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Realizar a caracterizagdo fisico-quimica e biologica das isoformas obtidas.
Para isso foram padronizadas técnicas de HPLC em fase reversa (15) e
determinagio de bioatividade “in vitro”’, em células de linfoma de rato, Nb2 (82).
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vetores pEDdc e p658, proporcionando assim um mecanismo de selegéo e

amplificac@o génica das células transformadas;

- células de linfoma de rato Nb2, gentiimente doadas pelo Dr. P. Gout (British
Columbia Cancer Agency, Vancouver, Canada). A proliferagdo dessas células
depende de hormonios lactogénicos, como a prolactina, que atuam como fator de
crescimento. Sua resposta mitogénicé na presenga desses hormonios € mediada por

receptores especificos de superficie, sendo utilizadas no bioensaio de prolactina.

2.1.3. Resinas cromatograficas

- SP-Sepharose Fast Flow (SP-FF), Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suécia;
- Sephacryl S-100 high resolution, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suécia;

- Sephadex G-100 e G-150, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suécia;

- SP-Sepharose High Performance, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suécia;
- Resina Ni-NTA, Qiagen, Chatsworth, CA, EUA.

2.1.4. Padrdes, antissoros e outros reagentes para immunoensaios

- 3° Padréo Internacional de Prolactina Humana (WHO 84/500), contendo 2,5 pg (53
mUI) de hPRL por ampola, usado como padréao de referéncia;

- NIDDK-hPRL — RP - | (AFP —2312C), padrdo de hPRL para RIE, gentiimente
fornecido pelo “National Hormone and Pituitary Program”, NIDDK, Rockville, MD,
EUA;

- hPRL-R (atividade imunoldgica, 26,4 Ul/mg), preparacéo altamente purificada de
hPRL utilizada para radiodagao fornecida pelo Dr. A. Bulatov, National Research
Center for Endocrinology, Moscou, Russia;

- Preparagéo intetna de referéncia de G-hPRL, produzida em células CHO, purificada
no IPEN-CNEN/SP a partir de meio de cultura obtido em placas, analisada por

SDS-PAGE e western blotting (WB).
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2.2.5. Meios utilizados para cultura de células

2.2.5.1. Meio de cultura { MEM 5% SFB)

- 400 mL MEM (meio minimo essencial)

- 4 mL "anti-PPLO agent’ (anti-micoplasma)
- 0,8 mL Gentamicina 10 mg/mL

- 20 mL de soro fetal bovino (SFB)

2.2.5.2. Meio de selegéo (o. - MEM 10% SFBd)

- 900 mL de meio a-MEM (sem a 'presenc;a de nucleosideos)

- 100 mL de soro fetal bovino dialisado (SFBd)

- 2,0 mL de gentamicina 10 mg/mL (Gibco-BRL)

- 0,5 mL de penicilina (10.000 Ul/ mL) e estreptomicina (10.000 png/ mL)

2.2.6. Cultura de células CHO dhfr-

As células CHO foram cultivadas em meio de cultura (MEM, 5% SFB), a 37 °C,
em atmosfera de 5% CO, Para a subcultura, as células foram repassadas duas
vezes por semana, diluindo 1:10. Para desprender as células aderidas (tripsinizagéo)
primeiro lavam-se as células com 5 mL de 0,1 g/L de tripsina em solugéo fosfato-
salina com 0,2% EDTA, a seguir as células sdo incubadas por 5 min em cerca de 0.5

mL dessa mesma solugao e por fim ressuspensas em 10 mL de meio de cultura.
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2.2.7. Transfecgdo

Foram utilizadas duas técnicas: primeiro foi realizada uma transfecgdo
transiente usando DEAE-dextran (80) para uma comparagéo inicial das diferentes
construgdes; depois foi feita a transfecgdo permanente baseada no método do
fosfato de calcio (24).

2.2.7.1. Transfecgdo transiente pelo método do DEAE-dextran

. A transfecg@o transiente pelo método DEAE-dextran (80) foi realizada em
células CHO DXB11, as quais foram semeadas em placas de cultura de 6 pogos
(3x10° células/pogo) no dia anterior & transfecdo. Em cada pogo foram preparados
0,9 mL de meio de cultura sem soro, 6 ug de DNA do vetor de interesse, 0,1 mL de
DEAE-dextran 10 mg/mL e 1 uL de cloroquina 100 pM.

O meio de cultura foi aspirado e as células lavadas uma vez com tampéao
fosfato salina (PBS). Adicionou-se 1 mL da mistura DEAE-dextran/DNA por pogo e
incubou-se por 1 minuto a temperatura ambiente. Os pogos foram lavados duas
vezes com PBS e incubados por 3 dias em meio de cultura- com 2% SFB. Em
seguida, os meios de cada pogo foram coletados para determinagéo da eficiéncia de

expressdo de prolactina.

2.2.7.2. Transfecgado estavel pelo método do fosfato de calcio

As células CHO DBX11 foram semeadas em placas de cultura de 10 cm (10°
células/placa) no dia anterior a transfecgdo a ser realizada pelo método do fosfato de
célcio (24). Em cada placa foram aplicados 2 mL de tamp&o HEPES pH 7,05, 20-24
ng do DNA de interesse e 100 pl de cloreto de calcio 2,5 M.

A reacgao foi realizada em tubo conico de 15 mL e a solugdo de cloreto de

calcio foi adicionada gota a gota sob agitacdo. A mistura foi incubada a temperatura






il . o - e PR B B =
o Vhdiaa S (BRI O bl = BT L e wf Tall D 5 W _
% . —— N e .. 5 :"'..,-- — llTi:h—_--".-. — I_'__-. -
5 ----!f-"ll—---—‘| I | B —— i e i ol - .I - M ol
ra i
E Y - r.l r;‘- » .,‘
B - Ll o N Ratal M=o = = FEOx [
i LI - ¥ l‘;: — S —— - = e i X =
R S A R e N T e Fop
- e sl BV FEaF OFE BET IDORE =%
" - T - :'____ i, . P — g R e e I
S =--—-._J-..;E.-f_l—- -'IH:{_ o Fa 1”!‘_'_ \“' - .E:.'-- ] Mo - _" rl-| a5 '
— - ot =
§ i m— ol "] || i p— —--l-E—'i = -l--lII--ll il = —_—— 1 i I'-. i "5 Fan™ Bt
AT - .I-.." e i L .ll. i —Ar e Nt .1.1.-l r - 'r"\_ lﬂll . !‘ljl‘ -li;llﬂl
I...,.'_.__.'q | o N . I :':‘%__ B A "-."' PR R ——
b= | o e I T ey e B (TS i~ E SRS e Y B
B 'S

- kd i - — 5 iy = 1"

B, B Lt BB oo SR AR o L0
5T Ll s n ek L | me o m pme g i T
-..-ill-l --—ll!‘—"'u——_ﬁﬂil. ‘-l---l-lj-_:::.—i? -'.‘_"__‘i:.‘FH"\.. l'-q'T'I_:'lnll Pl I - < - o

' P el N R ® o
w1 o B il
"0 s Tty D W DTN el (s

E T 2y | Al _ . s ! e
-;-;-——-f'"—' - —T:l -u'_;---:i —_— e - i-l:l-:‘_}q — ---l—l-.- -|J‘p "-l"'-:-_--i

N - B - el - I g A
L e < I S s 1 o -_.._.;"...,:... —— ril -1
‘—."."l-'— e e o s A el —mEr W . .. .

. el TN 122 O | T L TN T H IR T

. - - o — o
R I e T - P -1 ——— ’____,.__,. - == . - [ .
=—=lLan IEE—= | HI . g SN, R D e - SR (R I, Fle  C MR =TS
- ; i @ AL b &
=S LA R S

I

o o, e R e e i | | eep———— bt — _‘.

. AT IE Tt | L b =F e e
el g e =
-

‘ 4 E S TS et TR S e O Pena ez

--=-i o " I " - :"'_ Il_ qr!-d' . _-.:."ﬂ.l -; e .:_-_ o I_ 'l._'I|I .: § s .':."" ‘=i; T
% 3 et O L L - | i Sahen | ——= N =
Qs LelTd A - T e =T T e e - L



= e R . R s e - e B LI L T

- - iz - -
- L e L ol bk g lI'l i‘ R - - BC 24 ""!

e ek -u--uri qii-

;1-i5-h|-_r' oA H-‘- I’=--" -_' l-".' F
N - T W it s .

- LA . N L = gt
SR : 'r.:; ; A L= _; L - ;.-‘-_".."__ -
nmnll e el G RS Rl i T at T T T gl

ENx WAL WU T me e raer =L g Mopnino =iiE [ eENE s,
Fabi=r mg W e b i e -_-_-{r_r-}_-_-—.-_i::'- R it s R S R T
— I . e =L ITTI: 1:."“1 e o U Bor= T oA £
:_1 F-_|=:|u' i w ..:I—- - "- r#':,. E"..-"'-.-.-l'| —'.—_ w0 o
S '.-_- o - .
Al — B i, [ S .|_J..._-.__|.;..:.- o] - - N = .
‘: _-:"_.- L] _-"" % r._-l "- -_ :" |!'h."_. -Iui.l
LJ "vn-u-.'l'_ L - —_— vk @ l':h-;l.'-;'l- l-—."_- N, e _::rI +|: ll‘_r_illii__l L]
'-‘.-l' - _1 - ! -'.. — -] -.‘” - L wE A . *T r_l
B '
= . T i
L .;;:--'| P -‘_- E :.Ir d - e 21 .
i (e e 3 e s N E R .,
- q‘--‘-- M }'I“.l e = '-;'1'4—- .‘i‘h ll.l.. PR . =
B - e . LT
e P e Bt N e s Al ot
ENERLNTO R A St Tt e A VA s e TGt 1T el

e
LAY
[ -II-' T I !;t_\ B w1l b e
.o i A
H
=
le T—I-i-l |' — f-d-"':'-—-'- - ase
T l._ .'-1".- o - o
ps WeTac Wb LRelzoelah, o
_"'-.l “-.-"'H— ..'Ilil - _-q [ . gl o "'".-l-:..i:-i._-“,f e
B P S el . T T

Al I

i l-r-l' A "-’"1“'"-'-:, i










S JELEL CERN L NN
TN smmeepib B
PR T H e I
B LT e

VT
i — i ey W -
— T L e
.3 -
L B 3 . ‘l ‘. . i ] - =
B i i e
[N A 2 . 'I-‘Ir. S o N

e -
s - - o _:I
- - Al d—
—
=4 = = .= =
i n e L .ﬂ-.“-i_‘_l'.ﬂ 'h..--.—.Fl.—.-h. -
-
Y 21 l_l-; T r.!_",‘.'-:':'.p - o I *a =toa A=
®
f
-
L & - ook [ ik
=
B

L] ] -
.‘:';'."1 -

[lep e met b ——T e L i
E LAY - L H

Py T . B L | S (P '|l'|"_ B a

-, RN S ) Sl ARy Y o 511 ¥ &




iy

CI N : o - k. sl ® el NS {
v e T e DO el R wI NS T D) EERT =T A
e S T --:"_-..i. - 2 Pt - '.‘
ek R Tad T g
N LY _'a_' - -
- - -
-y s A - = - : e Y L e ) ] ST L
] Ir"—_---;. e I.'.—'-'.I —=a b . E- '—'.u-:q‘r "I_|-|¢=-' l:: < e ‘I : B !
- e oy =% w2 I
D . NS ot IR L pLL ML RS e L, S N7dss (e,
e .." - VA o e mma E g eda| e
2 el o LT ST I i R S CH e o
- E.‘_ B - ‘\, - - .-" e = — _-—:-.— W
== hili= _.:‘E_a-a:,__;--.;:!ff,*:-__.r-"-i_u.'-..-.._-....-.-.-- e T e s int e
B 1 . P - b - ' .,'T'
T 1E|.= :—;:&_‘-—:—_‘ﬂ':;_-:’f:' - .*t-ilJ I -ié \fl-"_lll_. = l‘ll JT‘
Sk LT e T - LI
L} '-I_

- *'r.'- = - L N | A N W == & _--:
e e W e ity .:‘-ﬂE.u E-;--‘Efn';"- A A e e LT
=

Ly o W - 1 = 2l . ) ||.. __:‘_ 1: -
l"q. Tl 8 - - t"'*i-'i- |-.:- “..-i.| 1-1.‘-. ‘.__-_ i-:._! . i

l..
:F
i)
-

L]

L

L

,."-"::?: iy :"_Jll-l-—llrl -

AR @Rl &

>t |
b i et e L — - T | T L =,
N o v o i ;? :;' e n "'::__ T em=TR ‘ld;"!-ll'-;' b -I—._-I LA 4 - -
— "h_;nl ' = - f"' N '-l-":':'q = -"f" e I':- il | T gues
e R — Ii-',_.a - "'l‘:' Lairrd! NET ISl -.'*'...- Ugps GEposis,

. , il
BE. - s . ﬁqﬂ - = .,.r. e e b
. ‘-'.tl.u:'-.._'ﬂ lll'l-"i ﬂl.t-rall. |.-----|I.l . R -I-:;-"J I{-F'l l-' LE e - E . L AE- £

e G arHlE (e g e e G e e
-.?'_'_._..r"'. 'illl::'l-_‘i}j*!'}: i ?‘-ﬁ"::- ll'll £ -l o = "’."E?':"::.""_"f e £ s ¥



~ o -
i » L] T L

=Ll W - - LN e g e m Do
- —2ead, X IRL] —'“.1'1!';_1-"- L'h"‘.' Il’"":‘.‘ﬂ.."' - !:.' =L o N aw
o s gt o Is
. = E""— i .;:l. 4 l. -

i .4 —— A W= L P S
.1-.-.-9"-. -,..-...‘A NEFE T L N = o= S NenlsotereeEi

* ™ - — " =

SHrmieie 2. hi | Sis k . = 3 = S 3N
- ll!. b -i—!“r:-—_:l--_ l?‘:-l-f.-i‘__ia—ﬁ__- _-i."l- .-it-!I— = b -4 - | lvt.“-l -:_.'-

'H..-'.'.';.".n ..;..I-l:_t_::i..'—,_l.. T A=~ B e e S

et
MRS HI &
.
& by Tep
I':_l.'

'--i-

[ J—
-'.L'-‘-‘-..-" '-.-'.‘.;'r-i
TUEE —'r-.' .ET.:-. :j

e T s MO v oe el e g " vnaniwe 51T w e Srose e
T e e ! ] - T Mem e L P -
A SEbot Hmims e FELT [~
[ LB C 3+ el | i F'- = LINLE S
i TR tas ' - e .
= - j': ...' __:-':.‘-' bl T - b "'l\.-.':'.;. 1 _i:- I"I
A e AT : H g s Te mi=te  mee W
BT R e R 'ﬁ“"ﬂ‘.— e
i '.' -1“ ---1-1_- - BT e e ‘.——.—u_r K
B oW TN ] N L A T
IL— —-.—F-l:—ﬂ':-—‘; rwll
o N ...._._
e laits L
S = T |
"la':"l.. = fm
= a E W
— g e A% e i -"'-ﬁ-'n-
LS '1#_ _‘+_."'i'|'

== - w B
o B o et k-

L - & .-F'l. _I"i ;.“ a"_ 'p N - .
'Th .‘4' S ﬂl‘- =Tty ey _'.:.'.'u. |:-' VLRI DA

T g g el n LRt e

i

e

"‘..'h J'il -". o

I--_.;'-: "..l- I [ -'l"IJr = EIT!".:' " - I-l-l"‘d- \:'-l'; F-..,;.."q: Foun -'\f' .,-'.."-"'...‘ ™
_— Iy -:’--._. l|-||.- : -5'1-1; -{‘: - .-!-1-||.I L™ :-r_:_ L - we— el

o v

e M . |l. -
N s e l-ra--lEF—i--Ll ?ﬁ-—-f - ‘:_‘: .|:|I

- |-- ®

'I n- i Py "

. s AL IT- - :.*!,- l-||1|-l‘|-| r"'---."‘-'I;".I“
l : L] L - )
T St St Res 2o
U S

-
- .llil- h‘l'nnr-ill-—hl P l|'|'|,ll1

--- lll-'.'l!- Tl

e | i
N B
L L

S

S





















36

| - -
111 ¥ %

T A qd ZaL9
Lyord

——
T

@ ggad .. ¥







|

1111

I

|

T
[ ./w
qd 120L
H,  qyau-esad

o/







=
ﬂ )
]
P






42

niveis de quase 10 png de hPRL/10° células/dia (p658-hPRL) e de aproximadamente
3,0 ng de tagPRL/10° células/dia (p658-tagPRL), aqueles transformados com pEDdc-

hPRL apresentam valores sempre inferiores a 1 ug hPRL/10° células/dia.

TABELA Il - Niveis de expresséo de rec-PRL obtidos com os vetores p658-hPRL,
p658-tagPRL e pEDdc-hPRL em células CHO dhfr- transfectadas pelo método do
fosfato de calcio, sem amplificacdo com MTX.

nimero do p658-hPRL P658-tagPRL pEDdc-hPRL
clone
(ug/10° células/dia)?
1 1,17 3,42 0,50
2 0,15 0,18 0,32
3 1,13 0,74 0,37
4 2,83 1,44 0,05
5 6,33 0,03 0,72
6 0,03 1,43 0,50
7 1,10 0,41 0,43
8 0,93 0,30 0,50
9 0,12 0,03 0,43
10 0,05 0,14 0,42
11 0,15 0,03 0,83
12 2,67 0,46 0,45
13 1,27 0,03 ‘ 0,05
14 0,02 0,46 0,30
15 0.80 0,92 0,50
16 9,33 1,67 0,28
17 0,03 0,50 0,45
18 0,64 0,47
19 0,03
20 - 0,55
21 0,47
22 0,27
23 0,45
24 0,72

2 hPRL imunoativa



clones obtlidas com o vetor pEDde-hPRL?.
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TABELA V - Andlise das varias etapas de amplificagdo com MTX dos melhores
clones obtidos com o vetor p658-hPRL.

Clones 0 nM? 10nM® 20nM® 50nM? 100 nM?

(ug hPRL /10° células/dia)®

5 50 56 7.0 10,0 -
16 6,6 7.8 0,09 086 2,72

# concentragdo de metotrexato.
® Valores de expressdo (determinados por radicimunoensaio) conforme protocolo
descrito por Monaco (54).

3.5. Analise por Western Blotting do produtc derivado de linhagens estaveis de

CHO transformadas

A partir de amostras de meio de cultura, obtidas durante o estudo da cinética
de expressao, foi realizado um WB para uma analise qualitativa e semiquantitativa da
prolactina produzida (Fig. 8). Como podemos observar, além da banda
correspondente a NG-hPRL (23KDa) é visivel outra banda, provavelmente
correspondente a G-hPRL (25KDa). Ha também indicagédo que o vetor pEDdc-hPRL
esta expressando niveis maiores de hPRL. O vetor p658-tagPRL é o que apresenta
menor expressao e a tag-PRL apresenta claramente um peso molecular maior que a

hPRL, reflexo do aumento de massa devido aos 12 aminoacidos que possui a mais.

Uioa b0 RAGUNAL Lt ERNERGIA NUCLEAR/SE  tro
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Fig.19. Perfis cromatograficos de diferentes amostras de prolactina humana
analisadas por RP-HPLC, em comparagao com o padréo de rec-hGH.
NG-hPRL produzida em células CHO.

G-hPRL produzida em células CHO.
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