a troca do meio dévoubiara a retirada da lipofectamina, que é toxica
para as células, e do DNA residual ndo incorpopadias células. A cultura foi mantida por mais 48

horas, momento em que o meio e as células foramhidos para analise.

3.10 SELEQAO DE CLONES

A selecdo de clones foi realizada pelo método tecéib limite. As linhagens celulares
transfectadas de maneira estavel foram submetidategdo de clones depois de serem mantidas
sob pressao seletiva com antibidtico por dois meseselulas foram desprendidas por agcédo da

tripsina e quantificadas pelo método do azul deaimy (item 3.11.1). Foram preparadas trés
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suspensodes de cada transfectoma em 20mL de meidvD&Bam’s F12 com suplementacédo de
10% de soro fetal bovino, nas concentracfes dé23,0 células/mL.

Cada solucgéo foi utilizada para preencher uma piec®6 pocgos, com volume final de
200puL por poco, de maneira a se obter uma concawntifenal média de 0,5, 1 e 2 células por poco,

conforme mostrado na Tabela 9.

Tabela 9: Concentragdo das solugdes utilizadas nas placaslipaicédo limite e concentracao final.

Placas Concentragdo em 20 mL  Diluicdo final (200uL
Placa 1 10,0 células/mL 2,0 célula/poco
Placa 2 5,0 células/mL 1,0 célula/poco
Placa 3 2,5 células/mL 0,5 células/poco

Essas placas foram incubadas a 37 °C em estuf&%ode CQ por 72 horas. A partir desse
tempo, as placas foram observadas a cada 48 horasicaoscopio para acompanhamento do
crescimento celular. Os pocos nos quais havia apema célula, que deu origem a apenas uma
colénia, foram selecionados. Aqueles nos quaisahantialmente duas ou mais células, gerando
diversas colbnias, foram eliminados.

Apo6s atingir a confluéncia, os clones foram desgiclrs pela acdo da tripsina e foram
expandidos em placas de 24 e 6 pocos e frascosc@G@5meio DMEM e HAM'S F12 com
suplementacédo de 5% de soro fetal bovino, e in@shadd7 °C em estufa com 5% de,CA&pos a
obtengcdo de um numero adequado de células os clonas inoculados na concentracdo

necessaria para cada experimento e, também fonageleolos.

3.11 METODOS ANALITICOS

3.11.1 DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO DE CELULAS VIAV EIS

No presente trabalho, a concentracdo de célulagisii determinada através do método
de exclusdo com azul de trypan, no qual o corammsague penetrar nas células mortas devido a
nao integridade da membrana plasmatica, fazendo quen estas apresentem coloracdo azul
(Strober, 2001). A contagem foi realizada ao miwbpgd Optico em camara de Neubauer, utilizando

a diluicdo adequada de acordo com a concentra@daroga amostra

3.11.2. DETEC(;AO EM MEMBRANA DA GLUCOCEREBROSIDASE
A selecéo dos clones mais produtoreg-dgucocerebrosidase foi realizada por imunhok

para a deteccao da proteina no sobrenadante ndiizse um anticorpo especifico anti-GBA. Sendo
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assim, quanto mais GBA estiver presente no sobagm@dmais intensa sera a coloracdo da banda
visualizada. Os clones previamente selecionadasmétodo de diluicdo limite, quando atingiram

a confluéncia, foram desprendidos pela acdo daiape inoculados em placas de 24 pocos.
Quando uma nova monocamada foi formada, amostrassdirenadantes destes clones foram
recolhidas para a realizacdo desta analise.

O método consiste em adsorver as proteinas pres@ateamostra a uma membrana
(Immobilon™-P Transfer Membrane, Millipore), filldo a amostra pela aplicagdo de véacuo,
utilizando o sistema dslot blot (Bio-Dot® SF, da Bio-Rad), que delimita a arearelencdo das
amostras a pequenos pocsiety. O protocolo detalhado desta técnica se encaotfenexo I.1.

Ao final do processo de revelagdo das membrantess fessam digitalizadas e, algumas das
imagens obtidas, analisadas pela medida da demgriardas bandas presentes nas membranas com
0 auxilio do programa ImageQuant5.2.

Dado que o aparelho possui €l8ts em cada membrana, foram aplicados sobrenadamtes d
24 clones em duplicata. Os melhores de cada memaloasm analisados conjuntamente em uma
mesma membrana e os melhores desta ultima fordaéu, eselecionados como os clones com maior

producdo dg-glucocerebrosidase.

3.11.3 LISE CELULAR PARA ANALISE DE GBA INTRACELULA R

Os clones isolados foram inoculados em placas gegds, a uma concentracdo dé 10
células por poco. Quando atingiram a confluéncsasabrenadantes foram retirados para analises
de atividade e precipitacdo de proteinas. As cgltdeam desprendidas pela acdo da tripsina e
colocadas em microtubos. ApGs centrifugacapelbet celular foi lavado duas vezes com PBS e
ressuspendido em 1mL de PBS. Essa suspensao foesida a cinco ciclos de congelamento a -80

°C e posterior descongelamento, para que as cébslsam lisadas.

3.11.4 PRECIPITAC,‘AO DE PROTEINAS

As proteinas presentes nos sobrenadantes dasaswdtno lisado coletados conforme o item
3.11.3, foram precipitadas para posterior realaatfiensaio de eletroforese SDS-PAGE. Para cada
1 mL de amostra, foram adicionados 100uL de solwgioposta por 15mg de deoxicolato de
sodio, avolumada com agua destilada para 100mla fBg&gura foi agitada em vortex por 1 minuto
e depois foi mantida a temperatura ambiente pomirfutos. Decorrido este periodo, foram
adicionados 100uL de solucdo composta por 72g ide &ifluoro acético, avolumada com agua
destilada para 100mL para cada 1mL de amostraredbzada uma centrifugacao a 10.9@or 15
minutos. Opellet obtido foi lavado com 1mL de acetona. Foi real&zada nova centrifugacéo a
10.00@ por 5 minutos e pelletfoi ressuspendido em 20uL de agua.
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3.11.5 SDS-PAGE BNESTERN-BLOT

Foram realizados ensaios de eletroforese (SDS-PAQGEgstern-blotcom o objetivo de
analisar a massa molar e o padrdao de bandas ob#idexpressdo d@f-glucocerebrosidase
recombinante pelas diferentes linhagens celulares.

A primeira etapa consiste na separagcdo eletrofarétios componentes da amostra,
utilizando o equipamento Mini-Protean Ill acopladtonte PowerPac HC (Bio-Rad), em um gel de
poliacrilamida na presenca do detergente dodelfdtewde sodio (SDS). Este gel foi preparado em

duas etapas, como descrito na Tabela 10.

Tabela 10: Composicéo das solucdes utilizadas no prepareddegSDS-PAGE.

10 mL do gel de resolucéo (10%) 10 mL do gel de eftipamento (4%)
Agua Milli Q -----=----mmemm - 4,0mL| Agua Milli Q -=-----mmmemm e 6,1mL
Tris 1,5M pH 8,8 ----------------- 2,5ml Tris 0,5M pH 6,8 -------------=---- 2,5mL
Acrilamida/bisacrilamida 30% - 3,3m[LAcrilamida/bisacrilamida 30% -- 1,3mL
SDS 10% 100ul SDS 10% 100puL
APS 10% 100ull APS 10% 50uL
TEMED 10pL | TEMED ----mmmmmmmmmmmmeeeeeeee 10pL

As amostras de 20uL oriundas da etapa de pregpit@ram diluidas com 20 pL de tampéo
de amostra (Tabela 11) e aquecidas a 95°C por GtosinEm seguida, 10 pL de cada amostra
foram aplicados no gel de eletroforese, o qualni@rso em tampao de eletroforese (Tabela 11) e
submetido a uma corrida com amperagem constari®da, por aproximadamente 1 hora.

Tabela 11: Composicao do tampao de amostra e do tampéo uefetese utilizados nos ensaios de SDS-
PAGE.

Tampéao de amostra: Tampao de Eletroforese:
T O — 3,55ML | Tri§--------n=-mmmmmmmemmmnnee 3,09
Tris 0,5M pH 6,8 ----------------m-m--- 1,25mlL  Glioa ----------=-==-=------- 14,49
Glicerol ---=----=-m-=smemeemmmeemneeeen 25mL | S[B ~~----mmemememeememee e 1,09
SDS 10% 2,0mL | AguMilli Q --------------- gsp 1000mL
Azul de bromofenol 0,5% ----------- 0,2mL
Adicionar 5QL de -mercaptoetanol a 950
de tampéo da amostra na hora de usar.
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Apos esta etapa, alguns géis foram corados cota (war Anexo 1.2) e outros transferidos
para uma membrana (Immobilon™-P Transfer Membrbhikipore) de acordo com o protocolo

descrito no Anexo 1.3, para realizacao de ensadestern-blat

3.11.6 TESTE DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A B-glucocerebrosidase € a enzima que catalisa aadebylucocerebrosideos em ceramida
e glucose. Sua atividade enzimatica vitro ¢ medida através da clivagem de um substrato
especifico, no caso o 4-metilumbeliferptD-glucopiranosideo (4-MUD). A clivagem desse
composto leva a liberacdo de 4-metilumbeliferon®{4), que é um composto fluorescente.

Através das comparacdes entre as metodologias icdasnte utilizadas para a
determinacdo da atividade da GBA a partir do ttadbakalizado por Daniels e Glew (1982), o
ensaio denominado pH 5,5/taurocolato foi consideradmais adequado para as amostras dos
sobrenadantes dos clones.

O taurocolato de sédio, um sal biliar, € empregamltampéo de reacéo, pois este composto
€ necessario para a atividadevitro dap-glucocerebrosidase e, além disso, é capaz de amdxpéo
das B-glucosidases, porém nao inibe a acadgdpucocerebrosidase acida, que é a atividade de
interesse nesse trabalho.

Os clones foram inoculados em placas de 6 pocosluplitata, a uma concentragéo dé 10
células por poco. Quando atingiram a confluén@asabrenadantes foram retirados e armazenados
em freezer -80 °C para posterior analise da atieéiddodos os testes de atividades foram realizados
no mesmo dia, com as mesmas solucdes e foramaadiao mesmo aparelho.

Foram aplicados 48uL do tamp&o de reagdo com atms(ifabela 12) e 36uL do
sobrenadante das culturas em cada poc¢o de micaoptata (Corning/Costar, # 3915). As placas
foram incubadas em estufa iUmida, a 37°C, por 4hora

Apoés esse periodo, a reacdo foi interrompida peigda de 216 pL de uma solucdo de
parada (Tabela 12). Em cada placa, foi realizada cunva padrdo em triplicata, preparada com
diferentes diluicdes de 4-metilumbeliferona (Sig#d1381) na solucao de parada.

A leitura das placas foi realizada no equipamernitao¥ Il (PerkinElmer) com filtro de

excitacao de 355nm e filtro de emissao de 460nmQ dosegundos.
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Tabela 12: Composicao das solucfes utilizadas nas dosagais/idiade de GBA.

Tampéo acetato de sédio pH 5,5;

Triton 100X (Sigma, # T8787);

Tampéo de reacdo | Taurocolato de sédio 0,125% (Sigma, BioChemika 3288,
Substrato (adicionado somente na hora do testejetdumbeliferol
B-D-glucopiranosideo 3mM (Sigma, #M3633);

NaOH 0,1M

Solucéo de parada o
Glicina 0,1M

Apesar de a atividade enzimética ser usualmentegsg em unidades internacionais (U.1.),
sendo 1 Ul correspondente a quantidade de enzima&atalisa a formacéao de 1 umol de produto
por minuto, nas condi¢des reacionais estabelecdamioria dos trabalhos cientificos relacionados
a producdo e analise da glucocerebrosidase recantbinexpressa 0s seus resultados em
pmol/h/mL. Dentro dessa perspectiva, os ensaicgidielade realizados neste trabalho tiveram os

seus resultados expressos em pmol/h/mL e foi ealaultilizando a equacéao:

Atividade = pmol de 4-UM liberada / 4 horas
0,036 mL do sobrenadant

Cada sobrenadante foi analisado em triplicata @ p&anm mesmo clone, dois cultivos
diferentes foram realizados. O desvio padrao ergneesultados das duas triplicatas analisadas esta

expresso, nos graficos de atividade da glucoceselaee, pelas barras de erro.

3.11.7 PCR EM TEMPO REAL

A técnica de PCR em tempo real (ou PCR gquantitpt@venuito sensivel, permitindo a
guantificacdo de determinado RNAmM em uma célulassipilitando, portanto, a quantificacdo de
pequenas alteracdes no perfil de expressao derileselo gene.

Para a sua realizagéo, os clones foram semeaddsagtns T25 ou placas de 6 pogos e
mantidos em cultivo até que as células atingisseronfluéncia. Quando isso ocorreu, as células
foram desprendidas pela acdo da tripsina. Apéstavatao da tripsina com soro fetal bovino, as
células foram lavadas duas vezes com PBS, pararretimeio residual, e pellet celular foi
armazenado erfneezera -80 °C.

A extracdo de RNAm das células foi realizada corkitocomercial RNeasy Mini Kit
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(QlAgen), seguindo as recomendacdes do fabric&um a utilizacdo do Kit TagMan® Reverse
Transcription Reagents (Applied Biosystems), fosintetizados cDNAs a partir de 4ug de cada
amostra de RNAm obtida, conforme a mistura reatidescrita na Tabela 13.

Tabela 13:Mistura reacional para a sintese de cDNA a pdetiamostras de RNAm.

Sintese de cDNA

Tampao 10X concentrado 5,0 ML
MgCl, (25mM) 2,2 uL
dNTPs 20 pL
Oligo dt 0,5 L
RNase inhibitor 0,2 puL
Reverse transcriptase 1,0 ML
RNA (4u9) -

Agua Milli Q gqsp 10 pL

O microtubo contendo a mistura reacional descriia Tabela 13 foi colocado em um
termociclador (Veriti®, Applied Biosystems) e maatipor 10 minutos a 25°C, 30 minutos a 48 °C
e 5 minutos a 55 °C.

O PCR em tempo real € uma técnica simples e dé if@alizacdo, que permite a
quantificacdo de RNAmM de maneira precisa. Essatifjigagdo € relativa, ou seja, é baseada na
expressdo relativa do gene alvo com relacdo a €gwede um gene de referéncia. Para isso, é
necessaria a normalizacdo do gene alvo em relagdo gene endogeno néo regulado como, por
exemplo, a actina, cuja expressao é necessariasmrevivéncia da célula. Desta maneira, todas
as amostras de RNA extraidas sdo submetidas ardag8es em duplicata, uma contendo o0s
primersdo gene de interesse e outra contendurioasersdo gene enddgeno.

Todos osprimers utilizados para as analises de PCR em tempo oeainf desenhados de
maneira a se anelarem as extremidades de dois éansscutivos. Sendo assim, se as amostras de
RNA extraidas das células possuirem contaminamd3NA gendmico, o tamanho do fragmento
amplificado sera diferente do esperado. Para esbalho, foram desenhados dpramers para o
gene enddgenf-actina de células CHMB+actina_F ef-actina_R), cujo produto de amplificacédo
gerado deve possuir 105pb, e um papdmersda glucocerebrosidase (TRGBA_F e TRGBA_R),
cujo produto de amplificacéo gerado deve apreséathpb.

No PCR em tempo real, existem dois métodos de ifjgagéio, um que utiliza sondas
especificas e outro método néao-especifico. Osnsésteespecificos, como o TagMan (Applied
Biosystems), se baseiam em sondas altamente esagdtie se ligam a seqiéncia alvo, emitindo
fluorescéncia apenas na presenca do produto dedB@Reresse.

No presente trabalho, utilizou-se o0 método ndoafpe, baseado em Sybr Green (Applied
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Biosystems), um reagente capaz de se ligar a qerafppgmento de fita dupla de DNA e emitir
fluorescéncia. Dessa maneira, o sinal de fluores@@&umenta a cada ciclo da reac¢éo. Este método
€ inespecifico e pode levar a amplificacdo de sytrodutos que ndo o fragmento de interesse. A
fim de se verificar a ocorréncia dessas amplifieacdnespecificas, utiliza-se um recurso
denominado curva de dissociacdo, que determinanper@tura de fusdo dos produtos de PCR
obtidos ao final da reagéo.

Assim, ao final da reacdo de PCR, o equipamentmgrgamado para realizar a curva de
dissociacao. Primeiramente, os produtos de reaghaguecidos a 95°C e resfriados a 60 °C. Neste
ponto, todos os produtos de PCR devem estar naafdemfita dupla de DNA, as quais o Sybr
Green se liga, emitindo fluorescéncia. A partirtedgsonto, € realizado um lento aguecimento.
Quando é detectada uma queda na fluorescéncialaméio Sybr Green, isto significa que a dupla
fita tera se desnaturado, ou seja, a temperaturtusé® daquele produto especifico tera sido
alcancada. Se a reacdo tiver sido bem especifidas tos produtos de PCR serdo desnaturados na
mesma temperatura, gerando um grafico com apenapicon Ja se ocorrer a amplificacdo de
diferentes fragmentos ou a dimerizagdo domers outros picos serdo observados na curva de
dissociacao.

A mistura reacional nas analises de PCR em temglofoe preparada de acordo com a
Tabela 14.

Tabela 14:Mistura reacional para as analises de PCR em teeaho

PCR em tempo real
Mix Sybr green 75 uL
TRGBA _F ou Actina_F (10mM) 0,75 ulL
TRGBA_R ou Actina_R (10mM 0,75 pul
cDNA 30 pL
Agua Milli Q 30 uL

A mistura reacional descrita na Tabela 14 foi caitac nos pocos de placas de 96 pocos.
Estas placas foram colocadas no aparelho StepCaidiRe PCR Systems (Applied Biosystems) e

submetidas ao programa descrito na Tabela 15.

49



Tabela 15:Programa das analises de PCR em tempo real nodietador.

Programa da reacdo de PCR em tempo real

Dissociagéo inicial 1 ciclo 10 minutos a 95°C
15 segundos a 95 °C
Amplificacao 40 ciclos 60 segundos a 60 °C

30 segundos a 72 °C
15 segundos a 95 °C
Curva de dissociacao 1 ciclo 60 segundos a 60 °C
15 segundos a 95 °C

O método matematico utilizado para a analise deslteglos nesse trabalho foi o sugerido
por Pfaffl (2001), segundo o qual é necesséria ggramente a determinacdo da eficiéncia dos
primers utilizados na reacdo de PCR. Para isso, realiaavse reacdo de PCR com diferentes
diluicdes de um cDNA, a fim de se determinar coramas ciclos o threshold, isto €, o nivel
estabelecido comiackground sera ultrapassado. Este niumero de ciclos recebme de Ct.

Com base nos resultados obtidos pode-se montarréficay do log da concentragdo de
cDNA versuso Ct, e calcular o coeficiente angular da retadabtA eficiéncia (E) é calculada de
acordo com a equacdo (1). A expressado relativaet® @glvo (R) € calculada levando-se em
consideracao a eficiéncia e o Ct de uma amostdbsecida versus o seu controle, e expressa em

comparagao com o gene de referéncia, conformeagaqy2) abaixo.

E = 1d—1/coef angular) (1)

E ACt do alvo (controle - amostra)
( aIvo)

R= E ACt da referéncia (controle - amostra) (2)
( ref)

Quando a eficiéncia da reacédo é de 100%, o nuneempias de DNA que sera gerada ao
final de 35 ciclos vai ser de®2J4 se a eficiéncia da reacdo for de 90%, ao diea85 ciclos de
reacdo obtem-se £acépias do DNA e assim por diante. Os célculoszadds para as andlises de
PCR em tempo real deste trabalho estdo demonstreddsabela 16. No caso, a eficiéncia dos
primers da GBA foi de 73%, e ao final dos 35 ciclos dec@®@aespera-se obter 137806pias do
DNA inicial. Ja com ogrimersda actina, que apresentam eficiéncia de 56%, ceraloe copias

esperada ao final dos 35 ciclos é de ¥ B6pias do DNA inicial.
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Tabela 16:Demonstracdo dos célculos utilizados para a andtisensaios de PCR em tempo real.

12.225,08

Ct GBA Ct Actina Expressao relativa ao
(eficiéncia de 73%) (eficiéncia de 56%) controle
Célula controle
Reacgdo 1 35,21 23,43
Reacao 2 35,33 23,36
Média 35,27 23,39
1,73(35,27-35,27)= 1 1’5623,39-23,39): 1 1/1=1
Clone A
Reacéo 1 18,13 16,73
Reacéo 2 18,07 16,78
Média 18,10 16,75
1,73%27 181092 1,567 16 = 12.225,08 /19,16 =

19,16

638,05
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IV- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CLONAGEM DO GENE DA GBA NOS VETORES DE EXPRESS/O

O cDNA dap-glucocerebrosidase foi obtido por reacédo de P@Rzando como sequéncia
molde o cDNA obtido da empresa Origene (cddigo $0&Q, referéncia ID NM_000157, beta
glucosidase délomo sapiensvariante transcrita 1). Essa sequéncia foi amatih utilizando os
primersGBA_F e GBA_R, gerando um produto de 1,6 kb. Adienverificar a temperatura ideal de
anelamento doprimers foi realizado um PCR teste, utilizando tempegsdute 54 a 59°C (Figura
18A). O cDNA da GBA foi corretamente amplificad@ enesma intensidade foi obtida em todas as
temperaturas testadas. A temperatura de 57 °Gdoiteda por ser uma temperatura media entre os
extremos testados. A partir dessa escolha, foizeell uma nova reacdo de PCR, cujo produto
obtido foi clonado no vetor de clonagem pCR2.1{FagL8B).

Padrio GBA Branco

B)

Padrio 34°C 35°C 36°C 37°C 38°C 39°C Branco

A)

2000ph
16350pb

1000pb
#50pb

Figura 18: Amplificacdo do cDNA da GBA. A) Teste de temperatde anelamento dgsimersGBA_F e
GBA_R. Padrédo de tamanho de fragmento 1kb (LGCeBiailogia). B) Amplificacdo do cDNA da GBA
para clonagem no vetor pCR2.1. Padrao de tamanfragfeento 1kb Plus (Invitrogen).

O produto de ligacdo do fragmento amplificado adovgCR2.1 foi usado para a
transformac@o de bactérias competentes. As bactémstentes ao antibidtico kanamicina que
apresentaram coloracéo branca foram analisadé®@ierde colbnia, utilizando gsimersM13F e
M13R (Figura 19).
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Colénia 1
Coloma 2
Colomnia 3
Colénia 4
Coldma 3
Colonia 6
Coldmia 7
Colonia 8
Colonia 9
Colania 10
Pozitivo

Figura 19: PCR de colbnia para detectar colénias que continhamtor pCR2.1 com o inserto da GBA
usando ogprimers M13F e M13R. Padrdo de tamanho de fragmento 1li&C(Biotecnologia) e colénias
obtidas pela transformacao com o produto de ligdgaeetor pCR2.1 ao cDNA amplificado da GBA.

Todas as colbnias analisadas possuiam o insertira@ientos amplificados possuiam um
tamanho de aproximadamente 1,8 kb, cerca de 208ty do que o cDNA da GBA. Isto se deve
ao fato de que oprimers utilizados (M13F e M13R) se ligam a sitios do vede clonagem,
externos ao inserto.

As colonias 5, 6, 7, 8 e 9 foram propagadas em reelietivo e foi realizada a extracéo
plasmidial dos caldos obtidos. Os plasmideos famatisados, por dupla digestdo, com as enzimas
de restricdoNhd e Xhd, que reconheciam os sitios presentes prawmers GBA F e GBA R,
respectivamente (Figura 20).

Foto 20: Digestdo dos plasmideos com as enzimas de restNbdoe Xhd. Padrdo de tamanho de
fragmento 1kb (LGC Biotecnologia).

As colbnias 6, 7, 8 e 9 (raias 3 a 6) foram cometate digeridas, liberando o inserto (GBA)

com aproximadamente 1,6kb do vetor de clonagem,aqgmoximadamente 3,9kb, o que indica que
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os sitios de restricdo dpgsimersque se incorporaram a esses vetores devem estarosonessas
colénias. Ja a digestdo da colénia 5 ndo levobedc¢do do inserto, provavelmente, por alguma
alteracéo das sequéncias de restricdo presentasd&tgrosseguimento ao trabalho, as colonias 6,
7, 8 e 9 foram enviadas para sequenciamento.

Apesar da amplificacdo do cDNA da GBA ter sidalimada por uma enzima DNA
polimerase de alta fidelidade, as analises do setamento mostraram mutacfes pontuais nas
sequéncias obtidas para as colbnias 6, 7 e 9. @esei@mento da coldnia 8 estava correto, no
entanto o sitio da enzima de restridpdud do primer GBA_F e a sequéncia de Kozak, que precede
0 ATG, estavam alterados.

Como o sitio da enzima de restricBlbd ndo se encontra presente no sitio multiplo de
clonagem do vetor de clonagem, na colbnia 8 a ddigiestéo, provavelmente, foi realizada nos
sitios da enzima de restricXdid presentes tanto no vetor de clonagem quantarincer GBA_R,
cuja sequéncia estava correta. E importante obsgneéa a partir do fragmento obtido pela digestio
com a enzimXhd, pode-se saber em que orientacéo o inserto se &g vetor pCR2.1. Como o
resultado da digestéo foi aproximadamente do tamaahGBA, os sitios d¥hd ndo poderiam
estar proximos, mas sim em extremidades opostasagmento, como pode ser visualizado na

Figura 21.

BsiX | EcoR | EcoR |

I I I
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GEC TT PCR Product YA GCC GAA TTC TGO
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG AR TT CGG CTT AAG ACG
Ava |

PaeR7 |

EcolF{ v ler)u (not1)  {Xxnot) Ns:‘|1 )|<bai Aplal
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC GGG ATA

Figura 21: Visédo detalhada do polylinker do pCR2.1. Em vermelbtdo destacados os sitios da enzima de
restricdoXhd, no vetor de clonagem e mimer reverso. Em azul esta destacado o sitio de réstda
enzimaNotl, presente no vetor de clonagem, que podera f#emadob nas proximas etapas de clonagem
(Figura adaptada de Invitrogen Manuals, 2004).

Como a sequéncia do cDNA da GBA ndo apresenta nersiio da enzima de restricdo
Notl, que esta presente tanto no vetor de clonagemt@ueds vetores de expressao, esta pode ser
utilizada para a clonagem do insertos nos vetoc€8NA3.1 e pcDNAS/FRT, juntamente com a
enzima de restricaxhd, presente nprimer GBA_R. A Figura 22 mostra a digestao dos vetoees d

expressédo e do pCR2.1, liberando o inserto (GBA).
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pcDNA 3.1 PoUAMERT

- -~ -~ pCR1.1 com
Digeride Nio dig Digendo Nio dig GBA digerido

6000pb
5000pb
4000pb
3000pb
2500p

2000pb
1500pb

1000pb

300pb

Figura 22: Dupla digestao dos vetores pCR2.1 (contendo o dar@BA), pcDNA3.1 e pDNA5/FRT com
as enzimas de restric8lmtl e Xhd. Padréo de tamanho de fragmento 1kb (LGC Biotegi).

O produto de ligagdo do fragmento retirado do pCR&bs vetores de expressao foi
utilizado para a transformacéo de bactérias comfeteAs bactérias resistentes a ampicilina foram
analisadas por PCR de col6nia, utilizandposersT7 e BGHR, que se ligam a sitios externos ao
inserto no vetor de expressao (Figura 23). Devisldiferencas presentes no sitio multiplo de
clonagem dos dois vetores de expresséao utilizaoldsabalho, os fragmentos amplificados nas duas
reacOes de PCR devem apresentar tamanhos diferentes

do

Colonia 1
Coldma 10

Coldmia 2
Coldtia 3
Colémnia 4
Colémia 3
Colémnia §
Coldmia 7
Colbtia 8
Colomnia 0
Coldnia 2
Colania 3
Colonia 4
Colonia 3
Colonia §
Colénda 7
Colbnia 8
Colbnia @
Colonda 10

Colomia 1

o]
=™

B)

2000pb
1500ph
1000pb

500pb

Figura 23: PCR de colbnia para verificacao do inserto. A) @@lé obtidas pela ligacado do vetor pcDNA3.1
com a GBA. Padrao de tamanho de fragmento 1kb (B&€cnologia). B) Colbnias obtidas pela ligacdo do
vetor pcDNAS5/FRT com a GBA. Padréo de tamanho agnfiento 1kb (LGC Biotecnologia).

As colbnias 5, 6 e 9 transformadas com o vetor pEBRN e as coldnias 3, 5, 6 e 7
transformadas com o vetor pcDNA5/FRT contém o tosdo tamanho correto. Foram escolhidas
duas colbnias, uma de cada vetor, para verificagdorientacdo do inserto dentro do vetor de

expressdo. Estas colbnias foram propagadas emseleiivo e foi realizada a extracdo plasmidial
dos caldos obtidos.
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Os plasmideos obtidos foram analisados por digest&amatica (Figura 24). Os dois
vetores de expressao utilizados nesse trabalheeyeen os sitios das enzimas de restidgoH
e Hindlll nos seus sitios multiplos de clonagem e estés gltios antecedem o sitio da enziNw,

e por tanto, permaneceram intactos, mesmo aposnagdm. Essas enzimas clivam o gene da
GBA, sendo que #lindlll cliva na base nimero 135 apos o ATG inicial BaanH na base 1.533
apos o ATG, quase no final do gene.

Desta maneira, se 0 gene estiver na posi¢céo coareligestdo com a enzinBamH gera
dois fragmentos, um com 1,6kb e outro com o tamaioheetor de expressdo. Caso o inserto esteja
na orientacdo contraria, sera formado um fragmeattamanho do vetor de expressédo contendo o
gene da GBA linearizado. Ja com a enzihiimdlll, sdo gerados dois fragmentos, um de
aproximadamente 350pb e outro com mais de 6 kbo Gasserto esteja na posicao inversa, 0s
fragmentos terdo tamanho de 1.5kb (tamanho da GB#om150pb) e um com o tamanho do vetor

de expressao.

pcDNASERT pcDNA 3.1
E ¥ nio E T nio
Padrio 4 o digerido e i digerido

400pb ! - == -y
300pb o . g

Figura 24: Digestédo das coldnias para verificacdo da orientdgdnserto. Padrdo de tamanho de fragmento
1kb (LGC Biotecnologia).

Através da observacdo dos fragmentos gerados galastées, expostos na Figura 24,
pode-se concluir que os insertos foram clonadosemtido correto dentro do vetor de expresséo,

estando prontos para uso nas transfeccdes descélula
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4.2 TRANSFECCAO DAS DIFERENTES LINHAGENS CHO COM OS

VETORES DE EXPRESSAO

As linhagens celulares CHO.K1, CHO LEC 1.3 e CHODPRforam transfectadas com o
vetor pcDNA 3.1 contendo o gene da GBA, enquaniohagem CHO Flp-IA" foi transfectada
com o vetor pcDNA5/FRT também contendo o gene d&.G&pos dois meses, as células que
sobreviveram ao periodo de selecéo foram considematia populacédo estavel, na qual o vetor que
confere resisténcia ao antibibtico e carrega o genmteresse encontra-se estavelmente integrado
ao cromossoma da célula. Desta maneira, a utitizdedantibioticos no meio de cultivo se tornou
desnecessaria.

Uma populacdo celular estavel costuma ser bastheterogénea, com células que
expressam a proteina de interesse em diferenteis v que podem simplesmente nao expressa-la.
O sistema Flp-in™ (Invitrogen) foi criado para renlessa heterogeneidade, uma vez que a célula
somente sobrevivera se o vetor portando o genetelesse houver se integrado no local especifico
de alta expressdo, no qual se encontra o promotorAdG inicial do gene de resisténcia ao

antibiético higromicina.

4.3 1 SOLAMENTO DE CLONES POR DILUICAO LIMITE

Com a finalidade de selecionar as células com msinfveis de producdo da proteina de
interesse, no caso a GBA, foi realizada uma sele¢évés de uma metodologia denominada
diluicdo limite. Esta consiste na diluicdo de uradura até que um poco de cultivo possua apenas
uma célula e, assim, esta unica célula pode dgerara uma col6nia, na qual todas as células serdo
exatamente iguais a célula original, gerando unpalpgéo clonal.

A utilizac&o de concentragfes acima e abaixo da {dena célula por poco) é realizada para
corrigir eventuais variacdes decorrentes da conmtagglular e da homogeneizagdo da suspenséao.
Foram selecionados aqueles pocos nos quais uma cilida deu origem a uma colbnia e aqueles
pocos, nos quais havia mais de uma colonia, foesprdzados. No caso da figura 25, por exemplo,
apenas o0 poco A representa uma populacédo clonglo€as B e C foram descartados.
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Figura 25: Fotos dos pocos das placas de cultivo utilizades @ésolamento de clones, tiradas 15 dias apos
a diluicao limite. As colbnias estdo indicadas pedatas vermelhas. A) Poco com apenas uma col6nia,
originada de uma Unica célula. B e C) Pocos cors dakbnias uniformes bem visiveis.

Os clones obtidos nas trés placas de cada linh&y@m numerados e identificados com
letras especificas. Os clones obtidos da linhagdoiac CHO.K1 foram identificados com a letra
“K”, os da CHO LEC 1.3 com a letra “L”, os da CH®®5 com a letra “P” e os clones obtidos da
CHO Flp-In™ foram identificados com a letra “F”". &iciéncia de isolamento dos clones das
guatro populacdes a partir das trés suspensdoradés se encontra na Tabela 17.
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Tabela 17:Quantidade de clones obtidos em cada placa de¢@® puilizada para o isolamento de clones
por dilui¢do limite. Placa 1) 10 cél/mL ou 2 célgppPlaca 2) 5 cél/mL ou 1 cél/poco; Placa 3) 2/l
ou 0,5 cél/poco.

Linhagem celular Placa dNumero Eficiéncia Total de
e Clones clones
Placa 1K 18 18,75%
CHO.K1 + GBA Placa 2K 33 34,37% 74
Placa 3K 23 23,95%
Placa 1P 17 17,7%
CHO PRO5 + GBA | Placa 2P 23 23,95% 68
Placa 3p 28 29,16%
Placa 1L 25 26,04%
CHO LEC 1.3 + GBA| Placa 2L 43 44,79% 95
Placa 3L 27 28,12%
™ Placa 1F 26 27,08%
CHO g'g'A'” " " Placa 2F 36 37,5% 87
Placa 3F 25 26,04%

Na Tabela 17, pode-se observar que, de fato, ga@lunais adequada para o isolamento de
clones € a calculada para se obter uma célula @@, pma vez que as demais diluicbes geram
eficiéncias menores e bastante proximas entrecseritanto, a selegdo de clones com a linhagem
CHO PRO5 gerou o menor numero de clones e a maior efi@éncatingida com a utilizacdo da
concentracdo média esperada de meia célula por. pegm pode ter ocorrido devido a uma
contagem celular superestimada.

Anteriormente a esse isolamento de clones mosttadbabela 17, j4 havia sido realizado
outro isolamento de clones por diluicdo limite. @olw, nessa ocasido, devido a problemas de
contaminacgao microbiana, diversos clones foramigesdNo entanto, os clones que restaram serao
analisados juntamente com o0s obtidos a partir dtangento mostrado na Tabela 17. Para
diferencia-los, os clones selecionados anteriorengetio denominados “antigos”.

4.4 ANALISE DOS CLONES POR IMUNO-BLOT

Apoés aproximadamente trés semanas, a célula driggndavia dado origem a uma
monocamada confluente de células, a uma populdo&alcEsta foi desprendida pela acdo da
tripsina e plaqueada em placas de 24 pocos. Quandanonocamada foi atingida, o sobrenadante
foi recolhido e submetido a uma analise por imblod-para a determinagcéo dos clones que mais
produziam ap-glucocerebrosidase. Como as ceélulas comparadamfobtidas a partir de uma
mesma linhagem parental, quando os clones atingeonfluéncia presume-se que todos 0s pocos
apresentam a mesma concentragéo celular.
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Em cada membrana, foram aplicados sobrenadantag @d clones em duplicata. Para cada
linhagem celular, aqueles cujas bandas foram mdsessivas, foram reunidos em uma nova
membrana para a determinagéo dos melhores clotide®te cada linhagem transfectada.

As quatro membranas utilizadas para a analise alm®sadantes dos clones derivados da
linhagem celular CHO.K1 transfectada com o vetddNw&3.1 contendo o gene da GBA estdo

ilustradas na Figura 26.
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Figura 26: Membranas de imunblot para detec¢do da glucocerebrosidase no sobrepadastclones
obtidos a partir da linhagem CHO.K1. Os melhoreme$ de cada membrana estdo destacados com um
retangulo ao redor de sua denominacao.

Os seis melhores clones de cada uma das membilrsisgdas na Figura 26, foram

reunidos em uma Unica membrana para a escolhalamssade CHO.K1 que mais secretaram a

GBA (Figura 27).
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Figura 27: Membrana contendo os sobranadantes dos seis neitiorees de CHO.K1 de cada uma das
membranas anteriores. As nove bandas mais intest#s destacadas.

Como muitos clones obtidos a partir da linhagem GtHGapresentaram grande potencial de
producdo da proteina de interesse, nove clonesfeedecionados (6K, 14K, 34K, 41K, 50K, 3K
antigo, 16K antigo, 22K antigo e 36K antigo).

Como a eficiéncia da selecdo de clones na linhaGet® PRO5 foi a menor, foram

necessarias somente trés membranas psrgeeningoor imunoblot, como mostrado na Figura 28.
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Figura 28: Membranas de imunblot para deteccdo da glucocerebrosidase no sobrepadastclones
obtidos a partir da linhagem CHO PBO
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Neste caso, foram selecionados os oito melhoreseglale cada membrana para o
procedimento de selecdo em uma nova membrana §=2§)r
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ma =
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41P 49P 50P 52p

" - Er "

55P 57P 60P 62P

s

Figura 29: Membrana contendo os sobrenadantes dos oito melblorees de CHO PR®de cada uma das
membranas anteriores.

Foram selecionados seis clones da linhagem celH#d PRO5 por possuirem uma boa
producdo da proteina recombinante de interesse 814R 33P, 39P, 65P e 67P).

A Figura 30 mostra a analise por imupiot dos sobrenadantes dos clones derivados da
linhagem celular CHO LEC 1.3. Foram necessariasrguaembranas para a analise dos clones

obtidos.
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Figura 30: Membranas de imunblot para deteccdo da glucocerebrosidase no sobreratiastlones
obtidos a partir da linhagem CHO LEC 1.3.
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Os seis melhores clones obtidos de cada uma dadnaess foram reunidos em uma Unica
membrana para a escolha daqueles que melhor sead&iA (Figura 31).
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Figura 31: Membrana contendo os sobrenadantes dos seis nmeltlorees de CHO LEC1.3 de cada uma
das membranas anteriores.

Dentre todos os noventa e seis clones analisagesaa um deles parece ser bom produtor
da glucocerebrosidase. Pode-se observar claramamtEjgura 31, que o clone 20L se destaca
guando comparado aos demais. Como 0s outros cloeresem produzir pouca GBA, foram
selecionados somente trés clones da linhagem CHI I3

Para ascreeningdos clones obtidos pela transfeccdo das célula@@ Bl-In™ com o vetor
de expressdo pcDNA5/FRT, foram necessarias quatrobmanas. Os noventa e trés clones foram

analisados (Figura 32) e aqueles seis que maisstacdram em cada uma das membranas foram
destacados.
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Figura 32: Membranas de imunblot para deteccdo da glucocerebrosidase no sobrepadastclones
obtidos a partir da linhagem CHO Flp-In™.

Os seis melhores clones de cada uma das quatrorar@sbda Figura 32 foram reunidos em
uma nova membrana, mostrada na Figura 33.
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Figura 33: Membrana contendo os sobrenadantes dos seis ngitiores de CHO Fpl-I{ de cada uma
das membranas anteriores.

Aparentemente, os clones derivados da linhagemace@HO Flp-If™ ndo apresentam

altos niveis de producdo da GBA, mas isso deverdvs¢iado mais profundamente adiante.
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Apo6s serem selecionados os nove melhores cloneslata linhagem CHO.K1, os seis de
CHO PROS5, os trés de CHO LEC1.3 e os seis de CHO Flp-Ire$tes foram retirados das placas
de 24 pocos e transferidos para placas de 6 patgpgue atingissem a confluéncia. Nesse ponto, os
sobrenadantes foram recolhidos para a realizac&@ondeovo imundslot, dessa vez com todos 0s

clones, de todas as linhagens, reunidos em umaamesmbrana (Figura 34).
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Figura 34: Membrana contendo os sobrenadantes dos melhoressclde cada uma das linhagens
trasfectadas com o gene figlucocerebrosidase.

A partir da membrana acima, pode-se confirmar gae;ontrario do que era originalmente
esperado, os clones de CHO Flp-In™ séo aquelesmgues produzem a GBA. Como na linhagem
CHO Flp-In™ o gene de interesse se integra em @giaag de alta expressao da célula, através de
uma integracdo sitio dirigida, era originalmentgpeegda uma maior producdo da proteina
recombinante por essas células, ao contrario daaiddinhagens celulares, nas quais ocorreu uma
integracéo aleatoria do gene heterdlogo.

Dos trés clones selecionados a partir de CHO LEGp&nas o 20L aparenta produzfp-a
glucocerebrosidase em quantidades significativas. eéNtanto, diversos clones das linhagens
CHO.K1 e CHO PR® se mostraram excelentes produtores. Este resytiagra esperado, uma
vez que as células mutantes LEC costumam apredeaiters niveis de expressao de proteinas
recombinantes (Kandat al, 2006). Todos os clones que chegaram a esta etapyos
sobrenadantes estéo presentes na Figura 34, fo@reservados.
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45 ANALISE DA SECRECAO E DA ATIVIDADE DA B-
GLUCOCEREBROSIDASE RECOMBINANTE

Para a realizacdo de uma melhor caracterizacdaaleina recombinante produzida, foi
realizado o cultivo dos melhores clones seleciosadm placas de 6 pocos, em duplicata.
Linhagens néo transfectadas também foram utilizamaeo controles negativos. Quando 0s poc¢os
atingiram a confluéncia, o sobrenadante foi retirpdra a realizacdo do ensaio de atividade e
imuno-blot.

Para alguns clones, também foi realizada a anptiseSDS-PAGE éaNestern-blat Neste
caso, 0s pocos foram lavados trés vezes e tiveraneio de cultivo substituido por meio sem
adicdo de soro fetal bovino, sendo o sobrenadavitiado apos 72 horas. As células foram
desprendidas pela acéo da tripsina e utilizadasapreparacéo de lisado celular.

Em grande parte dos artigos cientificos relaciosadproducédo dp-glucocerebrosidase, a
medida da atividade enzimatica € realizada nodisadular dos clones e calculada em pmol de 4-
MU liberada/hora/mg de proteina (Fabregiaal, 2000; Pasmanik-Choet al, 1996; Xu &
Grabowski, 1998). No entanto, em alguns artigoatiadade da glucocerebrosidase é medida no
sobrenadante e expressa em pmol/hora/mL de medicommado (Leonova & Grabowski, 2000;
Bukovacet al, 2008).

Como para a obtencdo de um processo biotecnolégmoomicamente viavel, € desejavel
gue a proteina recombinante seja secretada pdildascprodutoras, ndo é de interesse selecionar
um clone gue seja um excelente produtor, mas nésgasecreta-la.

Leonova & Grabowski (2000) observaram que a seoreigg3-glucocerebrosidase € um
processo dependente da glicosilacdo. Nesse esttldtas CHO produtoras de glucocerebrosidase
capazes de secretar cerca de 80% da proteina soEssa, quando tratadas com tunicamicina, um
potente inibidor daN-glicosilagdo, perderam a capacidade de secret@thcando que os
oligossacarideos possuem um papel ativo mediasdoracao.

Como, no presente trabalho, espera-se que a GBApsmjluzida com diferentes padrdes de
glicosilagéo, devido a utilizacdo de linhagens Céiferentes, deve-se verificar se essas alteragdes
levam a variagbes na secrecdo da proteina. Pava fmsrealizado umWestern-blotcom o

sobrenadante e o lisado celular de um clone seledmde cada linhagem (Figura 35).
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Figura 35: Western-blotrealizado com amostras do sobrenadante e do lisallbar dos clones das
diferentes linhagens. Padrdo de massa molar (Rne@tus Prestained Standard — All Blue, Bio-Rad).

Através da analise da Figura 35, pode-se obseneagroteina produzida pelo clone 4F da
linhagem CHO Flp-In™, presente nas raias 1 e 9pdde ser visualizada, provavelmente por estar
sendo produzida em pouca quantidade. O clone 2@&septe nas raias 2 e 8, parece ser capaz de
secretar cerca de 90% da GBA produzida. Pode-senvarsque a banda presente na amostra do
lisado celular se encontra na mesma altura (et BOkDa) que a banda presente na amostra do
sobrenadante, indicando que tanto a proteina aderetomo a que ficou retida dentro da célula,
parecem apresentar o mesmo padrao de glicosilacao.

O clone 39P, nas raias 3 e 7, parece ser capazaletas cerca de 95% da proteina
produzida e, assim como no caso do clone 22K, @gipas do sobrenadante e do lisado celular
apresentam o mesmo tamanho. Ja o clone 20L, ress 4a@ 6, apresentou bandas de GBA com
menor massa molar, indicando possuiglicanos bastante menos complexos do que os pessen
nos clones derivados das linhagens CHO.K1 e da €RO5, como sera discutido no item 4.7.
Além disso, este clone foi capaz de secretar apekamente 100% da GBA produzida, pois mal
se consegue identificar bandas na amostra do Isadiar deste clone.

Dentro dessa perspectiva, a analise Wastern-blotmostrou que a grande maioria da
glucocerebrosidase produzida é realmente secretgda isso independe do grau de complexidade
dos oligossacarideos presentes na glicoproteinasi@rando-se, portanto, que a GBA era
majoritariamente secretada, o teste de atividadeefdizado com amostras do sobrenadante dos
diferentes clones.

Para acompanhar o teste de atividade, um novo kblobdoi realizado com as mesmas
amostras utilizadas para a medida da atividadeteN&sam também incluidos sobrenadantes de

células nao transfectadas, como controles negatiP@sa que pudesse ser realizada uma
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comparacao entre as atividades especificas dasimast produzidas pelos diferentes clones, as
intensidades das bandas do imihat- foram quantificadas (em pixels, utilizando o peoga
ImageQuant 5.2) e as respectivas atividades foraiaidhs por este valor.

Na Figura 36A e 36B estdo representados o intlioice os resultados do teste de atividade

realizados com o sobrenadante dos clones de CH@eB{dectivamente.

A)
CHOK1
Ww— = -
3K 16K 22K 36K
ANTIGO ANTIGO ANTIGO ANTIGO
N N ..t
B)
Atividade da GBA de clones de CHO.K1 O Ativdade da GBA (umol/h/mL)
m Atividade especifica (umol/h/mL)/pixels
450
400 -
350 4
300 1
[}
T 250
S 200 -
< 150 -
100 4
e ﬂ [ [
6K 14K 34K 41K 50K 3K

16K 22K 36K K1 cont

antigo antigo  antigo  antigo
Clones

Figura 36: A) Andlise por imundlot e da B) atividade enzimatica dos nove clones obtal partir da
linhagem CHO.K1.

Comparando os resultados obtidos no imblud-e no teste de atividade dos clones
derivados de CHO.K1, podem-se observar algumaglagéres entre a intensidade das bandas e a
atividade enzimatica. As trés bandas mais fortesgmtes no imunblot, dos clones 6K, 16K
antigo e 36K antigo, correspondem aos trés clonesgresentaram a maior atividade enzimatica.

Ja a proteina produzida pelo clone 14K ndo apr@sena banda muito intensa, mas possui
alta atividade, ou seja, apesar de nao ser prag@zridgrandes quantidades pelas células tem uma
alta atividade, levando a uma alta atividade efipaci

J& os clones 41K e 50K apresentaram atividadesmétizas, tanto a total quanto a
especifica, semelhantes a da CHO.K1 controle, (aj sena atividade residual, provavelmente

68



relativa a atividade da glucocerebrosidase endodesacélulas murinas. Esta também pode ser
visualizada no imundot, pois o anticorpo utilizado é capaz de reconhacé-I
As analises de imunblot e de atividade da glucocerebrosidase realizadas 00

sobrenadante dos clones de CHO PRiddem ser visualizadas na Figura 37.
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Figura 37: A) Andlise por imundilot e da B) atividade enzimatica dos seis clones obtal partir da
linhagem CHO PR®G.

Os trés clones (14P, 65P e 67P) obtidos de CHO®R@ se destacam no teste de atividade
enzimatica da glucocerebrosidase, tanto total quaspecifica, também apresentam um sinal
elevado na analise por imubtet. Ja o clone 39P, pela analise de imbtai; também parece ser
um bom produtor da glucocerebrosidase, porém a mesmece estar em parte inativa, visto que a
atividade enzimatica apresentada pela GBA prodyzidaesse clone é muito baixa, sendo apenas
ligeiramente superior a atividade residual encalatrzas células parentais.

As andlises de imunblot e atividade da GBA de clones de CHO LEC1.3 esiostas na
Figura 38.
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Figura 38: A) Andlise por imundilot e da B) atividade enzimatica dos trés clones obtia partir da
linhagem CHO LEC 1.3.

Dentre os clones obtidos a partir de CHO LEC1.8inagomo no imunddot, o clone 20L
também se destacou no ensaio de atividade, mosteamaaior atividade especifica. Ja os outros
dois clones (30L e 72L) apresentaram uma atividated cerca de 4 vezes inferior a proteina
produzida pelo clone 20L e, ligeiramente maior de @s células CHO LEC 1.3 controle. A
atividade total, assim como a atividade especifiesses dois clones foram bastante semelhantes
entre si.

A Figura 39 mostra os resultados obtidos no imbilob€e no teste de atividade da GBA no

sobrenadante de clones de CHO FIpIn
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Figura 39: A) Analise por imundlot e da B) atividade enzimatica dos seis clones obtal partir da
linhagem CHO Flp-If".

No imunoblot realizado com os sobrenadantes dos clones sedelcisra partir da linhagem
CHO Flp-In™ transfectada, pode-se observar queaaslds sdo muito similares entre si e ao
controle da CHO Flp-In™ néo transfectada. Ja cdatéde a atividade total, surpreendentemente a
atividade dos clones foi ligeiramente inferior &idade do controle negativo (células CHO Flp-
IN™ n&o transfectadas).

Cabe ressaltar que, no caso das quatro linhageestga testadas como controle negativo,
foram obtidos niveis de atividade baixos (40-80 |dmmL), provavelmente decorrentes da
presenca de GBA enddgena de hamster.

A Figura 40 apresenta uma comparacao das atividatis e especificas da GBA obtidas

nos sobrenadantes dos clones selecionados deatotiakagens utilizadas.
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Figura 40: Andlise da atividade enzimatica obtida nos sobrani@s$ de todos os clones selecionados de

todas as linhagens.

Através da analise da Figura 40 pode-se obsenar dg fato, a atividade enzimatica de
todos os clones da CHO Flp™th assim como ocorreu no imubést, foi bastante inferior & dos
demais clones das outras linhagens. No entant@npae destacar alguns clones que apresentaram

alta atividade enzimatica, tais como os clones 86#go, 14P, 65P e 20L.

4.6 ANALISE DA EXPRESSAO DE GBA POR PCR EM TEMPO REAL

Apoés a extracdo do RNA das amostras de célulagliflr®ntes clones, foi realizada uma
reacao de PCR em tempo real para avaliar a terop2m@é anelamento que seria utilizada para os
primerse a especificidade das reacgfes, atraveés da adal@eva de dissociagao.

Como a temperatura de fusado prevista pagiozersda GBA era de 60°C, foi realizado um
gradiente de temperaturas de 61 a 71°C, para carifjual delas resultaria em uma melhor
amplificacéo e curva de dissociacao.

A mesma amostra de cDNA, sintetizada a partir dé\RMxtraido do clone 3K (escolhido
de forma aleat6ria), foi utilizada para todos ogeginentos Os resultados obtidos estdo na Figura
41.
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Figura 41: Amplificacdo do cDNA obtido do clone 3K com psmersda GBA a diferentes temperaturas de
anelamento, em duplicata. A) Temperatura de aneinue 61°C; B) Temperatura de anelamento de 63°C;
C) Temperatura de anelamento de 65°C; D) Tempardtuanelamento de 67°C.

Através dos dados obtidos para a amplificacdo, -sedebservar que a temperaturas mais
elevadas, como 65 e 67°C, ndo ocorre a amplificdgailvagmento de interesse, sendo observada
somente uma linha basal de fluorescéncia. Issor@cpois a temperaturas mais elevadas as
moléculas estdo mais agitadas, dificultando o amatdo dogprimers o qual d& inicio ao processo
de amplificacéo por PCR.

Ja na Figura 41A e 41B, fica claro o aumento igelrda fluorescéncia observada com o
inicio da amplificacdo. Este aumento é mais rdpadigura 41A, na qual ocorre préximo ao ciclo
20, quando comparado a Figura 41B, na qual esteronocorre somente préximo ao ciclo 28.
Sendo assim, pode-se dizer que a reacdo tem mansibdidade quando a temperatura de
anelamento utilizada € 61 °C.

Foram, entdo, realizadas andlises das curvas sleci@igdo nas condi¢cdes estabelecidas (61
e 63°C). Estas analises estéo ilustradas na M@ura
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Figura 42: Curvas de dissociagdo obtidas a partir dos prodigo®CR oriundos do clone 3K, com os
primersda GBA, a diferentes temperaturas de anelamemaluplicata. A) Temperatura de anelamento de
61°C; B) Temperatura de anelamento de 63°C.
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Os resultados das Figuras 42A e 42B mostram ufil perito semelhante, no qual a curva
de dissociagdo apresenta dois picos diferentesnsi é o ideal para um PCR em tempo real, uma
vez que a presenca de dois picos bem distintosarglie estdo sendo amplificados dois produtos
diferentes. No caso, pode-se excluir a formacaamdedimero dgrimers pois a temperatura de
fusdo dos produtos amplificados € muito alta. fpssblema de formacao de produtos ndo pbde ser
solucionado com a variagao da temperatura de aastamnuma vez que temperaturas inferiores a
61°C nao levam a amplificagéo do produto de PC&masomo temperaturas superiores a 63 °C.

A formacédo de dois produtos diferentes pode ocodevido a variagbes no RNA
mensageiro. Bukovaet al. (2008) relataram a presenca de um sitismleing criptico no RNAmM
da glucocerebrosidase, gerando dois produtos défi@agiio diferentes nas analises por PCR em
tempo real.

O splicing € uma etapa pela qual o prée-RNAm passa, pararadeetdos introns de sua
sequéncia. Nesse processo, é realizado o recordm@oimmias juncdes éxon-intron, conhecidas como
sitios 5’ e 3’ desplicing que sdo conservadas em termos de sequéncia. ddstagsses sitios
especificos podem levar ao reconhecimento de gigosplicing alternativos, gerando RNAmM
anormais (Kralovicova & Vorechovsky, 2007).

Existem algumas ferramentas de bioinformaticaatisgeis na Internet capazes de predizer,
através da utilizacdo de matrizes especificassailpbdade de ocorréncia de sitiosgdicing em
sequéncias de DNA e RNA. A regido do cDNA da glecebrosidase préxima aos sitios de
anelamento doprimers desenhados para o PCR em tempo real foi analesaddois desses sites
(http://es.embnet.org/~mwang/assp.htnd http://www.fruitfly.org/cqgi-bin/seq_tools/splicernt)
(Wang & Marin, 2006; Rocat al, 2003). O resultado desta andlise encontra-ségneai43.

cagaacagaaGIl TCCAGAAAgt gaagggat t t ggaggggc
cat gacagat gct gct gct ct caacat ccttgccctgtca
ccccctgcccaaaatttgctacttaaatcgtacttctctg
aagAAGCGAATCGCGat at aacat cat ccggGlacccat ggcc

Figura 43: A figura mostra ogprimersutilizados para o PCR em tempo real (em azul) possiveis sitios
de reconhecimento deplicing cripticos (em caixa alta), dentro dos quais esl@&tacados os sitios de
clivagem (em vermelho), preditos por meio das fea@tas de bioinformatica.

Com base nestes dados, os dois picos obtidosrma de dissociacao (Figura 42) foram
considerados produtos de PCR de formas alternatieagplicing que podem estar ocorrendo nas
células CHO. Optou-se pela temperatura de 61°C pagalizacdo dos ensaios de PCR, devido a

maior sensibilidade de amplificacdo obtida (Figita
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Foram realizadas duas curvas padrao utilizandaicdgs sucessivas do cDNA de uma
amostra, com oprimers especificos da GBA (Figura 44A) e comprémers da p-actina (Figura
44B), para o calculo da eficiéncia de amplificagésprimers Em cada uma das placas utilizadas

para as analises de PCR em tempo real, foram asraisl duas curvas padrdo em duplicata.
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Figura 44: Curva padrao com diluicbes do cDNA do clone 3K pzleulo da eficiéncia de amplificagéo
dos primers da GBA (A) e dractina (B) na primeira placa de PCR em tempo real.

A partir dos coeficientes angulares das retasdabtinos dois graficos da Figura 44 e
utilizando a equacdo (1) (pagina 47), foram cattasaas eficiéncias de amplificacdo. Os resultados
obtidos foram de 58% para a GBA e de 47% paraiaaadtstes valores foram utilizados para
correcao dos valores de Ct obtidos em todas asesabalizadas na primeira placa.

A expressao da glucocerebrosidase pelo contrglatine, ou seja, pela linhagem CHO.K1
nao transfectada, foi nula. Como os resultados@i® @n tempo real se baseiam na razédo entre a
expressdo em dada condicdo e a expressao no aasoleondo se pode adotar uma expressao
totalmente nula como controle, uma vez que a divigé zero ndo € matematicamente possivel.
Sendo assim, em cada grupo de clones derivadosndedada linhagem, o clone que menos

expressou a GBA foi adotado como controle paraabsulos relativos a sua linhagem. Assim
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sendo, no caso dos clones derivados de CHO.KIgre d4K foi aquele utilizado como controle.

Por isso, a sua expressao relativa ao controleat ggum, como pode ser observado na Figura 45.

Expresséao relativa de GBA nos clones da CHO.K1
2
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Figura 45: Analise de expressao relativa de GBA, por PCR emptereal, pelos clones derivados da

linhagem celular CHO.K1.

Com base nesses dados, observa-se uma alta éxpdessclones 16K antigo, 22K antigo e
34K. No entanto, quando se correlacionam essessdamtao aqueles obtidos no imublot e no
teste de atividade enzimatica, observa-se que slgos clones que apresentam por PCR em tempo
real a maior expressédo da GBA, como os clones 32RKe ndo sao aqueles que apresentam nem a
banda mais intensa do imubtt e nem a maior atividade. Os dados das medidas péa
técnicas s6 sdo coincidentes para o clone 16K, aguesenta a maior expressao e a banda mais
intensa do imundsot, com uma atividade enzimatica relativamente elavad

As anélises de expressdo por PCR em tempo reakldoss de CHO Flp-ff estdo

expostas na Figura 45.

Expresséao relativa de GBA nos clones de CHO Flip-In ™
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Figura 45: Andlise de expresséo relativa de GBA, por PCR empdereal, dos clones derivados da
linhagem celular CHO Flp-iH.

Ao contrario do que se esperaria para um sistemnatdgracdo sitio-dirigida, o qual se
propde a gerar uma linhagem isogénica de alta ssfoe observam-se na Figura 46 variagoes
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muito grandes na expressdo da glucocerebrosiddse gigerentes clones. O clone 36F chega a
expressar 114 vezes mais do que o clone 84F,agtilinessa linhagem celular como controle, por
apresentar a menor expressdo de GBA. Essa exprbasfante variada também n&o pode ser
correlacionada de forma coerente com os resultabiddos no imundslot e no teste de atividade,
nos quais todos os clones pareciam ser bastantegémeos.

A comparacgéo dos dados de PCR em tempo real patarees de CHO.K1e de CHO
Flp-In™ est4 exposta na Figura 47.

Expressio relativa da GBA nos clones de CHO Flp-lnme CHO.K1
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Figura 47: Andlise de expressdo comparativa da GBA, por PCReempo real, dos clones derivados da
linhagem celular CHO Flp-iff e CHO.K1.

A andlise comparativa entre os clones de diferelimdmgens s6 pode ser feita dentre
aqueles que foram corridos na mesma placa de repg&anto ndo foi possivel inserir os clones
das demais linhagens nesta comparacéo. Nestane 8- foi adotado como controle, uma vez
gue este foi 0 clone que menos expressou a GBA.

Pode-se observar que as células derivadas do aistiemintegracdo sitio-dirigida néo
apresentaram maior expressdo do gene de interespeedas células derivadas de um sistema de
integracdo aleatdria, como a célula CHO.K1 tratatikec com o pcDNA3.1. Na realidade, a
expressao obtida dentre os clones selecionadoH@ K2 foi bastante mais homogénea do que
dentre os clones selecionados de CHO FI}¥;ltendo a variacéo sido de 9 vezes para a CHO.K1 e
de 114 vezes para a CHO Flg¥n

Como todas as amostras extraidas dos clones néeremn em somente uma placa, outra
placa foi submetida a reacdo de PCR em tempo 3ealdo assim, duas novas curvas padrdo em

duplicata tiveram que ser preparadas para o callzudiciéncia de reacao (Figura 48).
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Figura 48: Curva padrédo com diluigbes do cDNA do clone 31R matculo da eficiéncia de amplificacéo
dosprimersda GBA e d&-actina na segunda placa de PCR em tempo real.

A partir dos coeficientes angulares das retaglabthos dois novos gréficos, foi realizado o
calculo da eficiéncia, obtendo-se 73% para a GBB6% para a actina. Esses valores foram
utilizados para correcdo dos novos dados, refeyeade clones derivados de CHO PR-igura
49) e CHO LEC 1.3 (Figura 50).
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Figura 49: Andlise de expressao relativa da GBA por PCR enptersal, para os clones derivados da

linhagem celular CHO PR&

No caso da linhagem celular CHO PBOuma expressdo da glucocerebrosidase pelas
células controle, ndo transfectadas, ainda queorbaiika, pode ser detectada. Sendo assim, esta foi

adotada como controle.

O clone 31P, que apresentou a maior expressawaetit GBA, como observado na figura
49, foi o que apresentou a menor atividade no testamatico e uma das bandas menos intensas do

imuno-blot. Ja os clones 14P, 65P e 67P, que apresentararatibmde enzimatica e bandas

intensas no imunblot, ndo se destacam dos demais clones com relac&préssdo relativa,

medida por PCR em tempo real.
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Expresséo relativa da GBA no clones da CHO LEC 1.3
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Figura 50: Analise de expressao relativa da GBA por PCR enptereal, para os clones derivados da

linhagem celular LEC1.3.
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Assim como a linhagem CHO PR a linhagem CHO LEC 1.3 néo transfectada também
apresentou expressédo néo nula da glucocerebrosigasi® sido adotada como controle para os
calculos do PCR em tempo real.

O clone 20L, que claramente se destacou tantoste tke atividade enziméatica quanto no
imuno-blot, também mostrou grande superioridade na expressiativa da GBA, quando
comparado aos demais clones (30L e 72L). Dentes estclone 30L expressa cerca de 340 vezes
mais a glucocerebrosidase do que o clone 72L, exgaessdo é apenas 4 vezes maior do que o
controle. Esse resultado também esta de acordaqaeies obtidos nos imuitdet e nos testes de
atividade.

Como em diversos clones ndo houve uma correlagéta entre a expressao relativa da
glucocerebrosidase, a intensidade da banda no Hplohee a atividade enzimética, pode-se
guestionar a eficiéncia de traducéo dessa proteina.

Estudos de superexpressdo do RNAm da GBA em dwdigos celulares de mamifero,
inclusive células CHO, mostraram uma discreparsuigerior a 100 vezes, entre a expressao de
RNAmM e a producédo da GBA. Esse fato foi atribuidarésenca de uma proteina constitutiva de
controle traducional, que se liga a fita dupla d¢éAR da glucocerebrosidase (Xu & Grabowski,
1998). Provavelmente, isto esta ocorrendo com mudtts clones selecionados, nos quais foram
observadas diferencas entre a quantidade de maletectada no sobrenadante e a sua expressao

relativa.

4.7 DISCUSSAO DO PERFIL DE GLICOSILACAO

Como ja mencionado anteriormente, as linhagens ER0O5 e CHO LEC 1.3 sdo mutantes
em algumas enzimas do processo de glicosilacdor@npo, a glucocerebrosidase produzida por
essas células deve apresentar um padrdo de otigosms diferente daquele apresentado pelas
linhagens CHO.K1 e CHO Flp-iM.

A eletroforese é uma técnica de separacdo de mastejue consiste na migracdo de
moléculas com carga numa solucéo, em funcao deagpb de um campo elétrico. A velocidade da
migracdo depende da forca do campo aplicado, d@,cdo tamanho e da forma das moléculas. O
objetivo da utilizacdo de um detergente, como o ,SD&snaturar as proteinas, isto €, fazer com
gue as cadeias polipeptidicas percam as suas ueafruterciarias. Assim, as proteinas sao
convertidas a uma estrutura linear, com uma detsidie carga uniforme. Dessa forma, pela
técnica de SDS-PAGE, elas sdo separadas someiffitmeio da sua massa molar.

Se as proteinas desnaturadas sdo submetidas ampo e#trico, todas elas se moverao
para o poélo positivo na mesma propor¢ao. Portamec@ssario coloca-las em um ambiente que

permita uma velocidade de migracdo proporcionalsansassa molar, razao pela qual séo utilizados
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géis de poliacrilamida.
Foram preparados dois géis de poliacrilamida, cexlaontendo amostras de sobrenadante

de dois clones de cada uma das linhagens seleemmadte trabalho. Apés a corrida, um dos geéis
foi transferido para uma membrana, para a reakizdedumWestern-blo{Figura 51A) e o outro foi

corado com prata (Figura 51B).

GBA
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: q”'i H

Figura 51: Andlise porWestern-blo{A) e SDS-PAGE (B) d@-glucocerebrosidase obtida no sobrenadante
dos diferentes clones celulares. Padrdo de tamdmlipooteinas (Precision Plus Prestained Standafdls —
Blue, Bio-Rad) e GBA recombinante, marcada com GféTando um total de 84 kDa (Abnova).
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Assim como esperado, as bandas provenientes dussolie CHO LEC 1.3 s&o aquelas que
apresentam menor massa molar. Essas células si@erdes na enzimdN-acetil glicosamina
transferase-1 (GICNAcCT-1), que é a primeira enzijjma atua na via ds-glicosilacdo do complexo
de Golgi. A estrutura dél-glicanos nas proteinas geradas por essas céhifi@nsa acdo das
enzimasu-1,2 glicosidases |, Il e Il e damanosidase |.

Quando a proteina passa do reticulo endoplasm@dica o complexo de Golgi, ocorre a
perda de 3 manoses, gerando um oligossacarided® ecoemoses. Como as etapas de modificacéo
dosN-glicanos ndo podem ser continuadas, devido aiéefia da enzima GICNACT-1, o processo
de modificacdo dos agucares nessas células temagsa ponto.
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Na Figura 51A, podem ser facilmente observadas daadas de tamanho bem préximo e
bem definidas na raia 1. Estas correspondem as fdwamas da glucocerebrosidase que séo
secretadas por essas células. A menor destaspmndesas proteinas que chegaram a ingressar no
complexo de Golgi e, portanto, apresentam 5 mano¥esa banda de maior massa molar
corresponde as proteinas que ndo chegaram a smsgpadas no complexo de Golgi e foram

secretadas contendo 8 residuos de manose, confgpnesentado na Figura 52.
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Figura 52: Representacdo das estruturasNdglicanos provavelmente presentes nas glicoforneag-d
glucocerebrosidase produzida pelo clone derivadmdagem CHO LEC1.3, com 5 e 8 residuos de manose.

As glicoformas geradas por essas células apreseptduos de manose expostos, que sao
essenciais para a atividade da glucocerebrosidasavo. Isso ocorre devido a presenca de
receptores de manose na membrana de macréfago9GL¥ssim, através da exposicado desses
residuos, as moléculas de GBA sao facilmente captaelas células alvo, fazendo com que
cheguem ao seu local de acéo, o lisossoma.

Um estudo realizado pela empresa Genzyme, comparangroduto Cerezyme® a
glucocerebrosidase produzida por células de inkmteduras e CHO LEC mutantes, concluiu que a
cinética de ligacdo ao receptor de manose presestmacrofagos foi bastante similar para todas as
glicoformas da proteina. Isso indica que o aumealgotrés residuos de manose presentes no
Cerezyme® para nove residuos de manose presen@BAgroduzida por células de inseto néo
leva a um aumento significativo no reconhecimenit@ digacéo aos receptores (Van Pateal,
2007).

Brumshteinet al. (2010) analisaram a velaglucerase alfa (glucocesatase humana
produzida em uma linhagem humana bem caracterai@daes da ativacdo do gene endogeno da
GBA, utilizando o sistema Gene-activatéll Ao meio de cultivo dessas células, foi adici@nad
kifunesina, um inibidor da manosidase-l, para atfienda glucocerebrosidase com residuos
expostos de manose. Os glicanos gerados continloasn nesiduos de manose e, segundo esse
estudo, a GBA assim obtida (velaglucerase alfa@sgmtou uma melhor cinética de captacdo do

gue o Cerezyme ®.
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Por outro lado, quando o numero de residuos dessaaumenta, a ligagdo com a MBL
plasmatica (proteina relacionada ao sistema impimesente no soro também aumenta. Isto poderia
representar uma maior resposta imunoldgica relad®ms estruturas contendo muitos residuos de
manose. De acordo com a literatura a glucoceretassiproduzida pela mutante LEC foi capaz de
se ligar aos receptores dos macrofagos e ser eaptadeles e, a0 mesmo tempo, ndo apresentar
muita afinidade pela MBL, o que indica pouca imwmagidade (Van Pattest al, 2007).

Sendo assim, a glucocerebrosidase obtida nessdhingtelo clone 20L poderia ser utilizada
para fins terapéuticos, sem a necessidade de tamgato enzimatico para exposi¢cao dos residuos
de manose através da remocao dos demais glicanesnea adicdo de inibidores das enzimas
responsaveis pela maquinaria de glicosilacao déacab meio de cultivo.

Ja quando se analisam as bandas presentes nemeatites dos clones derivados da
linhagem celular CHO PR®&), observam-se bandas que correspondem a protEnasissa molar
bem superior a encontrada no clone 20L e ligeiréenigrierior a encontrada nos clones derivados
da CHO.K1. No entanto, estas bandas (raias 3 detgtemente das bandas presentes na raia 1,
sao difusas, representando uma faixa de massagesiolsso ocorre por conta da micro-
heterogeneidade, ou seja, pela mistura de difergitsformas.

A linhagem celular CHO PRB® nao expressa o gern#GalT-§ que codifica ap-4-
galactosil-transferase-6. Apesar da falta dess@nenas outras galactosil transferases presentes na
célula conseguem compensa-la, fazendo com qudibdeegalactosilacdo das-glicanos oriundos
dessas células néo seja alterado. Entretanto, h&dduminuicdo da presenca de residuos de acidos
sialicos na extremidade das antenas @tesd, 2001).

Sendo assim, as provaveis estruturas presentdsmndas das raias 3 e 4 incluem proteinas
cujos glicanos sao totalmente sialilados, parciatmsialilados e aqueles que ndo possuem residuos
de acido sialico em suas estruturas. Estas estsudstao representadas na Figura 53.
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Figura 53: Representacdo das estruturasNdglicanos provavelmente presentespaglucocerebrosidase
produzida pelos clones derivados da linhagem CHO®Rsem residuos de &cido sidlico, parcialmente
sialiladas e totalmente sialiladas.
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J& as linhagens celulares CHO.K1 e CHO Fi}tIindo apresentam mutacées nas enzimas
relacionadas a modificacdo de oligossacarideos. adrdp de N-glicosilagdo normalmente
encontrado n@-glucocerebrosidase produzida em células CHO s§osslacarideos complexos do
tipo triantenario (Brumshteiet al, 2010).

Na Figura 51A sO é possivel observar as bandasspmndentes as proteinas presentes nos
sobrenadantes dos clones gerados a partir da émh&@HO.K1, pois a baixa expressao dos clones
derivados das células CHO Flpthndo permite a sua visualizagdo. Nas raias 6 edem-se
observar que as bandas também séo difusas, poraosmidusas do que as presentes nas raias 3 e
4. Isto indica que ha uma menor variedade de gliotds presentes no sobrenadante desses clones.
Sendo assim, as glicoformas que provavelmente @gam nos sobrenadantes dessas células sao

aquelas parcialmente ou completamente sialiladesneo as que estao ilustradas na Figura 54.
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Figura 54: Representacdo das estruturasNdglicanos provavelmente presentesfrglucocerebrosidase
produzida pelos clones derivados da linhagem CHQeKilsua maioria completamente sialilados.

Através das andlises realizadas, € possivel irdagros clones 20L, 33P, 39P, 22K e 34K,
ou seja, todos os que tiveram a GBA visualizadavéfr daMestern-blgtsdo capazes de produzir a
glucocerebrosidase contendo o nucleo cent@E) oligossacaridico. Isto € muito importante, uma
vez que a conformacédo ativa da enzima é dependensslicdo de oligossacarideos ao primeiro

sitio deN-glicosilacéo da proteina, localizado no residugstgl9 (Berg-Fussmaret al, 1993).

4.8 CONSTRUCAO DOS VETORES DE EXPRESSAO COM A SEQUERICIA
DE KOZAK

Como foi detectado, através de sequenciamentoNde Due a sequéncia de Kozak prévia
ao ATG do gene da GBA havia sido perdida, novomens foram sintetizados. Assim como
realizado na etapa inicial, o cDNA d&glucocerebrosidase foi obtido por reacdo de PCR,
utilizando a mesma sequéncia molde (cDNA obtido edapresa Origene). A sequéncia foi
amplificada utilizando os novgeimersGBA _F e GBA_R, adotando a temperatura de anelament
estabelecida anteriormente em 57 °C. O produtalggrala reacédo de PCR (Figura 55), de 1,6 kb,
foi clonado no vetor de clonagem pCR2.1.
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Figura 55: Amplificacdo do cDNA da GBA. A) Amplificacdo do cDNda GBA para clonagem no vetor de
clonagem. Padré@o de tamanho de fragmento 1kb (Li@@dhologia).

O produto de ligagdo do fragmento amplificado aovpCR2.1 foi usado na transformagéao
de bactérias quimicamente competentes. As bactégastentes a ampicilina, que apresentaram
coloracdo branca, foram analisadas por PCR de ieglatilizando primers do vetor (M13F e
M13R). O resultado desse PCR de colbnia se encoatfégura 56.
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Figura 56: PCR de coldnia para detectar as colonias que ¢@mtiro vetor pCR2.1 com o inserto da GBA,
realizado com ogprimers M13F e M13R. A) Padrdo de tamanho de fragmento Rkis (Invitrogen).

Colbnias obtidas pela transformacédo da ligacdo@R2p1 ao cDNA amplificado da GBA. B) Padrao de
tamanho de fragmento 1kb Plus (Invitrogen). Coldmiktidas pela transformacéo da ligacdo do pCR2.1 a
cDNA amplificado da GBA. C) Padrdo de tamanho a@gritento 1kb Plus (Invitrogen). Colbnias obtidas
pela transformacdo da ligacdo do pCR2.1 ao cDNAliicgnio da GBA; D) Padrdo de tamanho de

fragmento 1kb Plus (Invitrogen). Coldnias obtidadaptransformacéo da ligacdo do pCR2.1 ao cDNA
amplificado da GBA.
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As Unicas colbnias analisadas que nao foram pasipara a presenca do inserto foram as
colbnias 15, 25, 34 e 35. Todas as demais col@mgdificaram uma banda na altura correta, em
torno de 1,8kb, relativa ao tamanho da GBA (1,6kiajs 200 pb da regido do vetor, a qual os
primersM13F e M13R se anelam.

As colbnias 6, 7, 8, 9, 10, 13, 14, 16, 19, 20,3%Be 31 foram propagadas em meio seletivo
e foi realizada a extracdo plasmidial dos calddglob. Os plasmideos foram analisados, por dupla
digestdo, com as enzimas de restrigha e Xhd que reconheciam os sitios presentespiosers
GBA_F e GBA_R, respectivamente. Contudo, nenhunsadiigestfes liberou o inserto da GBA,
causando apenas a linearizacao do vetor.

Mais colbnias foram propagadas em meio contendocidima, desta vez as colonias 1, 4, 5,
11, 12, 18, 22, 23, 24, 26, 32, 33, 36, 37, 38 .eAps a extracdo plasmidial, as colbnias foram
submetidas a dupla digestdo com as enzimas ded@edithd e Xhd, conforme apresentado na
Figura 57.
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Figura 57: Digestdo dos plasmideos com as enzimas de reshigdi@ Xhd. Padrdes utilizados: padrao de
tamanho de fragmento 1kb Plus (Invitrogen).

Como, das 40 coldnias inicialmente analisadaspagp&ma (a colonia 38) delas parecia
possuir osprimers com a sequéncia das enzimas de restricdo corffeiastilizada uma nova
estratégia. Trés coldnias (7, 14 e 30) foram digsriseparadamente com a enzima de restricao
EcoR, que flanqueia o local de ligagdo do inserto &RPp.1, para verificar se a GBA foi
corretamente inserida, e com a enziMiad, para verificar se a sequéncia presentepnmer
GBA_F esta correta, o que provavelmente indicarmaajsequéncia de Kozak também poderia estar
corretamente inserida.

A Figura 58 apresenta o esquema do sitio muldplolonagem do vetor pCR2.1 contendo a
sequéncia da GBA, como o produto de PCR, com destaara os sitios de restrigao.
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Figura 58: Visao detalhada do sitio multiplo de clonagem d&PQ. Em rosa estao destacados os sitios da
enzima de restricdBcoR que flanqueia o local de ligacédo do inserto ntovee clonagem. Em azul esti

destacado o sitio de restricdo da enziha, presente ng@rimer GBA_F, e que, portanto, pode estar em
gualquer uma das extremidades, dependendo de coon@w a ligacéo.

A col6nia 38, selecionada anteriormente como sendmica que libera o inserto ao ser
digerida com as enzimathd e Xhd também, foi submetida a uma nova dupla diges@digestoes
com cada uma dessas enzimas separadamente. Esstadjgjuntamente com a digestdo das
colénias 7, 14 e 30 digeridas separadamente coenzignas de restricdBcoR e Nhd estdo

mostradas na Figura 59.
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Figura 59: Digestao dos plasmideos com as enzimas de reskag#i®, Nhd e Xhd. Padrdo de tamanho de
fragmento 1kb Plus (Invitrogen).

As colbnias 7, 14 e 30 liberaram o inserto da GBAando digeridas pela enzima de
restricAio EcoR. Quando digeridas com a enzinihd, aparentemente o vetor de clonagem é
linearizado, o que indica que a sequéncigodmer GBA_F deve estar correta, pois o sitio de
restricdo dessa enzima ndo se encontra presentdtioomultiplo de clonagem do vetor de
clonagem.

O plasmideo presente na colénia 38 também seililacaom a digestdo pela enziiNad,
também indicando que a sequéncia ptomer GBA_F deve estar correta. O vetor também é
linearizado pela digestdo com a enzidial, cujo sitio também esta presente no vetor deagjem,

0 que indica que a sequéncia presentprimer GBA_R nao esta correta ou qu@mmer GBA_R
esta ligado a extremidade do vetor que possui @ése@ de restricdo para essa enzima, ou seja, 0

oposto da orientacéo representada na Figura 21.
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As colbnias 14 e 38 foram enviadas para seqlenntamAs analises do seqlenciamento
das duas colénias mostraram que ambas as col@miaseatavam a sequéncia correta tanto do
primer GBA_F, contendo o sitio da enzima de restribf@ e a sequéncia de Kozak, quanto do
cDNA da GBA. Ja a sequéncia pomer GBA R estava correta na colénia 38 e alteradalimia
14, fazendo com que nao houvesse nem o sitio daawle restricdXhd e nem da&coR.

Sendo assim, a col6nia 38 foi escolhida para pgogsento da clonagem. As enzinmdisd
e Xhd foram utilizadas para digerir o vetor de clonagaesente na coldnia 38, liberando o cDNA
da GBA, e os vetores de expressao pcDNA3.1 e pcINRAB (Figura 60).
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Figura 60: Dupla digestdo dos vetores pCR2.1 (contendo o dar@BA), pcDNA3.1 e pDNA5/FRT com
as enzimas de restriclthd e Xhd. Padrédo de tamanho de fragmento 1kb Plus (Irgemd.

O produto de ligacdo do fragmento retirado do vptoR2.1 aos vetores de expressao foi
usado na transformacao de bactérias competentebaéigrias resistentes a ampicilina foram
analisadas por PCR de col6nia, utilizandoposners T7 e BGHR, que se anelam a sitos que

flanqueiam o sitio multiplo de clonagem dos vetatesexpressédo, conforme mostrado na Figura

Figura 61: PCR de col6nia para verificacdo do inserto no vet@NA 3.1. Colbnias obtidas pela ligacdo do
vetor pcDNA3.1 com o cDNA da GBA contendo a seqiggde Kozak. Padrdo de tamanho de fragmento
1kb plus (Invitrogen).
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As coldnias 4 e 12 pareceram conter o inserto m@n@o correto. Para confirmacéo, estas
colénias foram submetidas a uma dupla digestdoaanzimadlhd e Xhd. J& a ligacdo do vetor
pcDNAS5/FRT com o cDNA da GBA néo resultou em nenAuwmolonia positiva no PCR de colonia.
Para a realizacdo de uma nova clonagem, mais wgeatédo do pCR2.1 e do pcDNA5S/FRT com as
enzimas\hd e Xhd foi feita, conforme mostrado na Figura 62.

pCR21  pcDNASERT
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Figura 62: Digestao dos vetores pCR2.1 e pcDNA5/FRT pararagem e do vetor pcDNA 3.1 contendo o

gene da GBA com a sequéncia de Kozak para a \ag#ficdo inserto. Padrao de tamanho de fragmento 1kb
Plus (Invitrogen).

O produto de ligagdo do fragmento retirado do v@iBR2.1 ao vetor pcDNAS/FRT foi
usado na transformacdo de bactérias quimicamemepeatentes. As bactérias resistentes a

ampicilina foram analisadas por PCR de colonidizatido osprimers T7 e BGHR, conforme
ilustrado na Figura 63.
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Figura 63: PCR de colbnia para verificacdo do inserto no vet@NAS5/FRT. Col6nias obtidas pela ligagdo

do vetor pcDNA5/FRT com o cDNA da GBA contendo gusncia de Kozak. Padréo de tamanho de
fragmento 1kb Plus (Invitrogen).

As colbnias 1, 2, 5, 8 e 9 pareceram conter otmskr tamanho correto. Para a confirmacao
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da insercdo correta da GBA no pcDNA5/FRT, a col@oiapropagada e o produto de extracao
plasmidial digerido com as enzimas de restrighd e Xhd, conforme mostrado na Figura 64.
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Figura 64: Digestdo do vetor pcDNA5/FRT com o cDNA da GBA @mdo a sequéncia de Kozak. Padréo
de tamanho de fragmento 1kb Plus (Invitrogen).

4.9 INFLUENCIA DA SEQUENCIA DE KOZAK NA EXPRESSAO E
PRODUCAO DE GBA

Uma vez que todos os vetores de expressdo estgvarmantemente prontos, 0s vetores
pcDNA3.1 e pcDNA5/FRT com e sem a sequéncia de iKdaeam testados comparativamente, em
ensaio de transfeccdo transiente. A expressadoidra@sé um método utilizado para testar a
funcionalidade e a integridade dos vetores de egede maneira rapida. Como nela o vetor ndo
se integra ao cromossoma da célula hospedeiragesdjaveis efeitos de posicdo nao interferem na
expressao do gene de interesse (Bollati-Fogoliro&i@i, 2008).

Com esse objetivo, foram realizadas transfecg@esientes de células CHO.K1 com os
vetores pcDNA3.1 com e sem a sequéncia de Kozak @&ldlas CHO Flp-In™ com os vetores
pcDNAS/FRT com e sem a sequéncia de Kozak. EssmasféiccOes foram realizadas em triplicata.

O sobrenadante dos cultivos foi submetido a unadisenpor imundlot para a verificacéo
da producdo d@-glucocerebrosidase e as células foram recolhides gnalises de expressao por
PCR em tempo real.

A analise das transfeccdes transientes por inloicse encontra na Figura 65.
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Figura 65: Analise por imundslot das transfecgfes transientes com os vetores pAINA pcDNAS/FRT
nas linhagens CHO.K1 e CHO Flp®thcom e sem a sequéncia de Kozak.

A facil visualizacdo das bandas presentes em tedasansfecc¢des indica que todos os
vetores construidos sédo funcionais e capazes dessgp a proteina de interesse. Foi realizada uma
comparacao entre a intensidade das bandas obtidaartia dos sobrenadantes das células
transfectadas com a sequéncia da GBA sem a sequéackKozak no primeiro ATG e com a
sequéncia de Kozak no primeiro ATG. Essa andliserdalizada com o auxilio do programa

ImageQuant5.2 e se encontra na Figura 66.
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Figura 66: Comparacéo entre a intensidade média das banddahb ensaio de imuridet mostrado na
Figura 65.

Pode-se observar que a intensidade das bandadsobitd imundslot para as transfeccoes
com vetor pcDNA3.1 em células CHO.K1 foi um poucaion quando este possuia a sequéncia de
Kozak no primeiro ATG. J& no vetor pcDNART, ndo houve diferenca significativa entre assdua
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construcgoes.

As andlises de PCR em tempo real foram realizatiigando as transfeccbes sem a
sequéncia de Kozak como controle para as transdecgfide o vetor continha a sequéncia de
Kozak. As curvas padrdo para calculo de eficiédosprimers estdo apresentadas anteriormente,
na Figura 44 para a andlise da CHO.K1 e na FigBrapata a andlise da CHO Flptth Os
resultados desta andlise da expresséo relativaBéa i@r PCR em tempo real, estdo mostrados na
Figura 67.
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Figura 67: Andlise de expresséo relativa por PCR em tempadesatransfeccdes realizadas com os vetores
contendo a sequéncia de Kozak em relacdo as tegsfecom os vetores sem a sequéncia de Kozak.

De acordo com a Figura 67, a expressdo da GBA peélatas CHO.K1 foi cinco vezes
maior quando o vetor utilizado possuia a sequéteiKozak. J& nas células CHO FIp¥nesse
aumento foi ainda maior. As células CHO Flp¥riransfectadas com o vetor contendo a sequéncia
de Kozak expressaram nove vezes mais 0 gene dessgedo que aquelas transfectadas com o
vetor sem essa sequéncia.

As andlises das transfec¢Bes transientes obtiveemmltados muito similares aqueles
observados para os clones selecionados nestehtvabals quais o0 aumento de RNAm néo levou a
um aumento correspondente na quantidade de prqisdsante no sobrenadante das culturas. Isto
provavelmente se deve a presenca da proteinatatinatide controle traducional, que se liga a fita
dupla de RNAm da glucocerebrosidase (Xu & Grabowis$®8).

Com base nestes dados, esses estudos prelimipamsa a importancia da presenca da
sequéncia de Kozak no primeiro ATG funcional do éDdd glucocerebrosidase para um aumento

de expressado da mesma.
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4.10 ANALISE DA BAIXA PRODUCAO DE GBA POR CLONES OBTIDOS A
PARTIR DO SISTEMA DE INTEGRACAO SIiTIO-DIRIGIDA

A expressdo de GBA pelos clones estaveis derivddonhagem celular CHO Flp-In™
transfectada com o gene da GBA foi menor do qusparada para um sistema de integracao sitio-
dirigida. Portanto, decidiu-se averiguar se, de, farecombinacado entre os sitios FRT ocorreu.

O cDNA, sintetizado a partir do RNAm extraido a@tsnes da CHO Flp-In™, foi utilizado
para realizar um PCR coprimers especificos para o gene da higromicina (Figura B83e gene
s6 podera ser expresso pelas células nas quaiew@recombinacdo, pois no vetor pcDNA5/FRT
0 gene da higromicina ndo possui nem um promotwne o ATG inicial. A recombinacéo entre o
gene que confere resisténcia a zeocina, na linh&jd® Flp-In™ n&o transfectada, e o gene da
higromicina, presente no vetor pcDNA5S/FRT, é indisgavel para que gene de resisténcia a

higromicina possa ser expresso.

Padrdo 4F 18F 36F 67F  T78F BdF

630p
00p
100pb
300p

Figura 68: PCR para deteccdo da expressdao do gene que coafséEncia higromicina nos clones
derivados de CHO Flp-In™. Padréo de tamanho derfeatp 1kb Plus (Invitrogen).

Apesar do controle negativo da reagédo de PCR tesaptado uma banda na mesma altura
da banda do gene da higromicina, pode-se obseneragintensidade desta é muito inferior a
apresentada pelo controle positivo e pelos cloasse resultado indica que, de fato, os clones da
CHO Flp-In™ s@o capazes de expressar 0 gene ds#érasa a higromicina e que, portanto, a
reacdo de recombinacd@o entre os sitios FRT ocdBendo assim, este, provavelmente, ndo é o
motivo da baixa expressédo da GBA nos clones des&vddssa linhagem.

Com base na literatura, buscou-se encontrar optrssiveis causas para a baixa expressao
em clones estaveis de CHO FIgMn De acordo com Yew (2005), o promotor CMV alcanca
expressdo maxima de 1 a 2 dias apoés a transfesgguido de um declinio da sua atividade pelo
periodo de 1 a 2 semanas. A razdo pela qual oess inativacdo ainda ndo é clara. As possiveis
explicacbes seriam a inibicdo por citocinas, aivagéo pela ligacdo de uma proteina repressora e

pela metilacdo do DNA.
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Modificacbes epigenéticas sao alteracdes presant&NA que ndo envolvem a alteracao
da sua sequéncia. Alguns exemplos sao a metilagdoNA e a acetilacdo de histonas. O DNA
pode ser metilados nos residuos de citosina dosldiwtideos CpG por enzimas denominadas DNA
metiltransferases e as histonas podem ser acetilads seus residuos de lisina pelas histona
acetiltransferases. O papel chave das modificagpggnéticas € o controle da expressao génica,
fazendo com que as sequéncias sofram repress&ortcaomal por criar uma estrutura repressiva na
cromatina (Prokhortchouk & Defossez, 2008).

Apesar de ndo haver nenhum relato sobre a perdxmtessao da proteina de interesse
diretamente associada a utilizacdo da linhagemareHO Flp-In™, a regulacdo negativa do
promotor viral CMV (citomegalovirus) e a subseqéepérda de expressdo do gene de interesse
foram reportadas quando o vetor pcDNAS/FRT foizdidlo nas linhagens celulares 3T3 Flp-In™ e
BHK Flp-In™. Nessas células, é recomendavel azatiio de outro vetor que tenha o promotor
EFol (fator de elongacéao) (Invitrogen Manuals, 2009a).

Em um trabalho publicado por Liet al. (2006), foi observado o silenciamento génico e,
conseqglentemente, o fim da expressao do geneatess¢ apds a retirada da pressao seletiva com
0 antibiodtico higromicina, em um sistema de integca sitio dirigida, utilizando o vetor
pcDNASFRT. Os autores atribuem esse fenbmeno a regul@ggenéticas negativas, causadas
por acetilacdo de histonas e metilacdo do DNA |tasies do ambiente docuscromossdémico no
gual o vetor se encontra e dos componentes do gregocarrega o gene de interesse.

Portanto, os fatores discutidos acima podem eslacionados a menor expressao de GBA
observada nos clones estaveis derivados da linhaje® Flp-I"™ (expressdo por integracéo
sitio-dirigida) em relacdo aos clones estaveisvddds da linhagem CHO.K1 (expressdo por
integracdo aleatoria). Cabe ressaltar que os fatdiscutidos ndo teriam efeito em ensaios de
expressao transiente, o que esta em acordancia coaior expressao de GBA obtida na linhagem

CHO Flp-In™ transfectada de forma transiente.
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V- CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 CONCLUSOES:

A partir dos resultados obtidos neste trabalhoggs®iconcluir que os clones derivados das
linhagens CHO.K1, CHO PR®e CHO LEC 1.3, obtidos através de transfeccéo cometor de
expressdo pcDNA3.1 contendo o gene da GBA, sa@esae expressa-lo mesmo apdés a retirada
da pressdao seletiva do meio de cultivo.

Dentre os clones selecionados, alguns se destacpedan capacidade de secretar a
glucocerebrosidase ativa em quantidade satisfatéigacomo os clones 20L, 14P, 65P, 6K e 16K
antigo.

A andlise por PCR em tempo real de amostras de BXridas de clones selecionados
mostrou que nado é possivel a realizagdo de umelagéio direta entre a maior expressao e a maior
producdo da glucocerebrosidase ativa. Isto, prowerge, se deve a presenca de uma proteina que
regula a transcricdo da glucocerebrosidase, sediigao seu RNAm.

Os clones utilizados para as andlises por SDS-PA®Estern-blotapresentaram bandas
com massa molar condizente com o padrédo de gkgdsil esperado para as linhagens que os
originaram. O clone 20L, produzia uma proteina emando possuiN-glicanos com residuos
manosilados, essenciais para a atividadévo da GBA.

A influéncia da sequéncia de Kozak no primeiro All@cional da glucocerebrosidase foi
analisada em ensaios de expressao transiente gereRCtempo real e por imuret. Essas
andlises preliminares mostraram um grande aumeatexpressao relativa da GBA, porém um
pequeno aumento na producao (avaliada por inoiy-pelas células transfectadas com os vetores
contendo a sequéncia de Kozak.

O sistema de integracdo sitio dirigida analisades@etrabalho (sistema Flp'th da
Invitrogen) nédo forneceu o resultado esperado, goislones selecionados a partir desta linhagem
apresentaram atividade enzimatica muito baixa.ak&las obtidas através de analise por inhlab-
também foram muito fracas, semelhantes ao comémdransfectado.

A integridade e funcionalidade do vetor de integoasitio-dirigida (pcDNAS/FRT) foram
testadas através da realizacéo de ensaios deetrg@isftransiente. Estes mostraram que a falta de
expressdo dos clones selecionados a partir dagbnh@HO Flp-IA" ndo se deve a problemas na
construcdo do vetor de expressao.

Uma analise realizada com cDNA sintetizado a pattir RNAmM extraido dos clones
derivados da CHO Flp-I mostrou que estas células expressam o gene deénesd a

higromicina, o que s6 pode ocorrer se a recombmagée leva a integracao sitio-dirigida do vetor
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de expresséo pcDNAMRT, tiver ocorrido.

Com base nisso, foi possivel concluir que a bak@messdo do gene da GBA por clones
derivados dessas células ndo esta relacionadaos eem na construgdo do vetor e nem na
transfeccdo das células. A falha pode estar reladm diretamente ao sistema de integracdo sitio-
dirigida, uma vez que existem diversos trabalhofiteeatura que relatam perda da expressao do

gene de interesse apoés a retirada do antibiéticeléedo do meio de cultivo.

5.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com base nos resultados obtidos no presente tmlzalbere-se em trabalhos futuros:

v' Desenvolver e padronizar uma metodologia para atifigacdo da glucocerebrosidase
secretada no meio de cultivo;

v Realizar ensaios de cinética de crescimento e p&mdda GBA para os melhores clones
obtidos. Assim podera ser analisado o perfil dadpgéo da glucocerebrosidase pelas células
recombinantes, para determinar se a mesma é maakizida durante a fase de crescimento
exponencial ou na fase estacionaria (producéo iassoou ndo-associada ao crescimento);

v' Separar e sequenciar os diferentes produtos ohtidamnalise de PCR em tempo real
para comprovar a existéncia de sitiosplécing cripticos no RNAm da glucocerebrosidase;

v Analisar, por exemplo, por HPLC as glicoformas daespelos diferentes clones, para
gue sejam confirmadas e completamente caractesizedastruturas dos oligossacarideos presentes
na GBA recombinante produzida pelos diferentesedpn

v Avaliar a influéncia da sequéncia de Kozak no pnon@&TG da GBA, em termos de
atividade enzimética. Se esta for positiva, reelimavas transfeccdes estaveis, com o objetivo de

selecionar novos clones melhores produtores dacguebrosidase.
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ANEXO |

ANEXO |.1: DETECCAO EM MEMBRANAS DA GBA

Ativagdo da membrana

Recobrir a membrana com metanol por 30 segundospeig]
reequilibrd-la em TBS por 1 minuto sob agitacao;

Montar o aparelho Bio-Dot®, colocando a membrana sea

interior, fechando-o corretamente. Aplicar, ent&)0uL das

Filtragéo _ ) ) _ . _
amostras por poco e ligar o vacuo. Apoés a filtragiiderminado
desmontar o aparelho e retirar a membrana;

Bloquear a membrana por 1 hora, a temperatura atebisob

Bloqueio agitacdo em solugcdo de TBS com 0,05% de Tween/2) €V5%
de leite (p/v);

. Rinsar a membrana 2 vezes com uma solugdo de TR @5%

Rinsagem

de Tween-20 (V/v);

Incubacg&o com o anticorpd

Incubar a membrana por 2 horas, a temperatura atebisob
agitacao em solucdo de TBS com 0,05% de Tween/2P&\0,5%

primario de leite (p/v), contendo o anticorpo anti-GBA proido em coelhg
(Sigma, # G4046, lote 018K4770) na diluicdo dednQ,
_ Rinsar a membrana 2 vezes com uma solucdo de TR 5%
Rinsagem
de Tween-20 (V/v);
Lavar 3 vezes por 5 minutos com uma solucéo de da%0,05%
Lavagem

de Tween-20 (v/V);

Incubacé@o com o anticorpg

secundario

Incubar a membrana por 2 horas, a temperatura atebisob
agitacado em solucdo de TBS com 0,05% de Tween/2P&\0,5%
de leite (p/v), contendo o anticorpo anti-lgG delbo conjugado 3
fosfatase alcalina (Sigma, # A9919, lote 107K4808Yiluicdo de
1:10.000;

S )

Lavagem

Lavar 3 vezes por 5 minutos com uma solucéo de d@$0,05%
de Tween-20 (v/v) e 2 lavagens de 5 minutos com swhacdo de
TBS;

Revelacao

Revelar com uma solucdo Tris 100mM, NaCl 100mM, Mg
5mM e pH 9,5 contendo BCIP e NBT (Promega, #S37qtig,saq
substratos cromogénicos para a enzima fosfatagknalc
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ANEXO |.2: COLORACAO DE PROTEINAS COM PRATA

Solucéo de fixacao
(30 a 60 minutos)

100mL de etanol, 25mL de acido acético e 125mlLgia a

destilada. Volume final de 250mL de solucéo;

Solucéo de incubacao

(30 minutos)

75mL de etanol, 17g de acetato de sodio tri-hidagta,3mL
de glutaraldeido, 7,849 de tiossulfato de sodidgpen
hidratado e agua destilada gsp 250mL;

Lavagem com agua destilada 3 vezes de 5 minutos

Solucéo de prata

(40 minutos)

0,259 de nitrato de prata, 50 pL de formaldeidguaa
destilada qsp 250mL;

Solucéo de revelagéo

(até obter a coloragéo desejada

p—

6,259 de carbonato de sodio, 25 pL de formaldetaigua
destilada qsp 250mL;

Solucéo de parada

(2 vezes de 5 minutos)

3,659 de EDTA e agua destilada qsp 250mL;

Solucéo de preservacao

25 mL de glicerina e agua destilada qsp 250mL;
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ANEXO |.3: TRANSFERENCIA DAS PROTEINAS PARA UMA MEM BRANA

- Preparar as trés solucdes abaixo:

Tampé&o anodo I | 0,3M de tris, 10% de metanol e pH;1

Tampéo anodo Il | 25mM de tris, 10% de metanol e p#H10
25mM de tris, 40mM de glicina, 10%né¢anol e pH 9,4;

Tampéao catodo

A membrana deve ser ativada em metanol por 30 degue, depois, estabilizada por 5

minutos no tamp&o anodo Il antes da sua utilizacéo.
Montar um “sanduiche” com folhas de papel de fiéinabebidas nos tamp&es acima, o gel e

a membrana na seguinte ordem:

Placa - eletrodo (catodo)
Fapel de filtro embehido no tampdo catodo

| i
:.}_ (trés folhas)

R S e T S ) Gel
————— 3 —— Membrana Immobilon-
Papel de filtro embebido no tampdo anodo 11
{uma folha)
:)— Papel de filtro embebido no tampdo anodo T
{duas folhas)

|J ] —— Placa- eletrodo (anodao)

A transferéncia foi realizada no aparelho TrBist-SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad),

com amperagem constante de 200mA por 30 minutos.
Apés a transferéncia a membrana sofreu as etapb®glgeio, incubagdo com o anticorpo

primario, lavagem, incubacdo com o anticorpo se@&uodlavagem e revelacao, realizadas da

maneira descrita anteriormente no Anexo 1.1.
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