UNIVERSIDADE DE BRASILIA

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR

POS - GRADUACAO EM BIOLOGIA MOLECULAR

Contribuicao do segmento VHe da CDRH3 no
reconhecimento antigénico de acidos nucléicos

LEONARDO GUEDES

Orientadora: Prof®. Dra. Andréa Queiroz Maranhao
Co - Orientador: Prof. Dr. Marcelo de Macedo Brigido

Brasilia— DF
2009



UNIVERSIDADE DE BRASILIA

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR

POS - GRADUACAO EM BIOLOGIA MOLECULAR

Contribuicao do segmento VHe da CDRH3 no
reconhecimento antigénico de acidos nucléicos

LEONARDO GUEDES

Orientadora: Prof®. Dra. Andréa Queiroz Maranhao
Co - Orientador: Prof. Dr. Marcelo de Macedo Brigido

Dissertacédo apresentada do
Departamento de Biologia Celular
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade de Brasilia como
requisito parcial a obtencéo do grau
de Mestre em Biologia Molecular

Brasilia— DF
2009



Banca Examinadora:

Prof. Andrea Queiroz Maranhao UnB
(Orientadora — Presidente)

Prof. Marcelo de Macedo Brigido - UnB
(Co-orientador)

Prof. Werner Treptow
(Membro externo)

Prof. Marcos Antdnio Santos Silva - UnB
(Membro externo)

Prof. Cynthia Maria Kyaw - UnB
(Suplente)

Trabalho  desenvolvido  no
Laboratorio de Biologia
Molecular da Universidade de
Brasilia sob orientacdo da Dra.
Andréa Queiroz Maranhéo



Eu dedico esse trabalho aos meus
pais, Hélio e Antonia, a minha
Linda Roberta. Sem estas pessoas
ndo teria sentido esta dedicagdo
académica. Obrigado por todo o
apoio e amor incondicional.



Agradecimentos

Inicialmente, gostaria de agradecer a Deus que sempre esteve presente em meu coragdo, em
momentos de paz e também de tormenta, nos momentos de aflicdo e ansiedade e nos momentos de
felicidade e tranquilidade.

Em seguida, agradeco aos meus pais pelo apoio e amor dedicado desde meus primeiros passos
na ciéncia. Por toda paciéncia e tolerancia. Por permitir que eu trilhasse meu caminho independente
das escolhas feitas, sendo estas certas ou erradas.

Agradeco também a minha segunda familia, Tia Vera e Seu Sérgio fieis incentivadores e
apoiadores. A minha linda princesinha Duduca, t&0 pequena e ocupa um espago imensuravel no
meu coragdo. Meu maior orgulho, creio que ndo queira ser uma futura cientista, mas com certeza j&
depositei a fome de saber na sua vida.

Agradeco a minha irma pelo seu apoio indispensavel, mesmo que um tanto questionvel
guanto forma de expressar seu amor e orgulho do seu melhor irm&o (ndo é mesmo Natinha? rsrs).

Ao meu grande amigo Fred, por momentos brilhantes e didlogos intermindveis que se
estediam em diversos campos : da ciéncia até intrigas de futebol (O Meng&o é melhor!!!).

Aos meus amigos de faculdade Guilhermdo (grande brother), Isabela e Rodrigo, Vinicius,
Douglas AraKawa (Meu Japa predileto) e Aline, Andressa (Lor&o), e Caio ( sindnimo de disciplina e
disposicdo) e todos que aqueles que inquestionavelmete sempre iluminaram a turma do 1°/2003.

Aos meus amigos de laboratério (uma parceria de sucesso). O Labl que seré eterno em meu
coracdo (o melhor laboratério do mundo, reforcando as palavras de Hernandez). Ao Yuri parceiro,
pernambunacano fugitivo (Recife estava eliminando os rapazes de indole masculina questionavel e
portanto Yuri buscou reflgio em BSB) conseguido apds muito tentar; sua masculinidade foi
“comprovada”, arrumando de pronto um casorio com Miss Barbarela que é uma verdadeira
enciclopédia feminina traduzida para homens, aprendi muito com essa garota, uma pessoa que com
certeza serd lembrada no dia a dia através de suas dicas infaliveis. Ao Galcho (Rafael), um
espetéaculo de pessoa, sua alegria e simpatia contagiam qualquer ambiente, entretanto também tem
habitos questionéveis quanto a sua masculinidade. Ao Victor Edgard, meu prof. Predileto, um grande
brother e que também compartilha da fama do Galcho (parceria Raposa e Uvas), brincadeiras a
parte, na verdade esses dois s&o verdadeiros garanhdes (o Rio que o diga ou n&0???). A Maryani, uma
tradutora para leigos da “Enciclopédia Barbara”. Luana, nossa surperwoman, ela corre, ela trabalha,
ela estuda, ela produz e ainda tem tempo para casa! (como ela consegue é um mistério), obrigado pelas
dicas de laboratério, e claro de CORRIDA (rsrs). A minha querida F&, que uma coisa eu posso

afirmar: Se ela escolheu o marido pelo nome, ela com certeza escolheu o “melhor”, adora essa



Vi

garotinha. Mariana, Bia,Isabel, Taissa, Isabela, Paulo, Janaina, Tay e Vanessa (novinhas do grupo)
companheiros de Lab e pessoas sensacionais. A minha ilustradora favorita Kelly, ela eu posso dizer
que literalmente faz parte dessa dissertacdo, obrigado por tudo Kelly (Simi Mobile).

Aos amigos da biomol Alex, Marciano (The Landman), Mauro, Marcos, Davi, Renata,
Camila e aos outros que ndo citados, é muita gente!!!

As funcionarias Fatima e Dona lvonildes. Desculpe toda bagunga produzda nestes 2 anos e
meio.

A Ana pela ajuda na secretaria.

Aos professores do laboratério de Biologia Molecular: Lidia Pepe, Fernando Araripe, Sueli,
Marcio, Marcos, Elida, Ildinete.

Em especial aos meus orientadores Andrea e Marcelo, pessoas sensancionais, cientistas
brilhantes (na sua forma mais roméntica de se obeservar). Verdadeiros pais na vida académica,
orientadores em que seus ensinamentos e pensamentos ultrapassam a barreira do labatério e da
pesquisa, séo aproveitaveis em toda uma vida profissional e pessoal. Obrigado pelo apoio e confianga
depositada, espero ter contribuido e contribuir sempre.

E por ultimo, a minha Linda Roberta, minha maior incentivadora. Sempre prestativa e
atenciosa, e porque ndo dizer paciente (me aglientar ndo é fécil, ainda mais no periodo de TPD
“Tenséo Pré-Dissrtacdo”). Te amo em todas as formas e lembro-se “2009 serd nosso ano”. Obrigado

por tudo.



vii

Sumario
INAICE UE FIQUIAS........ooeoeeeee et e e et Xi
INAICE 08 TADEIAS. ........cveveeeeeee ettt neeneees Xii
(TS e W [ AN o] €A U LU | g LSS Xiii
RESUIMIO. ..ttt ekttt e et e bt e st e e ebbe e en e en sbes anbe e e XV
N 0] - (o TSP XVi
INEFOAUGED. ...ttt bbb e 2
1.2 IMUNOGIODUTINGS. ...t s 2
1.2 Fragmentos reCOMDINANTES. ..........cceiiiiirieice e 9

1.3 Bibliotecas Conformacionais Apresentadas na Superficie de Fagos

Filamentosos: Phage DiSPIay........cccuveieriiriciiiese st et 12

1.4 Anticorpos ANti-DINA........coi e e 16
RESUITATOS ANTEITOIES...... ettt 21
2.1 Utilizag&o de genes V em anticorpos anti-DNA...........ccccconiiiieniie e 21
HipOtese EXPEriMENTAl..........ccooiiiiiiiciciie e et et e e e 26
3.1 HipOtese eXperimental....... ..o s 26
ODJBEIVOS. ...ttt bttt b bbb er et b e 28
4.1 ODJELIVO GIAL.......cciiiieiie ettt 29
4.2 Objetivos ESPECITICOS. ....cociviiiiiieiii ettt et e 29
MALErIAIS € METOUOS. .......eeeeeeitieieeete ettt bbbttt bere e 30
5.1 IMIALEIIAIS. ...ttt b et 31
5.1.1 Linhagens BaCterianas. ...........c.cccureeeierieeeinesesieie e 31
5.1.2 Vetores ULIHZAdOS..........ccoeriiiieiiiie s 31
5.1.3 Bacteriofago AUXIHAr..........ccocoiieiiiiriicce et s 32
5.1.4 Oligonucleotideos utilizados para seqiienciamento....................... 32
5.1.5 Meios de Cultura e solugBes para bactérias..........cccoovvreinenrinnns 33
5.1.6 Solugdes e tampdes de USO geral..........cceviririnenieniieiee e 33

5.1.7 Solugdes e material para preparo de células competentes e
transformagao — DACLENIA. .........coveeiiiie e 35
5.1.8 Solugdes para extracdo de DNA plasmidial em placa de
MICTOTIEUTAGAOD. .....cve et 35



5.1.9 Solucdes e reagentes para eletroforese em gel de agarose ............. 36
5.1.10 Solucgdes e materiais para 0s ensaios imunolégicos (ELISA e Dot

DIOTEING). ..t et 37
5.1.11 Marcadores moleculares para DNA e proteina.........cccccceceevreeee. 38
5.1.12 KitS COMEICIAIS. ...cuvveeeeeiesiiiiete ettt e er e s 39
5.1 L3 ENZIMAS....c ittt ettt sttt st e et st 39
5.1.14 Anticorpos utilizados nos ensaios de ELISA e Dot Blot.............. 40
5.1.15 ANLIGENO. c.cvititeiieiiie ettt ettt et ettt 40
5.2 IMBLOUOS. .. ...ttt et et ettt bbb et e e 41

5.2.1 Amplificacdo das Bibliotecas de scFvs contendo CDR3H

VAITANTES. ...ttt bbbttt ene s 41
5.2.1.1 Preparagdo de DNA Plasmidial Em pequena escala........ 41
5.2.1.2 Amplificacdo dos fagomidios por PCR inversa.............. 42

52.1.3 Digestdio do DNA plasmidial com enzimas de

TESEIIGEAD. ... vttt ettt et e e st 42

5214 - Anélise de DNA plasmidial em gel de
2T Lo L0 1O P PP PP PRTPRN 43
52.15 - Eluicdo de fragmentos de DNA de gel de

2T Lo L0 1O P PP PP PRTPRN 43
5.2.1.6 Ligagdo de fragmentos de DNA..........ccoeivireciiienine s 44

5.2.2 Selecdo da BiblIOteCa. .........ccovveeiei i 45
5.2.2.1 Preparacdo de células eletrocompetentes.............c.ccouueee. 46
5.2.2.2 Preparagdo do Fago AuXiliar............ccccevevieniniciinncsenn. 47
5.2.2.2.1 — Obtencéo de Placas de Lise........c.cccceevvrnenene 47

5.2.2.2.2 - Amplificagdo das Placas de Lise.................... 47

52.2.2.3 — Determinacdo do Titulo da preparacdo de
Fagos Auxiliares............ et te e e e e r e e 48
5.2.2.3 Producéo de particulas virais a partir da transformacéo de
células de Escherichia coli por eletroporagio com a
DIDIIOTECA. ... e 49
5.2.2.4 Reamplificacdo da Biblioteca.............ccooeviveeoiiiiiinecne, 50



iX

5.2.2.5 Selegio de Particulas Virais de Fusdo Ligantes a Acidos
INUCIBICOS. ..ttt et e e s 52

52.25.1 Procedimento de selegdo com Oligo-dT

CeIUIOSE. ...t 52
5.2.2.5.2 Procedimento de infeccdo — obtencdo do titulo
dE BNEIada. .....eeee e 53

5.2.2.5.3 Procedimento de infecgdo — obtencéo do titulo de

52.2.5.4 Procedimento de amplificagdo dos fagos
SEIECIONAUOS. ...ttt 54
5.2.2.6 IMUNOBNSAIOS. .......eeviiiiiiieeisie sttt 54
52.2.6.1 Andlise de clones individuais por Dot
BIOTHING. ...cceeeeicieee e 54
52.2.7 Preparagio de DNA Plasmidial em Placa de
MICIOTITUTAGAOD ... ...ttt 56
5.2.2.8 Sequenciamento automatico de DNA e analise de
SEOUENCIAS. ... veev e ettt st 56
5.2.29 Phage ELISA (Phage Enzyme-linked immunosorbent

6.1 Atualizacdo da Anéalise das Seqliéncias de Segmentos Génicos VH murinos
Depositados nos Bancos de Dados GeneBank e Kabat..............ccocvoeiieniinee 61
6.2 Construgdo da Biblioteca Combinatéria de scFv de Anticorpos Ligantes a
DNA no Contexto de Duas Familias VH Germinais (VH10 e VH4).................. 65
6.2.1 Vetores utilizados para apresentagéo de bibliotecas de scFv ligantes
a DNA com CDR3H VANAVEIS. .......cccvrieieriirs e 65
6.2.2 Amplificacdo da biblioteca de CDR3H varidveis a partir dos
vetores pClg 844 e pCIg 8410........ccvvoiiiiin e 67
6.3 Apresentacdo das bibliotecas de scFv ligantes a &cidos nucléicos na
superficie de fagos filamentoS0S. ... 73
6.3.1 Producéo de particulas virais a partir de celulas transformadas com
A DIDHOTECA. ... 73
6.3.2 Selecdo Utilizando Oligo( dT) Celulose como antigeno para

obtencdo de particulas virais contendo scFv ligantes a &cidos



NUCHEICOS. ..ottt e et 75

6.4 Analise “in silico” das Sequéncias de Clones Individuais dos Ciclos de
SBIBGAD. ...ttt b e s 79
6.4.1 Alinhamento das Sequéncias Analisadas Selecionadas com sSDNA
(Oligo-dT celulose) nos ciclos 2 e 3 utilizando ferramentas de
DIOINFOIMALICA. ...t e e 81

6.4.2 PHAGE ELISA (Imunoensaio de Ligagdo Direta com fagos) - Teste

de Reatividade dos scFvs Selecionados com a sonda Oligo-dT
BIOTING. ... e 82

6.4.3 Analise dos Residuos de Aminoécidos que Compdem as CDR3Hs

de SCFVS SeleCioNAUOS. ........ecuieiiiiieie et 86
CONCIUSAD € PEISPECTIVAS. ......cecviiiiiitiiee sttt ettt s e e e e s e 90

Referéncias BiblHOgrafiCas..........ooi ittt 92



Xi

Indice de Figuras

Figura 1. Estrutura de uma molécula de antiCorpo..........ccceoeieerenneneiine e 3
Figura 2. Classes de imunoglobuliNgS.............ccooiieiiiiinniiie s 4
Figura 3. Regides distintas de hipervariabilidade nos dominios V.........ccccccoovveicnncnen 6

Figura 5. Representagdo de um anticorpo inteiro e dos fragmentos gerados apds o

tratamento com pepsina (F(ab’)2) e com papaina (Fab)..........coccoevereieieencine e 9

Figura 6. Representagdo esquematica de diferentes fragmentos Fv recombinantes de

L1 E[o10] 1 1 T TSRO PSPPI 11
Figura 7. Estrutura de um bacteriofago filamentoso...........coccoveniiiiiiiiieiic e 14
Figura 8. Representacdo esquematica da abordagem experimental...............cccceerrieneee 26

Figura 9. Representacdo grafica da frequéncia (em %) das familias de Vu nas
seqiiéncias de anticorpos murinos depositadas em banco de dados............cccceevereirienne. 63

Figura 10. Distribuicdo do reconhecimento de &cidos nucléicos entre as familias de

AV o PRSP UP TP USTTUPPRT 64
Figura 11. Representacéo do vetor pClg 844 ou pCIg8410.........cccceverviveneiniiieneenne 66
Figura 12. Representacdo esquematica das etapas da PCR inversa (IPCR)................... 68
Figura 13. Amplificagdo por IPCR dos vetores pClg 844 e 8410...........ccccevvvererrinnn. 69
Figura 14. Oligonucleotideo utilizado para sintetizar CDRs H3 variantes e introduzir
ITIUTAGOES. 1. ettt et et et ettt e b b et b s et ek et st et ettt b en s 71
Figura 15. Etapas de sele¢cdo com Oligo-dT Celulose...........covviiiiiiiiiiiiie e 77
Figura 16. Experimento de Phage EliSa..........ccccoiviiiiiiiiiiec e 83
Figura 17. Ligacdo dos fragmentos scFvs a Oligo dT Biotina...........ccoevveviinniniinccnnns 84

Figura 18. Andlise do residuos de aminoacidos que compfe as CDR3Hs de scFvs
SEIECIONAUOS. ...ttt ettt b et er e b et 86
Figura 19. Distribuicdo dos aminoéacidos que compdem as CDR3H de anticorpos anti-

ACIAOS NUCEICOS MUIINOS. ...t ettt e et e e e e et e e e et et ee e e et eeeeee e eeeeeeeneeeeeeaneeeeenaneeneenaens 89



Xii

Indice de Tabelas

Tabela I. Relacdo das Familias de VH Murinas — Complexidade e Familias Humanas

REIACIONAGAS. ...ttt et b et et et et bbb en s 21
Tabela Il. Anélise das sequéncias de segmentos génicos Vy murinos depositados nos
bancos de dados GeneBank € Kabal.............ccoiiiiiiiiiiinie e 22
Tabela I11. Oligonucleotideos Sintéticos UtiliZados..........ccoorveeeieririieiee e 30

Tabela 1V. Andlise das sequéncias de segmentos génicos VH murinos depositados nos
DANCOS A8 UAUODS. .....ecveeeiteete ettt e b e et et et b 61
Tabela V. Analise das sequéncias de segmentos génicos VH murinos depositados nos
Bancos de Dados Gene Bank anotados quanto a especificidade............cc.cooeriiineninnnne 62
Tabela V1. Selecéo de Particulas Virais com Oligo-dT celulose............cocoovoiviinninne. 78
Tabela VII. Anédlise da diversidade de seqléncias oriundas dos ciclos 2 e 3 de
SBIBGAD. ...ttt et b h et b e b b s et e s et 80
Tabela VII11. A tabela mostra a distribuigdo das sequiéncias obtidas no ciclo 2 e 3 de

acordo com a familia de VH relacionada........ccoooeeee oo e et 82



Amp
BCIP

°Cc

cDNA
CDR

CH

CL
C-Terminal
Da

dH,O
DNA
EDTA
ELISA

Fab

Fc

FR

Fv

g

kb
kDa

mA
mADb
mg
MHC
min

mL

Lista de Abreviaturas

Gene de resisténcia a ampicilina (gene da p-lactamase)
5-Bromo-4-Cloro-indolil fosfato

Grau Celsius

Acido desoxirribonucléico complementar ao mRNA
Regido determinante de complementariedade
Cadeia constante pesada de anticorpo

Cadeia constante leve de anticorpo

Extremidade carboxi — terminal

Dalton

Agua destilada

Acido desoxirribonucléico

Acido etilenodiaminotetracético

Ensaio de ligagdo imunoenzimatica

Fragmento (de anticorpo) de ligagéo ao antigeno

Xiii

Fragmento (de anticorpo) cristalizavel (porcdo constante)

Arcabougo (Framework)
Fragmento (do anticorpo) varavel
Grama

Forca gravitacional

Hora

Imunoglobulina

Kilobase

Kilodalton

Litro

Molar

Miliampére

Anticorpo Monoclonal
Miligrama

Complexo principal de histocompatibilidade
Minuto

Mililitro



mM
MM
MRNA
ms
NBT
ng
oD
ori

Y

pb
PBS
PCR
IPCR
PDB
PEG
pH
pmol
rpm
RNA
RNAase
sckv
SDS
Tris
U
UTR

Milimolar

Massa Molecular

Acido ribonucléico mensageiro
Milisegundo

Nitro Blue Tetrazole
Nanograma

densidade Otica

Origem de replicacéo

Peso

Par de base

Tampéo salina fosfato

Reacdo polimerésica em cadeia
Reacdo polimerasica em cadeia inversa
Protein Data Bank
Polietilenoglicol

Potencial hidrogeni6nico
picomol

Rotagdes por minuto

Acido ribonucléico

Ribonuclease

Fragmento variavel (de anticorpo) de cadeia Unica

Sédio Duodecil Sulfato

Tri (hidroximetil) aminometano
Unidade enzimatica

Regido ndo traduzida do gene
Raios ultravioleta

\Volume

Dominio varidvel da cadeia pesada de um anticorpo

Dominio variavel da cadeia leve de um anticorpo

Micro Faraday
Micrograma
Microlitro
Micrémetro

Micromolar

Xiv



XV

Resumo

As imunoglobulinas sdo moléculas com capacidade de ligacdo a uma grande
diversidade de antigenos. Estudos de variabilidade mostram que trés regides em cada cadeia
variavel, leve (L) e pesada (H), apresentam um maior grau de variabilidade, sendo por isso
denominadas Regides Determinantes de Complementaridade (CDR). Dentre essas, a CDR3
de ambas cadeias (H e L) é a que apresenta maior variabilidade. O objetivo deste trabalho é
estudar anticorpos com capacidade de reconhecimento de acidos nucléicos. Analises em
bancos de dados revelaram que dentre as diversas familias de genes que codificam as
cadeias variaveis pesadas de camundongos, a pequena familia VH10 destaca-se por ter sido
identificada principalmente em anticorpos anti-DNA. Essa observagdo nos levou a postular
que determinantes estruturais codificados por segmentos da familia VH10 poderiam estar
envolvidos nesse reconhecimento. Assim, nesse trabalho, construiu-se bibliotecas de scFvs
de camundongos apresentadas na superficie de fagos filamentosos, contendo CDRH3s
variaveis, no contexto de segmentos génicos germinais da familia VH10 e da familia VH4
(que ndo apresenta nenhum Ac descrito como ligante a acidos nucléicos depositado em
banco de dados). A abordagem experimental consistiu basicamente na comparagdo do grau
de variabilidade das CDRH3s selecionadas pela capacidade de reconhecimento a DNA de
fita simples utilizando-se o procedimento de sele¢do (biopanning) preconizado na técnica
de Phage Display As bibliotecas apresentavam tamanhos na ordem de 10’ diferentes scFvs.
Elas eram selecionadas pela capacidade de ligacdo a oligodT — celulose e os titulos de
entrada e de saida foram obtidos em trés ciclos de sele¢cdo. Foram realizados imunoensaios
com as particulas virais selecionadas dos ciclos 2 e 3, tanto para a detec¢do da expressao
dos scFvs como também para a verificagcdo da capacidade de reconhecimento ao antigeno
(oligodT - biotinilado). Os resultados obtidos com a andlise de clones aleatoriamente
escolhidos do ciclo 2 e 3 revelaram 12 sequéncias de CDR3Hs associadas a liga¢do a &cidos
nucléicos e dessas, 9 sdo provenientes da familia VH10 e 3 da familia VH4. As trés
sequéncias obtidas no contexto de VH4 também estdo presentes no contexto VH10. Os
resultados sugerem que scFvs no contexto da familia VH10, podem apresentar uma maior
variabilidade CDR3Hs para o reconhecimento de acidos nucléicos do que aqueles que
apresentam o segmento da familia\VVH4, corroborando a hipétese de que determinantes
estruturais codificados pelo segmento génico VH10 participam do processo de

reconhecimento antigénico.
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Abstract

The immunoglobulins are molecules with the capacity to recognize a variety of
antigens. Variability studies show that three regions in each variable chain, light (L) and
heavy (H), have a greater degree of variability and is therefore called Complementarity
Determinants Regions (CDR). Among these, the CDR3 of both chains (H and L) are the
ones that show the greatest variabilities. The aim of this work is study the antibodies
able to recognize nucleic acids. Analysis in databases revealed that among the different
families that are gene that encode the murine variable heavy chains, the small VH10
family stands out in terms of such kind of antigen recognition. This observation led us
to postulate that structural determinants encoded by the V segment of the VH10 family
could be specially involved in this binding ability. Thus, we built two scFvs phage
display libraries, containing variable CDRH3, in the context of germinal V gene from
family VH10 and the family VH4 (which presents no antibody described as ligand to
nucleic acid in databank). The experimental approach was basically the biopanning of
phages from those two libraries, using oligo-dT celulose as ligand. After three selection
rounds, phages from round 2 and 3 were analyzed in terms of CDR3H composition and
the ability to bind to the antigen in immunoassays.The analysis of randomly selected
clones revealed 12 sequences of CDR3Hs able to bind to nucleic acids. From these, 9
were from the VH10 family and 3 were VH4 phages. The three sequences obtained in
the context of VH4 were also present in VH10 phages. The results suggested that VH10
scFvs may allow greater CDR3H variability than VH4 ones, corroborating the
hypothesis that structural determinants encoded by the V gene segment from VH10

contributes significatively for the recognition of nucleic acids.
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““Se vocé conhece 0 inimigo e conhece a si mesmo, ndo
precisa temer o resultado de cem batalhas. Se vocé se
conhece mas ndo conhece 0 inimigo, para cada vitéria
ganha sofrerd também uma derrota. Se vocé néo
conhece nem o inimigo nem a si mesmo, perdera todas

as batalhas." (Sun Tzu).
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INTRODUCAO

1.1 Imunoglobulinas

7

O sistema imune dos vertebrados é especializado no reconhecimento de
substancias e organismos estranhos e na sua posterior eliminagdo. Esse processo
envolve a participacdo de diversos tipos celulares e de moléculas. Na resposta imune
humoral, estdo envolvidos os linfécitos B e as moléculas chave do reconhecimento
antigénico, os anticorpos.

A interacdo dos antigenos com o0s receptores presentes na membrana dos
linfécitos B inicia uma cascata de sinalizacdo, que culmina com a ativacdo destas
células em plasmacitos, células produtoras de anticorpos. Os anticorpos produzidos
pelos linfocitos B ativados - plasmdcitos - possuem a capacidade de reconhecer
antigenos microbianos, de neutralizar a infectividade de micrébios e marcéa-los para
eliminacéo por varios mecanismos efetores. A imunidade humoral é a principal defesa
contra micrdbios extracelulares e suas toxinas porque o0s anticorpos secretados podem se
ligar a esses antigenos de forma especifica e ajudar na sua eliminagéo.

Além disso, os linfocitos B funcionam como células apresentadoras de antigenos
via MHC (Complexo principal de histocompatibilidade em camundongos ou HLA,
antigeno linfocitario humano) de classe Il ativando desta forma linfocitos T CD4+, os
quais produzirdo inumeras substancias (interleucinas) capazes de estimular outros
linfocitos B e T e outras células de defesa importantes.

Os anticorpos pertencem a superfamilia das imunoglobulinas e foram definidos
funcionalmente no século XI1X, como substancias capazes de conferir, passivamente, a
imunidade, ou seja, com capacidade de detectar, localizar, reconhecer, ligar-se e inativar
ou dar inicio ao processo de eliminagdo do antigenos.

A molécula de anticorpo é de natureza tetramérica, compostas por duas cadeias
leves e duas pesadas, organizada em trés unidades, podendo, estruturalmente, ser
comparada a um Y . Duas dessas unidades ou fragmentos sdo idénticos e contém a
atividade de ligacdo ao antigeno; estas unidades sdo denominadas Fab (Fragmento de
ligacdo ao antigeno,do inglés [antigen binding fragment]) e séo os bragos da molécula.
A terceira unidade, Fc (Fragmento cristalizavel), estd geralmente envolvido na interacdo
com os sistemas efetores celulares e complemento. Os Fab estdo conectados a porgao

Fc por meio de uma regido da cadeia polipeptidica denominada dobradica.



Neste contexto, as cadeias de imunoglobulinas contribuem de forma desigual

para estrutura e fungbes dos anticorpos. As cadeias pesadas (H) estdo presentes nas

regides Fab (fungdo de ligagdo ao antigeno) e Fc (funcédo efetora) , e as cadeias leves (L)

estdo associadas apenas ao Fab (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura de uma molécula de anticorpo. Quadro A é uma representacdo

esquematica de uma molécula de uma molécula de imunoglobulina isétipo gamma (IgG). As

cadeias pesadas (H) estdo presentes nas regides Fab (funcdo de ligacdo ao antigeno) e Fc

(funcdo efetora) , e as cadeias leves (L) estdo associadas apenas ao Fab (Maranhdo,2001). O

quadro B ilustra o diagrama obtido com base na cristalografia de raios X de uma molécula de

1gG.(Fonte: http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc471/pages/Lecture10/L ecturelQ.html).




As cadeias das imunoglobulinas podem ser diferenciadas pelos seus isotipos.
Existem cinco isotipos para cadeia pesada, alguns possuem varios subtipos e estes
determinam a atividade funcional da molécula de anticorpo. As classes principais sao
IgM, IgD, 1gG, IgA e IgE, suas cadeias sdo representadas pelas correspondentes gregas (
U, 0, v, a ¢ €) respectivamente (Janeway, 2005). Em humanos, os isotipos IgA e IgG
ainda podem ser subdivididos em subclasses relacionadas, ou subtipos, chamadas de
IgAl e IgA2, e IgG1, 1gG2, 19G3 e 1gG4. Em camundongos, o isotipo 1gG apresenta as
subclasses 1gG1, 1gG2a, 1gG2b e 1gG3. A classe mais comum e abundante de anticorpo
é a 1gG, sendo também a mais utilizada para fins terapéuticos. A Figura 2 mostra a

representacdo esquematica das estruturas das cinco classes principais de anticorpos.

\

Figura 2. Classes de imunoglobulinas. Os cinco tipos de imunoglobulinas (1gG, IgD, IgA, IgE
e IgM) sdo mostradas. Destacam-se as regides VL e CL de cadeia leve e as regides VH e CH da

cadeia pesada. Fonte: www.rbi.fmrp.usp.br/imunabiol.



A cadeia leve é subdividida nos isotipos Kappa (k) e Lambda (1), diferindo em
proporcao de espécie para espécie, entretanto, em uma Unica molécula, as duas cadeias
leves devem ser idénticas, ndo se admitindo a configuracdo de uma cadeia k e outra A. A
proporcao de k para A € de 1:20 em bovinos, 20:1 em camudongos; 2:1 em humanos e
1:1 em suinos (Arun, 1996).

A comparacdo entre seqiiéncias de aminoécidos de diferentes moléculas de
anticorpos revela que as regides C-terminais, tanto das cadeias pesadas como leves, sdo
relativamente constantes; no entanto, as regides N-terminais sdo radicalmente distintas.
Todas estas regides sdo produto de segmentos repetidos, cada um com cerca de 110
aminoacidos, chamados de dominios da imunoglobulina. As cadeias leves consistem em
um dominio varidvel amino terminal (VL) e um dominio constante (CL), carboxi-
terminal.

As cadeias pesadas consistem em um dominio variavel (VH) na por¢éo terminal
e trés ou quatro constantes, dependendo da classe de imunoglobulina (CH1,CH2,CH3
e/ou CH4). As regides varidveis das cadeias leve e pesada constituem o sitio de ligagéo
do antigeno e a variabilidade na sua sequéncia de aminoacidos garante a capacidade de
identificar a grande diversidade de sequéncias antigénicas existentes na natureza. Na
verdade, a maior diversidade deste sitio de ligacdo antigénica deve-se a trés pequenas
regibes hipervaridveis, compostas cada uma por cinco a dez aminoécidos, localizados
dentro da regido varidvel de ambas as cadeias ( Hardy, 2000).

O sitio formado por essas regides determina a especificidade ao antigeno, sendo,
denominado paratopo. As porcdes dos dominios variaveis com maior diversidade
denomina-se Regides Determinantes de Complementaridade (CDR), existem trés CDRs
para cada cadeia leve e pesada, denominada CDR1, CDR2 e CDR3 (Branden & Tooze,
1991).

Essas regibes sdo caracterizadas por serem ilhas hipervaridveis limitadas por
regides do arcabougo (do inglés, framework), relativamente conservadas.

Existem quatro dessas regides em cada dominio V, denominados FR1, FR2, FR3
e FR4. As regides do arcabougo possuem estrutura em folhas B que proporcionam o
suporte para o dominio que contém as regides hipervariaveis que no total de seis (trés de
cadeia leve — CDRL1;CDRL2;CDRL3 e trés cadeia pesada — CDRH1;CDRH2;
CDRH3), formam algas nas bordas do cilindro B. As seis al¢as da cadeia leve e pesada
se aproximam quando a molécula de anticorpo é formada, criando um sitio

hipervaridvel nico que projeta-se para o solvente e participa com quase a totalidade de



pontos de contato com o antigeno.

As CDR1 e CDR2 séo codificadas apenas pelos segmentos génicos V, sendo Vy
para variavel pesada e V| para variavel leve. A CDR3 por sua vez ¢ codificada por trés
segmentos (V, D, J) no caso da cadeia pesada (H3) e por dois (V, J) no caso da cadeia
leve (L3). A variabilidade das CDR3 &, portanto, intrinsecamente maior, pois ambas as
cadeias apresentam uma caracteristica adicional, em relagdo a CDR1 e CDR2: elas
incorporam variabilidade dos outros segmentos (D, J para cadeia pesada e J para cadeia
leve). Além disso, contam com uma vasta gama de eventos que ocorrem no momento da
juncdo dos segmentos (delecéo e adicéo aleatdrias de nucleotideos). Devido a este fato,
a maior parte dos estudos de interagdo antigeno-anticorpo, visando aumento ou
mudanca da afinidade tem nessa regido o foco dos estudos, sendo ainda, a CDR H3, a
principal utilizada (Brigido et al.,1993, Polymenis & Stollar 1994, Watkins et al., 2003).
Uma andlise da variabilidade da sequéncia de residuos de aminoacidos das regides

varigveis das imunoglobulinas est4 ilustrado na Figura 3.

Figura 3. Regides distintas de hipervariabilidade nos dominios V. Comparagdo de
seqliéncias de varias regides V de cadeias leves e pesada. Trés regiGes hipervaridveis (HV1,
HV2 e HV3) estdo indicadas em vermelho e correspondem a CDR1,CDR2 e CDR3. As regides
flanqueadoras menos variaveis sao mostradas em azul e amarelo (FR1, FR2 e FR3). Feita por
Wu e Kabat, 1969 (Fonte: Parham, 2001).



A variabilidade dos anticorpos observada, principalmente nas CDRs, é garantida
na maioria dos vertebrados e em particular em camundongos e humanos, por meio do

processo de rearranjo génico que ocorre nos loci de imunoglobulinas.

Sabe-se que em humanos, mesmo na auséncia de estimulacdo antigénica existe a
possibilidade de serem produzidos mais do que 10'? moléculas diferentes de anticorpos.
Este repertdrio pré-imune garante que existira um sitio de ligacdo antigénico especifico,

no minimo com baixa afinidade, para cada antigeno existente na natureza.

Apos estimulagdes repetidas com determinado antigeno, os linfocitos B podem
produzir anticorpos cada vez mais especificos. Se esta variabilidade é uma realidade
facilmente verificadvel em diversas condi¢cBes experimentais, ela sugere um problema
I6gico: como todas estas proteinas (anticorpos) sdo produzidas se o repertério genético
humano ndo ultrapassa 0s 50.000 genes? A solugdo deste problema ocorre pela
associacdo de dois fendmenos, a permutacdo de genes que codificam os dominios VL e
VH e a capacidade que as regides hipervariaveis tém de sofrer mutagBes na estrutura
original (Garicochea, 2005).

O dominio varidvel de cada cadeia leve é codificado por uma seqiiéncia de DNA
formada pela agregacdo de dois genes: V e J. Estes genes, na verdade, provém de uma
familia de genes V e J que sdo respectivamente compostos por 40 segmentos (V) e 5
segmentos (J). Como apenas um dos segmentos V vai se agregar a um segmento J, as
combinagdes possiveis sdo de 200, somente para a regido variavel das cadeias leves. As
cadeias pesadas, por sua vez, sdo compostas pela combinagdo de trés segmentos
genéticos provenientes de trés familias de genes, V, J e D. A familia de genes V é
composta por 51 segmentos que podem se combinar a qualquer um dos 6 segmentos J e
que, por sua vez, agregam-se a um dos 27 segmentos D, resultando em possibilidades
combinatdrias de 8.262 VH distintas. A associacdo entre VH e VL pode, portanto, criar
cerca de 2 x 10° possibilidades de combinagao (8.262 x 200).

O mecanismo de ligagdo entre os segmentos V(D)J é outra fonte de
variabilidade, j& que algumas vezes, durante este processo, pares de base sdo ganhos ou
perdidos nos locais exatos de acoplagem dos segmentos. Desta forma as combinagdes
possiveis sd0 muito maiores que o “pool” de linfocitos B que um individuo possui em
um certo momento.

Apos a imunizacdo inicial, inicia-se um processo de aprimoramento das regides

hipervaridveis da imunoglobulina, com o objetivo de torna-la cada vez mais especifica



ao determinante antigénico. A partir de um rearranjo V(D)J que possui alguma afinidade
com o determinante antigénico, uma série de mutacdes passa a ocorrer dentro deste
segmento da regido V tanto na cadeia leve quanto na cadeia pesada.

O linfocito B que apresentar, apds esta sequéncia de eventos de recombinagdo
génica, uma maior afinidade com o determinante antigénico, por meio de estimulacdo
pelo BCR (receptor da célula B), vai proliferar mais intensamente que 0S outros
(expansdo clonal), garantindo um aporte de linfocitos antigeno-especificos. Este
processo € conhecido como hipermutacdo somatica e € assim denominado porque as
mutacOes estdo ocorrendo em células somaticas e ndo germinativas. A representacdo

esquematica desses eventos é ilustrada na Figura 4.
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Figura 4. Representacao esquematica da formacéo da cadeia leve e pesada da molécula de
BCR. A cadeia leve é formada pela recombinagdo somatica dos segmentos V e J. A cadeia
pesada pelos segmentos génicos V, D e J. Os processos de recombinacdo até as etapas de
processamento do mRNA e traducdo da cadeia polipeptidica sdo mostradas. Adicionalmente a
esse processo, maior variabilidade é gerada pelo processo de hipermutagdo somatica que ocorre

apos 0 encontro com o antigeno nos 6rgdos linfdides secundarios (Fonte: Janeway, 2005).



1.2 Fragmentos recombinantes

Os anticorpos podem ser divididos em diversos fragmentos. A clivagem de uma
molécula de IgG com papaina gera trés fragmentos, dois fragmentos Fab e um Fc. Estes
fragmentos se comportam bem, sdo estaveis e exibem as mesmas propriedades de
quando fazem parte de um anticorpo inteiro, sendo a ligacéo ao antigeno retido no Fab e
a estimulacdo do sistema efetor associada ao Fc.

A clivagem com pepsina produz um perfil proteolitico diferente, o fragmento
gerado é o fragmento F(ab"),, que corresponde a dois fragmentos Fab unidos por
ligacOes dissulfeto entre as cadeias (presentes na regido de dobradica. Neste tipo de
clivagem, o restante da cadeia pesada é clivado em fragmentos pequenos, ndo sendo
observada a presenca de um fragmento Fc. O interessante do fragmento F(ab"), é que
com essa conformacéo ele possui a mesma caracteristica de ligacdo ao antigeno que

anticorpo original, mas é incapaz de interagir com qualquer molécula efetora (Figura 5).

Fc REGION
WHOLE ANTIBODY

F(ab')2 FRAGMENT Fab FRAGMENTS

Figura 5. Representacdo de um anticorpo inteiro e dos fragmentos gerados apds o
tratamento com pepsina (F(ab’),) e com papaina (Fab)
(www.darmouth.edu/~celllab/pix/fab.jpg).
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Os fragmentos Fv sdo consideravelmente mais dificeis de se obter por clivagem
proteolitica, além de ndo preservarem o correto dobramento e sua estabilidade. No
entanto, técnicas de engenharia genética permitem a construcéo de diferentes moléculas
relacionadas com anticorpos (Brigido et al., 1993; Maynard & Georgiou, 2000, Holliger
& Hudson, 2005). Atualmente, a industria de biotecnologia apresenta um enorme
crescimento nos investimentos destinados & engenharia de anticorpos, desenvolvendo
outros tipos de moléculas como os fragmentos de anticorpos e imunoconjugados
(Presta, 2006).

Os mais populares sdo os fragmentos Fv recombinantes, 0s quais apresentam um
peptideo conector flexivel unindo o carboxi-terminal da cadeia variavel pesada com o
amino-terminal da cadeia variavel leve e sdo obtidos por manipulacdo genética dos
genes de imunoglobulinas. O formato mais comum é o fragmento scFv (do inglés,
single chain Fv), as cadeias leves e pesadas da fracdo variavel sdo unidas por um
conectivo (linker), um polipeptideo flexivel que permite a montagem correta da
molécula unindo a cadeia leve (V) e pesada (V4) (Bird et al., 1988; Huston 1988).

Um fragmento de cadeia Unica permite a expressdo das seqliéncias de DNA nos
mais diversos tipos de hospedeiros, incluindo bactérias (revisado por Pluckthun et
al.,1994), leveduras (revisado por Fischer et al.,1999) e vegetais (Smith,1996).

A sintese de um peptideo Unico contendo ambas as cadeias leves e pesada apresenta
ainda a vantagem sobre o produto dicistronico, pois ndo depende de equimolaridade de
sintese de dois peptideos, uma vez que o segundo produto de um cistron poderia
apresentar uma menor taxa de tradu¢do devido a terminagdo interna e atenuacéo.

O "linker" da estabilidade conformacional a proteina, garantindo sua afinidade,
normalmente sendo formado por aminodcidos que garantem flexibilidade e
solubilidade, como glicinas e serinas, entretanto modificacdes aleat6rias de aminoécidos
centrais do linker classico (GGGS)3, pode-se obter um scFv, com significativo aumento
de producéo, sem alterar sua afinidade pelo antigeno ou aumentar a toxicidade para a
bactéria (Turner et al., 1997).

Os fragmentos de anticorpos de cadeia Unica (scFv) tém sido usados em terapias
e diagnosticos, apresentando vantagens sobre anticorpos convencionais e anticorpos
monoclonais (Jain et al., 2005). Constatou-se que estas moléculas possuem répida
dispersdo sanguinea, pois pacientes tratados com scFv apresentaram correta localizagéo
destes em apenas uma hora ap0s a injecdo (George et al., 1996). Também apresentam

boa penetragdo em tecidos, teoricamente baixa imunogenicidade, baixa retengdo nos
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rins e outros 6rgdos ndo-alvos, melhor penetracdo em tumores alvos, sdo construidos
facilmente, tém baixo custo comercial em larga escala e além disso, existe a
possibilidade reestrutura-los em funcao de melhorar sua atividade e producdo (Turner et
al., 1997).

Outro aspecto é o fato de ndo possuir regido Fc, contribuindo para tratamentos
onde a funcéo efetora é indesejada. Além desse fragmento, podemos obter scFv bi-
especificos, onde dois scFvs sdo ligados, triabody onde trés cadeias de VHs ligados
diretamente & VLs se conjugam formando trés regides de reconhecimento ao antigeno,
dentre outros (Figura 6).

Para construgdo da biblioteca apresentada neste trabalho foi escolhido a

molécula scFv, e os vetores utilizados foram construidos pelo grupo (Maranh&o, 2001).

Figura 6. Representacdo esquematica de diferentes fragmentos Fv recombinantes de
anticorpos. E mostrado o fomato mais comum scFv e outros possiveis formatos e
imunoconjugados quimicamente (Holliger e Hudson,2005).
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1.3 Bibliotecas Conformacionais Apresentadas na Superficie de Fagos Filamentosos:

Phage Display

Os primeiros trabalhos com a tecnologia Phage Display, foram introduzidos por
George Smith em 1985 e desde entdo passou a ser muito utilizada (Bass et al. 1990,
McCafferty et al. 1990, Barbas et al. 1991, Smith 1991, Smith & Scott 1993, Maranh&o
2001, Hoogenboom 2002, Szardenings 2003, este trabalho), levando ao
desenvolvimento de diversas técnicas de apresentacdo de bibliotecas na superficie de
fagos, bem como diferentes forma de triagem e selegéo de fagos de interesse.

A técnica tem crescido consideravelmente nos Gltimos anos, com aplicacdes e
descobertas feitas nas areas de imunologia, citologia, farmacologia, biotecnologia e
toxicologia. Phage Display permite a apresentacdo de grandes bibliotecas de peptideos e
proteinas na superficie de bacteri6fagos (fagos) filamentosos, e a selecdo destes,
incluindo anticorpos, com alta afinidade e especificidade a praticamente qualquer
ligante.

A tecnologia envolve a introdugdo de sequéncias de peptideos exdgenos no
genoma dos fagos ou fagomidios, fusionados aos genes das proteinas do capsideo viral,
esta fusdo ndo impede a correta montagem da particula viral e possibilita a incorporagdo
do peptideo exdgeno ao capsideo viral. Os peptideos codificados sdo expressos ou
“apresentados” na superficie dos fagos, fusionados a uma das proteinas estruturais dos
virus (plll e pVIII).

Variagdes do trabalho original de (Smith, 1985) foram propostas a fim de
permitir maior acessibilidade das moléculas-alvo as proteinas de fusdo. Um novo sitio
de clonagem foi determinado para seqliéncias exdgenas: ao invés de inseri-las entre os
dois dominios do gene lll, pesquisadores propuseram um novo sitio localizado dois a
trés residuos de aminoacidos ap6s o sitio de clivagem do peptideo sinal. Esta
modificagdo permitia que a maioria das sequéncias do gene Il permanecesse
ininterrupta, o que parecia diminuir os efeitos deletérios dos insertos na funcéo de p3.

A possibilidade de uma proteina de fus@o no capsideo de fagos, de maneira
acessivel ao reconhecimento por um ligante, abriu o caminho para a construgdo de
bibliotecas conformacionais apresentadas na superficie destas particulas virais. Desta
forma, em vez manipular geneticamente, expressar, purificar e analisar cada proteina ou
peptideo pode-se construir bibliotecas combinatérias contendo até 10" variantes sendo

expressos simultaneamente.
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Além disso, particulas virais suportam condigdes adversas, tais como pH e
temperaturas baixos, sem perder a infectividade. Assim, protocolos usando pH baixo e
alta concentragdo uréia sdo utilizados para dissociar fagos associados a ligantes
especificos. Os fagos selecionados ndo precisam ser eluidos da placa de microtitulacéo,
por exemplo, ou um tecido animal antes da infeccdo bacteriana. Em vez disso, a
infeccéo pode continuar pela adi¢éo de bactérias diretamente no poco da placa contendo
os fagos selecionados.

A forca da tecnologia Phage Display est4d na sua capacidade de identificar
regides de interacdo das proteinas e de outras moléculas, mesmo sem o conhecimento
prévio da natureza de interacdo com ligante. A Gltima década observou um progresso
consideravel na utilizacdo da técnica e novas abordagens tém sido sugeridas, de tal
forma que, além de interagdes proteina-proteina, relagdes entre proteina-DNA, proteina-
RNA, DNA-DNA sdo abordadas nos trabalhos (Hoogenboom, 2000, Brigido &
Maranhdo, 2001, Kretzschmar, 2002 e revisado por Arap, 2005).

Os bacteriofagos utilizados na tecnologia Phage Display, sdo virus que possuem
0 material genético na forma de DNA de fita simples (sSDNA) que infectam bactérias
Gram negativas. Os fagos filamentosos pertencem a familia Inoviridae e séo definidos
com Ff e incluem as linhagens M13, f1, Fd e ft. A particula viral consiste em um longo
capsideo protéico cilindrico, com 930 nm de comprimento e 6.5 nm de didmetro,
delimitando o genoma com cerca de 6400 nucleotideos, constituido por 11 genes. A
massa viral é aproximadamente 16.3 MDa e consiste em aproximadamente 2700 copias
de pVIII, um proteina com cerca de 50 residuos de aminoécidos codificados pelo gene
VIII. Em uma extremidade existem 3 a 5 copias das proteinas pVII e pIX (genes VIl e
IV) e na outra 3 a 5 copias das proteinas plll e pVI (Figura7) (Webster, 2001). Na
maioria dos trabalhos, plll, uma proteina de adsorcdo de 406 amino&cidos, é a proteina
usada para expressdo de peptideos exdgenos. A proteina plll aparentemente tem dois
dominios funcionais: um dominio N-terminal que se liga ao pillus F, mas que ndo é
exigido para montagem da particula viral, e um dominio C-terminal que esta enterrado
nas particulas e compde a estrutura do capsideo. A porgédo C-terminal da pVIII esta
dentro da particula viral, proximo ao DNA, enquanto que a porcdo N-terminal esti
exposta (Crissman e Smith, 1984).

Fagos da linhagem M13, por exemplo, sdo capazes de infectar uma variedade de
bactérias Gram-negativas, da familia das Enterobacteriacea, incluindo Escherichia coli,

usando pilli (pillus F em E. coli) como receptores. A infecgéo por fagos filamentosos
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ndo induz um ciclo litico em E. coli com fendtipo F+, mas leva a um estado em que as
bactérias infectadas produzem e secretam particulas virais, porém tendo seu crescimento
medio retardado. A infeccdo comeca com a adsor¢do da plll do fago ao pillus F de
bactérias F+ (i.e. a linhagem XL1-Blue de E. coli). O DNA circular fita simples viral é
introduzido na bactéria sendo convertido, pela maquinaria de replicacdo do hospedeiro,
em um plasmideo com DNA circular fita dupla. Pelo sistema de replicagdo circulo
rolante, sdo sintetizadas DNA de fita simples e as proteina estruturais plll, plV, pVIl,
pVIIl e plV virais sdo sintetizadas. As particulas virais sdo montadas pelo
empacotamento do DNA circular fita simples pelas proteinas estruturais, quando da

extrusdo da particula viral através da membrana bacteriana (Russel 1991).

Figura 7. Estrutura de um bacteridfago filamentoso. PlIl, pVI, pVII, pVIIl e pXIX
representam as proteinas virais. Peptideos exdgenos sdo expressos ou apresentados comumente
em plll ou pVIII (Arap, 2004).
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As bibliotecas de plll exibem 3-5 copias de cada peptideo individual (Scott e
Smith de 1990), ja bibliotecas de pVIII podem exibir até 2700 copias de pequenos (até
seis amino&cidos) peptideos (Greenwood et al. 1991). As proteinas plll e pVIII podem
exibir peptideos de comprimentos diferentes; e residuos de cisteina podem ser
introduzidos para permitir que um peptideo de fusdo crie restricbes conformacionais
mediante a formag&o de algas entre as pontes dissulfeto dos residuos de cisteina. Com
isso, 0s peptideos exdgenos sdo bem expostos, permitindo as interacbes com a
molécula-alvo. Peptideos grandes (de até 440 amino&cidos) podem ser introduzidas na
porcdo N-terminal de proteinas de plll sem afetar infecciosidade ou a montagem da
particula viral.

Os anticorpos foram as primeiras proteinas a serem eficientemente expressas na
superficie de fagos tendo sido obtidas pela fusdo das sequiéncias codantes das regides
varidveis dos anticorpos (V) a regido amino-terminal da proteina plll do fago
(McCafferty e Griffiths, 1996). Os fragmentos de anticorpos recombinantes na forma
scFv ou Fab séo as mais utilizadas para a construgdo de bibliotecas combinatdrias de
anticorpos.

Em geral nessas bibliotecas, a tecnologia Phage Display e a sele¢éo de fagos que
expressam um anticorpo recombinante de interesse envolve 5 passos fundamentais: i) a
elaboracdo de uma biblioteca principal ou de amplificacdo de uma biblioteca existente;
i) exposicdo das particulas virais a um alvo especifico (Oligo-dT, Oligo-dA, ssDNA,
dsDNA por exemplo) para captura de ligantes especificos (ligagéo); iii) a remoc&o dos
fagos nédo especificos (lavagem); iv) recuperacéo dos ligantes especificos por eluigdo ou
infeccdo bacteriana direta para amplificacdo dos fagos recuperados v) voltar a etapa i,
duas a quatro vezes, (Maranhdo, 1998; Barbas et al. 2001, Pasqualini e Arap 2002).

A selecio dos fagos que expressam o ligante especifico envolve um
enriquecimento sequiencial de fagos que se ligam especificadamente ao antigeno dentre
um repertorio vasto onde ha excesso de clones que ndo se ligam ao antigeno. Isso é
conseguido por meio de ciclos sucessivos de selecdo com o antigeno, onde cada ciclo
compreende as etapas i a iv. Em geral, apds trés ciclos de infec¢do e re-infeccéo obtém-
se populagdes de fagos que expressam a melhor combinacéo de fragmento scFv ou Fab
para o antigeno em questdo. Qualquer método que permita isolar os fagos ligados pode
ser usado na selecdo, assim sendo véarias metodologias de selecdo foram propostas,
desde antigeno aderido a um substrato solido, ou em colunas de afinidade, utilizagéo de

antigenos biotinilados ou magnéticos, selegdo em células procariéticas fixas, em células
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de mamifero, selecdo substrativa, enriquecimento em fragmentos de animais vivos
(Hoogenboom et al., 1998, Pasqualini e Ruoslahti, 1996, Arap et al., 2002)

A eluigdo dos fagos ligados pode ser feita de varias maneiras: i) por adicdo de
substancia 4cidas como tampdes HCL e glicina; ii) com uso de solucdes basica seguido
de lavagens ou utilizando-se centrifugagdo em gradiente; iii) centrifugacdo em fase
organica, dentre outras. O sucesso da técnica depende da combinacgéo da apresentacdo e
do enriquecimento de formas ligante ao longo da selecdo.

Nos diversos métodos de selecdo, ocorre ligacdo tanto de fagos especificos
quanto ndo especificos, principalmente nos primeiros ciclos. Este problema pode ser
minimizado com um estratégia de selecdo negativa ou de subtracdo, na qual a biblioteca
é incubada com células que ndo possuem o antigeno de interesse antes da sele¢cdo com
as células-alvo possibilitando a eliminacéo das formas ligantes a antigenos comuns as

células normais.

1.4 Anticorpos Anti-DNA

A presenca de auto-anticorpos que reagem contra DNA é uma marca
caracteristica da doenca autoimune lipus eritematoso sistémico (LES) tanto em
humanos, quanto em linhagens de camundongos que sd&o modelos experimentais de
lGpus - MRL-Ipr/lpr, (NZB / NZW) F1, (NZB ¥ SWR) F1 e BXSB (Pisetsky, 1992,
Hahn,1998). O soro de pacientes normais contém baixos niveis de anticorpos anti-DNA,
sendo estes, principalmente da classe de imunoglobulina IgM. No entanto, o soro de
pacientes com LES e no modelo animal apresentam concentragcbes mais elevadas de
anticorpos anti-DNA, incluindo moléculas de 1gG com alta afinidade para DNA fita
simples (ssSDNA), DNA fita dupla nas formas B e Z (dsDNA), ao hibrido DNA/RNA e
até formas tripléx (Brigido et al.,1993; Chen & Stollar,1999, Jang & Stollar, 2002).

Até recentemente autoanticorpos com especificidade para dsDNA (DNA de
dupla fita de mamiferos, na forma B) s6 foram encontrados entre os autoanticorpos
produzidos espontaneamente, especialmente na doenca auto-imune ldpus eritematoso
sisttmico (LES). DNAs fita dupla sintéticos e na forma Z-DNA podem induzir a
formacéo de anticorpos e sdo potentes imundgenos, mas 0 DNA de mamiferos na forma
B sdo imundgenos fracos.  Anticorpos com especificidade para ssSDNA (DNA fita
simples) foram facilmente induzidos pela imunizagdo de animais com complexos
ssDNA-proteina (revisado por Stollar, 1989), no entanto tentativas de induzir anticorpos

com especificidade para dsDNA utilizando estratégia semelhante ndo obteve sucesso
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significativo. A falta de imunogenicidade deste dsDNA e a heterogeneidade policlonal
dos autoanticorpos espontaneos contra 0 DNA, levou a aceitacdo de uma das hipo6teses
propostas sobre a origem de anti-DNA.

Segundo esta hipdtese, os autoanticorpos contra DNA em LES geralmente
derivam da ativacdo diferencial de células B policlonais. Anticorpos contra o DNA,
incluindo dsDNA, é simplesmente um subproduto especifico destas células B
policlonais ativadas.

Na verdade, a origem de autoanticorpos em SLE e em camundongos sempre foi
alvo de hipoteses contraditorias, pois enquanto alguns autores observavam a ocorréncia
de auto-anticorpos com sequliéncia préxima a embrionaria, outros observam que o0s auto-
anticorpos séo bastante mutados e portanto foram selecionados por expanséo clonal. De
certa forma os dois ponto de vista ndo séo opostos, pois 0s anticorpos observados com o
acimulo de mutagbes sdo normalmente 1gGs, enquanto aqueles com sequéncia
proximas & embrionaria sdo normalmente do is6tipo IgM. Como o0s anticorpos
patogénicos normalmente pertencem ao isotipo IgG, isto sugere um papel precursor, ao
invés de efetor daqueles auto-anticorpos IgM.

Anticorpos anti-DNA da classe 1gG encontrados em camundongos autoimunes
apresentaram todas as caracteristicas normalmente associadas com estimulagdo
antigénica e a resposta imune secundaria. Eles sofreram mudanca de isotipo, expansdo
clonal e mutagéo somética dos genes das regides variaveis (V).

Pesquisadores relatam que, inicialmente, ocorre o0 aparecimento de anticorpos
anti-DNA da classe IgM, os quais sdo selecionados pelo processo de selecdo clonal e
estimulacdo de células B, indicando que a resposta autoimune em camundongos sofre
um processo de maturacdo de afinidade em que a molécula de anti-DNA (IgM), com
baixa afinidade e poliespecificidade, e que reage predominantemente contra DNA fita
simples (ssDNA) progride, por meio da selegdo de clones especificos, para um molécula
de 1gG, com alta afinidade e que reage, predominantemente, contra DNA dupla fita
(dsDNA) (Marion, 1997).

Apesar dos inimeros estudos das doengas autoimunes e do anticorpos anti-DNA
associados, a origem destes autoanticorpos ainda ndo foi esclarecida. Ela pode estar
ligada a anticorpos normais contra determinados antigenos que por mutacdo deram
origem a afinidade ao DNA (Diamond & Scharff, 1984). Outra hipétese seria que a
resposta anti-DNA fosse induzida a partir de imunizagdo com um antigeno exdgeno, de

origem bacteriana, que mimetizasse a estrutura do DNA (Putterman & Diamond, 1998).
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Podem ainda, estar ligados a uma perda de tolerancia em um processo dependente de
linfécitos T e B.

Assim sendo, a questdo da origem desses anticorpos ainda depende de muitos
estudos e certamente a analise dos genes desses autoanticorpos e do nivel de mutagéo de
suas cadeias variaveis leves e pesadas contribuird para sua elucidagdo. Entende-se que
mesmo ndo estando claros a origem e seu papel nas patologias autoimunes, esses
anticorpos circulantes que reagem contra 0 DNA in vitro sdo importantes e possuem
grande relevancia clinica, pois sdo muito usados como marcadores de diagndstico e
progndsticos em exames laboratoriais (Haugbro et al., 2004). Vale ressaltar, que podem
ainda ser considerados modelos de interacfes proteinas-acidos nucléicos ou serem
utilizados como sondas para conformagBes especificas de acidos nucléicos (Stollar,
1992).

O conhecimento das estruturas moleculares destes anticorpos é essencial para o
esclarecimento de como eles reconhecem a molécula de DNA e como eles podem
contribuir para a patogénese; seja, pela ligagdo ao DNA ou pela formacdo de
imunocomplexos e/ou ainda por ligagdo cruzada com outras moléculas. Os mecanismos
de ligacdo destes anticorpos diferem daqueles identificados em outras proteinas que se
ligam ao DNA, os anticorpos anti-DNA ndo possuem estruturas que reconhecem a
dupla hélice ou outros motivos de ligacdo ao DNA j& conhecidos (Garvie & Wolberger,
2001).

Os sitios de ligacdo ao antigeno, assim como em qualquer outro anticorpo, séo
caracterizados por serem ilhas hipervariaveis limitadas por regides do arcabouco.
Combinagbes de residuos VH e VL determinam a afinidade e especificidade, e a
substituicdo de um ou outro dominio — ou de aminoacidos que os compfem - podem
alterar a caracteristica de ligacéo.

Um grande nimero de informagdes sobre a estrutura priméaria dos dominios de
VH de anticorpos anti-DNA revelou diversidade entre as seqléncias de CDR, mas
aminoécidos basicos como arginina (Arg) e lisina (Lys) e aminoécidos como asparagina
(Asn) interagem bem com DNA (Roben et al., 1996, Radic, 1997, Li et al., 2000).

As informagdes estruturais de autoanticorpos fornecem detalhes sobre a ligagéo
ao DNA e servem de modelo para a interacdo DNA-proteina, que apesar de ja existir um
conhecimento considerdvel a respeito dessa interacdo, 0os mecanismos especificos de
interacdo entre anticorpos e 0 DNA ainda necessitam de maiores esclarecimentos. O

papel de amino4cidos basicos como a argininas e lisinas nas CDR3s tem sido destacada
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em diversos trabalhos. No entanto, existem outros exemplos de anticorpos anti-DNA
onde outros amino&cidos, derivados de eventos de mutacdo somaética, contribuem para
afinidade ao dsDNA (Behrendt et al.,2002).

Em termos gerais, verifica-se que ha evidéncias de mutagdo somética em grande
parte dos anticorpos anti-dsDNA de pacientes lupicos, em especial nas CDRs. O que
ndo estd totalmente esclarecido ainda é: se isto é devido & maturacdo de afinidade
mediada pelo antigeno (DNA) ou se as mutag¢des sométicas observadas sdo inerentes a
maturacdo de afinidade em resposta a um outro antigeno (mimetismo molecular), que
por reacdo cruzada interagiria com 0 DNA.

Para resolver estas questdes, é necessario analisar diversos anticorpos anti-DNA
e tentar correlacionar sua afinidade e especificidade com a linhagem germinal utilizada
e a incidéncia das mutacGes somaticas. No entanto, essa ndo é uma tarefa facil, a
relativa falta de recursos (anticorpos monoclonais anti-DNA - em especial da classe 1gG
- de pacientes com LES) representa um problema aqui. Técnicas convencionais para a
geracdo de anticorpos monoclonais humanos tendem a ser ineficazes e, na maioria dos
casos, linfocitos de sangue periférico contém poucos anticorpos 1gG produzidos pela
célula B (Watts, 1990).

Uma alternativa é a geragdo de anticorpos humanos anti-DNA do repertorio de
pacientes lupicos através da utilizacdo de vetores de expressdo e a tecnologia do DNA
recombinante. Posteriormente, 0 moléculas sSDNA ou dsDNA podem ser usadas para
selecionar anticorpos a partir de uma biblioteca combinatéria representando as cadeias
leve e pesadas expressas pelos genes das células B presentes nestes pacientes ou de
modelos animais. Este método de amostragem aumenta substancialmente o nimero de
regies variaveis disponiveis para analise (Roben, 1996).

Na presente dissertacdo nos utilizamos uma biblioteca de scFvs de camundongos
apresentada na superficie de fagos filamentosos, contendo CDRH3s variaveis. O
objetivo é testar o papel destas regides no reconhecimento antigénico de acidos
nucléicos, utilizando uma abordagem diferente em relacdo aos trabalhos até aqui
publicados. A abordagem experimental é detalhada nos topicos seguintes, e consiste
basicamente na comparagdo entre quais CDRH3s séo selecionadas quando colocadas
em dois contextos distintos de genes de dominios varidveis pesados (VH) germinais,
isto é, ndo hipermutados. Os segmentos génicos VH escolhidos nesse trabalho
pertencem as familias VH10 (que estd presente em varios anticorpos anti-acidos

nucléicos) e a familia VH4 (ausente no anti-4cidos nucléicos).
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RESULTADOS ANTERIORES

2.1 - Utilizac&o de genes V em anticorpos anti-DNA

Existem trés loci que codificam as cadeias de imunoglobulinas de camundongos
que sdo distribuidas em trés pares de alelos. A organizagdo do locus das cadeias leve e
pesada e as etapas que compreendem o processo de recombinacao até o processamento
do mRNA e traducéo da cadeia polipeptidica foi mostrado na Figura 4. A recombinagéo
génica acontece juntando os segmentos génicos Vy, D e Jy (para cadeia pesada) e Ve
J_ para cadeia leve.

Os segmentos génicos Vy murinos sdo divididos em trés subgrupos baseando-se
na homologia da seqliéncia de aminodcidos por eles codificados. Os subgrupos sdo
divididos em 14 familias de acordo com a composi¢do de nucleotideos e com a analise
de homologia com os segmentos Vy humanos. Os subgrupos ou clds murinos 1, 11 e 111
sdo relacionados aos clas humanos II, | e lll, respectivamente. A Tabela | lista as
diferentes familias e clds murinos e a sua relagdo com as familias humanas (Tomlinson
et al., 1992).

Auto-anticorpos para DNA aparentemente ndo apresentam restricdo as familias
de genes V utilizados. Anélise de varios hibridomas humanos derivados de pacientes
lGpicos apresentou um grande nimero de anticorpos pertencentes & familia V43 humana
(citado em Brigido & Stollar, 1991).

Anti-DNAs obtidos em linhagens de camundongos que s@ modelos
experimentais de lupus (LES), apresentaram genes V pertencentes a vérias familias.
Apesar da falta de correlagdo, observa-se que os anticorpos que ligam DNA
normalmente contém Vy pertencentes ao cla Il tanto em humanos quanto
camundongos.

Pelo modelo para taxonomia de genes V quanto a origem filogenética
apresentado por Kirkham e colaboradores em 1992, observa-se que familias que s&o
freqlientemente encontradas em auto-anticorpos anti-DNA estdo reunidas no cla Ill.
Entre essas familias destaca-se a familia humana V3 e as familias murinas V7 (S107)
e a Vul0. Desta forma supde-se que existam alguns determinantes estruturais

dependentes da familia do V4 que possam influienciar na atividade ligante a0 DNA.
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Tabela I. Relagio das Familias de Vg Murinas — Complexidade e Familias Humanas Relacionadas

Familia Nome do Cla Complexidade® Familias de VyHumanas
Murina protétipo Relacionadas
Vy2 Qs2 I 15 --
V3 3660 I 5-8 Vud, V6
V.8 3609 I 7-10 V2
v, 12 CH27 I 1 Vyd,
Wyl 1558 1l 60-100 Wyl
Vy9 VGAM3-8 1 5-7 A\
V14 SM7 I 3-4 Va1
V4 X-24 m 2 V3
V5 7183 I 12 Vy3
Vyb 3606 1 10-12 Vy3
Vy7 5107 I 2-4 Vy3
Vy10 MRL-DMNA4 1 2-5 Vy3
Vyll CP3 I 1-8 Vy3
Vyl3 3609 1 1 Vy3

*_Adaptada de Honjo & Matsuda, 1995,
T- O nivel de complexidade refere-se ao numero de seqiiéncias germinais de cada familia,
estimado por diferentes estudos realizados em linhagens de camundongos distintas.

Brigido & Stollar em 1991 descreveram a sequéncia de dois anticorpos anti-Z-
DNA. Nesse trabalho os autores sugeriram que a pequena familia V410 murina parece
ter papel no reconhecimento de anticorpos contra acidos nucléicos, sendo aquela época
encontrada em diversos anti-DNA descritos.

Posteriormente, uma anélise mais completa foi feita por Maranhdo em 2001,
inicialmente foi feita uma busca nos bancos de dados GeneBank e Kabat (que contém
apenas sequéncias de imunoglobulinas) por sequéncias de cadeias varidveis pesadas
(V) descritas como ligantes a é&cidos nucléicos de anticorpos murinos. Depois de
obtidas estas sequéncias foram classificadas de acordo com a familia de segmentos
génicos Vu que utilizavam. A analise feita revelou que os bancos de dados eram
dominados pelas sequéncias de familias com maior nimero de segmentos génicos
germinais. A familia V41, por exemplo, dominava os bancos de dados sendo encontrada
em 55,6% das sequiéncias depositadas. No entanto, quando esse nimero era ponderado
em relacdo ao numero estimado de sequéncias germinais, observava-se que, a

discrepancia da distribuicdo de sequiéncias depositadas nos bancos de dados refletia a
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tendéncia do proprio repertorio de segmentos V. Conforme observado nos dados da
tabela I1.

Tabela I1. Analise das sequiéncias de segmentos génicos Vy murinos depositados nos bancos de dados

GeneBank e Kabat (Maranhdo, 2001)

Freqliéncia Média do Freqliéncia

Seqliéncias  Frequénciade Freqliéncia

" ” S equéncias de himero das Frequencia ligantes a  seqliéncias  deligantes/
Familia Protofipo Denositadas® :equenm_as de familias fn® de gaic:it:los Iiga:tqs em cada seql?éncias
as familias = . de  geminaisthf  4VYY ~ Sl b el
%] germinais gemminais hucléicos familia (%) germinais
H1 Ja58 15010 aod 1000 06 a67 15850 103 0,10
H2 CHa2 2280 g4 14,0 06 8.2 280 123 0,82
WH3  36-A0 a0 4.3 f.5 07 ar 1.0 09 0,13
tHd H-24 620 23 20 11 11 0,0 a0 0,00
WHI 7183 a020 11 120 03 64 36,0 13 059
HE JE0G 390 14 11,0 0,1 62 1.0 26 023
WHT 107 1780 6,6 30 22 17 1200 b7 225
HB 36049 a0.0 18 85 02 48 0,0 a0 0,00
WHY  WGAMI-E T80 24 6,0 05 34 1.0 13 0,21
YHID  DNA 210 03 34 02 20 110 a24 14 97
WH11 CP3 200 ar 35 02 20 0,0 a0 0,00
YH1Z  CHZY 8.0 03 10 03 06 0,0 a0 0,00
WH13  3R09N a0 a0 ] a0 06 0,0 0,0 0,00
WH14 = 1070 34 34 11 20 6,0 5,6 1,60
TOTAL  —— 27100 1000 1765 —— 1000 2510 — -—
a- Numero de sequiéncias depositadas em banco de dados contendo CDR H3 de cada familia
b-  Percentual de seqliéncias de cada familia na amostra analisada
c- Meédia do nimero estimado de segmentos germinais
¢-  Numero de segmentos germinais de cada familia dividida pelo repertdrio total de V4
e- Numero de sequéncias descritas como ligantes a acidos nucléicos
f-  Nuamero de seqiiéncias ligantes a acidos nucléicos dividido pelo nimero total de seqiiéncias de cada familia

Foi possivel observar que nos bancos de dados existiam diversas seqliéncias de
diversas familias descritas como ligantes a &cidos nucléicos. Quando se pondera a
freqliéncia destas sequiéncias descritas como ligantes a qualquer tipo de acidos nucléicos
com o0 numero de segmentos Vu germinais, isto € com a tendéncia intrinseca do
repertdrio imune, vé-se claramente que a familia V10 se destaca das demais. Cerca de
50% das sequéncias depositadas sdo descritas como ligantes a algum tipo de &cido
nucléico, percentual ndo encontrado para nenhuma das outras familias. Esse destaque
permanece quando sdo realizadas ponderacfes em relacdo ao nimero de segmentos
germinais estimado para cada familia que, no caso da familia V10, € de 3,5. O nimero
fracionado reflete a variedade das linhagens de camundongos estudadas.

Esta familia que ja tinha sido apontada como propicia a ligacdo de acidos
nucléicos por Brigido & Stollar em 1991 e depois, em 1999, por Whitcomb e

colaboradores. No entanto, como ja mencionado anteriormente, a maioria dos trabalhos
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que estuda repertorio ligante a DNA ndo aponta nesta direcdo, vale ressaltar que esses
trabalhos baseiam-se em repertdrios de pacientes de SLE, portanto repertdrios humanos
(Barbas et al., 1995; Roden et al., 1996; Manheimer-Lary et al., 1997), que nédo
apresentam a mesma organizacao de familias que o repertério murino.

Baseados nestes resultados formulamos a seguinte hipétese:

“Sera que existe uma tendéncia natural, de anticorpos murino que apresentam os

segmentos génicos da familia V410, a se ligarem a &cidos nucléicos?”
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Experimental
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ABORDAGEM EXPERIMENTAL

3.1 - Hipotese experimental

Os dados de freqliéncia observados em anticorpos anti-acidos nucléicos sugerem
que exista uma tendéncia natural dos anticorpos contendo V{10 no reconhecimento
antigénico da molécula de DNA. Se esta hipotese estiver correta esta familia de
segmentos génicos seria, portanto, mais permissiva nas suas combinagfes com
segmentos D e J em relagdo & manutencdo de uma atividade de ligacdo a &cidos
nucléicos.

Para testar esta hipdtese nesse trabalho, construiu-se uma biblioteca de
fragmentos de anticorpos (scFv) onde a cadeia varidvel pesada era codificada por um
segmento génico V da familia V410 em configuracdo germinal (ndo-hipermutado) e a
CDR H3 seria aleatoria, contendo degeneracdes nos cédons dos seus aminoécidos.

Uma biblioteca de CDR H3 do mesmo tipo foi construida no contexto do
segmento germinal da familia V4 que serviria como controle do experimento.
Segmentos génicos da familia V4 sdo usados por 62 anticorpos dentre aqueles
depositados nos bancos de dados, entretanto nenhum desses eram descritos como
ligantes a acidos nucléicos.

A utilizacdo de bibliotecas de CDR H3 para testar a contribuicdo especifica do
segmento germinal em questdo, justifica-se pelos dados apresentados por Mockidge e
colaboradores, em1996, estudando o efeito da substituicdo de uma cadeia pesada
hipermutada (11 mutacOes de reposic¢éo e cinco silenciosas) por outra, correspondendo
ao segmento germinal mais proximo a esta cadeia, ndo observaram mudangas
significativas na afinidade a acidos nucléicos (no caso, DNA fita simples).

Neste mesmo estudo os autores verificaram que a troca do CDR H3 gerava uma
perda total da atividade de ligacdo ao antigeno. No entanto, esta Gltima substituicdo
envolveu CDR H3 absolutamente diferentes quanto a composicdo dos residuos de
aminoécidos e também quanto ao seu tamanho (Mockidge et al.,1996).

Portanto, a familia V110 deve apresentar um universo maior de sequéncias de
CDR H3 capazes de promover a ligacdo ao DNA,; enquanto que a biblioteca com V4
deve ser mais dependente da seqliéncia da CDR H3 e por isso apresentaria um universo
mais restrito de CDRH3 nos anticorpos anti-DNA isolados. A abordagem experimental

estd esquematizada na Figura 8.
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ABORDAGEM EXPERIMENTAL

Figura 8. Representacdo esquematica da abordagem experimental. Com o intuito de se estabelecer o papel dos
residuos de aminoacidos codificados pelo segmento génico da familia VH10, uma biblioteca de CDR H3
randémicas sera gerada em um contexto de VH10 germinal. Esta biblioteca de plasmidios sera introduzida em
células de E. coli e particulas virais de fusdo apresentando-a serdo produzidas. A biblioteca agora apresentada na
superficie de fago sera submetida a ciclos de selecdo utilizando-se diferentes acidos nucléicos como ligante-alvo. As
CDR H3 selecionadas serdo determinadas e comparadas com aquelas que foram selecionadas quando estas foram
fusionadas a um segmento germinal da familia VH4. Se segmentos génicos da familia VH10 apresentarem uma
tendéncia intrinseca de reconhecimento a acidos nucléicos, espera-se que o conjunto de CDR H3 selecionados desta
familia seja maior que aquele da familia VH4. Adaptado de Maranhdo, 2001.
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OBJETIVO
4.1 Objetivo Geral

> Testar se existe uma tendéncia natural na familia genes variaveis pesados VH10

em produzir proteinas de camundongo que se ligam ao DNA.

4.2 Objetivos Especificos

> Preparar bibliotecas de CDRH3 no contexto de VHs germinais das familias
VH10 e VH4;

» Selecionar scFvs a partir de bibliotecas de CDRH3 que reconhegam acidos
nucléicos em dois contextos germinais (VH10 e VH4);

> Caracterizar sitios CDRH3 gerados e sua relagdo com a especificidade e ligacdo
ao DNA,;

» Analisar a composi¢do de aminocidos em CDRH3 ligantes ao DNA,

> Testar se existe uma maior permissibilidade nos CDRH3 selecionados com

VH10 no que tange a ligacdo de DNA que apoie a hipdtese formulada.



Materiais e Méetodos
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MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAIS

5.1.1 Linhagens Bacterianas

®
XL1-Blue (Stratagene ) - recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F
proAB laclgZ M15Tn10 (Tet")] (Sambrook e Russel, 2001).

Essa linhagem era utilizada para producéo de particulas virais, transformacéo e

amplificacdo de fagomidios.
5.1.2 Vetores Utilizados

Os vetores utilizados apresentam a estrutura basica dos fagomidios, que séo
plasmideos que possuem, além da origem de replicacéo reconhecida por E. coli (ori), a
regido intergénica dos fagos filamentosos (origem de replicacéo do fago — M13 ori),

que contém todos os elementos cis para formagdo do ssDNA.

- pClg 844 - 4,300 kb, VH4 germinal-CDRH3d-linker-VL44-pVIII (scFv fusionado

a proteina pVIII estrutural do bacteri6fago M13), sob controle do promotor pLac,

AmpR, ori ColE1,derivado do vetor pClg816 construido por Maranhdo & Brigido,

2000. Descricao detalhada na secéo resultados e discusséo topico 6.1.1

- pClg 8410 - 4,300 kB, VH10 germinal-CDRH3d-linker-VL44-pVIIl (scFv

fusionado a proteina pVII1 estrutural do bacteriofago M13), sob controle do promotor

pLac, AmpR, ori ColE1,derivado do vetor pClg816 construido por Maranh&o &

Brigido, 2000. Descricéo detalhada na secdo resultados e discussdo tdopico 6.1.1
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VCSM13 - Derivado do bacteri6fago M13 com gene |11 mutado: origem de

duplicagdo plasmidial derivada do p15 e gene de resisténcia & kanamicina (Stratagene,

n° de catalogo: 2000251)

5.1.4 Oligonucleotideos utilizados para seqiienciamento

Os oligonucleotideos eram sintetizados e solubilizados em agua Mili-Q para

concentracdo de uso de 10 pmoles/uL. A tabela 3 mostra as seqUiéncias de cada um dos

oligonucleotideos.

Tabela I11. Oligonucleotideos sintéticos utilizados.

Oligonucleotideo

Sequéncia

Utilizacdo

VL44 seqreverso |5 TCG CAATTCCTTTAGTTCC 3

Oligonucleotideo utilizado
para amplificagdo dos
vetores pClg 844 ou pClg
8410 a partir da cadeia
leva variavel do Z44

pClg 816

promotor posi¢do |5° TCG CAATTCCTT TAGTTGTCCC 3

Oligonucleotideos
utilizados para
amplificacdo dos vetores
pClg 844 ou pClg 8410 a

-44 _
partir do promotor na
posigéo -44
Oligonucleotideos
pClg 816 utilizados para

promotor posi¢do |5° CCC AGG CTT TACACT TTATGC 3’

-192

amplificacdo dos vetores
pClg 844 ou pClg 8410 a
partir do promotor na
posigéo -192

5 C GTA CGA GAA NNS NNS NNS NNS
NNS NNS NNS KBG HTK GMT TAT TGG GGT
CAAGGAACCTY

Utilizado para criar a base
de degeneragédo das
CDRH3 para os segmentos
germinais VH10 e VH4,
nos vetores pClg844 e
pClg8410. Contém sitio
para BsiWI.
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5 TTC TCG TAC GCA GTA ATA AAG

Para amplificagdo do vetor

VHALOBSI | oo TGT GTC CTC AGA TCT CAC TT 37 | PC9844 apartir dossitio
de BsiWI na PCR inversa.
. Para amplificagdo do vetor

VH10LoBsi 5 TTC TCG TAC GCAGTA ATA CAT pClg8410 a partir do sitio

GGC TGT GTCCTC AGT TTT CAG GT 3

de BsiWI na PCR inversa.

Oligo-dT Biotina

5/5Bio-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT 37

Oligonucleotideo sintético
utilizado como antigeno de
deteccdo

5.1.5 Meios de Cultura e solugbes para bactérias

Meio LB (Luria-Bertani)

Peptona de caseina
Extrato de levedura
NaCl

pH 7,0.

Meio LB agar

1,0% (p/v)
0,5% (p/v)
1,0% (p/v)

Meio LB adicionado de &gar bacterioldgico a 1,4% (p/v).

Meio LB top Agar

Meio LB adicionado de Agar bacteriolégico a uma concentracao final de 0,7% (p/v)

Meio SB (Super Broth)

Peptona de caseina
Extrato de levedura
MOPS
pH 7,0.

Meio SOB
Bacto-triptona
Extrato de levedura
NaCl

3,0% (p/v)
2,0% (p/v)
1,0% (p/v)

2,0% (p/v)
0,5% (p/v)
0,06% (p/v)
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KCI 0,002% (p/v)
pH 7,0.
Meio SOC
Meio SOB 98 mL

2+
Solucdo estoquede Mg 2 M 1mL
Solucdo estoque de glicose 2 M 1mL

Solucéo estoque de glicose 2 M
Esterilizada por filtragdo e estocada a 4°C.

Solucéo estoque de Mg 2 M
MgCl, 1M
MgSO, 1M

Esterilizada por filtragdo e estocada a 4°C.

Apos dissolver os reagentes em agua destilada, todos os meios de cultura eram

autoclavados a 120°C por 15 minutos.

5.1.6 Solucdes e tampdes de uso geral

Azida Sédica — Solucéo estoque 100X

Azida sédica (NaNs3) 5% (p/v)

Esta solugdo era utilizada para a conservagdo dos tampdes PBS e PBS-T e nas

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

Tampéo TE
Tris-HCI pH 8,0 10 mM
EDTA pH 8,0 1 mM
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Glicerol — Solucéo estoque
Glicerol 50% (v/v)

Tampao PBS (Phosphate-Buffered Saline) 10X, pH 7,4

NaCl 15M
Na;HPO4 01M
NaNj3; 0,02% (p/v)

Tampéo PBS-T 1X, pH 7,4

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

TBS-BSA 1%

Tris-HCI (pH 7,5) 50mM
NaCl 150mM
Albumina Bovina Sérica (BSA) 1% (p/v)

5.1.7 SolugBes e material para preparo de células competentes e transformagéo —

bactéria
Glicerol 10% (v/v)
Esterilizado por filtragéo e estocada a 4°C

Cubetas de eletroporacdo (Gene Pulser/MicroPulser Cuvettes, Biorad®, n° catalogo:
165-2086).

5.1.8 Solucgdes para extragdo de DNA plasmidial em placa de Microtitulagéo

Solucéo I (GET)

Tris-HCI pH 8,0 25 mM
EDTApH 8,0 10 mM
Glicose 50 mM



Solucéo 11
NaOH 02M
SDS 1,0% (p/v)

Solucéo 111 (KOAc 3 M)
Acetato de potéssio 3M
Acido Acético 2M
pH ajustado para 4,8 - 5,0

RNAse A
RNAse A (Invitrogen®, n° de catalogo 12091-021).

Acetato de sodio 3 M, pH 4,8

Utilizada para precipitagdo de DNA em preparacdo de pequena escala.

Acetato de ambnio 7,5 M

Utilizada para precipitagdo de DNA em preparacéo de larga escala.

5.1.9 Solucdes e reagentes para eletroforese em gel de agarose

Tampao de corrida TEB 10X

Trizma base 0,89 M
Acido Borico 0,89 M
EDTA 0,02 M
dH20 g.s.p. 1L

pH 8,0

Tampéao de corrida TAE 50X
Tampé&o Tris-Acetato 2M
Trizma-base 242 g
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Acido Acético Glacial 57,10 mL
EDTApH 8,0 0,05 M
dH,0 g.s.p. 1L

Tampao de amostra para gel de agarose 10X

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

Solucéo de brometo de etideo 20.000X

Brometo de etideo 10 mg/mL

5.1.10 Solucdes e materiais para os ensaios imunoldgicos (ELISA e Dot blotting)

Tampao de Fosfatase Alcalina (APB)

Tris-HCI pH 9,5 100 mM
NaCl 100 mM
MgCI2 5mM

Solucéo de Bloqueio
Leite em p6 desnatado 5% (p/v)
Dissolvido em PBS-T 1X

Solucéo Reveladora para ELISA
pNPP (para-nitro-fenil-fosfato) 1 mg/mL

Dissolvido em APB

Solucéo Reveladora para Dot blotting
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O NBT (Nitro Blue Tetrazole) e o BCIP (5-Bromo-4-Cloro-indolil fosfato) eram

preparados numa solucgdo estoque de 50 mg/mL. O NBT solubilizado em N,N-dimetil

formamida e o BCIP, em &gua. Para preparar 10 mL da solucdo reveladora,

adicionavam-se 66 pL do estoque de NBT em 10 mL de APB e em seguida 33 pL do
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estoque de BCIP. Esta ordem deve ser respeitada para se evitar a precipitagdo dos

reagentes.

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

Placas de microtitulagdo de poliestireno com 96 pogos com fundo chato
imobilizada com estreptoavidina para ELISA

(Nunc® Immobilizer Streptavidin)
5.1.11 Marcadores moleculares para DNA e proteina

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

1 kb DNA Ladder (Invitrogen® n°. catalogo. 15615-016)
Fragmentos de DNA em pb: 201; 220; 298; 344; 396; 500; 517; 1.018; 1.636; 2.036;
3.054; 4.072; 5.090; 6.106; 7.126; 8.144; 9.162; 10.180; 11.198; 12.216.

Low Mass DNA Ladder (Invitrogen® n°. catalogo. 10068-013)
Mistura equimolar de fragmentos de DNA em pb de 2.000; 1.200; 800; 400; 200 e 100.
Utilizando 2 pL. do marcador, corresponde a massa de 100; 60; 40; 20; 10 ¢ 5 ng,

respectivamente.

High Mass DNA Ladder (Invitrogen® n°. catalogo 10496-016)
Mistura equimolar de fragmentos de DNA em pb de 10.000; 6.000; 4.000; 3.000; 2.000
e 1.000. Utilizando 2 pL. do marcador, corresponde a massa de 100; 60; 40; 30; 20 ¢ 10

ng, respectivamente.
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5.1.12 Kits comerciais

QIAprep Spin Miniprep Kit (250) - Para preparacdo plasmidial em pequena escala
(Qiagen®, n°. catalogo 27106).

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

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

Colunas para extragdo de DNA de gel de agarose por Freeze Squeeze — Ultrafree
DA Centrifugal Unit (Millipore®, n°. catdlogo 42600).

Qubit Fluorometer - para quantificagdo de acidos nucléicos. Invitrogen (n° catalogo:
Q32860)

GeneAmp XL PCR Kit - utilizado para amplificacdo do vetor na PCR inversa.
(Perkin-Elmer, nimero de catalogo: N808-0187).

Kit de Eletroeluigdo - Sistema Micro Eletroeluidor Centrilutor - Centrilutor Micro-

electroeluter (Millipore, nimero de catalogo: 57015)

5.1.13 Enzimas

- Enzimas de restricéao:

BsiW | (New England Biolabs n° de catalogo R0553L) 10U/pL
Pfl23 11A (Fermentas n° de catadlogo #ER0851) 2U/uL
T4 DNA ligase — Invitrogen (n° de catalogo 15224-017)

T4 DNA ligase — Promega (n° de catdlogo M 1801)
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5.1.14 Anticorpos utilizados nos ensaios de ELISA e Dot Blot

Anti — 1gG Ovelha conjugada a fosfatase alcalina produzido em jumento (Santa
Cruz® n° catélogo: SC-2474)
Titulagdo de uso: 1: 2000 (ELISA e Dot blot)

Anti — M13 produzido em ovelha (Pharmacia Biotech n° catalogo: 27-9410-01)
Titulagdo de uso: 1: 2000 (ELISA e Dot blot)

Estreptoavidina — conjugada a fosfatase alcalina (Sigma® n° de catélogo: E-2636)
Titulag&o de uso: 1: 1500 (Dot blot)

5.1.15 Antigeno

- Antigeno utilizado na sele¢do de particulas virais nos 3 ciclos

Oligo-(dT)1218 Cellulose (Amersham pharmacia Biotech, nimero de catélogo: 27-
5663). Quinhentos miligramas da resina eram resssupensos em 10 mL de tampé&o tris-
HCI 10 mM (pH 7,4). Aliquotas de 1mL eram mantidas a -80°C.
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5.2 METODOS

5.2.1 - Amplificacéo das Bibliotecas de scFvs contendo CDR3H variantes

5.2.1.1 Preparacdo de DNA Plasmidial Em pequena escala (adaptado de
(Sambrook e Russel, 2001).

1- Coletavam-se 3,0 mL de cultura de células de E. coli, transformadas com o
fagomideo de interesse, crescidas em meio LB/Amp (150 pg/mL) durante 16 horas a
37°C, por meio de duas centrifugacdes de 5 min a 5.000 rpm em microtubos de 1,5 mL,
sendo o sobrenadante desprezado a cada centrifugagéo.

2- Ressuspendia-se o sedimento em 200 pL de Solugéo I. Incubavam-se as amostras no
gelo por 5 min.

3- Adicionavam-se 400 pL de Solugdo Il e homogeneizavam-se as amostras,
invertendo-se gentilmente o tubo vérias vezes. Incubava-se a temperatura ambiente por
5 min.

4- Adicionavam-se 300 pL de Solugéo Ill, repetindo-se o0 mesmo procedimento de
homogeneizagdo e incubava-se no gelo por 10 min.

5- Centrifugava-se a 12.000 rpm por 15 min a 4°C.

6- Ao sobrenadante eram adicionados 5 pL de RNAse A e incubava-se por 1 hora a
37°C.

7- Adicionavam-se 300 pL de clorofane e, apds forte homogeneizagdo, centrifugava-se
por 5 min a 5.000 g & temperatura ambiente, a fase aquosa era coletada para outro tubo.
8- Adicionavam-se 300 uL de clorofil e repetia-se 0 mesmo procedimento anterior de
homogeneizagdo, centrifugagéo e coleta.

9- Adicionava-se 2,0 v de etanol absoluto gelado e incubava-se a -20°C por no minimo
2 horas.

10- Centrifugava-se a 12.000 rpm por 45 min a 4°C. Desprezava-se 0 sobrenadante.

11- Adicionava-se 1 mL de etanol 70% gelado e centrifugava-se novamente a 12.000
rpm por 15 min a 4°C.

12- Secava-se 0 sedimento a vacuo ou por simples exposicdo ao ar.

13- O sedimento era ressuspendido em 50 pL de TE. E as amostras conservadas a -
20°C.
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5.2.1.2 - Amplifica¢do dos fagomidios por PCR inversa.

A amplificacdo dos vetores pClg 844 e pClg8410 por PCR inversa era feita a
partir das recomendacdes do fabricante do kit GeneAmp XL da Perkin Elmer

O sistema de amplificagéo utilizado era o seguinte:

\etores 100 a 300 ng
Iniciador VH10/4NNS 50 pmoles
Iniciador VH10LoBsi ou

VH4LoBsi 60 pmoles
Tampéo 11 3,3X 30,0 pL
dNTPs 10 mM 8,0 uL
Mg(OACc), 50 mM 4,0 uL
rTTh DNA polimerase 2,0 uL

H,O q.s.p. 100 uL

Areacdo de PCR era realizada nas condiges listadas abaixo:

A) PCR em dois passos

93°C por 1 minuto
30 ciclos de:
94°C por 1 minuto
60°C por 5 minutos e 30 segundos

seguidos de extensdo final a 72°C por 10 minutos
5.2.1.3 - Digestdo do DNA plasmidial com enzimas de restrigao.
As digestdes dos fagomidios utilizados eram realizadas com enzimas de

restricdo conforme instrucOes dos fabricantes. O tempo de incubacéo e a quantidade de

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

A agarose era preparada de 0,7 a 1,0% em tampéo TEB 1X ou TAE 1X com 0,5
pg/mL de brometo de etideo. As amostras de DNA com tamp&o de amostra para gel de
agarose eram aplicadas no gel e submetidas a eletroforese em tampdo TEB ou TAE
0,5X, como descrito por (Sambrook e Russel, 2001). Para visualizagdo do DNA incidia-
se luz ultravioleta no gel utilizando-se um transluminador (Pharmacia-LKB®) e a
imagem era digitalizada em aparato de fotodocumentacéo (Video Graphic Printer UP-
895 CE, Sony®).

5.2.1.5 - Eluicao de fragmentos de DNA de gel de agarose

Os fragmentos de DNA originarios da digestdo com as endonucleases de restri¢do
eram visualizados po eletroforese em gel de agarose, recortados do gel e transferidos
para microtubos. Em seguida utilizaram-se os seguintes kits, segundo recomendagao do
fabricante.

Kit de Eletroeluicdo : foi utilizado para eluir os vetores pClg 844 e 8410
amplificados e previamente digerido com BsiWI, nas etapas que precederam a
“religacéo” (retorno a forma circular em correta fase de leitura) dos vetores. Segundo
Andris-Widhopf e colaboradores (2000), a eficiéncia de ligacdo (ou “religacéo, como é

caso) é maior em fragmentos obtidos por eletroeluicéo.

Em demais situages os Kits utilizados eram:

- Qiaquick Gel Extraction kit, Qiagen®

- Freeze-Squeeze (Barbas, 2000)

1- A banda do DNA cortada do gel era transferida para uma bolsa feita utilizando um
pedaco de Parafilm®. Duas extremidades da bolsa eram juntas e seladas com o auxilio
da parte conica de um microtubo de 1,5 mL. A banda era inserida dentro da bolsa pela

parte ndo selada.

2- A bolsa contendo o fragmento era entdo congelada a — 40°C.
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3- Apos o total congelamento e posterior descongelamento, a por¢éo plana da tampa de
um microtubo de 1,5 mL era utilizada para macerar o fragmento até se liquefazer.

4- O liquido e o gel eram transferidos para colunas Ultrafree DA Centrifugal Unit
(Millipore®).

5- O material era centrifugado por 5 minutos a 12.000 x g a temperatura ambiente.

6- Apos a centrifugacdo osobrenadante que passa para o tubo coletor era precipitado
com a adicdo de 0,1 v de acetato de soédio 3M, 60 pg de glicogénio e 2,5v etanol 100%
gelado. Procedia-se a uma incubacdo a -20°C durante a noite para um melhor

rendimento da precipitagéo.
5.2.1.5 Ligacdo de fragmentos de DNA

Inicialmente eram feitos testes de ligacdo em pequena escala. Para tanto eram
feitos dois sistemas de ligagdo, tanto a ligacdo propriamente dita quanto um sistema
sem ligase pra testar se o vetor linear com as extremidades coesivas auto-ligava. Cada

uma destas reacdes esté descrita abaixo.

a) Ligacéo controle

pClg 844 ou pClg 8410 digerido 150 ng
Tampao Ligase 5X 4 uL
T4 DNA ligase -
H20 g.s.p 20 uL

b) Ligacédo (“religacdo” do vetor linear)

pClg 844 ou pClg 8410 digerido 150 ng
Tampao Ligase 5X 4 uL
T4 DNA ligase 1 uL
dH20 q.s.p 20 uL

As amostras eram incubadas a temperatura ambiente por pelo menos 8 horas e
em seguida todo o sistema de ligacéo era precipitado e ressuspendido em volume final

de 10 pL, utilizados pra transformar aliquotas de 100 pL de células XL1-Blue
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eletrocompetentes. Dilui¢fes das culturas obtidas pelos dois sistemas, eram semeadas
em placa de meio LB agar contendo ampicilina a uma concentragdo de 200 ng/mL, para
a determinacédo da eficiéncia de transformagéo. O sistema “a” ndo apresentou nenhum
clone. O sistema “b” era satisfatorio sendo utilizado como padrao.

Assim, visando obter o maior nimero possivel de transformantes o sistema “b”
de ligacdo era realizado em grande escala para cada vetor, a fim de se obter uma
biblioteca com tamanho estimado entre 10’ e 10° transformantes, procedendo da
seguinte forma:

1- Ligacdo (“religacdo” do vetor linear) em grande escala

pClg 844 ou pClg 8410 digerido 1500 ng
Tampao Ligase 5X 40 uL
T4 DNA ligase 10 uL
dH20 q.s.p 200 uL.

2- A mostra era incubada durante a noite em temperatura ambiente. Na manha
seguinte era precipitada com adi¢do de 1,5 pL de glicogénio(20mg/mL) 20 uL
de acetato de sodio 3M e 440 pL de etanol 100% seguido da incubagéo a -20°C
durante a noite.

3- Em seguida a biblioteca precipitada era centrifugada a 14000 x g por 15 minutos
a 4°C. O sobrenadante descartado e o sedimento lavado com etanol 70% (v/v),
seco e ressuspenso em 50uL de agua incubando-se a 37°C rapidamente.

Apos ressuspensdo, esse total era dividido em aliquotas de 10uL, utilizadas para
a transformagdo por eletroporacdo de aliquotas de 100 pL de células XL1-Blue

eletrocompetentes.

5.2.2 — Selegdo da Biblioteca

Os protocolos descritos nesta se¢do envolvem a preparacdo de ferramentas
necessarias para a producdo e selecdo da biblioteca, tais como a preparacdo de
bactéria eletrocompetentes, obtengéo de fago auxiliar e a selecdo propriamente dita.
N&o apresentando distingdes em relacdo as bibliotecas construidas no contexto VH4 ou
VH10.
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5.2.2.1- Preparacéo de células eletrocompetentes (adaptado de Rader et al., 2000).

1- Inoculava-se uma coldnia isolada de XL1-Blue em 10 mL de meio SB, contendo
tetraciclina a uma concentragdo final de 30 pg/mL e incubava-se esse pré-indculo
durante a noite sob agitagéo de 250 rpm a 37°C.

2- Inoculavam-se 1,5 mL do pré-indculo em meio SB em seis Erlenmeyers de 1 L
contendo 5 mL de glicose 20% (p/v) e 5 mL de MgCl, 1M. Né&o se adicionava
antibiotico nesta etapa. Incubavam-se os frascos em agitador a 250 rpm/37°C, até os
indculos atingirem uma densidade 6ptica (OD) a 600 nm igual a 0,7. A densidade Optica
normalmente chegava a esse valor ap6s 2 horas e meia de incubagéo.

3-Ap6s a OD ter atingido o valor acima assinalado, os frascos eram resfriados no gelo,
assim como os frascos que seriam usados na etapa posterior para centrifugacao.
4-Centrifugavam-se as culturas a 3.000 x g por 20 min a 4°C, sendo o sobrenadante
descartado em seguida.

5- Os sedimentos eram ressuspensos em 25 mL de glicerol 10% (v/v) gelado usando-se
pipetas pré-resfriadas. Os frascos eram combinados 2 a 2 e mais glicerol era adicionado
até um volume final de 150 mL.

6-Centrifugavam-se as amostras a 3.000 x g por 20 min a 4°C, sendo o sobrenadante
descartado em seguida.

7- Os sedimentos eram ressuspensos em 25 mL de glicerol 10% (v/v) gelado usando-se
pipetas pré-resfriadas. Os frascos eram transferidos para tubos de centrifuga de 50 mL e
novamente centrifugados nas condig¢Ges anteriores.

8-O sobrenadante era descartado e as células ressuspensas no volume residual de
glicerol (tipicamente 1 a 2 mL totais). Aliquotas de 150 puL eram distribuidas em
microtubos novos e estéreis e em seguida congeladas em banho de &lcool/gelo seco.

9- As aliquotas eram estocadas a -80°C e eram usadas tanto para eletroporacdo quanto

como pré-indculo nos experimentos de selecéo.
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5.2.2.2 — Preparacgéo do Fago Auxiliar (Segundo Rader et al., 2000)

5.2.2.2.1 - Obteng&o de Placas de Lise

Eram inoculados 2 uL de E. coli, linhagem XL1-Blue eletrocompetentes em
2mL de meio SB contendo tetraciclina a uma concentracdo final de 10 pg/mL e
incubadas a 37° por cerca de 1 hora em agitador a 250 rpm.

Paralelamente, eram preparadas dilui¢des de fago auxiliar VCSM13 da ordem de
10, 107 e 10®. Em seguida 1 pL de cada uma destas diluicdes do fago era utilizado
para infectar aliquotas de 50 puL da cultura XL1-Blue. Apos incubagdo por 15 minutos a
temperatura ambiente adicionou-se os 50 uL de células a 3 mL de meio LB top &gar
liquefeito (45°C-50°C) contendo 50uL de células ndo infectadas, misturando em
seguida o tubo por inversdo e, posteriormente espalhando em placas pré-aquecida de
meio LB &gar. As placas eram inoculadas a 37°C durante a noite. Apés esse periodo
eram observadas placas de lise (colbnias de bactérias com retardo no crescimento

devido & infeccdo pelo fago VCM13).

5.2.2.2.2 - Amplificagéo das Placas de Lise

Em um tubo tipo cbnico de 50 mL contendo 10 mL de meio SB pré-aquecido a
37°C, acrescido de 10 pg/mL de tetraciclina eram inoculados 10 uL de XL1-Blue
eletrocompetente. A cultura era incubada a 37°C por uma hora em agitador a 250 rpm.
Com auxilio de uma ponteira estéril, transferiu-se uma placa de lise, obtida no
procedimento anterior, para a cultura de XL1-Blue, sequido de incubagdo nas mesmas
condicBes por 2 horas. Apés este periodo a cultura, infectada era transferida para um
Erlenmeyer de 1 L contendo 500mL de SB pré-aquecido a 37°C, acrescido de 10 pg/mL
de tetraciclina e 70 ng/mL de kanamicina. Ap6s homogenizagdo metade da cultura era
transferida para outro erlenmeyer de 1L e ambos os frascos eram incubados a 37°C
durante a noite sob agitacéo de 250 rpm.

Na manhd seguinte a cultura era transferida por dez tubos de polipropileno de 50
mL e centrifugada a 2500 x g por 15 minutos. O sobrenadante era transferido para
novos tubos e incubado a 70°C por 20 minutos, com o objetivo de eliminar células

ainda presentes na cultura. Em seguida, as amostras centrifugadas novamente a 2500 x g
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por 15 minutos e os sobrenadantes transferidos para novos tubos e estocados a 4°C.

5.2.2.2.3 — Determinacdo do Titulo da preparacéo de Fagos Auxiliares

O titulo de fagos era obtido em um procedimento de infeccdo de cultura de
células XL1-Blue como descrito para obtengdo de placas de lise (protocolo 5.2.2.2.1).
Apos a incubagdo durante a noite, o titulo era determinado pela contagem do nimero de

placas de lise presentes multiplicados pela dilui¢do do fago.
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5.2.2.3 - Producdo de particulas virais a partir da transformacdo de células de

Escherichia coli por eletroporagéo com a biblioteca

1-As aliquotas de 10 uL do sistema de ligacéo “b” obtidas conforme item 5.2.1.5 eram
utilizadas para transformacdo das células eletrocompetentes. As amostras a serem
transformadas eram colocadas em microtubo previamente resfriado em gelo por pelo
menos 10 minutos. O volume maximo de DNA a ser eletroporado deve corresponder a
1/10 do volume de células usadas (por exemplo: no méximo 5 puL de DNA para 50 pL
de células). Portanto era realizado um total de 5 reagBes para cada biblioteca,
equivalente aos 50 pL obtidos na ligagdo em grande escala (item 5.2.1.5).

2-As cubetas de 0,1 cm também eram previamente resfriadas em gelo antes da
manipulacdo das células e amostras.

3- Quando todo o material a ser usado estava pronto, uma aliquota de célula por vez era
retirada do freezer —80°C e assim que descongelava, quantidades adequadas de célula
eram adicionadas as amostras de DNA nos microtubos. Misturavam-se as células a
amostra de DNA realizando-se movimentos circulares com a ponteira da pipeta utilizada
para a transferéncia.

4- Em seguida, a mistura era rapidamente transferida para uma cubeta de 0,1 cm
previamente resfriada. A eletroporacéo era feita seguindo os seguintes parametros
elétricos: 2,5 kV, 25uF ¢ 200Q. O t esperado nessas condi¢des € 4,0 a 5,0
milissegundos.

5- Imediatamente apds a eletroporacdo, a cubeta era lavada com meio SOC (3 vezes
com 1 mL) e o meio era recolhido para um tubo tipo Falcon de 50 mL.

6-As culturas transformadas eram incubadas em agitador a 250 rpm/37°C, por uma
hora.

7-Ap0s esse periodo as 5 reagdes eram unidas totalizando 15 mL de cultura de células
transformadas. Diluicbes dessa cultura eram semeadas em placa de meio LB agar
contendo carbenicilina a uma concentracdo de 100 pg/mL, para a determinagdo da
eficiéncia de transformacdo, ou obtengdo de clones. Os 15 mL de cultura eram
incubados por 1 hora a 37°C/250rpm, em seguida eram adicionados mais 4,5 uL de
carbenicilina e a cultura incubada por mais uma hora nas mesmas condigoes.

8- Os 15 mL de cultura eram entdo transferidos para um Erlenmeyer de 1L e a esses
eram adicionados 2mL de fago auxiliar VCM13 (10*? a 10" pfu/mL) e 183 mL de meio
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SB pré-aquecido a 37°C, contendo 92,5 uL de carbenicilina (100mg/mL) e 185 L de
tetraciclina (10 mg/mL).

9- A cultura de 200 mL era incubada em agitador por 1,5 a 2horas, a 37°C/300 rpm.
Eram adicionados 280 pL de kanamicina (50mg/mL) e a agitagdo, nas condigdes
anteriores, era mantida durante a noite.

10-A cultura crescida durante a noite era submetida a uma centrifugacdo a 3000 x g por
15 minutos a 4°C. O sedimento era estocado para futuras preparagdes plasmidiais. Um a
dois mL do sobrenadante também era estocado para futuras anlises da atividade ligante
das particulas virais ai presentes e de eventuais formas soluveis.

11- Ao sobrenadante eram adicionados 8 g de PEG 8000 (polietilenoglicol com massa
molecular em torno de 8000) e 6g, de cloreto de sodio (NaCl). A fase solida era
dissolvida por agitacdo a 250rpm por 5 minutos a 37°C. Em seguida o sobrenadante era
incubado no gelo por 30 minutos.

12- Os fagos eram coletados por centrifugacdo a 15000 x g por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante era descartado e a garrafa deixada invertida sobre o papel toalha por pelo
menos 10 minutos para garantir a secagem do sedimento.

13- Apos esse tempo as proximidades da boca da garrafa eram enxugadas com papel
toalha e o sedimento ressuspendido em 2mL de TBS/BSA 1% (p/v). A suspensao era
transferida para dois microtubos e centrifugada em velocidade total em microcentrifuga
por 5 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante contendo as particulas virais era
transferido para um novo tubo, adicionado azida sodica para uma concentragao final de
0,05% e estocado a 4°C.

5.2.2.4 — Reamplificacéo da Biblioteca

Fagos apresentando fragmentos de anticorpos em sua superficie séo descritos
na literatura com instaveis. Assim, recomenda-se utilizar sempre bibliotecas de fagos
recém preparadas para os procedimentos de selecdo. Dessa forma, mesmo que sejam
estocadas bibliotecas na forma de particulas virais por longos periodos de tempo o
protocolo que se segue é recomendado antes de serem iniciados novos ciclos de

selegéo.

1-Eram inoculados 50 pL de células XL1-Blue eletrocompetentes em 50 mL de meio
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SB contendo 10 pg/uL de tetraciclina em um Erlenmeyer de 250 mL.

2- A cultura era agitada até atingir uma ODeooqm = 1,0 (1,5 @ 3 horas a 37°C/250 rpm).

3- A cultura eram adicionados 10 pL de fagos que eram incubados & temperatura
ambiente por 15 minutos.

4- Em seguida eram adicionados 10 uL de carbenicilina (100mg/mL) e glicose para
uma concentracdo final de 2%. Neste ponto é possivel titular os fagos infectantes,
capazes de formar coldnias, inoculando-se 1 pL e 10 uL de diluicdes 10, 10° e 10° da
cultura infectada em placas contendo meio LB Agar-carbenicilina (100 png/mL) e 2%
glicose. Apos incubacdo durante a noite o numero de transformantes era obtido
mutiplicando-se o nimero de coldnias pelo volume semeado e a diluicéo.

5- Os 50 mL de cultura infectada eram transferidos para um Erlenmeyer de 500 mL e
agitados a 300 rpm por 1 hora a 37°C. Em seguida eram adicionados mais 15 pL de
carbenicilina (100mg/mL) e nova incubagéo de hora nessas mesmas condigdes.

6- Apos este periodo de incubagdo a cultura era sedimentada por centrifugacéo a 3000 x
g por 10 minutos e ressuspensa em 50 mL de meio SB contendo apenas os antibiéticos,
nas mesmas proporcdes descritas anteriormente.

7- Em seguida eram adicionados 2 mL de fago auxiliar e 148 mL de meio SB pré-
aquecido, contendo 75 uL de carbenicilina (100 mg/mL) e 300 pL de tetraciclina
(5mg/mL).

8- A cultura de 200 mL era incubada a 37°C/300 rpm por 2 horas, seguido da adi¢éo de
280 pL de kanamicina (50mg/mL) e incubag&o nas mesmas condic¢des durante a noite.
9- No dia seguinte os fagos eram obtidos conforme descritos nos passos 10 a 13 do

protocolo anterior.
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5.2.2.5 — Sele¢éo de Particulas Virais de Fusio Ligantes a Acidos Nucléicos

5.2.2.5.1 Procedimento de sele¢do com Oligo-dT Celulose

O objetivo desse trabalho é selecionar scFvs murinos com capacidade de
reconhecimento de &cidos nucléicos. O antigeno de escolha era DNA fita simples,

imobilizado em resina de celulose.

1- Cinquenta microlitros da resina de Oligo-dT celulose ressuspensa (conforme item
5.1.13) eram incubados previamente com 500 pL (no ciclo 1) ou 1mL (nos demais
ciclos) de PBS/BSA 3% por uma hora a temperatura ambiente em agitador orbital.

2- Em seguida, procedia-se a adicdo dos fagos ressuspensos em TBS/BSA 1%. No
primeiro ciclo de selecdo eram adicionados 500 uL (de um total de 1mL de fagos
reamplificados) e nos ciclos subseqtientes eram adicionados 50 pL.

3- Os fagos eram incubados com a resina em agitador a temperatura ambiente por pelo
menos 1 hora.

4- Em seguida, centrifugava-se a amostra a 800 x g por 3 minutos. O sobrenadante era
descartado e a resina era lavada conforme descrito abaixo.

5- O procedimento de lavagem variou entre o primeiro e os demais ciclos de sele¢éo
realizados. No primeiro ciclo, adicionava-se 1mL de 0,5% (v/v) Tween20 em TBS em
cada tubo, pipetou-se 5 vezes vigorosamente. A resina era rapidamente ressuspendida
nessa solucéo e submetida a uma centrifugacdo conforme descrita no passo anterior. O
sobrenadante era entdo descartado. Repetiu-se esse ciclo de lavagem por 5 vezes no
primeiro ciclo, e por 10 e 15 vezes nos ciclos 2 e 3 respectivamente.

6- Os fagos que restam ligados & resina eram utilizados na infeccdo de células para
obtencdo de DNA plasmidial (fagomidios) para analise das seqliéncias obtidas em cada

ciclo.
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5.2.2.5.2 — Procedimento de infec¢éo — obtencgdo do titulo de entrada.

A cada ciclo de selec&o o titulo de entrada era determinado. Titulo de entrada
significa o nimero de fagos que eram colocados em contato com antigeno em cada

ciclo.

1- Inoculava-se meio SB contendo tetraciclina (50 pg/mL) com célula E.coli linhagem
XL1-Blue. O in6culo era sempre feito em uma proporcdo 1:1000. Inoculavam-se 2mL
de meio com 2 pL de células eletrocompetentes.

2- As células eram incubadas em agitador por 2 horas a 27°C a 250 rpm.

3- Os fagos reamplificados a cada ciclo eram diluidos com meio SB e 2 uL das 10,10
e 10°® eram incubados com 200 pL de células crescidas por 15 minutos a temperatura
ambiente.

4- Em seguida, 100 puL dessa amostra eram semeadas em placas contendo meio LB
Agar com carbenicilina (100 pg/mL). As placas eram incubadas durante a noite a 37°C.
5- No dia seguinte as col6nias presentes na placa eram contadas e o titulo obtido em

unidades formadoras de colonias (ufc/mL).
5.2.2.5.3 — Procedimento de infec¢éo — obtenc¢do do titulo de saida.

A cada ciclo de selecdo o titulo de saida também era determinado. Titulo de
saida significa o nimero de fagos que eram selecionados em cada ciclo e representa

aqui, aqueles que permaneciam ligados a resina de Oligo-dT Celulose.

1- Os fagos que permaneciam ligados a resina eram utilizados para infectar 2 mL, cada,
de células de E.coli XL1-Blue, crescidas como descrito no passo 1 do item 5.2.2.5.1.
Era utilizada toda a resina que restava apos as lavagens.

2- As amostras de células eram incubadas com os fagos por 15 minutos a temperatura
ambiente, em tubos conicos.

3- As amostras eram adicionados 6 mL de meio SB pré-aquecido contendo 1,6 uL de
carbenicilina (100ng/mL) e 6 uL de tetraciclina (10 pg/mL). Nesse ponto dilui¢cGes
seriais eram feitas utilizando-se meio SB e 1 pL das diluicdes 102,10* e 10° eram

espalhados em placas de meio LB ou SB contendo carbenicilina (100 png/mL). As placas
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eram incubadas a 37°C, durante a noite, e os titulos de saida eram obtidos em unidades

formadoras de colonias (ufc) nos 8 mL de cultura infectada.

5.2.2.5.4 — Procedimento de amplificagdo dos fagos selecionados

1 - Os 8 mL de cultura obtida no passo 3 do item anterior eram incubados por 1 hora, a
37°C, sob agitacdo a 250 rpm.

2- Adicionavam-se 2,4 uL de carbenicilina (100mg/mL) e incubavam-se as amostras
por mais 1 hora, nas mesmas condicoes.

3- Transferiam-se as culturas para Erlenmeyers de 500 mL e adicionavam-se 0s

seguintes reagentes:

Fago auxiliar VCSM13 1mL

Meio SB pré-aquecido a 37°C 91 mL
Carbenicilina (100mg/mL) 46 pL
Tetraciclina (10mg/mL) 92 uL

4- As amostras eram incubadas a 37°C/300 rpm por 2 horas e, em seguida , adicionava-
se 350 pL de kanamicina 20 mg/mL. Procedia-se entdo, a uma incubagéo durante a
noite nestas mesmas condicdes.

5- No dia seguinte procedia-se conforme os passos 10 a 13 do item 5.2.2.3, com ajustes
de quantidades e volumes necessarios (de 200 mL de cultura no item 5.2.2.3 para 100

mL de cultura neste item).

5.2.2.5 Imunoensaios

5.2.2.5.1 Anélise de clones individuais por Dot Blotting (adaptado de (Sambrook e
Russel, 2001).

Eram realizadas analises preliminares para atestar a real existéncia de formas

scFv ligantes a &cidos nucléicos.

1- As culturas de bactérias infectadas pelos fagos eluidos em cada ciclo de selecéo eram
crescidos em meio LB Agar em placas com 100 ug/mL de carbenicilina. Na manh&

seguinte as coldnias isoladas obtidas eram inoculadas separadamente em 1 mL de meio
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SB em placas do tipo deep well de 96 pogos adicionado de 100 pg/mL de carbenicilina
e 10 pg/mL de tetraciclina.

2- A placa era selada e sobre cada pogo eram feitos trés furos para melhorar a aeragdo e
em seguida a placa era incubada por 20 horas a 37°C, sob agitagéo de 300 rpm.

3- Na manhé seguinte 100 uL da cultura eram transferidos para outra placa do tipo deep
well (o restante da cultura era centrifugado por 15 minutos a 4000 rpm a 4°C, descartado
0 sobrenadante e o sedimento congelado a -80°C para futuras andlises e obtengéo de
DNA plasmidial) contendo 900 pL de meio SB adicionado de 100 pg de carbenicilina e
10 pg de tetraciclina, em seguida a placa com as 96 culturas era incubada por 9 horas a
37°C/300rpm.

4 — Eram entdo adicionados 10 pL de fago auxiliar VCSM13 a cada pogo e incubou-se a
placa por 1,5 horas a 37°C/300rpm.

5- Adiciono-se entdo 1,4 puL de kanamicina (50 mg/mL) em cada pogo ¢ incubou-se a
placa a 37°C/300rpm durante a noite.

6 — Na manhé seguinte a placa era centrifugada por 15 min a 4°C/4000 rpm ¢ 5 puL do
sobrenadante de cada pogo era aplicado diretamente a uma membrana de nitrocelulose.
7- Com a membrana seca, contendo as proteinas ligadas, procedia-se o bloqueio
utilizando solucéo de bloqueio por 1 hora a temperatura ambiente ou durante a noite a
4°C.

8 - Ap0s essa etapa a membrana era lavada 3X com PBS - T 1X.

9- Incubava-se com o antigeno Oligo-dT biotina na concentragdo de 1uM por 2 horas a
temperatura ambiente.

10 - Apds essa etapa a membrana era lavada 3X com PBS - T 1X.

11- Incubava-se com Estreptoavidina conjugada a fosfatase alcalina na titulagdo de uso
1: 1500 por 2 horas a temperatura ambiente.

12- Apds essa etapa a membrana era lavada 3X com PBS — T 1X e uma vez com APB.
13- Adicionava-se a solucdo reveladora (NBT/BCIP). O aparecimento das bandas
coloridas era controlado visualmente. Apos a reagdo, lavava-se a membrana com &gua
destilada até retirar o excesso da solucéo reveladora e interromper a reagdo da enzima.

Preservava-se a membrana seca, sobre papel filtro.
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5.2.2.6 Preparacdo de DNA Plasmidial em Placa de Microtitulacéo

A placa Deep Well contendo o restante da cultura de cada poco que era
congelado a -80°C de acordo com item 3 do protocolo anterior era utilizado para

obtencdo do DNA plasmidial.

1 — Adicionavam-se a cada poco 240 uL de GET, selava-se a placa com adesivo e
ressuspendiam-se as celulas por agitacdo, em equipamento tipo Vortex, por 2 minutos.

2- As amostras eram centrifugadas por 8 minutos, 20°C/4000 rpm.

3- Retirava-se 0 adesivo e descartava-se 0 sobrenadante. A placa era invertida em papel
absorvente por 5 minutos

4- Adicionavam-se a cada pogo 60 puL de GET. A placa era selada com adesivo e agitada
por 2 minutos.

5- Adicionam-se 2,5 pL. de RNAse A (10mg/mL) a cada pogo de uma microplaca de
polipropileno com 96 pocos de formato redondo.

6- Transferiam-se 60 pL da suspensdo de células para a microplaca de 250 pL de
polipropileno, de fundo redondo ja contendo a RNAse A.

7- A cada pogo adicionavam-se 80 pL de NaOH 0,2M/SDS 1%(p/v) (preparada na
hora). Em seguida a placa era selada com um novo adesivo e agitada por inversdo por
30 vezes.

8- A placa era incubada p6 10 minutos a temperatura ambiente e em seguida
centrifugada rapidamente.

9- Adicionavam-se 80 puL de KOAc 3M a cada pogo. Selava-se a placa e novamente a
mistura era agitada 30 vezes po6 inversdo.

10- A placa era incubada por 10 minutos, a temperatura ambiente e em seguida
centrifugada rapidamente.

11- Em seguida, removia-se 0 adesivo e incubava-se a placa aberta em estufa a 90°C,
por exatos 30 minutos.

12 — A placa era selada e resfriada em gelo por 10 minutos. Centrifugava-se por 8
minutos a 4000 rpm/20°C.

13 — O sobrenadante era transferido para uma placa de Millipore (MAGV N22) fixada
com adesivo no topo de uma microplaca de fundo em “V” de polipropileno. Em
seguida, centrifugava-se por 6 minutos a 4000 rpm/20°C.

14 — A placa Millipore era removida e descartada. Cem microlitros de isopropanol eram
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adicionados ao filtrado.

15 — A placa era selada com adesivo resistente a &lcool e as amostras misturadas por
inverséo 30 vezes.

16 — A placa era centrifugada por 45 minutos, 400rpm/20°C

17 — O adesivo era retirado e 0 sobrenadante descartado. Adicionavam-se 200 uL de
etanol 70 % gelado.

18 — As amostras eram centrifugadas por 5 minutos, a 4000 rpm/4°C e em seguida 0
sobrenadante era removido

19 — A placa invertida sobre papel absorvente era centrifugada rapidamente. Em
seguida, a placa era deixada a temperatura ambiente, por 60 minutos para secar o etanol
residual.

20- O DNA era ressuspenso em 30 pL de agua MiliQ, e deixado na geladeira durante a

noite. A partir dai, as amostras estavam prontas para serem seqiienciadas.

5.2.2.7 - Sequenciamento automatico de DNA e analise de sequéncias.

Os fagomidios eram sequenciados utilizando-se o sequenciador automatico
MegaBACE 500Plus (Molecular Dinamics®). Eram utilizadas de 150 a 200 ng do
vetor, 10 picomoles do oligonucleotideo apropriado e o kit “DyeEnamic ET DYE
Terminator Cycle Sequencing”.

As sequiéncias obtidas por meio do seqlienciamento automatico eram analisadas,
utilizando-se ferramentas de bioinformética: Phred e CAP3 disponiveis na pégina:

www.biomol.unb.br. Depois da anélise de qualidade, as seqliéncias eram submetidas a

ferramenta de procura de alinhamentos bésicos locais (BLAST, do inglés, Basic Local

Alignment Search Tool, www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para andlise de identidade com
seqliéncias ja depositadas no GenBank. As sequéncias também eram manipuladas e
analisadas com sequéncias depositadas em um banco de dados pessoal utilizando o
programa BioEdit Sequence Aligment Editor (Hall, 2007).

Para verificagdo da distribuicdo dos aminoécidos codificados pelas sequéncias
analisadas eram utilizadas ferramentas presentes no sitio http://weblogo.berkeley.edu/
(Crooks et. al., 2004).
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5.2.2.8 Phage ELISA ( Phage Enzyme-linked immunosorbent assay)

Teste de Reatividade dos scFvs Selecionados com a sonda Oligo-dT Biotina.
Apenas os clones que atenderam os critérios de qualidade detalhados no item 6.3 da

secao Resultados e Discuss@o eram avaliados neste experimento.

1- Inoculavam-se 5 mL de meio SB contendo 50 pg/mL de carbenicilina com clones
referentes a sequiéncias selecionadas.

2- As culturas cresciam por 6 horas sob agitagéo de 300rpm/37°C.

3- Adicionavam-se 50 pL de fago auxiliar VCSM13.

4 — A cultura crescia por 2 horas sob as mesmas condigdes do item 2.

5 - Adicionava-se 7uL de kanamicina (50mg/mL) em cada cultura, para uma
concentracao final de 70 pg/mL.

6 — Em seguida, essa cultura crescia por 10 horas (tipicamente durante a noite) a 300
rpm/37°C.

7 — Na manha seguinte, as culturas eram centrifugadas a 2800 x g por 15 minutos.
Transferiam-se, entdo, aliquotas de 1,2 mL do sobrenadante de cultura para 2 ou mais
microtubos. Adicionavam-se 300 uL de 5X PEG/NaCl em cada tubo, misturavam-se e
incubavam-se no gelo por 30 minutos para precipitar os fagos do sobrenadante.

8 — Centrifuigavam-se em seguida os tubos a 14000 rpm/4°C. Cuidadosamente
descartava-se 0 sobrenadante aspirando-o com uma micropipeta. Os tubos eram
centrifugados rapidamente e o sobrenadante ainda remanescente era retirado.

9 — Os fagos precipitados eram ressuspensos em 50 pL de PBS- BSA1% (p/v) +
0,03%(p/v) de azida sddica e estocados a 4°C estando prontos para serem expostos ao
antigeno.

10- Em seguida os pocos da placa j& imobilizada com estreptoavidina eram
sensibilizados com 100 pL de Oligo-dT Biotina a uma concentragdo de 1 uM por uma
hora.

11- Lavava-se 3X com PBS - T 1X e adicionava-se 0s fagos obtidos no item 9 contendo
0s scFvs de interesse fusionados na pVIII. Eram feitas dilui¢des seriadas de fator
comum 3 das particulas virais em PBS, onde o volume final era de 100 uL por poco e
titulos de 1:1; 1:3; 1:9; 1:27 e 1:81 (a concentragéo inicial era equivalente a 10*ufc/uL).
A mesma diluig&o era realizada para todas as amostras. Como padr&o utilizava-se o fago

auxiliar VCSM13 (diluido na mesma solucdo/meio que as particulas virais contendo as
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proteinas recombinantes). Incubava-se por 2 horas a temperatura ambiente.

12- Lavava-se 3X com PBS - T 1X e incubava-se com 100 pL por pogo do anticorpo
anti-M13 na diluicdo 1: 2000 por 1 hora a temperatura ambiente.

13- Lavava-se 3X com PBS - T 1X e incubava-se com 100 pL por pogo do anticorpo
anti-lgG de ovelha conjugada a fosfatase alcalina na diluicdo 1: 2000 por 1 hora a
temperatura ambiente.

14- Lavava-se 3X com PBS - T 1X e uma vez com tampéo para fosfatase alcalina
(APB).

15- Revelava-se com 100 pL por pogo de pNPP (para-nitro-fenil-fosfato) 1 mg/mL

dissolvido em APB. Incubava-se de 20 a 30 min. A partir dai a absorbéancia era lida no

®
leitor de ELISA “Microplate Reader BioRad ” modelo 450 a um comprimento de onda
de 405 nm.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Atualizacéo da Anélise das Sequiéncias de Segmentos Génicos VH murinos Depositados

nos Bancos de Dados GeneBank e Kabat

Para ratificar a hipotese experimental formulada com base nos resultados
anteriores do grupo obtidos em 2001, uma série de atualizacbes das andlises feitas
naquela época foram realizadas até recentemente para verifificar, se com o depésito de
novas sequéncias, ainda se confirmava o predominio da familia VH10 como ligante a
acidos.

Assim, inicialmente utilizando programas como 0 igblast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/retrieveig.html) buscou-se sequéncias de VHs

murinos e um total de 11986 sequéncias foram obtidas. Em seguida todas as seqiiéncias
foram classificadas de acordo com a familia de VH proveniente e sua relagdo com a
ligacdo a &cidos nucléicos. O resultado obtido esté& apresentado na tabela IV.

Tabela IV. Andlise das sequéncias de segmentos génicos VH murinos depositados nos

bancos de dados.

. Sequéncias
Depositadas
VH1 7823
VH2 888
VH3 475
VH4 121
VH5 1198
VH6 207
VH7 485
VHS8 144
VH9 222
VH10 132
VH11 119
VH12 27
VH13 10
VH14 8
VH15 3

Total 11862
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No entanto, era detectado um vicio intrinseco nessa analise. O problema € que o
GeneBank contém VHs de anticorpos com todas as especificidades, incluindo os
propriamente anti-DNA, e também aqueles que ndo sdo anotados quanto a
especificidade e que portanto, podem ser especificos contra qualquer coisa.

Para tentar diminuir essa tendenciosidade intrinseca procuramos utilizar somente
as sequéncias de VHs murinos que continham a descri¢do de especificidade, e do total
de 11986 sequéncias inicialmente obeservadas apenas 3584 foram aproveitadas e
definidas como “anotadas quanto a especificidade”. Dentre essas foram observadas 749
sequéncias que eram definidas como ligantes a acidos nucléicos. E baseado nestas
sequéncias foram realizadas anélise mais detalhadas dessas familias de VH. Os dados

atuais podem ser observados na tabela V.

Tabela V. Andlise das sequéncias de segmentos génicos VH murinos depositados nos

Bancos de Dados Gene Bank anotados quanto a especificidade.

. . Frequéncia de ..
Sequéncias Frequéncia de

Frequéncia de Meédia do Frequéncia das sequéncias

Familia Sequéncias sequéncias das mimero de familias/n® de Frequéncia di nga.ntes : ligantes em hgantt.asf
Depositadas® b e . . germinais(%o) acidos d sequéncia de
familias germmas ermmats Nucléicos® cac £ germinais
familia(%o)
VH1 2348.0 66.6 100.0 0.7 56.7 422.0 18.0 0.2
VH2 237.0 6.7 150 04 85 96.0 40,5 27
VH3 148.0 4.2 6.5 0.6 3.7 19.0 12.8 2.0
VH4 32.0 0.9 20 0.5 1.1 0.0 0.0 0.0
VH3 327.0 9.3 12.0 0.8 6.8 120.0 36.7 31
VHE 101.0 29 11,0 03 6.2 14,0 13,9 1.3
VHT 170.0 4.8 3.0 1.6 1.7 45.0 26.5 8.8
VHE 44.0 1.2 85 0.1 4.8 5.0 114 1.3
VH9 66.0 1.9 6.0 03 34 6.0 9.1 1.5
VH10 37.0 1.0 35 03 20 22.0 59.5 17.0
VH11 9.0 03 33 0.1 20 0.0 0.0 0.0
VHI12 1.0 0.0 1.0 0.0 0.6 0.0 0.0 0.0
VHI13 1.0 0.0 1.0 0.0 0.6 0.0 0.0 0.0
VHI14 4.0 0.1 3.5 0.0 2.0 0.0 0.0 0.0
TOTAL 35250 1000 1765 | - 100.0 7490 | e e

a- Numero de sequiéncias depositadas em banco de dados contendo CDR H3 de cada familia

b-  Percentual de seqliéncias de cada familia na amostra analisada

c- Meédia do nimero estimado de segmentos germinais

4-  Numero de segmentos germinais de cada familia dividida pelo repertdrio total de V

e-  Numero de seqiiéncias descritas como ligantes a acidos nucléicos

f-  Nuamero de seqiiéncias ligantes a acidos nucléicos dividido pelo nimero total de seqiiéncias de cada familia
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A andlise da Tabela V revela que os bancos de dados continuam dominados pelas
seqliéncias de familias com maior nimero de segmentos génicos germinais (Figura 9). A
familia VH1, por exemplo, continua dominando os bancos de dados sendo encontrada
agora em cerca de 67% das sequiéncias depositadas. No entanto, quando esse nimero
era ponderado em relagdo ao nimero estimado de sequéncias germinais, observava-se
que, a discrepancia da distribuicdo de sequéncias depositadas nos bancos de dados
refletia a tendéncia do préprio repertorio de segmentos VH.

E novamente a familia VH10 permanece destacada das demais (Figura 10).
Cerca de 59,5% das sequiéncias depositadas sdo descritas como ligantes a algum tipo de
acido nucléico (Tabela V), percentual ndo encontrado para nenhuma das outras familias.
Esse destaque permanece mesmo quando sdo realizadas ponderagbes em relacdo ao
ndmero de segmentos germinais estimado para cada familia que, no caso da familia
VH10, é de 3,5.

EVH1 mVH2 ®mVH3 mVH4 mVH5 mVH6 mVH7
EVH8 mVH9 mVH10 mVH11 mVH12 = VH13 1 VH14

Figura 9. Representacdo gréafica da frequéncia (em %) das familias de Vy nas seqiiéncias
de anticorpos murinos depositadas em banco de dados. Em destaque a familia VH10 em
vermelho (fatia destacada). Os dados foram exportados da Tabela V.
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Figura 10 - Distribuicéo do reconhecimento de acidos nucléicos entre as familias de VH. A
freqiéncia do nimero de seqliéncias depositadas em banco de dados, ponderadas pelo nimero
médio de segmentos germinais estd mostrada pelas colunas azuis. A frequéncia de ligantes
descritos como ligantes a qualquer tipo de acidos nucléicos, também ponderado em relagdo aos

segmentos germinais estd mostrado nas colunas vermelhas.
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6.2 - Construgdo da Biblioteca Combinatoria de scFv de Anticorpos Ligantes a
DNA no Contexto de Duas Familias VH Germinais (VH10 e VH4)

Na presente dissertacdo foram construidas duas bibliotecas combinatérias
contendo CDR3H variaveis no contexto germinal de duas familias génicas que
codificam as varidveis pesadas de anticorpos murinos. A familia VH10, j& descrita
como presente em anticorpos anti-acidos nucléicos (como por exemplo o0 Z22 e Z44 em
Brigido & Stollar 1991) e a familia VH4, até 0 momento, sem nenhum anticorpos anti-
acido nucléico descrito. Para gerar essas bibliotecas resolveu-se adotar a técnica de PCR
inversa (IPCR) e utilizar os vetores para apresentagéo de bibliotecas de scFv ligantes a
DNA com CDR3H variaveis construidas pelo grupo de Imunologia Molecular — UnB
(Maranhé&o, 2001).

6.2.1 — Vetores utilizados para apresentacdo de bibliotecas de scFv ligantes a
DNA com CDR3H variaveis.

Os vetores pClg 844 e 8410 (contendo as sequéncias germinais codificadoras
dos dominios variaveis pesados das familias VH4 e VH10, respectivamente) apresentam
a estrutura basica dos fagomidios, que sdo plasmideos que possuem, além da origem de
replicagdo reconhecida por E. coli (ori), a regido intergénica dos fagos filamentosos
(origem de replicacdo do fago — M13 ori), que contém todos os elementos cis para
formacéo do ssSDNA que é empacotado na particula viral infectiva (Sambrook Russel,
2001).

O fagomideo que foi construido para a apresentacdo de bibliotecas
conformacionais na superficie de fagos filamentosos, foi manipulado de forma a
expressar os scFvs fusionados ao gene VIII (M13 gene VIII), clonados entre o sitio de
restricdo das enzimas Xma | e EcoR .

Estes vetores apresentam ainda o gene que confere resisténcia a betalactamicos
(bla — beta-lactamase) e promotor que dirige a transcri¢cdo do gene de fusdo (pLac). O
vetor estd esquematizado na Figura 11.

O vetor pClg 8410 codifica um scFv formado pela seqiiéncia do dominio
varidvel pesado do segmento Vy10g (segmento germinal) unido por um peptideo
conector (linker) ao dominio leve variavel - V44 que pertence ao anticorpo Z44 ja
descrito por Brigido & Stollar em 1991 como ligante a &cido nucléico.

O vetor pClg 844 apresenta a mesma estrutura do scFv, substituindo apenas a
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seqliéncia codificadora de dominio variavel pesado, por um germinal pertencente a
familia VH4 unido ao V| 44.

pClg 8410 ou pClg844

4,3 Kb

pClgE4-10d

Figura 11. Representacéo do vetor pClg 844 ou pClg8410. O sitio de BsiW | em destaque
no inicio da regido em vermelho que corresponde a CDR H3. As setas indicam a orientagdo
inversa dos iniciadores a partir do sitio de BsiW | propostos pela técnica de PCR inversa
(Maranh@o, 2001).
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6.2.2 Amplificacdo da biblioteca de CDR3H variaveis a partir dos vetores pClg 844 e
pClg 8410

Técnicas convencionais de PCR utilizam dois iniciadores, um para cada cadeia
simples de DNA que é produzida durante o passo de desnaturacdo. O inicio da
sequéncia de DNA alvo é marcada pelos iniciadores que se ligam (hibridizam) com a
sequéncia complementar. O objetivo, nesses casos, ndo é replicar a cadeia inteira de
DNA, mas apenas replicar a sequéncia de interesse que estd flanqueada pelo par de
iniciadores.

Nesse contexto, existe uma limitacdo da técnica de PCR convencional em que as
regides 5 'e 3' que flanqueiam o fragmento de DNA de interesse devem ser conhecidas
para que seja possivel a amplificacdo, sendo assim, a técnica convencional ndo seria
ideal para amplificar as seqtiéncias clonadas nos vetores utilizados (pClg 8410 e pClg
844), uma vez que as seqiiéncias das CDRH3 sdo variadas e desconhecidas. A técnica
PCR inversa, no entanto, permitiria a amplificacdo de fragmentos ou até mesmo dos
vetores inteiros a partir da informagéo de uma seqtiéncia interna conhecida.

A PCR inversa, foi primeiramente descrita por Ochman et al., em 1988 e
consiste em 4 etapas fundamentais: i) desenham-se iniciadores complementares as duas
fitas de DNA em regides flanqueadoras daquela que ndo se conhece; ii) Faz-se a ligagdo
de fragmentos gerados por clivagem enzimética e que contenham a regido conhecida a
fim de se obter produtos circulares; iii) Esses produtos circulares sdo usados como
molde para uma amplificagdo por PCR, utilizando-se os iniciadores desenhados; iv) O
produto da amplificacdo é clonado e seqiienciado. A Figura 12 ilustra esquematicamente
0s passos da IPCR.

No presente trabalho a técnica foi adaptada para obtengdo dos scFvs contendo as
diferentes CDRH3. Foram definidas as seguintes etapas: 1) Os moldes utilizados para
amplificacdo eram os vetores pClg 8410 e pClg 844, portanto j& circulares. N&o sendo
necessarias as etapas i e ii dos passos da IPCR convencional; 2) Os iniciadores
desenhados foram os oligonucleotideos VH4/10NNS (comum aos dois vetores e
degenerados nas posi¢cdes da CDRH3), VH10LoBsi (especifico para o vetor contendo o
segmento da familia VH10) e o VH4LoBsi (especifico para o segmento VH4),
conforme a tabela 111 descrita na se¢do materiais e métodos (topico 5.2.1.2).

Na PCR inversa os iniciadores sdo orientados na direcdo inversa em relagéo a

orientagdo convencional.
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Produtos do ciclo 1

Fragmento esperado

Figura 12. Representacdo esquematica das etapas da PCR inversa (IPCR). Primeiro o DNA
¢ digerido com uma enzima de restricdo (Os sitios de restricdo sdo representados por
tridngulos). Em seguida os produtos de restricdo sdo submetidos a condi¢es que favorecem a
formacdo de produtos circulares. Esses produtos serdo amplificados pela reacdo de PCR.
Oligonucleotideos (desenhados para anelar com a regido central em zig-zag) e sua orientagao
inversa sdo indicados pelas setas. A regido previamente conhecida é representada por uma linha
em zig-zag. As caixas pretas e brancas representam regides desconhecidas que flanqueiam essa

regido, antes e depois (Ochman et al., em 1988)
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O experimento, onde as amplificacdes dos vetores pClg 8410 e pClg 844 foram
obtidas através da IPCR com utilizacdo destes iniciadores desenhados é mostrado na
Figura 13. Nesta reacdo de polimerizacdo, o produto de amplificacdo obtido é todo o
vetor utilizado como molde (ou o pClg8410 ou o pClg844), que apresentara ainda, 0
sitio da enzima BsiWI, em ambas as extremidades. Essa enzima serd usada para gerar
extremidades coesivas compativeis e, assim possibilitar a ligacdo dos vetores, mantendo
a proteina de fusdo (scFv-pVIIl) em fase aberta de leitura e contendo as degeneracdes
introduzidas.

I O
PPt e

O\g QQ\Q (3:"}.

Figura 13. Amplificacdo por IPCR dos vetores pClg 844 e 8410. Analise de fragmentos
amplificados por PCR inversa em gel de agarose 1%. A figura mostra a amplificacdo dos
vetores pClg 844 e pClg 8410. O controle trata da quantidade de DNA inicial utilizada na
reacdo. A reacdo da polimerase em cadeia com esses vetores s6 é possivel quando ambos os
iniciadores estdo presentes, reagdes com apenas um dos iniciadores ndo apresenta produtos
amplificados. O marcador M é 1kb Plus DNA Ladder (InvitrogenlkbPlus)

Para assegurar a fidelidade de amplificacdo foi utilizada a enzima rTthl da
PerkinElmer, que é descrita como uma enzima apropriada para a obtencéo de produtos
de PCR de alta massa molecular. Devido ao alto custo em relagdo as demais e a
morosidade na sua obtencdo testou-se enzimas alternativas. Outra enzimas testadas
foram AmpliTaq Gold e Elongase indicadas pelo fabricante para amplificacdo de

fragmentos extensos (até 15kb, para Enlogase). Resultados satisfatérios ndo foram
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obtidos, indicando a necessidade de se formular adaptagdes aos protocolos descritos
pelo fabricante.

Por isso a enzima rTThl, foi utilizada em todas as etapas de amplificacéo
mostrando-se a mais eficiente.

Desde o0s primeiros trabalhos envolvendo bibliotecas recombinantes
apresentadas na superficie de fagos filamentosos,0s pesquisadores tém identificado
peptideos ligantes a um determinado alvo de interesse, sejam essas moléculas
fusionadas as proteinas do capsideo viral plll ou pVIII. Entre elas temos os anticorpos,
as enzimas, receptores, outras proteinas e também moléculas ndo-protéicas (Smith &
Petrenko, 1997).

Bibliotecas combinatorias de peptideos também tém sido apresentada na
superficie de outros organismos, tais como bactérias (Lu et al 1995; Schembri et al.,
1999) e fagos lambda e T7 (Stolz et AL., 1988; Houshmand et al., 1999). Em todos
esses sistemas a biblioteca de peptideo é codificada por oligonucleotideos degenerados
que sdo introduzidos no genoma do fago ou fagomideo e em plasmideos bacterianos.
Esse conjunto de seqiiéncias, transcreverda moléculas de mRNA que codificam
diferentes peptideos que serdo apresentados na superficie desses microorganismos.

A varialbilidade genética desses peptideos é conseguida codificando cada um
dos aminoacidos com codons degenerados. Cada residuo de aminoacido (X) pode ser
codificado por cdédons NNK ou NNS (onde N representa A, C, G ou T; S os
nucleotideos G e C e K representa G ou T) que formam 32 cddons diferentes e
codificam todos os 20 aminoacidos conhecidos e um codon de parada (TAG). Os
codons NNK ou NNS representam também a mesma distribuicdo de aminoécidos,
sendo trés codons para arginina, leucina e serina; dois codons valina,
prolina,treonina,alanina e glicina; e um cédon para cada um dos outros 12 amino&cidos.

Neste trabalho n6s desenhamos o iniciador VH4/10NNS para amplificar as CDR
H3 variantes que compordo as bibliotecas combinatdrias de VH4 e VH10. As mutacdes
que podem ser produzidas estdo detalhadas na Figura 14, o codon degenerado escolhido
capaz de introduzir o 20 aminoacidos existentes foi o NNS. Além disso propusemos
algumas variagOes parciais como o cddon KBG, e HTK (onde B representa as bases C,
GouT;eH, A CouT) em posicdes adjascentes aquelas de degeneragdo total. O
tamanho da biblioteca que pode ser gerada varia, e pode chegar até 10°%. O sucesso na
obtencdo de formas ligantes a DNA estd associado ao tamanho inicial da biblioteca,

mesmo que, na verdade essa relagdo dependa mais da real interagdo do antigeno com
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anticorpo, que ndo pode ser prevista, em teoria. Assim bibliotecas bem sucedidas variam
de 10°a 10" (Itoh et al 2003, Arap, 2005).

Oligonudeotideo utilizado para sintetizar as CDRH3 variantes

Oligonucleotideo NNS

Seqg Gen:  Fr3 CDR H3 Frd

Enz: Bzl

Seq. 5°C GTA CGA GAL NN NNS NNS MNNS NNS MNNS EBG HTK GMT TAT TGG GGT CAL GGA ACC 37

Aa: VAL ARG GLU ALL MET A3P TYR TRP GLY GLN GLY THR
GLY LEU ALA
WAL FPHE
3ER
TERFP

LET

Figura 14- Oligonuclectideo utilizado para sintetizar CDRs H3 variantes e introduzir
mutagdes. Os Codons NNS codificam quaisquer dos 20 aminoacidos existentes, enquanto que
KBG codifica 6 aminoacidos; HTK codica 3 aminoacidos e GMT apenas 2 aminoacidos nesta
posicdo (Maranhdo, 2001).
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6.3 Apresentacgdo das bibliotecas de scFv ligantes a &cidos nucléicos na superficie de

fagos filamentosos

Em geral a apresentacdo de bibliotecas combinatérias na superficie de fagos
envolve 5 passos fundamentais: i) a elaboragdo de uma biblioteca principal; ii)
exposicao das particulas virais a um alvo especifico (Oligo-dT, Oligo-dA, ssDNA,
dsDNA por exemplo) para captura de ligantes especificos; iii) a remocéo dos fagos néo
ligados por sucessivas lavagens; iv) recuperacdo dos ligantes especificos por elui¢do ou
infeccdo bacteriana direta para amplificacdo dos fagos recuperados v) voltar a etapa i,

duas a quatro vezes, (Barbas et al. 2001, Pasqualini e Arap 2002).

6.3.1 Producdo de particulas virais a partir de células transformadas com a

biblioteca

Inicialmente ao término da etapa i da metodologia de Phage Display, os
produtos da IPCR encontram-se lineares e representam um “pool” de moléculas
contendo seqliéncias codificadoras de CDRH3 variaveis. Essas sequéncias necessitam
ser purificadas (conforme item 5.2.1.5 da Secdo Materiais e Métodos) e os produtos
amplificados sdo posteriormente digeridos com a enzima BsiW I. Além de permitir a
circularizacdo do vetor a digestdo possibilita ainda a retirada de possiveis insercdes
espUrias de nucleotideos nas extremidades 3" do inserto do IPCR (artefato comum
reacdo de PCR), que poderiam modificar a fase de leitura se o amplicon fosse religado
diretamente.

Apos digeridos, conforme descrito na sessdo Materiais e Métodos, os fragmentos
foram eluidos por dois métodos, eletroelui¢do (da Millipore, Microcon), ou por métodos
mecéanicos (Freeze Squeeze). No entanto, optamos pela metodologia de eletroeluicdo.
Experiéncias anteriores do nosso grupo e em comunicacdo com o Dr. Barbas
observamos que métodos de eluicdo que usam maceramento de agarose e/ou resinas e
tampdes que favorecem a captura do DNA nestas matrizes s6lidas devem ser evitados,
uma vez que comprometem a eficiéncia da ligacéo, necessaria para obter bibliotecas
fidedignas. O material eluido foi religado e retomando a forma circular dos vetores
utilizados.

Durante a ligagdo realizamos experimentos controle para garantir a eficiéncia da

transformacdo bacteriana, uma reagéo piloto sem ligase foi feita e mantida nas mesmas
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condigdes da reacdo que continha a DNA ligase. Com esses experimentos em conjunto
com anélise das col6nias obtidas ap0ds a etapa de transformacédo, poderiamos inferir se
produtos de PCR seriam capazes de se autoreligar atraves das extremidades coesivas e
se esse evento era capaz de manter o plasmideos em fase de leitura e expressando o
gene que confere resisténcia e também os scFvs recombinantes.

Os resultados demonstraram que a ligacdo sem a enzima ligase néo era capaz de
transformar as células competentes, mostrando a auséncia de contaminagdo do material
com o plasmideo original. Assim para etapa definitiva de transformacdo conforme item
5.2.2.3, todo o sistema de ligag&o produzido foi utilizado e resultou em um biblioteca na
ordem de 10° clones obtidos a partir da transformagdo com 1,5 pg de DNA circular
(fagomidios) subdividido em cinco sistemas de liga¢cdo com 300ng cada.

A utilizagdo de fagomidios para transformacdo bacteriana pode acarretar
problemas de estabilidade tanto da sequéncia do vetor quanto do DNA do inserto. O
empacotamento do fagomideo no capsideo viral é por si s6 um evento de selecdo
bioldgica desfavorével aos vetores grandes e seus insertos. Fagomidios com genomas
menores sdo mais facilmente empacotados, portanto aqueles com alguma porgéo
deletada teréo vantagens seletivas ao longo das etapas de passagem pela forma de fago
empacotado. Isso se torna 6bvio quando nenhuma presséo seletiva é exercida a favor da
proteina apresentada (formas deletadas sdo vistas ap6s vérios ciclos de sele¢do). Os
proprios fragmentos de anticorpos exercem graus de toxicidade quando expressos em E.
coli. Portanto selegdo de bibliotecas de fragmentos de anticorpos pode resultar em
vantagem de crescimento para as células que comportam fagomidios deletados, e na
auséncia de pressdo seletiva (Barbosa,2004).

Para aumentar a estabilidade dos fagomidios recomenda-se que esse seja
propagado em linhagens de E. coli que expressam o repressor do promotor lac (ou seja,
linhagens lacl?, como a XL1-Blue e TG1, que foram utilizadas). Uma vez minimizada
a expressdo da proteina de fusdo, o efeito de selecdo-negativa exercido pela toxicidade
das proteinas do capsideo, pode ser tambadm minimizado. Mesmo assim, 0s niveis de
expressdo basal conseguido com o promotor lac ndo-induzido por IPTG nesse
fagomidio costuma ser suficiente e até mesmo 6timo, para a apresentacdo monovalente
de particulas superficie dos fagos (Scott e Barbas, 2000).

Trabalhos anteriores demonstraram que a utilizagdo de linhagens bacterianas que
expressam o repressor do promotor lac ndo foi suficiente para manter a integridade do

insertos clonados no fagomideo e somente com a adicdo de glicose, repressor catabdlico
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do promotor lac, foi possivel propagar o DNA do fragmento de anticorpo clonado no
vetor, pois sua expressdo foi reprimida durante a fase de crescimento exponencial
bacteriano, sendo liberada somente no momento de infecgdo com o fago auxiliar, para
permitir a montagem de fagos expressando o fragmento de anticorpo recombinante
(Barbosa, 2004). Sendo assim, mesmo com experiéncias bem sucedidas de bibliotecas
de fragmentos scFv clonados em vetores semelhantes e efetuados sem a adi¢do de
glicose (Maranh&o, 2001) decidimos manter a adi¢do de glicose no meios contendo as
células transformadas.

A linhagem XL1-Blue de Escherichia coli foi utilizada em todas as
transformacgdes, testes com a linhagem TG1 também foram realizados, mas ndo
apresentaram resultados satisfatorios. A utilizacdo dessa linhagem é justificivel, dentre
outras caracteristicas fenotipicas, po apresentar o fendtipo F+, ou seja, elas contém o
plasmideo F, que codifica o pillus sexual necessério para promover a infeccéo do fago
auxiliar. Esta linhagem apresenta ainda o gene supE44, que codifica um tRNA supressor
de glutamina, desta forma, o cédon de parada &mbar (TAG) néo sera lido apenas como
um sinal para a terminacdo, mas eventualmente, um residuo do aminoacido glutamina
podera ser interposto no seu lugar, ou seja, todas as CDR3H sintetizadas pelo iniciador
VH4/VVH10NNS ndo serdo interrompidas pelo codon de parada TAG. A presenca do
supe44 é fundamental para sintese completa do peptideo sintético, pois é impossivel
representar os 20 aminoécidos em codons degenerados sem pelo menos um codon de
terminagao.

Em resumo, a transformagdo utilizando-se todo sistema de ligagéo foi realizada e
resultou em um biblioteca na ordem de 2,45 x 10’ clones para familia VH10 e 2,79 x
107 clones pra familia VH4. A biblioteca foi amplificada na forma de particulas virais de
acordo com o tépico 5.2.2.4 e 1,9 x 10" ufc/mL foram obtidas para ambas. Essas
particulas virais estdo prontas para as etapas de ii a iv listadas na metodologia geral do

Phage Display (item 6.3).
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6.3.2 Selecdo Utilizando Oligo( dT) Celulose como antigeno para obtencéo de

particulas virais contendo scFv ligantes a &cidos nucléicos.

A selecdo dos fagos que expressam um ligante especifico depende um
enriquecimento progressivo daqueles fagos que se ligam especificadamente ao antigeno
dentro de um dado repertério onde ha excesso de clones que ndo ligantes. Isso é
conseguido por meio sucessivos ciclos de selecdo com o antigeno,(que compreendem as
etapas ii a iv (descritas no item 6.3). Em geral, ap6s 3 ciclos de infeccéo e re-infecco
obtém-se populagdes de fagos que expressam fragmento scFv ou Fab que reconhecam
0 antigeno em questdo. Qualquer método que permita isolar os fagos ligados pode ser
usado na sele¢do, assim sendo vérias metodologias de sele¢do foram propostas, desde
antigeno aderido a um substrato sélido, ou em colunas de afinidade, utilizagdo de
antigenos biotinilados ou magnéticos, selegdo em células procariéticas fixas, em células
de mamifero, selecdo substrativa, enriquecimento em fragmentos de animais vivos
(Hoogenboom et al., 1998, Pasqualini e Ruoslahti, 1996, Arap et al., 2002, Dantas-
Barbosa 2006)

Aqui, o antigeno escolhido foi um ssDNA imobilizado em resina de celulose
(Oligo (dT) celulose). Esse antigeno se caracteriza por pligonucleotideos de timina de
15 a 18 mondmeros. Os fagos apresentando as bibliotecas de CDR3Hs de VH4 e VH10
foram incubadas separadamente com a resina. Apés a adicdo de Oligo-dT celulose,
foram realizadas centrifugagOes e lavagens, para eliminagdo dos fagos ndo ligados,
seguidos de infeccdo da célula hospedeira Escherichia coli da linhagem XL1-Blue. Para
essa infecgdo, a propria resina contendo os fagos ligados foi utilizada.

Outras estratégias de selecdo com Oligo-dT j& tinham sido propostas por
Maranhdo em 2001, ao invés de infectar as células somente com fagos ligados na resina,
realizava-se um etapa de sele¢do adicional com Oligo-dT na forma solivel apds as
lavagens, obtendo-se assim duas subpopulages de fagos: uma contendo os fagos
ligados & resina e outra ligada ao Oligo-dT soltvel no sobrenadante. Apds a eluicéo
tanto os fagos que se desligavam da resina (eluidos com antigeno soldvel, presentes no
sobrenadante), quanto aqueles que permaneciam ligados & resina (antigeno adsorvido)
eram utilizados para amplificagdo. Contudo, os resultados obtidos ndo demonstraram
diferencas entre as duas subpopulagdes de fagos selecionados.

As etapas da selecdo com Oligo-dT estéo ilustrados na Figura 15.
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Figura 15. Etapas de selecdo com Oligo-dT Celulose. Apds 3 ciclos de infeccéo e re-infecgédo
obtém-se populacdes de fagos que expressam fragmento scFv que reconhecem o antigeno em
questdo. Para eluicdo o nimero de lavagens variava de 5 a 15 lavagens, sendo aumentadas a

cada ciclo de selecéo.
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Ao término de cada ciclo, se obtém um titulo de saida (TS). Titulo de saida
significa o nimero de fagos que sdo selecionados em cada ciclo, assim o titulo de saida
de um ciclo, ap6s a amplificacdo dos fagos selecionados, ira dar origem ao titulo de
entrada do seguinte. Assim, titulo de entrada (TE) significa o nimero de fagos que sdo
colocados em contato com o antigeno em cada ciclo. A relagdo entre TS/TE d& uma
estimativa do enriquecimento da sub-biblioteca com formas ligantes a cada ciclo.

Antes de cada ciclo, os fagos eluidos sdo reamplificados e o nimero de
particulas em exposicdo ao antigeno estd na ordem de 10" ufc/mL. A tabela VI resume

os titulos de entrada e saida ap0s trés ciclos de sele¢cdo com Oligo-dT celulose.

Tabela VI. Sele¢éo de Particulas Virais com Oligo-dT celulose

Ciclo Titulode Entrada (TE}  Titulode Saida(TS} TE/TS  Titulode Entrada(TE}  Titulode Saida (TSP  TE/TS
VH4 VHI0

Ciclo 1 395E+13 430E+03 0,19E+09 19E+13 1,02E+04 1.86E+09

Ciclo 2 LIE+13 8 S0E+03 125609 49E+413 710E+03 6.90E+09

Ciclo 3 6E+12 4,18E+04 144408 6E-12 6.43E+04 9.26E+07

a- Os Titulos TE e TS estdo expressos em unidades formadoras de colénias por mL

Analisando os ciclos de sele¢éo obtidos pela exposi¢éo das bibliotecas de VH10
e VH4, observamos que ndo houve diferencas significativas no nimero de fagos eluidos
entre as duas bibliotecas. No entanto, é importante lembrar que nimero observado pode
ser apenas a quantidade de fagos que se ligaram e ndo necessariamente refletem na
variabilidade de scFvs ligantes. Além disso, ressalta-se que os dominios VL também
interagem com o antigeno, e assim poderiam também contribuir com a ligagdo. O VL

utilizado é proveniente do anticorpo Z44, descrito por Brigido & Stollar 1991 como
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ligante a Z-DNA, ou seja, 0 SCFV j& apresenta uma porgao da molécula relacionada com
antigeno. Neste trabalho o que buscamos é a avaliar a contribuicdo especifica da
CDRH3 no reconhecimento de &cidos nucléicos, assim as interacBes protéicas
decorrentes de interagdes de outras regides (CDRL1,CDRL2,CDRL3,CDRH1 E
CDRH2 ) do Fv recombinante ndo sdo mensuradas e podem estar favorecendo a ligagéo
ao antigeno independente das mutagdes ocorridas na CDR3H.

Outra observacdo importante é o fato do antigeno estar aderido a uma resina que
apresenta seu préprio epitopo. Eventualmente ele pode ser reconhecido pelos scFvs que
compdem a biblioteca, ou seja, dentro do “pool” de fagos selecionados exista na
verdade aqueles que reconhecam a matriz celul6sica associada ao antigeno e ndo
necessariamente o proprio antigeno.

Nesse contexto, o importante é fazer uma andlise qualitativa voltada mais
especificadamente para as regides de CDRH3 presentes nesta populacdo de clones
selecionados. Dessa forma foram seqiienciados aleatoriamente clones individuais que
expressavam o scFv no sobrenadante de cultura, detectados por imunoensaio do tipo
Dot imunnobloting (conforme item 5.2.2.5.1 da Secdo Materiais e Métodos), e em
seguida uma analise mais detalhada foi feita com um experimento de Phage Elisa como

descrito a seguir nos proximos topicos desta Segao.

6.4 Andlise “in silico” das Sequéncias de Clones Individuais dos Ciclos de Selecéo

Uma investigacdo detalhada da variabilidade dos scFvs selecionados pela
ligacdo a Oligo-dT Celulose foi feita em nivel de sequéncia génica. Os clones
individuais foram obtidos por infecgdo de células XL1-Blue eletrocompetentes, com
diluicBes seriadas do conjunto de fagos selecionados em cada ciclo. As dilui¢es
variavam de 10° até 10°, e obtinham-se coldnias isoladas utilizadas para extracdo do
DNA plasmidial. Para garantir que somente células transformadas com fagomidios
fossem utilizadas, cresciam-se os clones em meio seletivo contendo carbenicilina
(100png/mL), ou seja, apenas aquelas que expressavam o gene de resisténcia presente no
fagomidio exdgeno cresceriam.

Foram isolados 96 clones distribuidos entre os ciclos 2 e 3 e crescidos em placas
de 96 pocos do tipo “Deep Well”’, para preparagdo de DNA plasmidial. O DNA dos
fagomidios eram preparados para reagdo de seqiienciamento de acordo com o protocolo

5.2.2.6. Atabela VII resume os dados obtidos para cada ciclo de selecéo.
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Tabela VII. Andlise da diversidade de seqiiéncias oriundas dos ciclos 2 e 3 de selecéo

: : a b Diversidade Diversidade
Ciclo Sequenciamento®  Analise e ¢
relativa absoluta
VH4 VH10 VH4 VH10 VH4 VH10 VH4 VH10
48 48 33 24 2 4 3 9
48 48 20 31 3 9

a- Nimero de clones seqlienciados

b- NUmero de clones analisados segundo critérios estabelecidos (correto alinhamento da CDR3 com o
iniciador VH4/VH10NNS)

¢- NUmero de seqliéncias distintas quanto a composicdo de residuos de aminoécidos obtidas no ciclo
corresponde

d- NUmero total de seqiiéncias distintas obtidas pela unido dos ciclos 3 e 4.

# - Significa que o procedimento adotado foi 0 mesmo para VH4 e VH10 (mesmo nimero de lavagens e

ndmero de ciclos).

A tabela ressalta que um total de 9 scFvs distintos da familia VH10 eram
codificados pelos fagomidios dos 55 clones analisados dos 96 sequenciados (48 do ciclo
2 e 48 do ciclo 3). Para biblioteca de VH4 apenas 3 scFvs distintos foram relatados,
num total de 51 seqiiéncias analisadas. Entretanto, um dado interessante é que as
sequéncias dos scFvs isolados da biblioteca de VH4 constam também na biblioteca de
VH10 assim como destacado na Tabela VIII. Apesar desses dados ndo serem
estatisticamente suficientes para afirmar a possivel evidéncia de que a familia VH10
seria menos dependente da CDR3H para ligagdo ao antigeno, e, portanto
intrinsecamente mais favoravel a producéo de scFvs ligantes a DNA como proposto na
hipotese experimental, eles fornecem uma grande perspectiva de continuidade deste
trabalho, uma vez que reforca até aqui a hipoGtese experimental formulada. Assim
conclusGes como base nas sequiéncias obtidas ap6s 3 ciclos de selecdo devem possuir N
amostral maior e satisfatorio para analises como estas, e € com esse proposito que ja
estamos sequenciando amostras obtidas no ciclo 3 no contexto tanto da familia VH4
quanto VH10.
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6.4.1 Alinhamento das Sequéncias Analisadas Selecionadas com ssDNA (Oligo-dT

celulose) nos ciclos 2 e 3 utilizando ferramentas de bioinformatica

Os clones selecionados para o sequenciamento podem ser utilizados de duas
formas, direta ou indiretamente. A utilizacdo direta implica em identificar seqiiéncias
similares, ou com propriedades comuns, e estabelecer relagfes entre elas (por exemplo,
alinhar as seqliéncias obtidas com iniciador VH4/VVH10NNS). A aplicacdo indireta é
feita atraves da predicdo de regibes e seqiiéncias relacionadas, em espécies
desconhecidas, por meio de alinhamento local (BLAST “Basic Local Alignment Search
Tools™) Altschul et al., 1990, 1997. Com a aplicacéo indireta, observamos que todas as
sequéncias alinhavam fragmentos de anticorpos em diversas posigdes do vetor sem
destoar do contexto esperado, isto é, apresentando a variabilidade gerada pelo iniciador
VH4/VVH10NNS.

A abordagem direta foi utilizada nesta dissertacdo, foi o alinhamento com o
oligonucleotideo VH4/VVH10NNS e a correta incorporagdo das mutagdes na regido da
CDRH3. A observacdo dos critérios de Kabat et al, 1987 eram considerados para
predizer as demais regides presentes no scFv. O sitio http://www.bioinf.org.uk/abs/
fornece uma pégina de consulta para as seqiiéncias de anticorpos segundo Kabat, naste
também é possivel obter informacdes de natureza geral sobre anticorpos, incluindo os
anticorpos anti-DNA, estruturas de cristal e dominios de ligagBes entre outras
informagdes relacionadas com o anticorpo. As predi¢cbes de CDRs também podem ser
consultadas no link “Material Disponivel” da webpage do Grupo de Imunologia
Molecular da UnB (http://www.unb.br/ib/cel/imol/). A Tabela VIII ilustra o perfil das

seqliéncias nucleotidicas obtidas.

Os dados observados nessa tabela mostram que o oligonucleotideo utilizado para
gerar a biblioteca funcionou satisfatoriamente introduzindo as mutagdes nas posi¢es
desejadas. Um dado interessante é que as trés sequéncias obtidas a partir da familia
VH4 encontram-se presentes na familia VH10 com sequiéncias nucleotidicas idénticas.
Esta observacdo levantou a seguinte hipotese em relacdo ao potencial de ligagéo destas
seqliéncias em relacdo ao antigeno: Sera que essas seqiiéncias apresentam mais
afinidade pelo antigeno uma vez que permitem a sele¢do scFv da familia VH4, descrita
como nao ligante a &cidos nucléicos ou entdo elas sdo determinantes para o

reconhecimento de &cidos nucléicos independente do resto do scFv?
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Tabela VIII. A tabela mostra a distribuicdo das seqiiéncias obtidas no ciclo 2 e 3 de acordo

com a familia de VH relacionada.

Cdaligo da Sequéncia Sequéneia de Nucleotideos Familia VH

NNS* GTA CGA GAA NS NNS NNS NNS NNS NNS KBG HTK GMT TAT TGG GGT CAA GGA ACC  -----

Sl
St
S3
S
5
56
ST
S8
$9

GTA CGA GAA TAC CTC CTG AGC CCC TTG TTG CTG GCT TAT TGG GGT CAA GGA ACC  4-10
GTA CGA GAA GTG CAG TAG GTC AAC AAC GCG TTG GCT TAT TGG GGT CAA GGA ACC 410
GTA CGA GAA GTG CAG TAC GTC AAC AAC GCG TTG GCT TAT TGG GGT CAA GGA ACC 410
GTA CGA GAA GTG CAG TAG GTC AAC AAG GCG TTG GCT TAT TGG GGT CAA GGA ACC 10
GTA CGA GAA AGC GCG GTA GGC CAC CAG TGG TTG GCT TAT TGG GGT CAA GGA ACC 10
GTA CGA GAA GTG CAG TAG GTC AAC CAG TGG GTT GGT TAT TGG GGT CAA GGA ACC 10
GTA CGA GAA TAC CTC CTG AGC CCC TTG TTG GCT GGT TAT TGG GGT CAA GGA ACC 10
GTA CGA GAA TAG CTC CTG AGC CCC TTG TTG ATG GCT TAT TGG GGT CAA GGA ACC 10
GTA CGA GAA ATC CTC CTG AGC CCC TTG TTG CTG GCT TAT TGG GGT CAA GGA ACC 10

* Asequéncia NNS é a mesma do oligonucleotideo VH4/VH10NNS onde N- A, C,Tou G; S-C
ouG; K-GouT;B-C,.GouT; H-ACouTeM-AouC

6.4.2 PHAGE ELISA (Imunoensaio de Ligacdo Direta com fagos) - Teste de

Reatividade dos scFvs Selecionados com a sonda Oligo-dT Biotina

Como ja discutido, mesmo ap0s trés ciclos de selecdo pela capacidade de
reconhecimento antigénico, as sequéncias que foram selecionadas podem estar
interagindo com epitopos da matriz celuldsica da resina e ndo necessariamente com o
ssDNA. Para testar a hipotese sugerida no item 6.3.1 analisamos o grau de reatividade
destes scFvs aderidos ao fago com outras sondas livres da matriz celulésica (Oligo-dT
Biotina). Ensaios preliminares por Dot imunnobloting foram realizados, e demonstraram
que os clones selecionados ligavam-se ao sSDNA tanto no contexto do VH4 quanto no
VH10, no entanto estes experimentos ndo permitem uma andlise quantitativa da
afinidade apresentada pelas sequéncias selecionadas.

Com a finalidade de avaliar a capacidade de ligacdo ao Oligo-dT Biotina foi
realizado um imunoensaio de ligagdo direta com os proprios fagos (PHAGE ELISA)
onde o VCM13 selvagem foi utilizado como controle negativo de ligagdo. Assim
qualquer ligagdo residual inespecifica que possa ter contribuido para selecdo de

particulas virais que ndo estéo expressando o scFv recombinante poderia ser verificada.
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O ensaio foi conduzido com fagos produzidos em pequena escala (t6pico 5.2.2.8
da Secdo Materiais e Métodos), expressando em seu capsideo os scFvs codificados por
cada uma das 13 sequéncias obtidas, trés clones no contexto da familia VH4 e nove
clones no contexto de VH10. Todas as amostras foram utilizadas no mesmo dia em que
foram produzidas, para evitar perdas devido a instabilidade tipica dos scFvs
apresentados na superficie de fagos. Tal cuidado foi tomado baseado em testes
experimentais que ilustram que scFvs aprsentados na superficie de fagos produzidos
apresentam estabilidade compativel com o reconhecimento molecular até 48 hs apds a
sua producdo (dados ndo mostrados).

As concentracBes dos fagos expostos ao antigenos foi normalizada,
introduzindo-se aproximadamente a mesma quantidade de particulas virais de cada uma
das seqiiéncias obtidas. A concentragio mais altas eram equivalentes a 10" ufc/pL, sendo
utilizadas no ensaio variagdes de 1 a 100 pl de fagos adsorvidos na placa de
microtitulacdo. A concentracdo do antigeno (Oligo-dT biotinilado) foi mantida a 1 uM.

O experimento por PHAGE ELISA elaborado esta esquematizado na Figura 16.

Figura 16. Experimento de Phage Elisa. A placa imobilizada com estreptoavidina era
sensibilizada Oligo-dT Biotina em seguida adicionava-se os fagos contendo os scFvs de
interesse fusionados na pVIII. Incubava-se anticorpo anti-M13 e em seguida adicionava-se 0
anticorpo anti-lgG de ovelha conjugada a fosfatase alcalina. Por fim revelava-se com pNPP

(para-nitro-fenil-fosfato e a partir dai a absorbancia era lida no leitor de ELISA.
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O resultado da ligagdo dos fragmentos scFv a Oligo-dT Biotina é apresentado na
Figura 17.
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Figura 17. Ligacdo dos fragmentos scFvs a Oligo dT Biotina. Comparacdo dos scFvs

selecionados a partir das bibliotecas no contexto de VH10 (9 scFvs) e VH 4 (3 scFvs).

Pela analise da figura, percebe-se que todos os scFvs ligaram-se ao Oligo-dT
biotinilado, com excecdo das seqiiéncias S5, S6 e S9. A sequéncia S1(10) apresentou o
maior sinal de ligagdo em todas as concentracOes testadas (assim denominada para
reportar a sequéncia S1# comum as duas familias, mas no contexto da familia VH10)
seguida pela sequéncia S3(4) (reportando a sequéncia S3# no contexto de VH4). Nesta
altima observacdo temos um ponto importante, seguindo a abordagem experimental
esperavamos que além de uma maior variabilidade de seqiiéncias geradas pela familia
VH10, observariamos um sinal maior de ligagdo ao antigeno desses SCFvs,

principalmente entre as sequéncias comuns (S1#, S2# e S3#), no entanto somente a
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sequéncia S1(10) apresentou um ligacdo mais forte que seu correspondente na familia
VVH4 (S1(4)), detalhado na Tabela IX.

Apesar de indicativo, as diferencas observadas ndo podem ser consideradas
necessariamente como diferencgas de afinidades pois nesse experimento a normalizagéo
é feita pelo de particulas virais, entretanto nosso sistema é fusionado a proteina pVIII do
fago que possui cerca 2700 copias deste polipeptideo em sua superficie. Considerando a
possibilidade de incorporacdo de proteinas de fusdo ao inves de proteinas selvagens
nesse virion podemos ter diferencas na quantidade de scFvs expostos, refletindo
diferencas na avidez de cada particula viral. Potencialmente, podemos ter diferencas até
na ordem 103 scFvs realmente apresentados, dessa forma até mesmo S5, S6 e S9 podem
possuir uma atividade ligante uma vez que concentragdes na ordem de 10* ndo mais
apresentam sinal, semelhante a0 VCM13 selvagem. Esses ensaios também ndo foram
feitos em triplicata e portanto os desvios e variagdes internos de cada scFv ndo foram
mensurados nesse experimento.

Destaca-se ainda que antigeno de selecdo é um oligonucleotideo com extensdo
de 12 a 18 residuos de nucleotideos e o utilizado no Phage Elisa possui 15 residuos.
Estudos cristalograficos com anticorpos anti-DNA fita simples revelam que o epitopo
em contato com os residuos de aminoéacidos no paratopo do anticorpo é constituido por
um trinucleotideo. Outros experimentos mostram que uma extensdo minima de 4 a 5
nucleotideos é necesséria para se ter reconhecimento antigénico (citado em Maranhdo,
2001). Analisando-se esses dados observamos que o0 antigeno apresenta cerca de trés
epitopos iguais, possibilitando, a menos que haja impedimento estérico, a ligacdo de
mais de uma particula viral por vez. A avidez mostrada pelo antigeno e pelo anticorpo
pode favorecer a ligacdo mais forte de determinadas particulas virais, que ndo
necessariamente aquelas de maior afinidade.

Assim, a caracterizagdo molecular destes fragmentos de anticorpos anti-sSDNA
obtidos a partir desta biblioteca combinatéria de CDR3H pode fornecer informacdes
mais detalhadas, como as obtidas em Siqueira, 2009. A expresséo e purificacdo desses
scFvs sollveis e a sua utilizacdo em outros ensaios como ELISAs de competigdo e
ressondncia plasmdnica de superficie podem determinar as afinidades de cada uma
dessas moléculas.

Paralelamente, a apresentagéo destes scFvs fusionados com na plll do fago seria
uma alternativa viavel para se diminuir a diferenca entre o nimero de particulas

apresentadas, uma vez que essa proteina apresenta cerca de 3 a 5 copias no genoma
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viral. Sitios de clivagem com proteases também pode ser inseridos entre os pontos de
fusdo da plll e o scFv recombinate e apds a ligacdo do scFv com antigeno, um
tratamento com protease é realizada separando o scFv fago. Em seguida, detecta-se a

quantidade de scFv ligado ou ent&o se elui os scFvs ligantes (Rondot et al., 2000).

6.4.3 Analise dos Residuos de Aminoacidos que Compdem as CDR3Hs de scFvs

Selecionados.

Analises prévias dos genes V de anticorpos anti-DNA evidenciam residuos e
motivos que podem estar relacionados com ligagdo ao DNA. Estéo inclusos nesse
contexto, entre outros, o residuo N35 na CDRHL1, Y100 na CDRH3, a sequéncia YYGS
na CDR3H, residuos R na CDR3H, e R96 na CDRL3 (Swanson, 1996). Aminoacidos
basicos como arginina (R), lisina (K) e asparagina (N) interagem bem com DNA (Radic
& Seal, 1997). A Figura 18 resume as seqiiéncias de aminoécidos dos scFvs

selecionados com ssDNA.

CODIGO DA . _ FAMILIA
. SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS ABS(405nm)
SEQUENCIA VH
FR3 CDR H3 FR4
NNS* VRE XXXXXXXXX YWGQGT ~ ————— ————
S1(4) VRE YLLSPLLLA YWGQGT 4 0,275
S2(4) VRE VQQVNNALA YWGQGT 4 0,225
S3(4) VRE VQYVNNALA YWGQGT 4 0,417
S1(10) VRE YLLSPLLLA YWGQGT 10 0,589
S2(10) VRE VQQVNNALA YWGQGT 10 0,167
S3(10) VRE VQYVNNALA YWGQGT 10 0,200
s4 VRE VQQVNKALA YWGQGT 10 0,151
S5 VRE SAVGQQWLA YWGQGT 10 0,073
S6 VRE VQQVNQWLA YWGQGT 10 0,041
S7 VRE YLLSPLLMD YWGQGT 10 0,332
S8 VRE QLLSPLLMA YWGQGT 10 0,068
S9 VRE ILLSPLLLA YWGQGT 10 0,293
VHZ44 VRE QLRYYYVMD YWGQGT ~ ———-—— ————

Figura 18. Analise do residuos de aminoacidos que compde as CDR3Hs de scFvs
selecionados. Sequéncias de residuos de aminoacidos das CDR3H dos clones analisados. A

absorbancia detectada no ensaios de Phage Elisa também é mostrada.
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Andlise da Figura 18 revela a presenca de aminoacidos bésicos na maioria das
sequéncias obtidas, com excecdo de residuos de arginina. Residuos de arginina sdo
descritos como criticos para ligagdo ao DNA, anticorpos anti-DNA apresentam uma alta
frequéncia de residuos R na regido de CDR3H, enquanto que em outros anticorpos a
frequéncia de residuos R é baixa (Shlomchik et al.,1987; Gilkeson et al., 1993). No
entanto, nos scFvs analisados ndo observamos nenhum scFv com esses residuos.

Analisando ainda a Figura 18, observamos que curiosamente existe uma
sequéncia consenso YLLS entre aqueles scFvs (S1(10), e S7) que apresentaram os sinal
mais forte no experimento de PHAGE ELISA, sequéncia esta também presente na S1(4)
da familia VH4 que apresentou o quinto maior sinal. Essa observagdo pode sugerir um
possivel motivo que favorece reconhecimento de acidos nucléicos (ssDNA), quando
comparado com a sequéncia YYGS de CDR3Hs (Swanson, 1996), observamos uma
certa similaridade. Os residuos periféricos (Y e S) sdo idénticos, ja os residuos
intermediarios sdo distintos, porém, tanto o residuo leucina (L) como a glicina (G)
alocados na terceira posicdo desse peptideo sdo amino&cidos apolares.

Outro ponto de discusséo, é o fato de que dentre seqiiéncias isoladas, mais de
50% apresentaram residuos relacionados com a ligacdo ao DNA (K e N), encontrando-
se entre quinto e o sexto residuos das CDRH3s produzidas conforme observado na
figura 18. Os residuos mais frequentes (K e N) poderiam estar substituindo os residuos
de arginina tdo frequentes em anti-DNA, exercendo 0 mesmo potencial entrépico para
formacéo do sitio de ligagdo ao antigeno. Bibliotecas obtidas in vitro permitem este tipo
de eventualidade uma vez que o processo é totalmente aleat6rio e ndo sdo capazes de
simular todos os eventos que controlam a selegéo clonal desses anti-DNA in vivo, tanto
em pacientes com SLE como nos modelos animais.

Uma observagdo interessante é que a sequéncia S1# (YLLSPLLLA)
caracterizada por residuos hidrofébicos foi a mais frequente dentre as seqiiéncias
analisadas quer no ciclo 2 quer no ciclo 3, seja no contexto de VH4 seja no de VH10.
No entanto, ndo apresentou nenhum dos residuos de aminoacidos relacionados com a
ligacdo ao DNA e mesmo assim mostrou-se ligante a DNA. Uma anélise do repertdrio
murino de CDR3Hs de anti-DNA (figura 19A), revelou a possibilidade de diversas
configuragdes incluindo aquelas que ndo apresentam em sua composi¢do nenhum dos
aminoéacidos que sdo bem relacionados com a ligacdo ao DNA, o tamanho das CDRs
variam de 3 a 14 residuos.

A distribuicdo dos aminoécidos que compdem as CDR3H da familia VH10 e da
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familia VH4 isoladas nesse experimento sdo representados na figura 19B e 19C. A
analise destas representacfes gréficas permite avaliar o perfil das sequéncias ligantes a
DNA selecionadas e compara-las com as sequiéncias murinas ja descritas como ligante a
DNA.

Ressalta-se que a sequéncia YLLSPLLLA mostrou-se mais frequente mesmo
antes da selecdo, ainda no ciclo 0, anélise das sequéncias deste ciclo apontou sequéncias
que ndo eram encontradas nos ciclos 2 e 3 reforcando a eficiéncia do processo de
selegéo.

A observacdo do dominio da sequéncia S1# mesmo antes da selecdo pode
sugerir que apesar destas sequéncias ndo apresentarem nenhum dos aminoécidos bem
relacionados com a ligacdo a &cidos nucléicos, quando colocadas no contexto da técnica
de Phage Display, talvez produzam uma versdo mais estavel e favordvel a montagem
das particulas virais. Esse scFv, se realmente mais toleravel, pode estar permitindo a
montagem de fagos que apresentam vérias copias dessa mesma molécula e que o efeito
desse possivel fendmeno refletiu os resultados observados nesta dissertacéo.

Ainda assim, a observacdo da figura 19 reforca a hipdtese experimental, no
figura 19C observamos que fragmentos de anticorpos codificados pelos segmentos
génicos da familia VH10 sdo mais diverso e menos restrito as CDR3H para o
reconhecimento de &cidos nucléicos, enquanto que os VH4 sdo mais restritos e mesmo
0s scFvs selecionados a partir dessa biblioteca, apresentam sequéncias que também

estdo presentes nos clones selecionados a partir da bibliotecas de VH10.
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Figura 19. Distribuicdo dos aminoacidos que compdem as CDR3H de anticorpos anti-
acidos nucléicos murinos. A — Repertorio de todas as CDRH3 murinas. B- Perfil das CDR3Hs
obtidas a partir da biblioteca da familia VH4. C- Perfil das CDR3Hs obtidas a partir da
biblioteca da familia VH10.
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7. Conclusoes e perspectivas

7.1 Conclustes

Com a presente dissertacdo foi possivel ajustar a técnica de IPCR para geracio
de bibliotecas combinatdrias de scFv no contexto de VH4 e VH10.

A selecdo realizada foi capaz de isolar clones de fagos com capacidade de
reconhecimento ao antigeno, comprovada por testes imunoldgicos adicionais.

A andlise das sequéncias de CDR3H selecionadas em trés ciclos de selecéo
evidenciou a presenca de scFv ligantes a &cidos nucléicos, em ambos os contextos de
segmentos germinais. No entanto, aquelas com isoladas no contexto da familia VH4,
também foram encontradas no contexto da familia VH10, sendo que para a biblioteca no
contexto VH10 sequéncias adicionais foram isoladas.

Os resultados suportam a sugestdo de uma menor dependéncia da CDRH3 dos
scFvs codificados por segmentos génicos da cadeia varidvel pesada VH10 visto que
uma maior diversidade de sequéncias de CDR3H foi obtida em clones pertencentes a

essa familia.

7.2 Perspectivas
Como continuidade deste trabalho propde-se:

v" Aumentar o ndmero de amostras sequenciadas e fazer maiores analises “in
silico” para reforgar os dados apresentados.

v Realizar ensaios de ELISA de competi¢do para evidenciar as diferengas de
afinidade e ligagdo dos scFvs selecionados entre si e em relagdo ao
reconhecimento de diferentes formas de &cidos nucléicos.

v' Expressar e caracterizar os scFvs isoladamente (ndo fusionados a superficie dos
fagos), para realizar um comparagdo quantitativa da capacidade de ligagdo
dessas formas selecionadas, tanto no contexto de VH10 e VH4.

v" Testar a contribuicdo individual de cada aminoacido das CDR3Hs selecionados

por meio de ensaios de mutagénese sitio dirigida.
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Sitios Visitados:

- http://www.biomol.unb.br

- http://www.darmouth.edu/~celllab/pix/fab.jpg)

- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast

- http://www.rbi.fmrp.usp.br/imunaobiol.

- http://weblogo.berkeley.edu/

http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc471/pages/Lecture10/Lecturel0.ht
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