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OBJETIVO

O objetivo do projeto neste periodo
foi a obtengdo de um vetor plasmidico para
expressdo de endostatina solivel em
bactérias BL-21.

O objetivo final do projeto é obter
proteinas de fus&do endostatina-BH3 de
proteinas apoptéticas da familia da Bcl-2.
Estas proteinas devem apresentar as
vantagens da endostatina de
especificidade pelas células endoteliais
tumorais ativadas e maior grau de
apoptose apds internalizagdo. Essas
proteinas de fusdo deverdo se apresentar
mais efetivas do que a endostatina no
tratamento de tumores em camundongos,
sem apresentagdo de efeitos colaterais
graves.

METODOLOGIA

A técnica de PCR foi utilizada para
realizar a copia do gene da endostatina,
clonado no vetor pED-endo (vetor utilizado
para expressdo em células eucariotas),
utlizando-se como primers sequéncias
complementares as sequéncias a5 ea 3
do gene e introduzindo-se as sequéncias
das enzimas de restrigdo Ncol e Eco RI.

Os primers foram desenhados e
sintetizados. A temperatura de anelamento
(58,2°C) e também a concentragdo de
primers (750ng) foram padronizadas para
se obter banda de aproximadamente 500
pb na eletroforese em gel de agarose,
referente ao gene da endostatina. A banda
de 500 pb foi cortada, purificada, digerida
com as enzimas Ncol e EcoRl e clonada
no vetor pET20b+ digerido com as
mesmas enzimas de restricdo. Este DNA

foi transformado em bactérias DH5q
competentes. Analise de restricdo foi
utilizada para a deteccdo do gene da
endostatina nos plasmideos purificados
das bactérias que cresceram em agar
contendo ampicilina. Os plasmideos
recombinantes contendo o gene da
endostatina foram transformados em E.
coli da cepa BL-21 e selecionadas em
agar LB contendo ampicilina. A cultura
dessas bactérias foi realizada em meio
liquido (LB), sendo a expressdo de
endostatina ativada pela adigdo de IPTG
(1mM). O procedimento de choque
osmotico foi utilizado para extragdo das
proteinas presentes no espago
periplasmatico bacteriano. A analise da
presenga de endostatina recombinante no
fluido obtido serd realizada por
eletroforese em gel de poliacrilamida e
também por Western blotting.

RESULTADOS

O vetor pET20b+ (Novagen) ¢é
utilizado para expressdo de proteinas
recombinantes baseado no -sistema de
expressdo que utiliza a  T7RNA
polimerase [1]. O vetor pET20b+ contém
ainda o peptideo sinal da proteina
bacteriana pelB, o que permite que a
proteina recombinante seja secretada para
0 espago periplasmatico bacteriano, sob a
forma solavel.

Foi obtida uma banda de
aproximdamente 500 pb, referente ao
gene da endostatina, apds o procedimento
de PCR. A clonagem do gene da
endostatina no vetor pET20b+ foi
confirmada por anélise de restricdo dos
plasmideos purificados. Os plasmideos



contendo o gene da endostatina foram
utilizados para transfecgdo de bactérias
BL-21 competentes. Foi realizada a cultura
dessas bactérias e o choque osmoético
para extragdo das proteinas presentes no
espago periplasmatico bacteriano. A
analise da presenga de e ‘ostatina no
fluido obtido por choque osindtico ainda
esta em andamento.

CONCLUSOES

O gene da endostatina foi copiado
pela técnica de PCR, sendo introduzidas
as sequéncias para as enzimas d~
restrigdo Ncol e Eco RI, permitindo a4
clonagem do gene da endostatina no
pET20b+ em fase de leitura com o
peptideo sinal (pelB). Desta maneira as
bactérias BL-21 transformadas com este
vetor deverdo expressar a proteina 6His-
endostatina  quando  adequadamente
ativadas pela presenga de Isopropil-B-D-
tiogalactopiranosideo (IPTG).
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