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2. OBJETIVOS

No presente estudo € nosso objetivo a produgdo de endostatina
recombinante de camundongo em fibroblastos murinos por meio de transfecgdo
de um vetor plasmidial de expressdo contendo um peptideo sinalizador e o gene
da endostatina. As células transfectadas estavelmente secretando endostatina
podem ser utilizadas para a produgdo desta proteina com interesse terapéutico
em modelos animais.

Os fibroblastos geneticamente modificadas também serdo utilizadas
para a realizagdo de um projeto em andamento no LBM de terapia génica: Este
projeto utilizard as células secretoras de endostatina para introdugdo em
dispositivos de imunoisolamento (biohibrido) para o tratamento de tumores
induzidos em camundongos. Este prajeto foi concebido por considerarmos que o
uso de células eucariotas transplantadas, produtoras de endostatina
recombinante liberada durante longo periodo na circulagdo, seria uma alternativa

(til para o tratamento antiangiogénico de tumores e metdstases.
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unidades) por duas horas em banho-maria a 37°C em tampdo adequado. Apés a
digestdo o DNA foi aplicado juntamente com um marcador de DNA em gel de
agarose a 1%, corado com brometo de etidio e, realizada uma corrida
eletroforética, para sua purificagdo. O fragmento de DNA de 5700 pb contido
no dgar apés a corrida eletroforética foi purificado e posteriormente

quantificado como ja descrito no item anterior (3.1.1.)

|

pSecTag/
Hygro
A,B,C

5.7 kb

* The € | sile is lecxled

belers the warinble wegion
Commenis Tor pSecTar2/HyEro A 7 Jﬁﬁa‘? 12 only und in
£745 nurhenitdes :
CIVIY premwolern: boses 2090-863

T7 promoler'priming sik: bases 863-882

Wlurinz 1 kppa-hain ¥-12-C sigrl peplide: buses SD5-967
Mubiple cloning site: boges 970-1081

c-gye ephspe: hoses 1082-1111

Polyhixiting Jng: beees 1127-1144

peDM A3 1/ BGH myerse priming silz: bases 1167-1184
BGH polyatkenylation sik: bases 1166-1380

1 origin: boses 1443-1336

5Y40 prevmoler and origin: bases 19242245

Hygomyein-B phospholmnstemse ORF {Hyg™: baces 22633288
3¥4D polyadenylation sike: hases 34185-3547

PUL origan: boses 39319604

Blarinmuse GRT {(Anp®): boses 47495619

Figura 1: Mapa do vetor pSecTag2/hygro A.
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