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RESUMO

Este trabalho descreve a produgdo dos FGFs basico bovino
(bb) e a4cido humano (ha) em E. coli utilizando o vetor pET. Para
expressar o haFGF utilizamos o cDNA nativo com peguenas
modificagtes, obtendo cerca de 40 mg da proteina por litro de
cultura induzida. No caso do bbFGF, cerca de 460 pares de bases da
extremidade S5° do cDNA nativo foram substituidos por
oligonuclectideos sintéticos contendo codons freguentemente
usados em genes bacterianos altamente expressos e apresentando
menor conteudo de C+06 do que a seguéncia nativa. Com este cDNA
modificado, obteve—-se cerca de 10 mg 17* de bbFGF. O0Os FGFs
intracelulares soluveis foram purificados a partir do extrato
bacteriano por cromatografia de afinidade em Heparina—-Sepharase
atingindo um grau de pureza da ordem de 95%. 0O haFGF sozinho &
ativo sobre fibroblastos 3T3 em cultura na concentragd3o de ng
ml—2; na presenga de heparina, a atividade desloca-se para a
faixa de pg ml—*. O bDbFGF e ativo na concentrag3o de pg ml—* e
sua atividade n3do & significantemente potenciada pela heparina. O
seguenciamento da extremidade N-terminal e a analise de
aminoacidos mostraram somente uma forma de haFGF recombinante
correspondente & proteina auténtica de 154 amino&cidos. Foram
encontradas duas formas de bbFGF recombinante, uma correspondente
a proteina auténtica de 154 residuos e outra conmtendo 153, onde

os dois primeiros foram removidos.



SUMMARY

Here we describe the use of the pET expression system to
praoduce the 154 amino acid bovine basic (bb) and human acidic
(ha) FGFs. To express haFGF we have used the native cDNA sequence
with minor modifications, obtaining about 40 mg of growth factor
per liter of bacterial culture. In the case of bbFGF, about &0
base pairs from the S’ —-end of the native cDNA were replaced with
synthetic oligonucleotides containing codons frequently used in
highly expressed bacterial genes and having a lower G+C content
than the native sequence. By using this modified cDNA about 10 mg
1-* of bbFGF was obtained. The intracellular, soluble FGFs were
partially purified from bacterial extracts by heparin-affinity
chromatography and shown to be more than 95% pure. The haFGF
alone is active upon 3T3 fibroblasts in culture at the level of
ng ml—=* or 1in the range of pg ml~™! when heparin is added to the
incubation medium. The bbFGF is active in the range of pg ml—2
and its activity is not significantly potentiated by heparin.
Only one form of recombinant haFGF corresponding to the authentic

protein of 154 amino acids was found by N-terminal protein

sequencing and amino acid analysis. Two forms of recombinant
bbFGF were found, one corresponding to the authentic protein of
154 amino acids (about 73%) and another containing 153 amino

aclds where the first two residues were removed (about 25%).



ABREVIATURAS

a - acido

Azeoc — Absorbancia a 260 nm
Azmc — Absorba8ncia a 280 nm
Asooc — Absorbancia a 600 nm
ATP - adenosina trifosfato
b - béasico ou bovino

BCIP - S5—-bromo—-4-cloro—3-indolil-fosfato
bp — pares de bases

cDNA - DNA complementar

CHAPS - "3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]l-i1-propane sul fo-
nate
DEeox — dose de estimulagdo correspondente a 30% de resposta

DEARE - dietilaminoetil
DME - meio de Eagle modificado por Dulbecco

DTT - ditiotreitol

EDTA - &cido etilendinitrilotetracético sal disséddico
FCS - soro fetal bovino
GAG - glicosoaminoglicano

GET - tampa3o Glicose-EDTA-Tris

h — humano

I - induzido

IPTG - isopropil—-B-D-tiogalactosideo

K — peso molecular obtido pela comparag3do com padra3o
Kb - Kilobases

KDa — KiloDalton

LB — meio de Luria-Bertanmi para cultura de bactérias
LBA — meio de Luria—-Bertani contendo antibidtico

MCS - sitio multiplo de clonagem

min. — minuto

mRNA — RNA mensageiro

NBT - nitroblue tetrazolium
NI - n3o induzido
PBS - solugdc salina tamponada com fosfato

PBSA - solugdo salina tamponada com fosfato sem calcio e magnesio



pl - ponto isoelétrico

PITC - fenilisotiocianato

PM - peso molecular

PMSF -~ “phenylmethane sulfonyl fluoride"

r.c. - regido codificadora

RBS - sitio de liga¢d3o ao ribossomo

rpm - rotagdes por minuto

SDS-PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil

sulfato de sddio
seg. — segundo
SNC - sistema nervoso central
STET - tampd3o Tris—-EDTA-Sacarose-Triton X-100
TBE - tampapo Tris-Borato—-EDTA
TE - tamp3o Tris—-EDTA
TF - tamp3o fosfato

v — volume
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1. INTRODUGARO

Fatores de crescimento polipeptidicos s3o moduladores da
proliferagdo e da diferenciagd3o celular In vitro e in vivo.
Estas respostas s3o desencadeadas, em parte, pela interagdo
destes fatores com receptores de alta afinidade @ localizados na
superficie celular. A sequeéncia de reagles iniciada pela
ocupagdo dos receptores pelos fatores de crescimento n3o esta
ainda estabelecida completamente. A regulagdo anormal de uma ou
mais destas reaglies ¢é um dos fatores gue explicaria o mecanismo
dos oncogenes celulares e os fendbtipos resultantes associados com
transformagdo celular (Burgess & Maciag, 1989).

Um desses fatores & o "Fibroblast Growth Factor" (FGF), que

constitue uma familia composta de sete polipeptideos com
propriedades estruturais, bioquimicas e biolbgicas similares
(Burgess & Maciag, 1989; Thompson & cols., 1991; Baird &

Klagsbrun, 1991).
Com a disponibilidade de proteinas purificadas, sondas de

cDNAs e anticorpos, o conhecimento das propriedades estruturais e

bicolbdgicas dos FGFs expandiu—se grandemente. Atualmente, sabe-se
que: o | s3o fatores multifuncionais que tem atividades
mitogénica, guimiotédtica, neurotrofica e angiogénica in vitro e
in vivo; 2.) sd30 codificados por uma familia de genes, contendo
pelo menos sete membros; 3.) interagem com multiplos receptores
de alta e de baixa afinidades; 4.) associam—se com heparina e com
o proteoglicano heparam sulfato existente nas superficies
celulares e na matriz extracelular; S.) tém um importante papel
nos processos do desenvolvimento (Baird & Klagsbrun, 1991 ).
Devido a estas propriedades os FGFs podem ser explorados

clinicamente.



l1.1. Histérico

A motivagado para a identificagdo dos FGFs originou-se com a
proposigdo de que fatores soluveis eram responsaveis pela
regulagdo de uma variedade de processos fisiolbgicos, incluindo
desenvolvimento, regeneragido e cicatrizagdo.

Em 1939, extratos de cérebro foram citados como fontes ricas
de fatores que promoviam a proliferagao de fibroblastos in vitro
(Burgess & Maciag, 1989). No final da década de 60 e inicio da
de 70, verificou-se que preparages dos hormbnios estimulante de
tirebide (derivado da hipofise) e luteinizante continham um
potente polipeptideo mitog@énico para células de camundongo 373 e
condrocitos. Armelin (1973) descreveu o0s efeitos de extratos
hipofisarios sobre o crescimento de células 3IT3 propondo a
existéncia de um regulador da proliferagado destas células.
Gospodarowicz (1975 purificou e caracterizou parcialmente o
polipeptideo a partir de extratos 4acidos de hip6fises bovinas,
como uma proteina de pl 2,6 e PM 13,5 KDa. A composigd3o de
aminodcidos e o residuo N-terminal (lisina) foram determinados.
Este polipeptideo foi denominado "fibroblast growth factor™.
Subsequentemente, mostrou-se que ele era mitog@nico para uma
grande variedade de células derivadas do mesoderma e
neuroectoderma. Gospodarowicz & cols. (1975) identificaram um
FGF A&cido (pl 5 — &) pela sua capacidade em causar a proliferag3o
2 a diferenciagido retardada de mioblastos. Thomas & cols.
{1980), independentemente, detectaram a presenga de um
polipeptideo em extratos de cérebro bovino que foi denominado FGF
dcido. Mostrou—se que os FGFs acido (a) e basico (b)) eram
potentes mitogé@énicos para células endoteliais e Que se ligavam
fortemente & heparina (Gospodarowicz & cols., 19B7a; Burgess &
Maciag, 1989).

Antes da elucidagdo da estrutura prim&ria dos FGFs, muitos
laboratorios isoclaram-nos a partir de varios tecidos, Org3os e
culturas de células e identificaram-nos <sob diferentes nomes
{acima de 30), dependendo da origem ou células alve. Atualmente,

sabe—-se qgue a mailoria destes fatores de crescimento correspondem



ao bFGF ou ao aFGF (Gospodarowicz & cols., 1987a; Burgess &
Maciag, 1989; Baird & Klagsbrun, 1991).

A caracterizag3do estrutural demonstrou que o bFGF e o aFGF
s30 relacionados e servem como prototipos de uma familia de
fatores de crescimento que inclui, pelo menos, cinco outros
membros: a proteina codificada pelo oncogene int-2; os produtos
dos oncogenes humanos FGF-5 e hst/K-fgf; o produto de um gene
isolado por homologia a hst/K~-fgf (FGF-&6/Hst-2) ; e o
"keratinocyte growth factor"” (KGF) (Burgess & Maciag, 1989;
Thompson & cols., 1991; Baird & Klagsbrun, 1991).

1.2. Atividades dos FGFs

Os FGFs &cido e basico sdo multifumncionais, uma vez gque eles
podem tanto estimular a proliferagdo como induzir ou retardar a
diferenciag3do celular. 0 mecanismo molecular da agdo desses FGFs
n3o & conhecido até o presente. Entretanto, novas e variadas
fungbles tém sido descritas para os dois fatores de crescimento
(Gospodarowicz & cols., 1987a; Burgess & Maciag, 198%9).

Os dois FGFs sdo potentes proteinas mitogénicas capazes de

induzir a divisdo celular em uma grande variedade de tipos

celulares {Gospodarowicz & cols., 1987a; Burgess & Maciag, 1989).
Eles tém atividade angiognica 1in vivo e 1In vitro. Em células
endoteliais em cultura, os dois FGFs induzem a complexa resposta

angiogenica (Sgquires & cols., 1988; Watanabe & cols., 1990), gue
abrange um aumento na proliferagdo celular, motilidade e produgdo
de proteases (Moscatelli & cols., 1986; Presta & cols., 1986
Knoerzer & cols., 19895 . Um efeito pronunciado dos aFGF e bFGF,

o de manter neurtnios viadveilis e diferenciados em cultura, mostra

gque eles sd3o fatores neurotroficos (Gospodarowicz & cols.,
1987a) . Células PCl12 derivadas de feocromocitoma, usadas como
modelo de diferenciagdao neuronal, guando incubadas com estes
fatores formam nmeuritos (Togari & cols., 1983).

Em adigd3oc ao seu papel como ativador mitog@nico ou fator de

crescimento, mostrou—se gue o bFGF tem algumas atividades n3o



mitogenicas. Baird & cols. (1985) mostraram seu papel

regulatério na secregdo de tirotropina e prolactina. Sporn &
Roberts (1988) relataram gue o FGF tem efeito inibitédrio sobre
células de sarcoma de Ewing e outras células tumorais. Plata-

Salaman (1988) relatou que a injegado intraventricular do bFGBF no
cérebro de ratos suprime a absorgdo de alimentos. Okumura &
cols. (1991) demonstraram que, injetando-se bFGF intracisternal-
mente, este inibe a secregdoc géastrica de modo dose—-dependente.
Estes dois dados sugerem que o bFGF pode ter um papel

neuromodulador em varias fungdes do SNC.

1.3. Estrutura primaria dos FGFe acido e basico

Os FGFs &cido e basico s3o moléculas relacionadas e com
propriedades similares. Eles diferem entretanto em algumas de
suas propriedades fisicas e quimicas e na distribuig3o tecidual.

Enquantoc o aFGF & encontrado principalmente no cérebro e retina,

o bFGF tem uma distribuigd3c mais ampla, sendo encontrado, por
exemplo, em hipbfise, cérebro, adrenal, ovario, rim, macroéfago,
retina, prostata, figado e condrossarcoma (Gospodarowicz & cols.,

1987a; Burgess & Maciag, 1989).

1.3.1. Estrutura prim&ria do bFGF

A sequfncia de aminoacidos do bFGF bovino, purificado como
um polipeptideo de cadeia Unica, composta de 1446 aminodacidos (%15
- 16 KDa), de pl 9-10, foi primeiramente descrita por Esch &
cols. (1985).

Com o isolamento de clones de cDNAs codificando para os
bFGFs bovimo e humano (Abraham & cols., 1986a, 1986b), pode-se
deduzir gue muito provavelmente o produto primario de tradug3o &
uma proteina de 1S5 aminoacidos (Figura 1), uma vez qgue
encontrou-se um ATG na porgdo 5° do gene gue estava em fase com

os codons subsequentes no bFGF. Experimentos posteriores



demonstraram gque esta proteina, cuja extremidade N-terminal
estava bloqueada (acetilada), poderia ser obtida a partir de
hipofises na presenga de inibidores de proteases durante o
isolamento e purificagd3o da proteina (Uenoc & cols., 1986). Estas
observaghes indicam que a forma de bFGF de 146 aminoadcidos e
outras formas menores (Gospodarowicz & cols., 1985; Gospodarowic:z
& cols., 19846; Klagsbrumn & cols., 1987; Ho & cols., 1988) sio
geradas durante a purificagdo através de protedlise da porg3doc N-
terminal (Klagsbrun & cols., 1987; Ho & cols., 1990), enquanto a
forma de 155 residuos representaria a verdadeira forma nativa da
proteina (Thompson & cols., 1991). Outros autores (Florkiewicz &
Sommer, 1989; Prats & cols., 198%9) apresentaram evidéncias da
existéncia de formas maiores de bFGF humano originadas através da
tradug3doc a partir de codons CTG (leucina) nas posigles -41, —-46 e
-55 em relag3do ao ATG inicialmente proposto. Estes experimentos
indicaram ainda que o inicio da tradugd3o poderia ocorrer também
no ATG proposto inicialmente, originando portanto, quatro
produtos possiveis de tradugdo primaria para a proteins humana,
contendo, respectivamente, 155, 196, 201 ou 210 residuos de

aminoacidos.



ATG GCC GCC GGG AGC ATC ACC ACG CTG CCA BGCC CTG CCG GAG GAC GGC

GGC ABC GGC GCT TTC CCB CCG GBC CAC TTC AAG GAC CCC AAG CGG CTG6

20 , 30
TAC TGC AAG AAC GGG GGC TTC TTC CTG CGC ATC CAC CCC GAC GGC CGA

40
GTG GAC GGG GTC CGC GAG AAG AGC GAC CCA CAC ATC AAA CTA CAA CTT

S50 60
CAA BCA BAA GAG ABA BGG GTT GTG TCT ATC ARA GGA GTG TGT GCA AAC

70 80
CGT TAC CTT GCT ATG AAA GAA GAT GGA AGA TTA CTA GCT TCT AAA TGT

90
GTT ACA BAC GAG TBT TTC TTT TTT GAA CGA TTG GAG TCT AAT AAC TAC

100 110
AAT ACT TAC CGG TCA AGG AAA TAC TCC AGT T6G TAT GTG GCA CTG AAA

120

CGA ACT GGG CAG TAT AAA CTT GGA CCC AAA ACA GGA CCT GGG CAG AAA
R T G Q Y K L G P K T G P G Q K

130 140
GCT ATA CTT TTT CTT CCA ATG TCT GCT AAG AGC TGA
A I L F L P M S A K S X
150
Figura . Segquéncias de nucleotideos e de aminoacidos da regi3o

codificadora do cDNA do bFGF bovino (Abrabham & cols., 1986a).



1.3.2. Estrutura primaria do aFGF

A sequencia de aminoacidos do aFGF bovino de 140 residuos
[15-154] foi primeiramente descrita por Gimenez-Gallego & cols.
(1985). 0 aFGF foi purificado como um polipeptidec de cadeia
tnica, de pl 5-6 e cerca de 16 KDa. Formas truncadas na regido
N-terminal também foram descritas (Burgess & cols., 1986;
Mckeehan & Crabb, 1987). As sequéncias completas dos aFGF humano
[1-155] (Crabb & cols., 1986 e Jaye & cols., 1986) e bovino
(Burgess & cols., 1986) foram elucidadas. A analise da sequlncia
dos nucleotideos do cDNA de aFGF humano demonstra gue a regi3o

codificadora corresponde & wuma proteina de 1595 residuos de

aminoacidos (Figura 2}, ndo havendo outros codons de iniciagdo
alternativos na extremidade 5°. Além disso, h& um codon de
terminagd3o (T6A) na posigado —6 em relagdo ao ATG inicial proposto

(Jaye & cols., 1986).
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1.3.3. Analisp das estruturas dgs FGFs

A analise dos genes clonados, &assim como das proteinas
extraidas de tecidos, revela uma homologia de sequencia de
aminoacidos da ordem de 507 entre estas duas classes de proteinas
(aFGF e bFGF).

As duas proteinas teém grande afinidade por heparina. Devido
a esta caracteristica, o aFGF e o bFGF foram também chamados,
respectivamente, de "heparin-binding growth factors" 1 e 2 (HBGF-
1 e HBGF-2) (Burgess & Maciag, 1989). Existem dois dominios
potenciais de ligag3do a heparina, um localizado na regi3do N-
terminal e outro na regi3do C-terminal: para o bFGF, residuos 18-
22 e 107-110 e para o aFGF, residuos 9-12 e 100-102
(Gospodarowicz & cols., 1987a, 1987b). Evidéncias quimicas e
bioldgicas mais recentes sugerem que o dominio de ligag3do &
heparina do bFGF pode ser uma estrutura tridimensional que
envolve regibes n3do contiguas da molécula (Baird & Klagsbrun,
1991). Sabe-se que a heparina pode induzir a exposig¥o de
epitopos imunologicamente sensiveis no aFGF a protege os dois
fatores de inativagdo por calor e por acido, @ de ataques
proteoliticos (Burgess & Maciag, 1989) . A heparina é
particularmente importante na modulagdao da atividade do aFGF,
potenciando sua atividade mitogénicsa, aparentehente prolongando a
vida média do fator no meio de cultura. Nao ha efeito
sinergistico comparével da heparina sobre o bFGF, que entretanto
age como uma ‘“molécula transportadora'" deste fator, aumentando
grandemente seu raio de agdo (Burgess & Maciag, 1989; Baird &
Klagsbrun, 1991).

Os produtos de tradugdo prim&ria dos dois fatores de
crescimento n3oc s3o glicosilados nem tém peptideo sinal cléssico
para secregdoc, embora existam receptores de superficie celular
para estas proteinas (Burgess & Maciag, 1989; Thompson & cols.,
1991). Por outro lado, o aFGF tem sequéncia de translocagdo
nuclear (NYKKPKL - Figura 2) (Imamura & cols., 1990).

O bFGF manteve-se bem conservado atraves da evolugldo. Por

exemplo, o0s bFGFs bovino (b) e humano (h) diferem em somente 2



aminoacidos. Para transformar o bbFGF em hbFGF, basta mutar o
residuo 121 de serina para treonina e o residuo 137 de prolina
para serina (Abraham & cols., 1986a). 0 mesmo n3o ocorreu com O
aFGF; a forma bovina difere da bumana em 11 residuos

{Gospodarowicz & cols., 1987b).

1.4. Organizagdo dos genes

0 alto grau de homologia entre aFGF e bFGF sugere que eles
sejam derivados de um gene ancestral comum (Gospodarowicz &
cols., 1987b). Os genes dos FGFs foram clonados e as sequéncias
dos DNAs complementares (cDNAs) foram sintetizados: aFGF humano
por Jaye & cols. (1986), bFGF humano por Abraham & cols. (1986&b)
e Kurokawa & cols. (1987), e bFGF bovino por Abraham & cols.
(1986a).

As sequeéncias de aminoacidos preditas através dos cDNAs
coincidem com as estruturas determinadas pelas analises das
sequ@ncias das proteinas extraidas de tecidos (Burgess & Maciag,
1989).

As duas proteinas s3do codificadas por genes separados, cada
um deles representado no genoma por uma Unica copia (Jaye &
Cols., 1986; Abraham & cols., 1986a, 1986b) . A andlise da
localizag3do cromossomal demonstra que o gene para aFGBF  humano

esta no cromossomo S5 entre as bandas 5g31.3 e 5qg33.2 (Jaye &

cols., 1986), enquanto o gene para bFGF humano esta localizado no
cromossomo 4 (Mergia & cols., 19846) nmna banda 4g25 (Fukushima &
cols., 1990). Isto sugere gue atraveés do processo de duplicagdo

génica e diverg@ncia evolucionaria, as duas proteinas tornaram-se
produtos génicos separados (Gospodarowicz & cols., 1987b).

Ambos os genes contém trés exons separados por dois introns
relativamente grandes. 0O mapeamento por enzimas de restrigdo de
ambos ©0s gemes 1ndica gue seus tamanhos sdo malores gque 38 Kb
{Gospodarowicz & cols., 1987b; Burgess & Maciag, 1989).

Em wvarias culturas de células e tecidos, o gene de bFGF

transcreve duas especies de mRNAs poliadenilados de

10



aproximadamente 3,7 e 7,0 Kb. O gene de aFGF parece codificar

uma Unica espécie de mRNA de aproximadamente 4,6 Kb

(Gospodarowicz & cols., 1987b).

1.5. Expressdo dgs FGFs recombinantes

FGF recombinante tem sido expresso em células de mamifero
({Abraham & cols., 1986c; Kurokawa & cols., 1987; Rogelj & cols.,
1988; Sasada & cols., 1988; Blam & cols., 1988; Neufeld & cols.,
1988; Jave & cols., 1988; Prats & cols., 1989; Florkiewicz &
Sommer, 198%9); S. cerevisae (Barr & cols., 1988) e E. coli (Iwane
& cols., 1987; Jaye & cols., 1987; Linemeyer & cols., 1987; Barr
& cols., 1988; Squires & cols., 1988; Fox & cols., 1988; Knoerzer
& cols., 1989; Seno & cols., 1990; Watanabe & cols., 1990; Ke &
cols., 1990; Thompson & cols., 1991). Os protocolos de
express3do, assim como os objetivos, s3o variados.

E. coli tem sido o organismo preferido quando o objetivo & a
produg3do em larga escala das proteinas modificadas ou n3o por
engenharia genética, uma vez gue o0s FGFs s3o0 polipeptideos de
cadeia Unica, Nn3o s30 glicosilados e nao apresentam ligaghes
dissulfeto estaveis.

Os trabalhos descrevem, em geral, que os FGFs s3o produtos
de baixa (ou nenhuma) toxicidade e gue podem ser obtidos em
grande parte como proteinas soluvels intracelulares. A produgdo
em escala laboratorial varia com 0O sistema de expressao
utilizado, a forma molecular gque esta sendo expressa e com a
modificagdo da sequéncia génica codificadora nativa. 0Os melhores
resul tados obtidos (10-50 mg de FGF por litro de cultura
induzida) foram aqueles onde se utilizaram promotores fortes
(trp, T7 RNA polimerase), sequéncias lider altamente expressas
e/ou seguéncias génicas modificadas (Iwane & cols., 1987; Jaye &
cols., 1987; Squires & cols., 198B8; Watanabe & cols., 1990; Ke &
cols., 1990; Thompson & cols., 1991).



1.6. Objetivos

Atualmente, ha grande interesse em se estudar os mecanismos
de ag¥0 dos FGFs a nivel molecular assim como definir seus papéis
In vivo. Uma das metas do laboratorioc € estudar esses aspectos
através de proteinas modificadas por manipulagdo genética.

A primeira etapa, objetivo deste trabalho, foi o
desenvolvimento de sistemas adequados para a expressao de dois
componentes da familia dos FGFs: o bFGF bovino (bbFGF, pl 9-10) e
o aFGF humano (haFGF, pl S5-6), através de técnicas de DNA
recombinante. Essa proposigd3o foi subdividida em trés fases: (1)
construgdo dos vetores de expressdc contendo as sequ@ncias
génicas adequadas; (2) produgdo de FGF em escala laboratorial e
(3) purificagdo e caracterizag3o0 quimica e biolédgica dos produtos

obtidos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Vetores - (1) pJC3-5 - contém um fragmento de 475 pares de
bases (bp), incluindo a regido Qque codifica para o haFGF,
inserido nos sitios de Ncol e EcoRl do plasmideo pBR329
(Covarrubias, & Bolivar, 1982). A sequéncia deste fragmento
corresponde aquela descrita por Jaye & cols. (1986), com as
seguintes modificagdes: (a) alteragdo em um sitio de Ncol sem
afetar os codons; (b) o codon de terminagdo foi trocado de TAA
para TGA e (c) dois novos sitios de clivagem para as enzimas
HindIII e EcoRI foram adicionados em seguida ao codon de
terminagdo; (2) pdJi1i-1 - contéem um fragmento de 1,4 Kilobases
(Kb) constituido pelo cDNA do gene de bbFGF, cuja sequéncia foi
descrita anteriormente (Abraham & cols., 1986a). Este fragmento
estd inserido no sitio de EcoRI do plasmideo pBR322Z (Bolivar &
cols., 1977). Estes dois plasmideos foram cedidos pela Dra. J.
A. Abraham (California Biotechnology, Inc., CA, USA). Um esquema
dos fragmentos contidos nos plasmideos pJdJdli-1 e pJdC3-5 esta
mostrado na Figura 3; (3) pKK233-2 (Pharmacia LKB Biotechnology)
- plasmideo de expressd3o onde as sequ@éncias geénicas ficam sob
controle do promotor +trc (Amann & Brosius, 1985) - Figura 4.a.;

(4) pET-3d (cedido pelo Dr. Fernando de Castro Reinach com a

autorizagdo do Dr. F. W. Studier - Brookhaven Natiomal Lab., NY,
USA) — um dos vetores pPET (plasmideo para Express3do pela T7 RNA
pol imerase; Studier & cols., 1990) - Figura 4.b.; (3) pUC19

(Yanisch-Perron & cols., 1985) cedido pela Dra. Martha H. Sonobe.
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(a) pJC3-S (haFGF)
N H E
L 3 $ 3 s
468bp
pBR329 } —i pBR329
regi3do codificadora (r.c.)
{b) pdJd11-1 (bbFGF)
E N S N E
5. i ) ) ) 3 .
467bp
pBR322 } pBR322
r.ce.
Figqura 3. Esgquema dos fragmentos de DNA de haFGF e de bbFGF
inseridos em pJC3-5 e pJJli-1 respectivamente. (a) pdJC3-S5 -
haFGF+pBR32%9 e (b) pJJll-1 — bbFGF+pBR322. N (Ncol); H (HindIII);
E (EcoRI); S (Sau3ARl)
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Ncol Pst! Hindtti

Hindl | ECORV Bam|

pKK233-2

Figura . Plasmideos de expressao utilizados. (a) pKK233-2 -
vetor do tipo ATGE (Amann & Brosius, - 1985) derivado de pBR322.
Elementos principais: (1) Pere -— promotor hibrido entre os
promotores trp e lac; (2) RBS, sitio de ligag3do ao ribossomoc do
gene lac Z7; (3) MCS - sitioco multiploc de clomnagem; (4) rrnB -
terminador de transcrigdo; (S) Amp™ - gene gue confere
resisténcia a ampicilina. (b) pET-3d - wum dos vetores pET
(Studier & cols., 1990). Principais elementos: (1) Amp - confere
resist@ncia a ampicilina; (2) $10-510 - contém um promotor para a
T7 RNA polimerase derivado do promotor ¢lO ligado & regi3o de
iniciag3doc da tradugdo da proteina do gene 10; (3) "ATG cloning
site” {Ncol); (4) "fusion cloning site"” (BamHI) (5) T¢ -
terminador de transcrigdo.
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2.2. Hospedeiros - (1) E. coli cepa HB10l1l - usada como recipiente

em transformag3o e para preparagbes em larga escala de plasmideos
{Maniatis & cols., 1982); (2) E. goli K12 cepa IJM105S - usada como
recipiente em transformagdo por pKK233-2 e pUC19 (Yanisch-Perron
& cols., 1985); (3) E. coli K12 cepa HMS174 (F— recA r-—
kizM w1 a2R1If™) - usada como hospedeiro para clonagem inicial do
DNA de interesse em vetores pET e para manutengdo dos plasmideos
(Studier & cols., 1990); (4) E. coli B cepa BL21 (F~ ompTr=msm™pm)
- usada como hospedeiro de expressdo, apresenta a vantagem de ser
uma cepa B, que & deficiente na protease lon. Também n3do tem
ompT, protease de membrana externa que pode degradar proteinas

durante a purificagao (Studier & cols., 1990).

2.3. Transformagdo de E. colli com DNA plasmidial
(Mandel & Higa, 1970)

Culturas de E. coli foram preparadas em meio LB (Luria-
Bertani) até atingir Aeee = 0,3. As células foram coletadas por
centrifugagao (15 minutos, 5.000 rpm, 4= C), incubadas em 10 ml

de acetato de sbobdio 10 mM pH 6,5 contendo CaCl= ©O,1 M (30
minutos, b= E) e novamente centrifugadas. Os precipitados
resul tantes foram ressuspensos separadamente, em solugdo de
acetato de s&dio/CaClz contendo 20% de glicerol. Aligquotas de 1
ml contendo as bactérias competentes foram congeladas em N=
liguido e armazenadas a -—-70= C. Para a transformagi3o, as
bactérias foram descongeladas em banho de gelo por
aproximadamente 30 minutos.

Para cada transformagdo tomou-se cerca de 300 ng de
plasmideos e misturou-se com 200 wul da suspens3doc de bacteérias
competentes em um tubo gue foi incubado sucessivamente em banho
de gelo (20 minutos), a 372 C (5 minutos) e em banmho de gelo (10
minutos). A seguir se adicionou 1,C ml de meio LB aos tubos
(suspensac 1) e a incubagdo prossegulu a 37 (C por mais 30

minutos.
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Todas as bactérias wuwutilizadas sofreram o© mesmo processo de
transformagao, com excegado de E. coli JM105 gue antes de ser
cultivada para tornd-la competente foi ressuspensa em meio LB,
incubada por uma noite a 37 C, depois plagueada em meio minimo
M—9 contendo 1 ug ml—* de tiamina e 25 ug ml~* de estreptomicina,
e novamente incubada por uma noite a 37° C. Este tratamento foi
realizado para assegurar a retengd3o de F’ epissomal qgue &
necessario para a infecgdo pelo fago M13 e a complementag3do da B-
galactosidase (triagem azul/branca) (Yanisch-Perron & cols.,

1985).

2.4, Extragdo de DNA plasmidial

Colénias crescidas em placas LBA (meio LB contendo 1,5% de
adgar e antibibtico) foram inoculadas isoladamente em meio liquido
LBA (7 ml) e incubadas por uma noite (37 C, sob agitag3o). Os

inGculos gerados foram transferidos para frascos contendo 400 ml

de meio LBA e incubados por uma noite (37 C, sob agitag3o). As
bactérias foram coletadas por centrifugagdo (4.000 rpm, 10
minutos, 4= C), ressuspensas e lavadas por centrifugag3o com 6 ml

de tamp3o GET gelado (Glicose S50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCl 25 mM
pH 8,0). Os precipitados finais foram ressuspensos em tampa3oc GET
gelado (4 ml, 0= C), tratados com lisozima (1 ml de solugdo 25 mg
ml—* em tamp3oc GET) por 5 minutos a temperatura ambiente e depois
mantidos em gelo. A seguir, adicionou-se lentamente e sob
agitagado 10 ml da solugd3o de lise (NaOH 0,2 N/SDS 1%) incubando-
se por 10 minutos (0= C(C); seguiu—-se a adigao de acetato de

potassio 3 M pH 4,8 gelado e nova 1ncubagdo (0= C, 10 minutos)

apos O gue as suspensties foram centrifugadas (15.000 rpm, 20
minutos, 4= C). Ao sobrenadante adicionou-se entdo 0,6 volume de
isopropanol incubando-se por cerca de 2 horas a 22 C. Os
precipitados foram coletados por centrifugagao (25 minutos,

12.000 rpm, 4= () e dissolvidos em 3 ml de TE pH B,0 autoclavado
previamente (TE=Tris-HC1 10 mM/EDTA 1ImM pH B,0). As suspensbes

resultantes foram tratadas com RNase A (tipo I - A, Sigma
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Chemical Co.; 5 ul de solug3o 10 mg ml—! em acetato de sadio 0,1
M, EDTA 0,3 M pH 4,8, pré-aguecida a BO= C por 10 minutos), por
uma noite a 372 C e logo apos com proteinase K (Merck; 5 ul da
suspens3o 20 mg ml~* em 4&gua) por 5 horas a 37° C. As solugdes
foram desproteinizadas com igual volume de fenol—-clorofdrmio
(mistura 1:1, 2 vezes), coletando-se a fase aquosa apos
centrifugagdo. As solugbes finais (cerca de 3 ml cada uma)
adicionou-se NaCl 5 M para concentragao final de 0,2 M e o DNA
foi precipitado com etanol (6,5 ml, -20= C(C, 12 horas). Os
precipitados foram lavados com etanol 80%, coletados por

centrifugagdo 2 finalmente secos sob vacuo.

2.5. Purificagd3o do DNA plasmidial em CsCl

CsCl1 (1 g ml—21, concentragdo final) foi adicionado as
preparagdes de DNA (3 ml cada ). As soluglhes resultantes foram
transferidas para tubos de polial®mero (Beckman). A cada tubo se
adicionou 0,3 ml de brometo de etidio (40 mg ml—* em &agua). Os
tubos foram equilibrados e centrifugados (65.000 rpm, 14 horas,
20= (C, rotor VTI-8B0). As bandas correspondentes aos DNAs
plasmidiais foram identificadas iluminando~-se o©os tubos com
lampada de luz ultra-violeta (UV5-12) e coletadas furando-se os
tubos com agulhas (30X7) conectadas em seringas de 1 ml (Maniatis
& cols., 1982). Os DNAs coletados (cerca de 1 ml para cada
preparag3o) foram lavados com &lcool isoamilico (1-2 ml cada vez)
até extragdo total do brometo de etidio. Posteriormente as
solugdes aguosas foram dialisadas contra 4&agua bidestilada (3,5
litros, 2 vezes, 10 horas) e TE (3,5 litros, 2 vezes, 8 horas) em
camara fria. Finalmente os DNAs foram precipitados com 3 volumes

de etanol (48 horas, —-20= C(C), lavados uma vez por centrifugagao

com etanol B80% e solubilizados em 0,2 X TE.
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2.6. Mini-preparagles de plasmideos
{Holmes & Quigley, 1981)

Uma colonia de bactérias transformadas foi inoculada em 10
ml de meio LBA (ampicilina 50 ug ml—%), incubada por uma noite,
sob agitagdo a 3I7° C, esfriada a 4° C e centrifugada a 7.000 rpm
por S minutos. 0 sobrenadante foi removido e o precipitado
ressuspenso em 700 ul de tamp3o STET (Tris-HCl1 SO mM pH 8,0; EDTA
50 mM pH 8,0; Sacarose B%; Triton X-100 5%). A suspensdo foi
transferida para outro tubo "Eppendorf" e lisozima foi adicionada
(5 ul da solugdo a 5 mg ml~™* em glicose 50 mM; Tris—-HC1 SO0 mM pH
8,0; EDTA 10 mM pH 8,0 recém—preparada). 0 tubo foi ent¥o
incubado por 90 segundos em banho de 4gua fervente e centrifugado
a 12.000 g por 20 minutos & temperatura ambiente; o sobrenadante
foil transferido para outro tubo. Adicionaram—-se 5 ul de RNase A
(acima mencionada) e 1ncubou-se & temperatura ambiente por 15
minutos. A amostra foi desproteinizada por duas vezes, uma com a
mistura fenol-cloroformio (1:1) e outra com cloroféormio. A fase
aguosa resultante, adicionou-se 0,2 volume de acetato de amOnio
10 M e 2 volumes de etanol 100% a 4= C. A amostra foi incubada a
-20= (C por 12 horas; centrifugou—-se a 12.000 g por 20 minutos &
temperatura ambiente, e o0 precipitado de DNA foi lavado com

etanocl B07, seco sob vacuo e ressuspenso em 50 ul de &gua.

2.7. Eletroforese em gel de agarose

As preparagties de DNAs plasmidiais foram analisadas por
eletroforese em mini-—gel (5,3 cm X 7,5 cm) ou em gel (11 cm X 13
cm) de agarose preparados a partir de agarose 1% dissolvida em
tamp3do 0,5 X TBE (ou 1 X TBE) (1 X = Tris-borato 0,089 M; &acido
bobrico 0,089 M; EDTA 0,002 M pH B8,0), contendo brometo de etidio
{0,5 wuwug ml-*+; Maniatis & cols., 1982). DNAs de fago A digeridos
com BstEII foram utilizados como padra3c. As eletroforeses foram

realizadas em tampaoc ©0,5 X TBE (ou 1 X TBE), a 60 V; 40 mA, &
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temperatura ambiente. As corridas foram seguidas pela migragao
dos corantes azul de bromofenol e xilenocianol.
As bandas de DNA foram visualizadas por trans—iluminag3do com

lampada UV e fotografadas usando filme Copex Pan (Kodak).

2.8. Recuperagdo de fragmentos de DNA através de eletroforese
sobre membrana de DEAE-celulose (Sambrook & cols., 1989)

Uma quantidade de DNA que originava pelo menos 100 ng do
fragmentoc de interesse foi digerida e separada por eletroforese
em gel de agarose 14 (8,5 cm X 13,0 cm) contendo 0,5 ug ml~—1 de
brometo de etidio. A banda de interesse fol ent3o localizada com
o auxilio de uma lampada UV (UVS-12 MINERALIGHT™). Uma incisao
no gel em fremnte & banda foi feita, usando—-se uma la8mina. A
membrana de DEAE-celulose {(Schleicher & Schull NA-495), tratada
previamente com EDTA 10 mM pH B,0, NaOH 0,53 N e lavada com agua
esteril, fol inserida com auxilio de uma pinga. A eletroforese

foi reiniciada (5 V cm~™*) até gue a banda do DNA tivesse migrado

sobre a membrana. A progressdo da banda foi monitorada com o
auxilio da lampada UV. A membrana fol retirada do gel e lavada
rapidamente com S5-10 ml de tamp3o de lavagem de baixa

concentragado salina (Tris—HC1 50 mM pH 8,0; Nall 0,15 M; EDTA 10

mM pH 8,0) a tempersatura ambiente (este tratamento remove parte
da agarose da membrana). A membrana fol entdo transferida para
um tubo "Eppendorf'. Tamp3o de eluigdo de concentragdo salina

alta (Tris—HC1 50 mM pH 8,0; NaCl 1 M; EDTA 10 mM pH 8,0) foi
adicionado até cobrir completamente a membrana. Esta foi

cuidadosamente dobrada dentro do tubo, gue foi fechado e inmcubado

a 65 C por 30 minutos. 0 ligquido foi transferido para um outro
tubo e a membrana foi incubada (659 C, 15 minutos) com  uma
segunda aliguota de tampd3o de eluigdo. As duas aliquotas foram

reunidas e tratadas uma vez com fencl-cloroformio (mistura 1:1);
a fase aguosa foi transferidsa para outro tubo, adicionando-se 0,2
volume de acetato de amGnio 10 M e 2 volumes de etancl gelado.

Incubou—-se a mistura por 1 hora a -70° C e recuperou-se o DNA por



centrifugago (12.000 g; 20 minutos) em camara fria.
Cuidadosamente, o precipitado de DNA foi lavado com etanol 807%

gelado, seco sob vacuo e dissolvido em 5 ul de &agua.

2.9. Reagdoc de ligase

Os DNAs do vetor e do fragmento (ver 2.12) foram
adicicganados a um tubo esteril. O volume final foi completado
para 8 ul com agua. A mistura foi incubada a 45 C por 5
minutos, para fundir formas reaneladas que eventualmente tenham
se formado, e resfriada a 0O° C. Adicionou-se a seguir 1 ul de
tampdo de enzima 10 vezes concentrado (Maniatis & cols., 1982),
mais 1 ul da enzima T4 DNA ligase (1.000 U ml—1), A reagao

prosseguiu por uma noite & temperatura ambiente.

2.10. Dessalinizagdo de oligonucleotideos sintéticos: cromatogra-—
fia de gel-filtragd3do em coluna de Sephadex G-25 DNA

Quatro oligonucleotideos, com cerca de 30 bases cada um,

foram sintetizados por Wilton J. R. Lima no laboratétrio do Dr.
Hamza El-Dorry. Estes nucleotideos, correspondiam a extremidade
S° da regi¥doc codificadora de bbFGF, foram usados para substituir

cerca de 60 pares de bases do cDNA nativo.

Houve necessidade de dessalinizar os oligonucleotideos.
Estes ent3dno foram ressuspensos isoladamente em 400 ul de &gua
Milli-Q e adicionados em colunas contendo resina Sephadex G25-DNA
fina (Pharmacia LKB Biotechnology, 1,1 cm X 4,3 cm - 5,0 ml),
previamente autoclavada e equilibrada com agua Milli-Q. A
seguir, as colunas foram lavadas 10 vezes com 400 wul de &agua
Milli-Q por vez, coletando—-se todas as amostras eluidss em cada
lavagem. Os oligonucleotideos foram eluidos nas lavagens de neo=
6 e 7.

Todo O processo de dessalinizagloc foi realizado a

temperatura ambiente.



(a)

N 5 3° H
ATGGCCGCCGGGAGCATCACCACGCTGCCAGECCTGCCGGAGGACGGLGGCAGLGGBLEG
GGTACLGGCGGCCCTCGTAGTGGTGCGACGGTCGGGACGGCCTCCTGCCGCCGTCGOLGLEGA
3 5

(b)
oligonucleotideo 1
P N l
ik TCGACOCATGGCTGCTGETTCTATCACTACTET B
= ACGTCAGCTGGTA ?ACGACCAAGATAGTGA o
oligonucleotideo 3
oligonucleotideo 2
| H
St CAGCTCTGCCAGAAGACGGTGGTTCTGGEEGE] 3
S AGACGGTCGAGACGGTCTTCTGCCACCAAGA 5
oligonucleotideo 4
FilguiEes: Sq (A&) Extremidade 5° da regido codificadora nativa de
bbFGF que foi substituida pelos 4 oligonucleotideos sintéticos;
(b) Desenho dos 4 oligonucleotideos gque foram sintetizados parasa

substituir a extremidade 5’ da regido codificadora nativa de
bbFGF. P (Pstl); N (Ncol); H (Haell)
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2.11. Hibridizag¥o e fosforilag3do dos oligonuycleotideos

Como mostra a Figura 5.b, houve necessidade de hibridizar o
oligonucleotideo 1 com © 3 e o 2 com o0 4, para substituir a
extremidade 5° da regi3do codificadora nativa do bbFGF (Figura
S.a). Para tanto, foram misturadas quantidades equimolares dos
oligonucleotideos correspondentes (120 uM), gue foram aquecidas a
80 C num becker e esfriadas até a temperatura ambiente. Estes
fragmentos de DNA de dupla fita assim formado foram denominados
oligonucleotidec (1+3) e oligonucleotideo (2+4). Em uma das
extremidades do oligonucleotideo (1+3) formou-se um sitio de
restrig3o para Pstl; a outra é coésiva com uma das extremidades
do oligonucleotideo (2+4). Uma das extremidades do
oligonucleotideo (2+4) tem um sitio de clivagem para Haell
(Figura 5S.b).

Apds a hibridizag3do, as extremidades S5’ das duplas fitas
formadas foram fosforiladas. Adicionaram-se, respectivamente, a
tubos estéreis: 2 ul de aligonucleotideos (120 pmols), 2 ul de
tamp3o gquinase 10 X concentrado, 1 ul de DTT 100 mM, 1 ul de ATP
10 mM, 12 wul de agua bidestilada, 1 ul de polinucleotideoguinase
(Biolabs) 10U wl—2, A reagso ocorreu a 372 C por 1 hora. A

enzima fol ent3po inativada (65°C, 10 minutos) (Carter, 1987).

2.12. Estratégias utilizadas para subclonagens

2.12.1. Subclonagem de haFGF em pKK233-2

(1) o fragmento de DNA de haFGF (468 bp), retirado de pJC3-5
(Figura 3.a) através de digest3d3o com Ncol e HindIII, foil
recuperado conforme descrito em 2.8; (2) o vetor pKK233-2 foi
também digerido com as mesmas enzimas; (3) o fragmento de haFGF e

o vetor pKK233-2, digeridos com Ncol e HindIII, foram ligados
atraves de suas extremidades coesivas com a enzima 14 DNA ligase,

conforme descrito em 2.9.
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A proporgd3o vetor:inserto utilizada nesta subclonagem foi de

1:10. Na proporg3o usualmente recomendada (1 de vetor:l de
fragmento) n3o foram obtidos transformantes (Sambrook & cols.,
1989).

2.12.2. Subclonagem de haFGF em pET-3d

(1) igual item (1) de 2.12.1; (Z2) o vetor pET-3d foi digerido com
Ncol e HindlIIl, liberando um fragmento de tamanho (PM) semelhante
ao do inserto (haFGF) (Figura 6); (3) o "vetor" pET-3d (Ncol-
HindIII) foi isolado do fragmento menor, conforme descrito em
2.8; (4) o fragmento de haFGF e o "vetor" pET-3d foram ligados
através de suas extremidades coesivas tom a enzima T4 DNA ligase,
conforme mostrado em 2.9.

As proporgdes vetor:inserto utilizadas nesta reagdo de

ligagdo foram: (a) 1:1; (b) 1:3; e (c) 1l:5 (Tabela V).

&— "vetor" pET-3d que foi
recuperado

Figura &. Eletroforese de pET-3d e do fragmento de haFGF apos
digestao com Ncol-HindIII. Pogo 1 — haFGF (Ncol-HindIIll); Pogo 2
- pET-3d (Ncol-HindIII). Foi aplicado 1 ul de cada amostra.
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2.12.3. Subclonagem de bbFGF em pET-3d

{1) O fragmento de DNA de bbFGF de 1,4 Kb (Figura 7), retirado de
pJJ11-1 atraves de digestdo com EcoRI, foi recuperado conforme
descrito em 2.8 - fragmento EcoRI-EcoRl; (2) Este fragmento foi
digerido com Haell, recuperando-se o fragmento de 1,2 Kb pelo
mesmo método - fragmento Haell-EcoRI; o fragmento Ncol-Haell
(Figura 7) foi substituido pelos oligonucleotideos (1+3) e (2+4)
do 4item 2.11 (Figura 5.b)js (3) 0 vetor pUC19? foi digerido com
Pstl e EcoRI; (4) A reagdo de ligase foi realizada juntando-se o
fragmento HaelI-EcoR1 (7,6 pmols), o oligonucleotideo (1+3)
fosforilado (7,8 pmols}, ©0 oligonucleotideo (2+4) fosforilado
(7,8 pmols) e o pUC1? digerido com Pstl e EcoRI (2,8 pmols).
Estes foram ligados atraves de suas extremidades coesivas com a
enzima T4 DNA ligése, conforme mostrado em 2.9; (5) 0 novo
plasmideo assim formado (pUC19+bbFGFmodif. - denominado pAUXB-1)
foi digerido com Ncol liberando um fragmento de aproximadamente
1,0 Kb - fragmento Ncol-Ncol, que foi recuperado pelo método
acima mencionado; (&) Este fragmento foi digerido com Sau3Al,
gerando 3 fragmentos: fragmento Ncol-Sau3Al (466 bp) contendo a
sequéncia codificadora; fragmento Sau3Al-Sau3Al (19 bp) e
fragmento Sau3Al-Ncol (561 bp); (7) 0O vetor pET-3d foi digerido
com Ncol e BamHI ; (8) A reagaoc de ligase foi realizada
misturando-se os fragmentos gerados em (&) com o vetor pET-3d (da
etapa 7). Um esquema desta subclonagem esta mostrado na Figura
8.

As proporgdies vetor:inserto utilizadas nesta reagdo de
ligagdo foram: (a) 1:13 (b)) 1:3; e (c) 1:5.

0 bbFGFmodif. foi subclonado em pUC19 para posterior

sequenciamento da porgdo de DNA modificada.
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1 103 162 569 588 1148 1400
59 bp
e}
466 bp
407 bp 561 bp
1,2 Kb

P 5

Fiqura 7. Principais sitios de restrigao do cDNA nativo de bbFGF.
Fragmento N-H (39 bp) — porgdo gue foi substituida pelo DNA
sintético (confira Figura 8):; Fragmento N-5 (466

bp) - regido
codificadora. E (EcoRI); N (Ncol); H (Haell); S

(Sau3nl).



E E
) : S
pJJii-1
JECDRI
F 1,4 Kb F
Fragmento E-E
Haell
Kb
F 1,2 F
Fragmento H-E
P N H H N E E <]
LK ) ¢ + ) $ ‘+ i Neevieseennvracas $
Fr.N-H Fragmento H-E pUC19
sintético
JT4 DNA ligase
s 4 &5
e 2 PAUXB-1
pUC19 bbFGFmodif. pUC19
lNcoI
N 1,0 Kb N
4 $
Fragmento N-N
lSau3AI
N S S S § N B N
(‘ ‘ + ‘._‘ -+ 4 ‘) -+ $ avas snaerncesansons $
r.c pET-3d
lT4 DNA ligase
g0
pJEB-1
r.c.
Figura . Esquema de subclonagem de bbFGF em pET-3d. Os sitios de
restrig3o de BamHI e de Sau3Al sd3do coesivos. E  (EcoRI),
(Haell}, P (Pstl), N (Ncol), S (Sau3AIl), B (BamHI), r.c. (regi3o

codificadora).
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2.13. Sequenciamento de DNA

0 sequenciamento de DNA foi realizado peloc método de
terminagdo de cadeia por dideoxinucleotideo (Sanger & cols.,
1977).

Utilizando o vetor pAUXB-1, a extremidade 5° da regido
codificadora do cDNA modificado de bbFGF foi sequenciada
utilizando-se o plasmideo dupla fita. Primeiramente, o© DNA

plasmidial foi desnaturado conforme Lim & Pene (1988) e a seguir
procedeu-se de acordo com o protocolo descrito no catalogo que

acompanha o "T7 Sequencing Kit" (Pharmacia LKB Biotechnology).

2.14. Eletroforese de seguenciamento de DNA

0 gel foi montado em sistema de sequenciamento Bio—Rad SEG-

GEN, conforme especificaglies do fabricante. Para cada gel de 50

cm X 20 cm foram wutilizados 50 ml de gel desnaturante (5% de
mistura acrilamida—bisacrilamida (19:1), 1 X TBE e 21 g de
uréia).

As placas foram fixadas utilizando espagadores com espessura
variando de 0,20 mm a 0,75 mm (do topo para a base do gel).

0 gel foi colocado entre as placas presas e estas foram
deixadas na posigdo horizontal por 45 minutos para polimerizagiao.
Apts este periodo, o gel foi submetido a uma pré-corrida de 1
hora na pot@ncia de 40 W e a 350 (. Amostras de 2 ul de cada
reagd3o foram ent3do aplicadas e a eletroforese prosseguiu por 2
horas nas mesmas condigles da prée-corrida. 0O gel aderido a uma
das placas fo1i entdo fixado em solugao de acido
acético:metanol :agua (1:1:8) por 20 minutos a temperatura
ambiente, transferido para papel IMM e coberto com uma pelicula
de pléastico para secagem sob vacuo a B80= C. Depois de seco, O

gel foi exposto contra filme de raio X (Kodak X-Omat).
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2.15. SDS-PAGE
(Laemmli, 1970)

A eletroforese fol realizada num gel de separagaoc 157% T e
2,677 C, de 5,0 cm de comprimento, a 20 mA e 45 V, por
aproximadamente 2,5 horas a temperatura ambiente. 0 gel de
empilhamentoc utilizado (1,0 cm de comprimento) tinha a composigdo

de 32 T e 2,67% C.

2.16. Western—-Blotting

A transferéncia das fragbes proteicas do gel de
poliacrilamida-SDS para a membrana de nitrocelulose (Schleicher &
Schull BABS 0,45 um) foi feita por aproximadamente 14 horas a 60
mA em camara fria, em tampao de transferéncia (Tris—Base 10 mM,
Glicimna 150 mM, Metanol 20%). Logo apbs a transferéncia, a
membrana com as fragles proteicas foli corada com Ponceau S 0,17
em acido acético 107 e fotografada.

A reagdo com anticorpos anti—aFGF foi feita como descrita
abaixo: (1) Os sitios inespecificos foram blogueados, incubando-

se a membrana com 0,3% de gelatina (Colagemnc Tipo II de pele de

porco - Sigma) em PBSA sob agitagao (2 horas, temperatura
ambiente}; (2) 0O antisoro (anti-aFGF VY-34-A - doado pelo Dr. W.
McKeehan - W. Alton Jones Cell Science Center, N.Y., USA) diluido

a 1:250 (em PBSA; gelatina 0,3%) foi incubado por uma noite a 4°
C e depois por 1 hora a temperatura ambiente; (3) Lavou-se com a

solugdoc de lavagem {gelatina 0,3%, Tween 20 (Riedel) 0,05%Z em

PBSA) a temperatura ambiente, sob agitag3o, por 1 hora (4 trocas
de solugao); (4) Incubou—-se com o conjugado fosfatase alcalina-
1gG ("Anti-rabbit IgB", Sigma n= 8025S) diluido em Tris-HC1l 100 mM

pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCl=z 5 mM (solug3do diluente) por 1 hora,

sob agitagao a temperatura ambiente; (3) Lavou—-se com a solugdo
de lavagem descrita acima por 1 hora (4 trocas, sob agitagao).
Para a revelagdo, a solugdo de lavagem fol removida totalmente,

lavou—-se novamente com a solugdo diluente e entdo adicionaram—se
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33 ul de BCIP (5-Bromo—4-Cloro-3-Indolil-Fosfato) 30 mg ml—* e &6
ul de NBT (Nitroblue Tetrazolium) 50 mg ml™* em 10 ml de
diluente. A reagdo positive originou bandas de cor azul-violeta
apbs 10 minutos de incubagdo; (&) Finalmente a reagdo foi

interrompida, lavando—-se varias vezes com agua.

2.17. Sigtema de express3do usando vetor pKK
(Amann & Brosius, 1985)

Estes vetores tém promotores de fusdo trp-lac (trc)
fortemente regulados e o0 sitio de ligagdo ao ribossomo (RBS) de
lacZ seguido do codon de iniciag3do de tradugdc ATG, onde comega oO
sitio mltiplo de clonagem (MCS) (Figura 4.a).

0 promotor trc tem espagamento de 17 pares de bases entre a
regidio -35 de trp e a regiso —-10 de lactV3. 0O codon de iniciag3o
de tradugd3o ATG esta localizado em um Gunico sitio de restrigdo
Ncol. A regido de clonagem & seguida por terminadores de
transcrigdo rrnB.

Estes vetores podem ser utilizados em varios casos: (1)
diretamente para gene em que o sitio Ncol coincide com seu codon
de iniciagdo; (2) por ligag3o abrupta de fragmentos onde o sitio
Ncol do vetor foli preenchidos {3) correg3o da fase de traduglo
por adigdo de ligantes Ncol de tamanho apropriadoj (4) inserg3o

de cDNA.

Z2.18. Sistema de expressido usando vetor pET
(Studier & cols., 1990)

A RNA polimerase do bacteritfago T7 &€ bem seletiva para
promotores especificos gue raramente s3o encontrados em DNAs n3o
relacionados ao DNA de T7. Sinals de terminag3o s3c também
raros, de modo gque a T7 RNA polimerase transcreve completa e
eficientemente a maioria dos DNAs que e colocada sob controle do
promotor T7. A T7 RNA polimerase € uma enzima muito ativa e

alonga as cadeias cerca de cinco vezes mails rapidamente do gque a
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RNA polimerase de E. cpli. Em alguns casos, a transcrig3o pela
T7 RNA polimerase ¢é t3o intensa que a RNA polimerase bacteriana
aparentemente n3do consegue competir. Sob circunst@ncias
favoraveis, os recursos da célula s3o dirigidos quase que
inteiramente para a produgdo de RNAs a partir de promotores
reconhecidos pela T7 RNA polimerase. Este sistema & capaz de
expressar uma grande variedade de DNAs tanto de origem
procaridtica como eucaridtica.

A bactéria E. coli BLZ21(DE3) ¢ lisog@nica para o fago DE3
(derivado de A ). Além da regido de imunidade, ele carrega um
fragmento de DNA contendo o gene lacl, o promotor laclUVs, o
comego do gene lacZ e o gene para a T7 RNA polimerase. Este
fragmento estd inserido no gene int. Em E. coli BLZ21(DE3) o
promotor lacUVS, induzivel por IPTG (Isopropil B-D-
tiogalactosideo - Sigma), controla a transcrigdo do gene da T7
RNA polimerase que, por sua vez, transcreve o DNA de interesse
inserido nos plasmideos de expressado pET que s3o usados para
transformar esta bactéria. Tais vetores foram construidos a
partir de pBR322 onde o promotor 77 foi inserido no sitio BamHI
em sentido anti—-horario, oposto ao do promotor tet. Conferem
resisténcia & ampicilina (Figura 4.b). Os vetores pET permitem
expressar tanto o haFGF como o bbFGF a partir do ATG inicial,
presente no cDNA, ou ent3o como uma pequena proteina de fusi3o. A

primeira alternativa fol a escolhida para ambas proteinas.

2.19. Indugdo da expressdo de proteinses em E. coli

2.19.1. Indugd3o da expressdo de hafFGF utilizandoc pKK233-2

Uma cultura de E. coli JMI1I0OS transformada com o vetor
contendo o inserto de haFGF foi incubada em meio LBA (ampicilina
100 ug ml=*) a 37= C com agitagao até a fase "midi-10g" (Aece =
0,3-0,4). IPTG foi ent3o adicionado para concentragdo final de 1
mM e a suspens3o foil incubada por mais 4 horas, a 3I7° C com

agitagdoc (Sambrook & cols., 1989).
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2.19.2. Induc3o da expressdo de haFGF e bbFGF utilizando pET-3d

A cultura de E. coli BL21(DE3J) transformada com seu
respectivo vetor foi incubada em meio LBA (ampicilina 50 ug ml—1)
a 37 C, sob agitagaa, até gque a ARsaco atingisse valores entre 0,7
e 1,0. IPTG foi adicionado para concentragdo final de 0,4 mM e a

incubag3o prosseguiu por mais 3 horas (Studier & cols., 1990).

2.20. Preparagd3o das amostras de proteinas

2.20.1. Mini-preparaches de proteinas

Para a verificagao inicial do nivel de expressa3o da proteina
partiu-se de S ml de cultura bacteriana. Antes da indugdo
removeu—se 1 ml de cultura para um tubo "Eppendorf" gque foi
novamente incubado por mais 4 horas (pKK233-2) ou 3 horas (pET-
3d). Centrifugou-se ent3do por 1 minuto a 12.000 g. 0O sobrenadante
foi removido por aspiragado e o precipitado, ressuspenso em 100 ul
de tampdo de amostra para SDS-PAGE (seg. Laemmli)}, foi aguecido
por 3 minutos em banho-maria fervente e centrifugado novamente
(12.000 g por 1 minuto a temperatura ambiente). Esta amostra foi
usada como controle n3o 1nduzido. Aos 4 ml restantes da
suspensdo bacteriana IPTG foi adicionado conforme descrito em
2.19. Ao final do periodo de incubagdo (4 horas para pKK23I3-2 e
3 horas para pET-3d), procedeu—-se como descrito acima para o
controle n3o induzido, removendo-se 1 ml de cultura bacteriana
induzida para outro tubo "Eppendorf" {Sambrook & cols., 1989;
Studier & cols., 1990).

Antes de ser aplicada no gel de poliacrilamida-SDS, a

-

amostra foli mnovamente aguecida > minutos, banho—-maria fervente).
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2.20.2. Preparagdo das amostras de proteinas em larga escala
utilizando vetor pET-3d

Partiu-se de 3-5 litros de cultura bacteriana, a qual foi
tratada conforme descrito em 2.19.2. As bactérias foram
coletadas por centrifugag3¥o (7.000 rpm, 10 minutos, 4° C) e os

precipitados bacterianos foram ressuspensos em tamp3o fosfato
(TF) 10 mM pH 7,2 contendo 5 mM de EDTA (20 ml para cada litro de
cultura bacteriana induzida) e congelados por uma noite a -70= C.
A seguir, as bactérias foram descongeladas e mantidas a 4° (3
apas a adigdo de PMSF {Phenylmethane Sulfonyl Fluoride,
concentragdo final 500 nM) foram rompidas numa "French Press" (4
passagens a 16.000 psi). A suspens3do resultante foi centrifugada
a 15.000 rpm por 30 minutos, o sobrenadante foi coletado e o
precipitado reextraido com TF 10 mM pH 7,2 contendo NaCl 2,5 M.
Os dois sobrenadantes foram reunidos e a concentragdo final de
NaCl fol ajustada para aproximadamente 0,5 M com a adigdo de TF

10 M pH 7,2. 0O precipitado final foi descartado.

2.21. Cromatografia de afinidade em coluna de Heparina-Sepharose

(HS)
O material spluvel obtido conforme descrito acima foi
adicionado, com o auxilio de bombs peristaltica, a uma coluna de

Heparina—-Sepharose CL-6B (Pharmacia, 2,5 cm X 4,0 cm) previamente
equilibrada (TF 16 mM pH 7,2 / Nall 0,5 M para haFGF e TF 10 mM
pH 7,2 / NaCl 0,6 M para bbFGF).

Para haFGF, = eluigdo foi realizada segundo duas
metodologias: (1) gradiente de NalCl por etapas - a coluna foi
inicialmente eluida com TF 10 mM pH 7,2 / NaCl 0,5 M (37 fragdes
de 10 m! cada, até Azes=0,0), depois com TF 10 mM pH 7,2 / NaCl
1,5 M (30 fragdes de 5 ml cada, ate Azes=0,0) e finalmente com TF
1C mM pH 7,2 / NaCll 2,5 ™M (10 volumes, até Azee=0,0): e (2)
gradiente linear de NaCl - a coluna foi inicialmente eluida com
TF 10 mM pH 7,2 / NaCl 0,5 M ("Batch" até Aze~=0,0), depois com
TF 10 mM pH 7,2 / NaCl 0,7 M (17 fragdies de 10 ml cada, até
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Azee=0,0). Um gradiente linear de NaCl (0,7 M a 1,8 M) foi ent3o
aplicado (50 ml de cada solugdo, em TF 10 mM pH 7,2 - 20 fraghes
de 5 ml cada). Depois, a coluna foi eluida com TF 10 mM pH 7,2 /
NaCl 1,8 M (20 fraglies de 5 ml cada, até Azee=0,0) e finalmente
com TF 10 mM pH 7,2 / NaCll 2,5 M (10 volumes, até Azes=0,0).

Quanto ao bbFGF, a eluligd3o foi realizada apenas por
gradiente linear de NaCl. A coluna foi inicialmente eluida com
TF 10 mM pH 7,2 / NaCl 0,6 M ("Batch", até Azex=0,0), depois com
TF 10 mM pH 7,2 /7 NaCl 1,0 M (30 fraglies de 10 ml cada, ateée
Azee=0,0), e ent3do o gradiente linear de NaCl (1,0 M a 2,5 M) foi
aplicado (SO ml de cada solugao, em TF 10 mM pH 7,2 - 20 fraghes
de S ml cada). Por fim, a coluna foi eluida com TF 10 mM pH 7,2
/ NaCl 2,5 M (10 volumes, até Az=mx=0,0).

0 fluxo wuwtilizado para & elulgdo dos dois FGFs nao

ultrapassou 0,8 ml min.— .

2.22. Ensailos de atividade bioldgica

Fibroblastos das linhagens Swiss 3T3 e Balb/c 3IT3 foram
utilizados. Estoques celulares foram mantidos em garrafas
plasticas contendo meioc DME com 10% de FCS e uma mistura de 57 de
CO0= + 95% de ar comprimido.

A partir dos estogues, suspensties celulares contendo 2,0 X
104 celulas ml—™* de meic DME com 3% de FCS foram obtidas por
tripsinizagdo. Adicionou-se 1Iml por placa (bandejas de 24 placas
de 1,5 cm de diametro, Costar) e incubou-se a 372 C por 24 horas.
A seqguir, as células foram lavadas com PBS (1,5 ml - 2 vezes parasa
Swiss 373 ou 2,0 ml — 1 vez para Balb/c 373) e incubadas por 48
horas em 0,5 ml de meioc DME contendo 0,2% de FCS (Swiss 3T3) ou
0,5% de FCS ({Balb/c 37T3}. Aligquotas das amostras foram entdo
adicionadas e a cultura foi mantida por 12 horas a 37= C. [TH~-
metil] Timidina (0,5 wuli ml—* e 2,0 X 1077, concentragao final)
foi ent3o adicionada e a amostra fol incubada por mais 12 horas a
3I7= C. No final, o meio foil eliminado por sucgdo e as células

tratadas com TCA 3% (4= C, 5 minutos) e lisadas com 0,2 ml de
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NaOH ©0,5 N (30 minutos, 50 C). Os lisados foram adsorvidos em
filtros de papel Whatman n= 17 (1,53 em X 1,5 cm), lavados com TCA
57 gelado, etanol 95% e acetona. Depois de secos, os filtros
foram mergulhados em liguido de cintilagdo e a radioatividade
incorporada no DNA foi medida num espectrOmetro de cintilagdo
liquida.

A atividade das amostras (%Z R) foili calculada considerando-se
como maximo de atividade (100% R) controles estimulados com 5% de

FCS (Swiss 3T3) e 10% de FCS (Balb/c 3T3).

2.23. Dosagem de proteina
(Bradford, 1976)

As amostras foram preparadas e analisadas conforme
procedimento para microensaios descrito no manual de instrugbes

do "Bio—-Rad Protein Assay (BIO-RAD Laboratories)'".
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3. RESLULTADOS

3.1. Transformagdo de E. coli

Todas as transformaghes de bactérias com plasmideos foram
realizadas conforme descrito (2.3).

A seleg3do dos transformantes foil1 feita por crescimento
clonal em placas de 5,0 cm de diametro contendo meio LBA.
Partiu-se de duas suspensdes: Suspens3do 1 (descrita em MATERIAIS
E METODOS) e Suspens3o 2 (suspensdo 1 aproximadamente vinte vezes
concentrada) . Plaguearam—-se cerca de 50 ul de cada suspensdo.

Os resultados estdo ilustrados na Tabela 1.

Foram feitos controles: (1) plagueando—-se as bactérias
transformadas (suspensa3c 1) em placa sem antibibtico: houve
grande crescimento de colonias; (2) plaqueando—-se as bactérias
n3do competentes em placas com (LBA) e sem (LB) antibibtico: n3c

houve crescimento de col6Gnias na placa LBA, engquanto as bactérias

cresceram normalmente na placa LB.

Jabela I. Selegdo de bactérias transformantes em placas LBA.

Plasmideo suspensdo 1 suspensdo 2

pJJli-1 (E. coli HB1O1l) 9 153

pJC3-5 (E. coli HB10O1) 2 160

pKK233-2 (E. coli JM103) 1500 incontaveis

pET-3d (E. coli HMS174) 36 500
Suspens3o 1 - proveniente da reagdoc de transformag3do bacteriana
(1,2ml) Suspensd3o 2 - suspensdo 1l aproximadamente vinte vezes

caoncentrada.
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3.2. Extragdo e purificagdo de DNA plasmidial

A extragd3o de DNA plasmidial foi realizada conforme descrito
em "MATERIAIS E METODOS'.

A concentrag3do de DNA plasmidial mostrada na Tabela II foi
estimada pela Azeo (utilizou-se Azeo=1 equivalente a 50 ug de DNA
ml—*, Maniatis & cols., 1982). As absorbancias foram obtidas com

o DNA solubilizado em TE pH 7,5.

Tabela II. Concentragdo de DNA plasmidial estimada apos
extragdo.

DNA mg ml—* Total (3 ml) Azso/RAzea
pdJii-1 11,6 34,8 mg 2,25
pJC3-5 11,1 33,3 mg 2,26
pKK233-2 7,3 21,9 mg 2,08
pET~-3d 4,9 14,7 mg 2,06

A contaminagd3o por proteinas foi estimada pela relagdo
Azeo/Azeo . A relagdoc de absorbancias em torno de 2 indica
preparagdes de baixa contaminagdo por proteinas. Estas
preparagdes foram entdo submetidas a purificagd3oc em gradiente de

cloreto de césio, conforme descrito em "MATERIAIS E&E METODOS".

Apbs extrag3do do brometo de etidio (com 4&alcool isoamilico) e
dialise, os DNAs na forma "gupercoil" foram precipitados com
etanol 100% (por uma noite, ~-20= C), lavados uma vez com etanol

BO% por centrifugagdo e solubilizades em 0,2 X TE pH 7,5.

Foram feitas novas medidas de concentrag3do de DNA plasmidial
({ forma "supercoil" - Tabela III1) e realizou-se eletroforese em
gel de agarose para verificagd3o da qualidade do plasmideo

extraido (Figura 9).
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Tabela III.

Figuras g .
"supercoil").

(

Concentragcdo de DNA plasmidial

(forma

"supercoil")

apos purificagdo em gradiente de cloreto de césio.

Total (0,5 ml)

0,77 mg
0,83 mg
0,80 mg
1,60 mg

Azen/Azso
2,17
2,17
2,09
2,08

forma
pJC3-5;

Eletroforese das preparagfies de varios DNAs plasmidiais

Pogo 4

PKK233-2;

Pogo S

Pogo 1 — A BstEIIl: Pogo

pET-3d.

il
4

pJJdll-1; Poso

=
-
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Observou-se que mesmo &apog a purificagdo do DNA plasmidial

em gradiente de cloreto de césio, n30 0OCOrreud uma Separagado
completa entre as formas '"supercoil" e com "nicks". Entretanto,
comparando-se as bandas dos padrdes de PM com as bandas das
amostras verificou-se gque as formas "supercoil" estavam dentro do
esperado.

Para a verificagdo da qualidade dos plasmideos, estes foram
digeridos com HindIIlIl, para cuja enzima havia um sitio Unico de
restrigdo em todos os plasmideos (Figura 10).

A preparagdo de plasmideos na forma "supercoil" foi
considerada adequada para uso posterior, uma vez que a

eletroforese mostrou a presenga de uma banda proeminente.

Figura 10. Eletroforese das preparagdes de DNAs plasmidiais apos
digestd3oc com HindIII. Pogo 1 — AN BstEIIl; Pogo 2 - pdJli-1; Pogo
3 - pJCZ-5; Pogo 4 — pkKK2Z233-2; Pogo 5 - pET-3d.
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3.3. Obtengld3o dos plasmideos de expressdo de FGF

3.3.1. Obtengdo _de pJKA-1
(vetor pKK233-2 contendo o inserto para haFGF)

A estratégia de subclonagem de haFGF em pKK233-2 foi
descrita no ftem 2.12.1. Sobre a mistura de reag3o de ligag3o,
foram adicionados 200 ul de sSusSpensao bacteriana competente
(E. coli JM105). Os passos seguintes s3o iguais aos descritos no
item 2.3. Os controles de eficiéncia do antibidtico e de
viabilidade bacteriana mostraram os resultados esperados. Na
Tabela IV est3o ilustrados os resultados desta transformag3o

bacteriana.

Tabela IV. Clones transformados pela reag3do de ligagdo pKK233-2 +

haFGF.
suspens3o N= de clones transformantes
1 1
2 22
suspensdo 1 - proveniente da reagdo de transformagdo bacteriana;
suspensao 2 - SUsSpensdo 1 aproximadamente vinte vezes
concentrada. Observou—-se um baixo numero de clones transfor-

mantes.

Da placa correspondente a suspens3o 2 foram escolhidos 10

clones ao acasoc para propagar, isolar e identificar os
respectivos plasmideos. Para isso, foram feitas mini-preparagdes
de plasmideos conforme descrito em "MATERIAIS E METODOS". Para

verificar se houve 1nsergdo deo fragmento de haFGF no plasmideo
pKK233-2, digeriu—-se separadamente uma amostra de plasmideos de
todos o©s clones com a enzima de restrigdo HindlIl; as amostras
foram aplicadas em um gel horizontal (11 cm X 13,5 cm) preparado

a partir de agarose 1% dissolvida em 0,5 X TBE (Figura 11).
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Figura

CLONES:

11.

placa proveniente da

HinmndIII.
HindIII;

Eletroforese

Pogo 1 - A

Pogos 3 a 11 -

dos plasmideos

BstEII; Pogo 2

dos clones isolados

suspensdo 2 (Tabela 1IV), digeridos

pKK233-2 digerido

indicados na figura.

da
com
com
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Aparentemente, os clones 2, 4, S5, 7, 9 e 10 apresentam o
fragmento de haFGF, uma vez gue houve aumento de "peso molecular"
dos plasmideos digeridos. 0O <clone 1 ja havia sido digerido com
HindIIl, e a eletroforese mostrou gque n3oc houve insers3o do
fragmento (dado n3oc mostrado).

Para certificar se houve inserg3o, estes clones (Jja
digeridos com HindIIl) foram digeridos com EcoRI. Esperava-se
obter um fragmento com aproximadamente 750 bp apts eletroforese
em gel de agarose, o qgue efetivamente ocorreu (Figura 12),

confirmando a presenga do fragmento de haFGF. 0O plasmideo assim

gerado foi designado pJKA-1.
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0,7 Kb

CLONES: 2 4 5 7 9 10

Figura 12. Eletroforese dos 6 clones digeridos com HindIII e
EcoRI gque apresentaram aumento no "PM" apbds digest3o com HindIII.
Pogo 1 - A BstEIl; Pogos 2 a 7 —- indicados na figura.
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3.3.2. Obteng3do de pJEA-1
(vetor pET-3d contendo o inserto para haFGF)

A estratégia de subclonagem de haFGF em pET-3d foi descrita
no item 2.12.2. Sobre a mistura de reag3o de ligag3o, foram
adicionados 200 ul de suspensd3o bacteriana competente (E. coli
HMS174). Os passos seguintes foram iguais aos descritos no item

2.3. Os resultados estdo ilustrados na Tabela V.

Tabela V. Resultados da transformag3o de E. copli HMS174 com os
plasmideos gerados da ligag3oc de pET-3d (Ncol-HindIII) + haFGF
({Ncol-HindIII). Para a reagso de transformagdo foram misturados
200 ul de bactéria competente e 10 ul do vetor (volume da reaglo
de ligase). No controle da reagdo de transformagao (PET-3d)
foram adicionados 2 wul do vetor. Para verificar o numero de
clones transformantes, 30 ul das suspenslies bacterianas foram
plagueadas sobre meio LBA (ampicilina 50 ug ml—%*). A suspensdo 1
provém da reag3do de transformagdo e a suspensdo 2 corresponde a
suspensdo 1 aproximadamente vinte vezes concentrada. Foram
feitos controles de viabilidade bacteriana e efici@ncia do
antibidtico, conforme descrito em 3.1.

Amostra Proporg3o Suspensan 1 Suspensado 2
pET-3d + haFGF (1:1) S 87
pET-3d + haFGF (1:3) 200 1000
pET-3d + haFGF (1:5) 5 86
pET-3d digerido e
incubado com ligase - O ]
pET-3d digerido - O 0]
pET-3d - 23 250

0O numero de transformantes obtido apds a reagdo realizada na
proporgao 1:5 foi semelhante a da 1:1. Este resultado pode ser

devido & formagdo de concatd8meros entre os fragmentos de haFGF.
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Dentre os clones transformantes foram escolhidos cinco ao
acaso para verificar se realmente houve insergdo do fragmento de
haFGF. Foram feitas ent3do mini-preparagles de plasmideos
(conforme "MATERIAIS E METODOS") e estes foram digeridos com
HindIII separadamente. Verificou-se que, aparentemente, todos os
clones continham o inserto, uma vez que houve um ligeiro aumento
de tamanho (PM) (haFGF = 448 bp) em relagdo ao pET-3d (Ncol-
HindIII) isolado (dados n3o mostrados). Este vetor foi

denominado pJEA-1.

3.3.3. Obtengdo de pJEB-1
(vetor pET-3d contendo o inserto de bbFGF)

0 cDNA da porgdo codificadora do gene nativo de bbFGF

(fragmento Ncol-Sau3Al - Figura 3) foi inicialmente subclonado em
pET-3d (digerido com Ncol-BamHI) . Ao induzir os clones
bacterianos contendo este vetor (pET-3d + bbFGF nativo),

observou-se, apbs eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS das
amostras, que n3o houve a produgdo de proteinas em gquantidades
visiveis através de coloragdo com Coomassie-Blue, sugerindo baixa
expressido (dados n3o mostrados).

Resultados descritos na literatura sugeriam que modificagBes

da sequéncia codificadora nativa possibilitariam a express3o da

proteina em maior quantidade (Knoerzer & cols., 1989). Estas
modificagBes levavam em conta basicamente dois aspectos: (1)
utilizagdo de codons mais frequentes nos genes bacterianos

altamente expressos e (2) necessidade de se evitar a formagdo de
estruturas secundarias muito estaveis no mRNA, principalmente no
inicio da mensagem. Seguindo esta abordagem, cerca de 60 pares

de bases da extremidade 5° da regido codificadora do cDNA nativo

foram substituidas por oligonucleoctideos sintéticos. Esta
substituigao permitiu diminuir o conteddo de citosina mais
guanosina que era de 77,9% para 57,6% (Figura 595). A nova

sequéncia da regido codificadora do cDNA de bbFGF (bbFGFmodif.)
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foil inicialmente subclonada em puCi9o, para posterior
sequenciamento, como descrito no item 2.12.3.

Obtiveram—-se cerca de 2.000 clones resistentes a4 ampicilina
apos transformagdo de E. coli JM1OS5 com a mistura de reaglo
{etapa 4 do item 2.12.3). Foram escolhidos 20 clones ao acaso
para verificar se houve insergdo do fragmento de bbFGFmodif. em
pUC19. Os DNAs plasmidiais destes foram digeridos com EcoRI e
Pstl; apos eletroforese em gel de agarose de 7 clones obtiveram-—
se dois que continham o fragmento esperado de aproximadamente 1,3
Kb (Figuras B e 13.a). Este plasmideo foi denominado pAUXB-1. @]
fragmento Ncol-Sau3Al (etapa & do item 2.12.3) foi subclonado em
pET-3d conforme descrito na etapa 8 do item 2.12.3. A mistura da
reagdo de ligag3do sofreu processo semelhante ao utilizado para
obtengdo de pJEA-1 (tabela V). Obtiveram—-se cerca de 20 clones
transformantes.

Como seria dificil visualizar o fragmento de cDNA de bbFGF
inserido em pET-3d (existem 22 sitios de Sau3Al em pBR322), os
clones recombinantes foram selecionados através da expressdo de
proteinas. Para tanto, transformaram-se culturas de E. coli
BL21(DE3) com os plasmideos destes clones que foram induzidos com
IPTG (conforme ftem 2.19.2). Dos 20 clones, apenas 3 expressaram
o bbFGF (Clones B8, 10 e 13 - Figura 16), concluindo-se dai gue os
vetores destes clones possuem O fragmento Ncol-Sau3Al de 466 bp
(item 2.12.3). Este vetor foil denominado pJEB-1 (Figura 13.b).

A porgao S’ da regi3do codificadora de bbFGFmodif. foi
sequenciada conforme descrito no ftem 2.13, confirmando-se o

resultado esperado (Figura S5.b).
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(a) EcoRl (b)

bbFGFmodif

PAUXB-1
Psti

Figura 13. Plasmideos com bbFGFmodif. (a) pAUXB-1 - fragmento de
DNA gqgue contém a regi3do codificadora do gene de bbFGFmodif. de
aproximadamente 1,3 kb subclonado nos sitios Pstl e EcoRI de
pUC19; (b) pJEB-1 - formado atraveés da ligagd3do da regildo
codificadora (466 bp) do gene de bbFGFmodif. nos sitios de Ncol e
BamHI de pET-3d.
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3.4. Expressio _das proteinas

3.4.1. Express3c_em pequena escala de haFGF com pKK233-2

Os clones de E. coli JM105 transformados com o plasmideo

pdKA-1 (Figura 12) foram induzidos com IPTG conforme descrito no
item 2.19.1. Amostras de todos os clomnes induzidos, assim como
dos controles n3o induzidos, foram aplicadas em um gel de
poliacrilamida-SDS. Apos a eletroforese, as fragbes proteicas

foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose que foi
corada com Ponceau S ("MATERIAIS E METODOS") e fotografada (dados
ndo mostrados). A membrana foi entdo incubada com o anti—-soro
anti-aFGF e a sequir com fosfatase alcalina, conforme descrito no
fitem 2.16. Os resultados 1ilustrados na Figura 14 mostram uma
banda na regil3o esperada (cerca de 20 K); houve o aparecimento de
duas outras bandas em regibes de "PM" maior que provavelmente s3o
artefatos de técnica.

Como a guantidade de haFGF produzida por este sistema foi
visivel apenas através de reagaoc com anticorpo, optou—-se pelo
sistema PpET de expressdo, com o© objetivo de aumentar a produgdo

de proteinas.

48



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

20 K
CLONES: 2 2 4 4 5 5 7 7 9 9 10 10
CONDICOESs: NI I NI I NI I NI I NI I NI I

Figura 14. Western—-blotting das fragties prot@icas das amostras
induzidas (I) e nao induzidas (NI) dos clones 2, 4, 5, 7, 2 e 10
de haFGF utilizando sistema pKK. As quantidades de proteinas das
amostras n3do 1nduzidas adicinadas ao gel de poliacrilamida-SDS
s3o eguivalentes as das amostras induzidas por IPTG.
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3.4.2. Express3o de haFGF e bbFGF com pET-3d

3.4.2.1. Express3o em peguena escala

Bactérias E. coli BL21(DE3) transformadas separadamente com
preparagtes de plasmideos (pJEA-1 - 5 clones e pJEB-1 - 3 clones)
foram induzidas com IPTG (item 2.19.2) e as amostras geradas
{item 2.20.1) foram analisadas através de eletroforese em gel de
poliacrilamida—-SDS (Figuras 15 e 16).

Nao se detectou a banda mais evidente na regi3o de PM em
torno de 18,4 K nos controles, ou seja, em bactéerias n&o
transformadas (pogos 4 e 5 — Fig. 15.b e pogos 10 e 11 - Fig. 16)
e em bactérias transformadas somente com o vetor sem inserto
(paogos &6 e 7 - Fig. 15.b e pogos 12 e 13 - Fig. 16).

Isto & uma indicagdo de Qgque as bandas mais intensas,
detectadas nos clones induzidos, sejam de haFGF (Fig. 15) e bbFGF
{Fig. 16).

Os clones gque apresentaram maior nivel de express3oc de
proteinas foram os de n®® 2 e 5 (haFGF) e o de n= B (bbFGF},
provavelmente porque as bactérias estavam na concentragdoc mais
adegquada para expressdo (RAsow entre 0,8-0,9). Ndo &€ clara no
momento a razdo pela qual o Clone 4 n3do expressou haFGF (pogo B8 -

Fig.15.a).
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(a) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
= s ==
— d—— S—
= ==_12S=
- — e —
=
— e
18,4 K — m— je—
CLONES : 1 1 2 2 3 3 4 4
CONDICOES: NI I NI I NI T NI I
(b)
1 2 3 4 5 6 7 8
18,4 K __ - ‘
_~
CLONES: 5 5
CONDICOES: NI I

Figura 15. SDS-PAGE para verificagdc do nivel de express3o de
haFGF utilizando sistema pET. (a) Pogos 1 e 10 - B-lactoglobulina
(PM=18,4 KDa); Pogos 2 &a 9 - indicados na figura. (b) Pogos 1 e B8
~ B-lactoglobulina; Pogos 2 e 3 - indicados na figura; Pogo 4 -
E. coli BL21(DE3) NI; Pogo S - E. coli BL21(DE3) I; Pogo & - pET-

3d NI; Pogo 7 — pET-3d 1.
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1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14

18,4 ¥ __
CLONES: 1 1 8 8 10 10 13 13
CONDICOES: NI I NI TI NI I NITZT

Figura 16. SDS-PAGE de 1 clone gque ndo expressou e de I gue
expressaram bbFGF utilizando sistema pET. Pogos 1l e 14 - B-
lactoglobulinay; Pogos 2 a 9 -~ indicados na figura; Pogo 10 - E.
coli BL21(DE3) NI; Pogo 11 - E. coli BLZ1(DE3) I; Pogo 12 - pET-
3d NI; Pogo 13 - pET-3d 1.




3.4.2.2. Expressan em larga escala

Os clones 2 (haFGF) e B8 (bbFGF) foram escolhidos para
obteng3doc de grande quantidade das proteinas. As preparagles
foram feitas conforme item 2.20.2. Assumindo-se que Azeo=l
corresponde a 1 mg ml—™* de proteina (Thomas & cols., 1984,
obteve-se cerca de 1500 mg com E. coli BL21(DE3) + pJEA-1, e
cerca de 1300 mg com E. coli BL21(DE3) + pJEB-1 de proteina total

por litro de cultura induzida.

3.5. Purificag3do dos FGFs

3.9.1. Purificag3do de haFGF e Ensaio de Atividade Mitog@nica das
fraghes cromatograficas

3.5.1.1. Eluigdo através de gradiente de NaCl por etapas

A concentragaoc de NaCl de todas as fraghes eluidas da coluna
por este procedimento foi estimada a partir da medida do indice
de refrag3o. A guantidade de proteinas eluidas em cada fragdo
foli estimada a partir da Azeo. A maioria das proteinas & eluida
com 0,5 M de NaCl, correspondendo ao material gque ndo adsorve ou
adsorve fracamente na resina. Com 1,5 ™M de NaCl, a medida de
A-m- aumenta e decresce rapidamente formando um pico agudo. O
material eluido com 2,9 M na3o foi incluido nas anadlises porque
resultados anteriores (ndo mostrados) indicaram gque este n3o
apresentava atividade e a quantidade de proteinas eluida era
peguena. A finalidade desta elulg3do era limpar a coluna das
proteinas gque tém grande afinidade por HS (Figura 17).

Para o estudo de atividade mitogénica, as fragles eluidas
com NaCl 0,5 M foram agrupadas (grupo 1 - fragdes 1-10; grupo 2 -
fraghes 11-30 e grupo 3 - fragbhes 31-40). Como se esperava que o
haFGF fosse eluido com 1,35 M de NalCl, todas as fragdes coletadas
nesta etapa foram analisadas individualmente. As amaostras foram

testadas nas concentraglies finais de 1, 10 e 100 ng ml—=%. A
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figura 17 mostra o perfil da atividade mitogénica das amostras na
concentragdo de 100 ng ml—* (item 2.23).

Verificou—-se qgue o pico de Azec Subia rapidamente quando a
concentrag3do de NaCl aproximava—-se de 1,5 M e que a tcurva de
atividade mitogénica estava deslocada para a direita. Isto era o
esperado, uma vez que nesta regi3o o haFGF deve estar mais puro,
O que pode ser comprovado analisando-se o padr3o de bandas obtido
em SDS-PAGE (Figura 18).

Uma banda mais evidente em torno de 18,4 K comegou a surgir
a partir da fragdo 41 (concentrag3do de NaCl - 0,70 M), tornando-
se mais intensa nas fragles posteriores. 0O pico de atividade
abrangeu as fragbes 45-48. Nestas fragbes, a banda de 18,4 K
representou a maior parte do material corado com Coomassie-Blue.
N3o temos dados no momento para dizer se a separagdo em duas
bandas, que & mais evidente a partir da fragdo 46, indica a

presenga de formas microheterogéneas.
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Figura 18. Purificag3o de haFGF

por etapas. SDS-PAGE
HS. A eluigao

7,2 nas seguintes concentragdes de NaCl: 0,5 M,

amostras foram diluidas v:v com tamp3doc de amostra (seg.
aplicando-se 10 ul por amostra. (a) Pogo 1

Pogos 2 a 10 - 1ndicados na figurag (b) Pogos 1l e

lactoglobulina; Pogos 2 a 9

foi1 realizada

indicados na figura.

utilizando-se gradiente de NaCl
das principais fragdes eluidas da coluna de
lavando-se a coluna com TF 10 mM pH
1,5 Me 2,3M,
Laemmli)
— B-lactoglobulina:
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3.5.1.2. Eluigdo através de gradiente linear_ de NaCl

Como mostra a Figura 18, na3o ocorreu uma boa separagdo do
haFGF eluindo—-o da coluna de HS atraveés do aumento da
concentragdoc de NaCl por etapas. No sentido de melhorar a
purificagd3o desta proteina, o material retido mna coluna foi
eluido através de gradiente linear de NaCl conforme f{tem 2.21. A
concentrag3o de NaCl e a quantidade de proteina em cada fragdo
eluida da coluna, por este procedimento, foram estimadas conforme
item 3.5.1.1 e os resultados estdo ilustrados na Figura 19.

Para o estudo de atividade mitogénica (item 2.22) do
material eluido, todas as fraghes do gradiente de NaCl foram
testadas na concentragao final de 200 ng ml—* (item 2.23) (Figura
19).

Verificou—-se que nas fragdes do gradiente de NaCl: (1) a
Azec aumentava com a concentragdo salina formando um pico largo
ao redor de 1,0-1,2 M, guando comegava a diminuir até tornar-—-se
desprezivel ao redor de 1,5 M; e (2) a atividade mitog@nica era
semelhante em todas as fragbtes. Este resultado era esperado, uma
vez que o haFGF era eluido com um grau de pureza da ordem de 95%
ou mals Ja nmo inicio do gradiente, exlbindo uma unica banda
visivel por coloragdo com Coomassie-Blue apos eletroforese em gel
de poliacrilamida-S8SDS (Figura 20). Qualguer uma destas fragdes
pode ser utilizada para ensalios posteriores.

As concentragles de proteinas de todas as fraghes do
gradiente de NaCl foram medidas conforme item 2.23 e estimou-se
um rendimento de haFGF na ordem de 40 mg por litro de cultura
bacteriama induzida, na fragdo soluvel.

Para um estudo mals detalhado da atividade mitog@nice do
haFGF recombinante, curvas de dose-resposta foram realizadas,
conforme item 2.22, da proteina sozinha e na presenga de
heparina.

8 hafFGF sozinho era ativo na ordem de ng ml~ 2, com DEeow
({dose de estimulagdo correspondente & S04 de resposta) igual a

150 ng ml~—t (Figura 21).
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Para estabelecer a concentragdo potenciadora ideal de
heparina, foram feitos ensaios de atividade mitogé@nica do haFGF
(S e 10 ng ml1—1) na presenga de varias concentragies do
glicosoaminoglicano {GAG) . Verificou-se que em baixas
concentragles n3do ocorria potenciagdo da atividade do haFGF.
Resposta celular méxima foi obtida em tormo de 5-10 ug ml— do
GAG; concentragles superiores levaram a wuma inibig3o da sintese
de DNA (dados nao mostrados).

A Figura 21 mostra gque a curva da atividade do haFGF na
presenga de 0,1 wug ml—* de heparina & semelhante a do fator na
sua auseéncia (DEseox=150 ng ml—1), enquanto na presenga de 10 ug
ml—* a atividade €& potenciada cerca de 5.000 vezes (DEeoxz=0,03 ng
ml—2).,

Verificou—-se que a DEmox da proteina, a resposta maxima da
célula e a potenciagdo por heparina variam com as condigles do
ensaio e/ou do haFGF. QGuanto maior o tempo da célula em cultura,
menor a resposta perante (] fator. Congelamentos e
descongenlamentos da proteina levaram a uma desnaturag3o que
acarretou perda de atividade. Adigado de heparina reverteu
parcialmente este efeito (dados n3d3o mostrados). Verificou-se
também gue em altas concentragdes de haFGF ocorreu inibigd3o da
sintese de DNA, tanto isoladamente, como na presenga de heparina,

efeito este gque ainda ndo foi esclarecido.
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Figura 20. Purificagao de haFGF utilizando-se gradiente linear de
NaCl. SDS-PAGE das fragdies eluidas da coluna de HS.
fol eluido da coluna com TF nas seguintes concentragdes de NaCl:

0, ™M, 0,7 M, gradiente 0,7 M - 1,8 M, 1,8 Me 2,5 M.
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3.5.2. Purificagdo de bbFGF e Ensaio de Atividade Mitog@njca das
fraghes cromatoqraficgas

Como mostra a Figura 20, o haFGF foi eluido da coluna de HS
com um grau de pureza da ordem de 93%. Optou-se entao por
purificar o bbFGF por este método, conforme descrito em 2.21.

As estimativas das concentragtles de NaCl e de proteina em

cada fragdo eluida da coluna foram realizadas conforme Sf{tem

3.5.1.1. 0Os resultados estdo mostrados na Figura 22.
Para o estudo da atividade mitogénica das fragbes
cromatograficas, as de numeros 4-12 do gradiente de NaCl foram

testadas nas concentragdes finais de 100 e 300 pg ml—*., A Figura
22 mostra os resultados na concentragdo 500 pg ml—2,

Verificou-se que o bbFGF comegou a ser elufido com
aproximadamente 1,2 M de NalCl (fragdo 4), formando um pico agudo
com um pegueno arraste deslocado para a direita.

A Figura 23 mostra gue esta proteina ¢ eluida da coluna de

HS com uma pureza da ordem de 954 ou maior.
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Figura 23. Purificag3do de bbFGF através de gradiente linear de
NaCl. SDS-PAGE das fragdes eluidas da coluna de HS. 0O material
foi eluido da coluna com TF 10 mM pH 7,2 nas seguintes
concentragdes de Nall: 0,6 M, 1,0 M, gradiente linear 1,0 - 2,5 M
e 2,5 M. As amostras foram preparadas conforme legenda da Figura
18. Pogo 1 - B-lactoglobulina; Pogos 2 a 10 - indicados na
figura.
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0 gel de poliacrilamida—-SDS apos eletroforese das fraglhes do
gradiente de NaCl corado com Coomassie-Blue mostrou que o bbFGF
foi eluido da coluna de HS com uma pureza da ordem de 5% ou mais
(Figura 23). Nota-se nesta figura um arraste acima da banda
principal, para o gual ainda n3do se tem uma explicagdo. Mediu-se
a concentrag3o de proteinas destas fragbes conforme item 2.23,
estimando-se um rendimento de bbFGF na ordem de 10 mg por litro
de cultura bacteriana induzida, na frag3do soluvel.

Todos o©0s ensaios posteriores foram realizados com proteinas
com este grau de pureza.

Ensaios de dose-resposta do bbFGF foram realizados e
verificou-se que este & ativo na faixa de pg ml™* e que a
heparina n3o apresenta efeito significante sobre o fator (dados

ndo mostrados).

3.6. Analises da composigdo e sequenciamento de aminodcidos dos
FGFs produzidos

Estas analises foram realizadas pelo Dr. Angelo Geraldo
Gambarini.

A composigdo de aminoacidos das duas proteinas foi
determinada apos hidrolise com HCl em fase gasosa, separagdo dos
aminoacidos em coluna de troca idnica e pos—-derivatizagdo com
ninhidrina (Spackman & cols., 1958). Estas analises foram
efetuadas em um analisador de aminoaclidos modelo SYSTEM 6300 -
Beckman.

As sequéncias N-terminais do haFGF e do bbFGF foram
determinadas num sequenciador automadtico apos pré—derivatizagdo
com PITC (Hunkapiller & cols., 1986) das proteinas adicionadas a0
sequenciador (modelo 473A-01 - Applied Biosystems).

Aparentemente h& apenas uma forma de haFGF correspondendo a
proteina auteéntica de 154 aminoacidos. Duas formas de bbFGF
recombinantes foram encontradas, uma correspondendo a proteina

auténtica de 154 aminoacidos (cerca de 757%) e outra contendo 1353
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(cerca de 25%) sendo que

foram removidos (Figura 1).

os dois

primeiros residuos

(Met-Ala)
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4. DISCUSSAD

0 objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de sistemas
adequados para a produgdo de dois componentes da familia dos
FGFs: o FGF a&acido humano (pl S5-6) e o FGF bé&sico bovino (pl 9-
10). Esta proposig3do foi subdividida em tres fases: (1)
construgdo dos vetores de expressdo contendo as sequéncias
génicas adequadas; (2) produgdo de FGF em escala laboratorial; e
(3) purificagdo e caracterizagdo quimica e bioldgica dos produtos
obtidos.

Inicialmente optamos por expressar as proteinas em E. coli
usando o vetor pKK233-2, no gual as sequeéncias genicas ficam sob
controle do promotor trc (Amann & Brosius, 1985). Apesar de
alguns dados da literatura indicarem alta expressdo dos FGFs
neste sistema (Jaye & cols., 1987; Linemeyer & cols., 19875,
conseguimos expressar o haFGF em guantidades detectaveis somente
por anticorpos (Figura 14). Modificaglies das condigles de
cultura ou de indugdo (resultados ndo mostrados) n3o melhoraram o
nivel de express3oc.

No sentido de aumentar a produgdo dos FGFs, optamos por um
sistema que utiliza a T7 RNA polimerase para a express3o seletiva
de DNAs (Studier & cols., 1990), uma vez que esta enzima & cerca
de cinco vezes mals ativa do que a de E. <c¢coli, e dados de

literatura mostravam altos niveis de express3do de bFGF (Squires &

cols., 1988) e aFGF humanos (Watanabe & cols., 1990) neste
sistema. Embora mailior expressdo de haFGF tenha sido obtida, o
mesmo n3do aconteceu para o bbFGF. Este resultado parece indicar

gue neste ultimo caso o problema n3dc estaria relacionado com a
menor disponibilidade de mRNA especifico.
Os trabalhos de produgdo de aFGF em E. coli publicados na

literatura mostram gue o0s autores utilizaram cDNAs totalmente

sintéticos (Linemeyer & cols., 1987; Barr & cols., 1988: Watanabe
& cols., 12%90; Ke & cols., 1990) ou com O inicio da seguencia
codificadora trocada por oligonuclectideos sintéticos (Jaye &

cols., 1987), correspondentes as formas truncadas da proteina. O
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maior nivel de express3do foi de 350 mg por litro de cultura
induzida (Ke & cols., 1990), da proteina na forma [16-1355] (ver
Figura 2). Neste trabalho, conseguimos expressar cerca de 40 mg
por litro de cultura, da proteina auténtica [2-135] (ver Figura
2), com cDNA nativo pouco modificado (ver pagina 13).

Quanto ao bFGF, os trabalhos publicados na literatura
mostram a utilizagdo de: (1) cDNAs sintéticos correspondentes &s
formas truncadas da proteina (Barr & cols., 1988; Fox & cols.,
1988; Knoerzer & cols., 198%9); (2) cDNA correspondente a proteina

de 154 aminodcidos onde o inicio da sequéncia foi substituida por

oligonucleotideos sintéticos (Thompson & cols., 1991); (3) cDNA
nativo correspondente a forma truncada (Iwane & cols., 1987); e
(4) cDNA nativo acrescido de tres codons antes do ATGE inicial do

hbFGF, formando uma "proteina de fus3o" contendo 157 aminoé&cidos,

(Squires & cols., 1988). Destes, Sguires & cols. (1988) e
Thompson & cols. {1991) obtiveram os maiores niveis de expressio
{cerca de 40 mg por litro de cultura induzida). Neste trabalho,

utilizando c¢DNA nativo, n3do conseguimos expressar o bbFGF em
guantidades visiveis atravées de colorag3oc por Coomassie-Blue
(dados n3o mostrados). Modificamos ent3do a sequéncia codificadora
nativa de modo que: (1) O numero de codons Que sd0 mals
fregquentes nos genes bacterianos altamente expressos aumentasse,
e (2) a formagd3o de estrutura secundaria muito estavel no mRNA,
principalmente no inicio da mensagem diminuisse. Para isso, cerca

de &0 pares de bases da extremidade 5 da regido codificadora do

cDNA de bbFGF foram substituidas por oligonucleotideos
sintéticos, diminuindo o conteudo de citosina mais guanosina de
77 ,9% para 57,6%. Com esta nova construgdo (Figuras 5.b e 13.b),

a produgdo de bbFGF foi da ordem de 10 mg por litro de cultura
bacteriamna 1induzida, na fragdo soluvel (Figura 16). N3o temos
evidéncias diretas de que com este cDNA modificado tenha
diminuido a formagdo de estrutura secundaria estavel do mRNA,
amentado o nivel de mRNA especifico, ou gue a introdugdo dos
"codons bacterianos" tenha contribuido para aumentar a expressao.
Entretanto, & possivel que o aumento da expressdo da proteina se

deva a uma combinagdo destes varios fatores. Thompson & cols.
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(1991) obtiveram maior rendimentoc na produgdo de bLFGF usando a
mesma abordagem, talvez porgue tenham substituido cerca 120 bp do
inficic da sequé‘ncia codificadora. Os nossos niveis de expressio
correspondem somente a proteina soluvel intracelular. Nao foi
verificado se parte dos FGFs & secretado para o meio (embora n3o
seja esperado pois n3¥o tem peptideo sinal para isso) e tambéem ndo
se tentou recuperar FGF da frag3o insoluvel (corpos de inclus3o)
uma vez gque 1isto exige tratamentos drasticos, que levam & perda
de atividade.

Os FGFs foram purificados pelo procedimento que envolve
basicamente: (1) obtengdo de um extrato bacteriano atravées de
congelamento—-descongelamentoc e passagem por "French-Press" e (2)
cromatografia da frag3o soluvel em Heparina-Sepharose pela qual
os FGFs tém afinidades diferentes: o haFGF é eluido desta resina
com cerca de 1,0 M de NaCl enquanto o bbFGF requer cerca de 1,5 M
do sal. Estas duas etapas s3o suficientes para dar origem a
proteinas com um grau de pureza da ordem de 957 ou mais, exibindo
uma Gnica banda visivel por colorag3o com Coomassie-Blue apbts
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (Figuras 20 e 23). A
caracterizagdo quimica posterior dos FGFs foi feita com proteinas
neste estdgio de purificagdo.

Foram determinadas as composig¢gdies de aminoacidos e as
sequéncias N-terminais das duas proteinas. Os resultados
indicaram que as proteinas produzidas tém as sequéncias primérias
corretas. Os sequenciamentos mostraram ainda que praticamente
100% das metioninas iniciais de ambas as proteinas foram
removidas e que no bbFGF cerca de 25% das moleculas perderam
também o segundo residuo (alanina) durante o processamento na
bactéria. Portante, as proteinas resultantes devem corresponder
aos fatores de crescimento auténticos (haFGF de 154 aminoacidos -
Jaye & cols., 19846, e bbFGF de 133/154 aminoécidos - Abraham &
cols., 1986a) . Estes resultados indicam gue os FGFs
recombinantes obtidos s3c adequados para Tfuturos estudos do
laboratorio.

As atividades biologicas dos dois fatores foram estudadas

atraveés de ensaios de estimulagdo de sintese de DNA em
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fibroblastos das linmhagens Swiss 3T3 e Balb/c 3T3. 0 baFGF
recém-preparado mostrou—se ativo ao nivel de ng ml=-*, e esta
atividade desloca-se para a faixa de pg ml—* gquando heparina é
adicionada ao meio de incubagdo. D0 mecanismo de agdoc da heparina
n3o esta totalmente esclarecido, mas €& possivel que envolva
mudanga da conformagdo do FGF e/ou aumento da afinidade pelo
receptor de membrana (Schreiber & cols., 1985). Ja o bbFGF
parece ser ativo na faixa de pg ml~™! e a heparina n3o exerce
efeito significativo sobre este, embora dados de literatura
mostrem a importancia da heparina quanto ao aumento de afinidade
do fator ao receptor de alta afinidade (Yayon & cols., 1991).
Esta diferenga entre as atividades dos FGFs &cido e bésico em
ensaios mitog@énicos sobre fibroblastos e outros tipos celulares é
também observada entre as proteinas extraidas de tecidos como
cérebro e hipo6tfise (Gospodarowicz, 1987). Os resultados
descritos acima 1indicam, portamnto, que as diferengas de
atividades encontradas entre as proteinas recombinantes n3o se
devem a artefatos comoc, por exemplo dobramento incorreto. Por
outro lado, preparagtes de FGFs recombinantes guardadas por muito
tempo e submetidas a sucessivas etapas de congelamento e
descongelamento sofrem um processo de i1nativagdo progressiva,

devida aparentemente a formagdo de dimeros através de ligaghes

dissulfeto entre cadeias diferentes (Robinson, 1991). Adigdo de
heparina a essas preparagdles reverte apenas parcialmente o
processo (Schreiber & cols., 1985). Um outro fator gue deve ser

levado em consideragdo Qquanto a atividade dos fatores & gque eles
adsorvem nas paredes dos tubos de plésticos. Isto pode ser
diminuide, wutilizando-se: (1) PBS contendo BSA (1 mg ml—%) ou
heparina (25 ug ml—%*) ou DTT (10 mM) (Kan & cols., 1991); (2) "3-
[ (3—cholamidopropyl)dimethylammoniol=-1-propane sulfonate" (CHAPS)
{Matuo & cols., 1991) como diluente dos fatores. Neste trabalho

utilizamos PBS contendo ovoalbumina (250 ug ml~%) para os ensaios

de atividade mitogénica. Esta metodologia havia sido utilizada
anteriormente com os FGFs extraldos de tecidos (Ho & cols.,
1988). Embora algumas aliguotas de FGF tenham sido armazenadas

na presenga de heparina, ndo temos dados no momento gque indiguem
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que o© GAG efetivamente proteja as preparagties de FGF da perda de

atividade por adsorgdo.
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