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Resumo.

Camilo Bulla

Sequenciamento e Expressado da Trombopoietina Canina, Botucatu,
2005, pp126, tese de Doutorado, Universidade Estadual Paulista — Faculdade

de Medicina Veterinaria e Zootecnina — campus Botucatu.

A trombopoietina (TPO) é o principal horménio estimulador da
maturagdo de megacariocitos e produgédo plaquetaria. O nivel sérico da TPO
pode ser utilizado como um marcador de produgao plaquetaria, e a TPO
recombinante humana tem sido testada na recuperagao de tratamentos que
causam mielossupressao e na estimulacdo da produgdo plaquetaria em
doadores de plaquetas. O objetivo do presente trabalho é obter a sequéncia do
cDNA da TPO canina, e criar um modelo de expressao da TPO recombinante
canina (rcTPO) em células de ovario de hamster (CHO) deficientes em di-hidro-
folato-redutase (DHFR) (CHO DHFR-). Bibliotecas de cDNA hepatico e renal
canino foram utilizadas para amplificacdo da sequéncia da TPO canina por
meio de uma “nested” PCR, e um produto de 1293 bp contendo a sequéncia do
cDNA da TPO canina foi clonado e sequenciado. Esse produto e o produto
amplificado por PCR, de uma biblioteca de cDNA esplénico murino, contendo a
sequéncia do cDNA que codifica a DHFR murina, foram utilizadas para a
construcéo de um plasmideo para expressao em células mamiferas contendo
as sequéncias do cDNA da TPO canina e da DHFR murina. CHO DHFR- foram
transfectadas com o plasmideo gerado e entéo tratadas com metrotexato para
estimular a multiplicagdo da sequéncia do plasmideo introduzido. A expressao
da rcTPO foi constatada pela amplificagdo, por “nested” PCR usando primers
especificos para a TPO canina, de um fragmento da TPO canina a partir de

uma amostra RNAm obtido das CHO transfectadas. Podemos concluir que
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apesar de termos encontrado diferenga entre a sequéncia protéica deduzida a
partir da sequéncia do cDNA que obtivemos, e a sequéncia deduzida
anteriormente que esta disponivel na literatura, a nossa sequéncia de
nucleotideos é semelhante a publicada no projeto genoma do cdo. Essa é a
primeira vez que a sequéncia de nucleotideos do cDNA que codifica a TPO
canina € publicada e essa sequéncia completa um intervalo de 427 pb néao
disponivel no projeto genoma do cdo. Por final, podemos também concluir que
a estimulacdo da amplificacdo do material transfectado com metrotexato foi

efetiva, e que os clones demonstraram estarem produzindo a rcTPO.
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Abstract

Camilo Bulla

Canine Thrombopoietin Sequencing and Expression, Botucatu, 2005,
pp126, Ph.D. Dissertation, Universidade Estadual Paulista — Faculdade de

Medicina e Zootecnina — campus Botucatu.

Thrombopoietin (TPO) is the major hormone in megakariocyte
maturation and platelet production. TPO serum levels showed to be a good
marker to platelet production. Also, recombinant TPO has been used to
minimize the recovery time from mielossupressive treatment; and to induce
platelet production in platelet donors. The objectives of the present study is
sequencing the canine TPO cDNA and create a recombinant canine TPO
(rcTPO) expression model using hamster ovary cells (CHO) di-hidro-folato-
reductase negative (DHFR-). Hepatic and renal canine cDNA were used as
template in a nested PCR to amplify the canine cDNA TPO sequence, which
generated a 1293 bp product with the sequence of canine cDNA TPO. The
fragment was cloned, sequenced and compared with the available canine
genome sequence and a deduced amino acid sequence. This product and a
fragment amplified from a murine splenic cDNA library containing the murine
DHFR cDNA sequence were used to build an expression plasmid used to
transfect CHO DHFR-. Transfected cells were methrotexate treated, in order to
amplify the inserted sequence, and then tested for TPO expression by a nested
PCR using cDNA produced from transfected cells as template, showing that
rcTPO expression is present. In conclusion, although we found a different
amino acid between our deduced protein sequence and a previous available
one, our nucleotide sequence is similar to the published in the dog genome.
This is the first time the canine TPO cDNA nucleotide sequence is published

and it fills a large gap of 427 bp present in the canine genome. Finally, we were
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able to prove that transfection and methrotexate treatment worked in generating

a cell colony capable to express canine recombinant TPO.
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Introducao

Estados trombocitopénicos sdo comuns nos caes. Trombocitopenias
podem ser provenientes de qualquer causa de consumo plaquetario,
deficiéncia de produgdo, aumento de destruicdo ou simplesmente por
mobilizacdo para érgéos onde ocorre estocagem de plaquetas. Ultimamente
doencas endémicas como a Ehrlichiose Monocitica Canina, ou Babesiose tém
aumentado muito o numero de animais trombocitopénicos presentes no dia-a-
dia da clinica de pequenos animais; outras causas recentes para esse aumento
sdao as novas possibilidades terapéuticas como as usadas no tratamento
anticancer; e por fim, o aumento do diagndstico devido ao aumento dos
pedidos de avaliagdo plaquetaria. Um tratamento para as trombocitopenias,
bem como testes que possibilitem a avaliagdo da etiopatogenia desses
processos seriam muito bem vindos na pratica da Clinica Veterinaria de

pequenos animais.

Revisédo Bibliografica

Sinonimia

A Trombopoietina (TPO), também conhecida como Fator de
Desenvolvimento e Crescimento de Megacariécitos (MGDF) e ligante do c-mpl,
€ a principal citocina no processo de maturagdo dos megacariocitos (MK)s e no

aumento do numero de plaquetas circulantes.

Descobrimento da TPO

A existéncia de um fator especifico para o desenvolvimento de MK era
reconhecida desde 1958, o fator era considerado como sendo o regulador
primario da producéao plaquetaria (CSERHATI & KELEMEN, 1958; KELEMEN,
et al., 1958), porém as tentativas de purificagdo durante a década de 70 e 80
nao foram bem sucedidas (DASSIN, et al., 1983; EVATT, et al., 1979; HILL &
LEVIN, 1986; MCDONALD & NOLAN, 1979; VANNUCCHI, et al., 1986).
Apenas em 1992 o proto-oncogene c-mpl foi clonado, possibilitando a

purificacdo da TPO (VIGON, et al., 1992). O v-mpl € um oncogene murino que
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faz parte do genoma do virus da leucemia proliferativa (MPLV) (SOUYRI, et al.,
1990), e o gene celular homdlogo c-mpl codifica o receptor para a citocina
hematopoietica restrita a diferenciacdo da linhagem megacariocitica. Usando a
o receptor Mpl, cDNAs que correspondiam ao ligante foram isolados em
humanos, porcos, caes e camundongos (METHIA, et al., 1995). O estudo do c-
mpl, demonstrou tratar-se de um receptor de citocina hematopoiética, e a sua
distribuicdo sugeriu que se tratava do receptor da TPO. Em 1994, cinco grupos
foram capazes de purificar ou clonar a TPO (BARTLEY, et al.,, 1994; DE
SAUVAGE, et al., 1994; KUTER, et al., 1994; LOK, et al., 1994; WENDLING, et
al., 1994).

Bartley et al., em 1994 referem em seu trabalho o sequenciamento do
cDNA da TPO canina. No entanto o trabalho apenas mostra a sequéncia
protéica da TPO canina deduzida a partir da seqtiéncia do cDNA. Em outro
trabalho, duas formas de TPO canino, com pesos moleculares de 25 kD 31 kD
e dividindo uma sequéncia similar de aminoacidos na regido N-terminal, foram
isolados em 1994 (HUNT, et al., 1995).

Expresséo.

A TPO é expressa em varios tecidos: abundantemente no figado, rins,
musculo, célon, cérebro, e intestinos; e moderadamente na medula 6ssea,
baco, pulmdes, estbmago, coragdo, timo, ovario, linhagens celulares
endoteliais e leucémicas. Os niveis de TPO transcritos nos 6rgdos de maior
producao, figado e rins; e nos locais de produgéo plaquetaria, medula éssea e
bago, sdo constantes, mesmo durante trombocitopenia aguda induzida por
administragado de anticorpos monoclonais anti-plaquetas em camundongos ou
durante trombocitose pos-injegdo de TPO (NAGATA, et al., 1997). No entanto,
aparentemente, em humanos, o figado é unico 6rgdo cuja faléncia causa
trombocitopenia por diminui¢cdo dos niveis séricos de TPO, o que demonstra a
sua importancia em manter as concentracbes séricas de TPO (ESPANOL, et
al., 2000; FAEH, et al., 2001; GOULIS, et al., 1999).
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Bioquimica e Biologia Molecular.

O gene humano da TPO se encontra no cromossomo trés, nas regides
3926-28. A estrutura gendbmica tem 68 Kb, sete exons e seis introns, e a
proteina é codificada pelos exons trés ao sete (BARTLEY, et al., 1994). Ja no
cdo, o gene da TPO se encontra no cromossomo 34. A analise da regido
promotora demonstrou receptores para varios fatores importantes, incluindo
GATA 1 e membros da familia ETs (DEVEAUX, et al., 1996). A presenga do
fator de transcrissdo GATA-1 pode significar que existe a estimulacdo da
expressao da TPO causada por cortisol, ja que GATA-1 é uma proteina que
inibe a transcrissdo do DNA, e que é estruturalmente relacionada com o
moddulo de zinco do receptor de cortisol (LUISI, et al., 1991). Ja familia dos ETs
sdo proteinas codificadas por um oncogene, o Hu-ets (ROVIGATTI, et al.,
1986).

A TPO codificada pelo cDNA humano é um polipeptideo de 35 kD e 353
aminoacidos, e tem 31 kD e 332 aminoacidos apds a clivagem do peptideo
sinal (BARTLEY, et al., 1994). A TPO é um polipeptideo de 352, 349, 356, 326
aminoacidos no cao, gato, camundongo e rato, respectivamente (BARTLEY, et
al., 1994; MATSUSHIRO, et al., 1998). O dominio amino-terminal da TPO é
altamente conservado entre as espécies, e mantém alguma similaridade com a
eritropoietina (EPO). A sequéncia de aminoacidos da TPO tem 20% de
identidade e 25% de similaridade com a EPO (GEDDIS, et al., 2002). Esse
dominio tem quatro cisteinas conservadas, que sao responsaveis pela
formagdo de duas cistinas (pontes dissulfidicas) necessarias para atividade
biolégica da TPO. O dominio carboxi-terminal € menos conservado e contém
varias cadeias de carboidratos ligadas a si, que sao importantes na
estabilidade molecular e para o mecanismo de secre¢cdo da TPO (KATO, et al.,
1998; KAUSHANSKY, 1999; MUTO, et al., 2000), aumentando a meia-vida na
corrente sanguinea. Dentre as seis glicosilagbes ligadas ao nitrogénio do
dominio C-terminal, duas [Asparagina na posi¢ao 213 da proteina (Asn 213) e
Asn 234] sdo sabidamente criticas para a secregao da TPO e duas outras (Asn
319 e Asn 327) ndo afetam a secregcdo (MUTO, et al., 2000). O peso de uma
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TPO recombinante humana glicosilada secretada por células de ovario de
hamster é por volta de 80 a 100 kD (KATO, et al., 1998; KAUSHANSKY, 2002)
mostrando que a glicosilagéo pode responder por metade do peso molecular da
TPO.

Regulacao da Producéo.

Apesar de ja ter sido postulado que a regulagdo da concentracéo sérica
da TPO ¢é feita pela producédo e ligagdo da TPO em MKs e plaquetas,
aparentemente a principal fonte de receptores provém dos MKs, pois a
diminuicdo do numero de MKs pode aumentar os niveis séricos de TPO mais
que a diminuigdo da massa plaquetaria (NAGASAWA, et al., 1998). Além disso,
foi proposto que a contagem plaquetaria ndo é exatamente inversamente
proporcional ao nivel sérico de TPO. Durante trombocitopenia aguda, os niveis
de TPO sérica aumentaram transientemente poucas horas apés a injegao de
anticorpos anti-plaquetas, e retornaram aos niveis basais tdo logo os MKs
maduros se acumularam na medula 6ssea e no bago, ainda que a contagem
plaquetaria se mantivesse baixa. MKs maduros na medula éssea aumentaram
quando os niveis séricos de TPO diminuiram, e diminuiram quando as
contagens plaquetarias retomaram os niveis normais. Assim, ja que a TPO é
constitutivamente expressa em varios 6rgaos, os niveis de TPO n&o séao
regulados por alteracdo na expressao, mas pela massa plaquetaria e, de forma
mais intensa, pela contagem de MKs na medula 6ssea e no bago (NAGATA, et
al., 1997). Porém, apesar de menos intenso, o papel das plaquetas pode ser
considerado importante na regulagdo dos niveis séricos da TPO, ja que
reducdes estatisticamente significativas na mediana da concentragdao de TPO
foram observadas como resposta a transfusdes plaquetarias (MOLLER, et al.,
2000). A TPO é reconhecidamente produzida constitutivamente no figado e
rins, porém nas células do estroma da medula 6ssea a producao pode ser
regulada. Um estudo testando o papel das proteinas dos a-granulos
demonstrou que o Fator de Crescimento derivado de Plaquetas (PDGF) BB e o

Fator de crescimento Fibroblastico (FGF)-2 estimularam a expressao do RNAm
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tanto de uma forma dose dependente quanto ligada ao tempo, mostrando que
um mecanismo de retroalimentacédo positiva € estimulado para regular a
producado de TPO nas células do estroma da medula 6ssea (SUNGARAN, et
al., 2000).

O aumento de produgdo de RNAm da TPO na inflamagcéo aguda
hepatica trouxe evidéncias de que a TPO pode responder como uma proteina
de fase aguda da inflamac¢do (WOLBER, et al., 2001). Corroborando com essa
teoria, foi proposto que IL-6 pode aumentar a expressdo de TPO no figado e,
consequentemente, a sua concentragao sérica (KASER, et al., 2001). Existem
também indicios de que o cortisol tenha a capacidade de aumentar a produgao
de TPO, o que poderia sugerir um comportamento de proteina inflamatéria
cronica da TPO (GEDDIS, et al., 2002).

Comunicacéao Celular.

A ligagédo da TPO no receptor c-mpl presente nos MKs estimula a via de
sinalizagao celular JAK/STAT. O receptor c-mpl ligado a TPO fosforila JAK2,
que faz o mesmo com STAT3 e STATS5. Os STATs entao translocam ao nucleo
e ativam genes como ciclina D1, p27, p21, e Bcl-xL estimulando a maturagéo
dos MKs (GEDDIS, et al., 2002).

Megacariocitopoiese e Produc¢édo Plaquetaria.

Mesmo que a TPO sozinha n&o consiga aumentar o numero de
progenitores da linhagem megacariocitica, ela pode causar o aumento de
interleucina (IL)-3 que, por sua vez, € um estimulante das fases mais remotas
da linhagem megacariocitica capaz de induzir a proliferacao e diferenciagao de
progenitores dos Mks das células tronco hematopoiéticas (CARDIER, et al.,
1996), aumentar a ploidia e o tamanho dos MKs, e promover o crescimento da
unidade formadora de colénia megacariocitica (CFU-MK) in vitro, e ainda mais,
estimular a formacao de pseudopodes e a liberacdo de plaquetas funcionais
(KAUSHANSKY, et al., 1994). A IL-6, IL-11, o ligante do kit e o ligante do FIt-3

mostraram ser capazes de estimular o desenvolvimento dos MKs a partir de
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células mieldides CD-34+ (KU, et al., 1996; ZEIGLER, et al., 1994). A
trombocitose observada em pacientes em tratamento com heparina sugere que
a heparina pode funcionar também como agonista da TPO in vivo (CHEN, et
al., 1999).

A administragcdo de TPO em animais saudaveis causa o aumento de
plaquetas circulantes e, o aumento do numero de CFU-MKs e do tamanho e
ploidia dos MKs (KAUSHANSKY, et al., 1994). Em cées, a TPO recombinante
humana pode aumentar o numero de plaquetas circulantes, mas nao aumenta
a funcao plaquetaria (PENG, et al., 1996). A falta de TPO em camundongos
“Knockout” causa uma diminuicdo de 80 a 90% do numero de plaquetas na
circulagao periférica e diminuicdo do numero de células progenitoras
(MURONE, et al., 1998).

Outras Linhagens Hematopoiéticas.

A TPO também pode aumentar os numeros de CFU-
granulécito/eritrécito/macréfago/megacariocito (GEMM) e BFU-GEMM, CFU-
megacarioécito, CFU-granulécito/macrofago e BFU-eritrocito, mas o efeito na
circulagao periférica esta limitado a intensos aumentos da contagem de
plaquetas. A razdo dos numeros de leucdcitos e eritrocitos manterem-se
estaveis mesmo apos os efeitos generalizados da TPO esta provavelmente
ligada ao efeito regulatério predominante do G-CSF e da EPO. Assim, na
auséncia do aumento dos reguladores dominantes de cada linhagem, a
expansado dos progenitores ndo causa o aumento da série em questdo na
circulagao periférica. No entanto, nos casos de aumento de demanda de
células sanguineas, como apds terapia mielossupressiva, o aumento da EPO e
do G-CSF permitem que os efeitos da TPO na eritropoiese e na mielopoiese se
manifestem (KAUSHANSKY, et al., 1996). Resultados in vitro sugerem que €&
necessario também um receptor de EPO para que ocorra a atividade eritréide
da TPO (ROULEAU, et al.,, 2004). Quando comparadas a varias outras
citocinas testadas em um estudo, o ligante do Kit e a TPO foram as citocinas

minimas necessarias para induzir divisdo celular de células tronco
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hematopoiéticas de forma eficiente, e a atividade de repopulagdo multilinhagem
foi percebida em células derivadas de uma porgao significante isoladas apos
cultura na presenca de TPO e ligante do Kit (NAKAUCHI, et al., 2001).

Este papel da TPO tanto na regulacdo da megacariocitopoiese quanto
na hematopoiese primitiva parece ser a explicacdo do defeito de hematopoiese
em Trombocitopeina Congénita Megacariocitica (CAMT) em humanos, levando
ao aparecimento de um estado pancitopénico (GERMESHAUSEN, et al.,
2001a; GERMESHAUSEN, et al., 2001b).

Linhagens celulares ndo hematopoiéticas.

A estimulagcdo com TPO das células hepaticas nao hematopoiéticas de
camundongo EC (LEC-1) localizadas nos sinusoides que co-expressam TPO e
c-mpl, induziu a secregao de citocinas pro-inflamatdrias (i.e., IL-1 B, IL6, TNF-
a). A proliferagao das LEC-1 foi induzida pela TPO na presenga de TNF-a, € na
presenca de IFN-y, que sozinho tinha uma acgao inibitéria no crescimento
dessas células (CARDIER, 1999).

Aplicacdes.

Ferramenta diagndstica.

A TPO pode ter um papel importante para aplicagdo em diagndstico.
Durante estados trombocitopénicos em humanos, a diferenciacdo entre as
etiologias relacionadas das n&o relacionadas a diminuigdo dos numeros de
MKs na medula 6ssea pode ser feita quantificando os niveis séricos da TPO.
Os niveis séricos de TPO aumentam em trombocitopenias relacionadas a
hipoplasia ou aplasia megacariociticas, mas ndo em casos de hiperplasias
(PORCELIJN, et al., 1998).

Os niveis séricos da TPO aumentam em pacientes com sepsis e em
pacientes em choque septicémico o aumento € ainda maior. Em casos de
sepsis ou de choque septicémico as mudancas nos niveis séricos da TPO nao
sao proporcionais as alteracdes nas concentragdes plaquetarias. Baseando-se

nesses achados, acredita-se que a intensidade da sepsis seja uma
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determinante importante dos niveis séricos de TPO, e que a contagem
plaquetaria se apresentem como um determinante secundario. Por isso, a
quantificacdo da TPO pode funcionar também como um marcador para
severidade de sepsis. (ZAKYNTHINOS, et al., 2004).

A combinagcdo da contagem de plaquetas reticuladas e dos niveis
séricos da TPO pode também ser util para diferenciar algumas causas de
trombocitopenias crénicas em pacientes pediatricos, evitando, a realizacdo de
exames invasivos, ao menos em parte dos pacientes. (RAJANTIE, et al., 2004).

Um caso atipico de trombocitemia essencial, no qual a trombocitose
resultou da estimulacdo da TPO e nao apenas de proliferacdo clonal, foi
relatada levando-se a conclusao de que a mensuracao da concentragao seérica
da TPO pode ser valiosa para criangcas com trombocitose extrema sem
explicacdes (HANKINS, et al., 2004).

Terapéutica.

Varias aplicacdes para o uso da TPO como um agente terapéutico foram
estudadas até a presente data. Uma das mais importantes € no auxilio da
recuperacao dos pacientes com cancer submetidos ao transplante de medula
Ossea, quando a TPO aumenta durante o momento do transplante, mas diminui
drasticamente apds trés semanas (YOSHIMURA, et al., 2000). A TPO foi
avaliada como suporte terapéutico nesses pacientes submetidos a terapias
mielossupressivas, onde se demonstrou, ndo apenas importante ao melhorar a
recuperacao do estado trombocitopénico, mas também acelerou a recuperagao
das linhagens eritréide e neutrofilica (STEFANICH, et al., 2001). A expresséao
exacerbada de HOXB4 aumenta o numero de progenitoras de colbnias mistas
eritréide/mieldide in vitro (HELGASON, et al.,, 1996), e a TPO aumenta a
expressao de HOXB4, que dessa forma, aumenta a recuperagao das células
tronco sanguineas (KIRITO, et al., 2003).

A administracdo de TPO imediatamente apos quimioterapia ou regimes
preparatérios para transplante autdlogo da medula 6ssea pode prevenir
apoptose dependente de p53, diminuir mielossupressdo e reduzir a
necessidade de transfusdes de plaquetas (PESTINA, et al., 2001). A TPO

9
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modificada, GW395058, um peptideo tratado com polietileno glicol foi também
testado em caes em tratamento quimioterapico reduzindo os efeitos
trombocitopénicos da carboplatina sem ser observado nenhum efeito adverso
(CASE, et al., 2000). Além de em caes, em primatas ndao humanos, o uso de
TPO reconbinante humana (rhTPO) também ajudou na recuperagdo do numero
de plaquetas apds quimioterapia de uma forma dose dependente (HARKER, et
al., 1996).

Uma forma recombinante da molécula completa humana, um fragmento
contendo apenas a regiao N-terminal, onde o sitio ativo se encontra, ligada a
polietileno glicol (PEG-rHUMGDF), é expressa a por Escherichia coli. Essa
molécula é capaz de aumentar as contagens plaquetarias e pode ser util em
um grande numero de situagbes clinicas (BEGLEY & BASSER, 2000;
ROULEAU, et al., 2004). Além da modificada PEG-rHUMGDF, a rhTPO
também foi testada em camundongos, ratos, cdes, primatas n&do humanos,
pacientes com cancer e voluntarios saudaveis ndo causando forma alguma de
dano hepatico, toxicidade renal ou pulmonar, lesdo capilar, coagulopatia,
toxicidade hematopoiéticas ou resposta de fase aguda. Pacientes
trombocitopénicos transfundidos com doagdes de plaquetas de doadores
tratados com TPO mantém contagem plaquetarias mais altas e por maiores
periodos sem necessidade de novas transfusdes que os que recebem
transfusdes de doadores nao tratados com TPO (GOODNOUGH, et al., 2001).

O uso de TPO é possivelmente o tratamento de escolha para as
trombocitopenias em pacientes cirréticos, ja que a produgdo diminuida de
plaquetas pelos megacariocitos ocorre devido a diminuigdo da concentragao de
TPO (PANASIUK, et al., 2004). Apesar de trombocitopenia ser comum em
hepatopatas com e sem cirrose, a diminuigdo dos niveis séricos de TPO é
observada mais frequentemente em pacientes cirréticos (PECK-
RADOSAVLJEVIC, et al., 1998). O uso de rhTPO pode possivelmente ajudar
também pacientes com trombocitopenias intensas em tratamento com
interferon (IFN). O tratamento com IFN & utilizado em pacientes com hepatite C

crbnica e comumente causa trombocitopenia devido a inibigdo da medula
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Ossea. Apesar de ser esperado um aumento nos niveis séricos de TPO apés o
tratamento com IFN, apenas um aumento moderado foi visto nos pacientes nao
cirroticos.

O tratamento com TPO pode ser valioso na prevencidao das
complicagbes que pdem em risco a vida dos pacientes com Kasabach-Merritt
(KMS). A sindrome KMS ¢é vista em criangas com grandes tumores vasculares
e € caracterizada por contagens plaquetarias muito baixas e consumo dos
fatores de coagulagédo. Foi proposto que trombocitopenia nesses pacientes
seria causada por ligagao intratumoral das plaquetas, baseando-se no efeito
anti-tumoral da ligacdo plaquetaria ao tumor, observado em um modelo de
KMS, onde ha aumento de producgao plaquetaria (VERHEUL, et al., 1999).

Camundongos tratados com rhTPO, apds o transplante de sangue do
corddo umbilical, demonstraram ter de duas a seis vezes mais células CD45
(precursoras de leucdcitos) do que os n&o tratados, com aumento proporcional
das células sanguineas (VERSTEGEN, et al., 2003).

Apesar de diretamente a TPO nao ter um efeito pré-coagulatério a TPO
pode aumentar a ativacao da fosfolipase A2 pela via extracelular regulada por
sinal Kinase 2 — cPLA2 citoplasmatica (cPLA2) sensibilizando a a-trombina
(VAN, et al., 2000), no entanto a IL-6 é capaz de ativar as plaquetas por essa
via de forma mais intensa (BURSTEIN, et al., 1996).

Farmacocinética.

A excrecao da rhTPO apds o tratamento é feita principalmente pelo
sistema renal, mas concentracdes altas também foram vistas na medula déssea.
Ja no pulmao, tecido adiposo e nas adrenais as concentragcdes eram similares
a plasmatica, a menor concentragdo foi encontrada no cérebro (LIU, et al.,
2001).

Possiveis problemas.
A utilizacdo de doses consecutivas da PEGrhMGDF em voluntarios

saudaveis de plaquetoferese causou, em 1% dos individuos (trés doadores), o
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desenvolvimento de intensa trombocitopenia. A analise detalhada do quadro
demonstrou que, a nao ser pela facilidade de formar hematomas, nenhuma
dessas pessoas teve episdédio hemorragico mais importante; nenhuma
respondeu a imunoglobulina ou prednisona endovenosa, e no exame da
medula éssea, foi observada uma intensa diminuicdo do numero de MKs.
Todos os trés pacientes trombocitopénicos apresentaram auto-anticorpos que
reagiram também com a TPO enddgena neutralizando sua atividade bioldgica.
Todos os anticorpos anti-TPO eram IgG, com aumento da fragao IgG4, e sem a
presenca de IgM em momento algum (LI, et al., 2001).

Existem evidéncias de que a TPO pode colaborar na etiopatogenia da
hipertensdo. Pacientes com hipertensao tém aumento da concentracdo de TPO
nas artérias pulmonares, e nos ventriculos direito e esquerdo, o que pode
sugerir um papel importante da TPO (HAZNEDAROGLU, et al., 2002).

A TPO pode também ter um papel importante na etiopatogenia da
mielofibrose. Foi demonstrado, que a liberagdo de TPO dos MKs e TGF-$3 dos
polimorfonucleares, pode levar a ativagao fibroblastica (SCHMITT, et al., 2002).

O tratamento de curto prazo (até cinco dias) com PEG-rHUMGDF em
ratos causou discreta diminuicdo do numero de hemaceas devido,
principalmente, ao aumento no volume plasmatico e sanguineo. Porém, esses
eventos foram explicados como alteragbes secundarias a regulagdo da
producao excessiva de plaquetas e de MKs na medula 6ssea (HARADA, et al.,
1999).

12
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Objetivos.

Pelos motivos abordados na introdugéo e na revisao bibliografica, os
objetivos primarios do presente estudo sdo obter a sequéncia do cDNA que
codifica a TPO canina e comparar a sequéncia obtida com as disponiveis na
literatura; e criar uma série celular mamifera estavel capaz de produzir a TPO

recombinante canina.
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Material e Métodos.

Animal e tecidos RNA.
animais.

BioChain Institute, Inc

> Bibliotecas <

de cDNA.

\

Amplificagdo do cDNA da TPO canina

Clonagem dos produtos da nested PCR para
amnlificacido do cDNA da TPO canina

Amplificagdo do cDNA que codifica a Di-hidro-
folato-redutase murina (DHFR).
<

A 4

-

v
Sequenciamento dos Clones com os produtos da
nested PCR para amplificagdo do cDNA da TPO

canina.
1

Clonagem dos produtos da PCR contendo o
cDNA que codifica a DHFR murina.

-y

Adigcéo da Citosina na posicéo —3 e adi¢cao da regido
de reconhecimento da enterokinase e adigao da
regido codificadora da cauda de histidina.

A\
Sequenciamento dos clones com os produtos
da PCR contendo o cDNA que codifica a
DHFR murina.

Clonagem dos produtos da PCR contendo a Citosina
na posigao —3 e a regido de reconhecimento da
enterokinase e a regiéo codificadora da cauda de
histidina.

7

Gatway reaction (Invitrogen Life Technologies
Inc.)

-

>

v
Obtengéao do conjunto
Promotor+DHFR+seqliéncia estimuladora da
cauda de poli-A (Prom+DHFR+PA).

v
Sequienciamento dos produtos da PCR clonados,
contendo a Citosina na posigao —3 e a regido de
reconhecimento da enterokinase e a regido
codificadora da cauda de histidina.

Clonagem dos produtos da PCR contendo o
conjunto Prom+DHFR+PA.

-

-

\
Gateway reaction (Invitrogen Life Technologies Inc.)

v
Sequenciamento dos clones com os produtos
da PCR contendo o conjunto
Prom+DHFR+PA.

-

\
Obtengao do conjunto Promotor+TPO+seqiiéncia
estimuladora da cauda de poli-A (Prom+TPO+PA).

-~

v
Clonagem dos produtos da PCR contendo o conjunto
Prom+TPO+PA.

Obtencgao de grande quantidade de
plasmideos contendo Prom+TPO+PA e
Prom+DHFR+PA.

-

v
Sequenciamento dos clones contendo o conjunto
Prom+TPO+PA.

%

Obtengao dos fragmentos contendo
Prom+TPO+PA e Prom+DHFR+PA com uma
extremidade coesiva e uma nao coesiva.

-

Obtengao da Linhagem Celular Utilizada.

v
Obtencgéo do Produto contendo os dois
fragmentos: Prom+TPO+PA e
Prom+DHFR+PA.

-~

\4
Cultivo e Propagacéao da CHO/dhFr-.

¥

Preparagéo das placas para transfecgao.

2

Desfosforilagao das extremidades ndo
coesivas do produto ligado.

™ =3

Transfecgdo das CHO/dhFr- com os plasmideos
contendo Prom+TPP+PA e Prom+DHFR+PA.

v
Adicao da Adenina na extremidade 3’ do
fragmento Prom+TPO+PA com
Prom+DHFR+PA.

¥

A 4

Tratamento dos clones transfectados com
metrotexato.

Clonagem dos fragmento Prom+TPO+PA com
Prom+DHFR+PA.

2

l

v
Teste da ocorréncia de expressao da TPO nas
CHO transfectadas.

Obtencao de grande quantidade de
plasmideos contendo Prom+TPO+PA com
Prom+DHFR+PA.

FIGURA 1. Desenho experimental.
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Realizagcdo do projeto.

O projeto foi iniciado no Departamento de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Biociéncias da Unesp campus Botucatu. O conhecimento produzido
durante essa primeira fase foi utilizado mais tarde para o reinicio do projeto na
Michigan State University. Assim, aqui estdo sendo relatados apenas os dados
e protocolos produzidos no Department of Pathobiology and Diagnostic
Investigation do College of Veterinary Medicine, na Michigan State University.

Animal e tecidos animais.

Um cédo saudavel da raga Beagle, parte de um outro projeto de
pesquisa, foi eutanasiado com o aval do “All-University-Committee for Animal
Use and Care of Michigan State University” (comité de ética no uso e manejo
animal). Amostras de tecido hepatico e renal foram colhidas com lamina de
bisturi logo apdés a parada cardiaca do animal. Os tecidos foram
acondicionados imediatamente em microtubos livres de RNase e DNase e
congelados em gelo seco. Toda manipulagdo dos tecidos foi feita utilizando-se

luvas de vicril.

Extracdo de RNA.

A extragdo do RNA foi feita usando o reagente Trizol (Invitrogen Life
Technologies) e seguindo as recomendagdes do fabricante. A concentragéo e a
qualidade do RNA foram avaliadas apds a extragdo com o uso de um
espectrofotbmetro. A concentragdo de RNA foi estimada pela formula:
‘concentracdo do RNA = absorbancia medida X 40 ug/mL” e a qualidade foi
avaliada pela relagao de leituras OD260/0D280 considerando uma amostra de
boa qualidade a que apresentava relagao acima de 1,7. As amostras de RNA

hepatico e renal foram entdo combinadas formando um pool.

Bibliotecas de cDNA.
Uma biblioteca de cDNA renal foi adquirida da BioChain Institute, Inc. e
uma outra foi gerada a partir do RNA extraido. O cDNA adquirido foi utilizado

numa primeira fase da padronizagdo da PCR para amplificar a TPO canina, e
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pool o obtido a partir do RNA extraido (descrito no item anterior) foi utilizado
para a reacao final. A biblioteca de cDNA esplénico murina utilizada para
amplificacdo do cDNA que codifica a di-hidro-folato-redutase também foi

adquirida da BioChain Institute, Inc.

Sequéncias de nucleotideos utilizadas.

Comparando-se as sequéncias ja publicadas da TPO humana (Gene
Bank: NM_000460) com o genoma do cao recém publicado no “Gene Bank”,
foram selecionadas regides anteriores ao “start codon” e posteriores ao “stop
cédon”. Essa comparacédo foi feita no “website” da University of Califérnia at
Santa Cruz (http://genome.ucsc.edu/).

A sequéncia utilizada do RNAm que codifica o DHFR foi obtida no “Gene
Bank” (cédigo de referéncia: NM_010049).

As sequéncias dos vetores utilizados (pCR8/GW/TOPO numeros no
catalogo: K250020 e K252020, pcDNA-DEST40 numero no catalogo:
12274015, pCR2.1-TOPO numeros no catalogo: K450001, K450040, K451020,
K452001, K452040, K455001, K455040, K456001, K456040) foram obtidas no

“‘website” da Invitrogen Life Technologies (www.Invitrogen.com).

Oligonucleotideos iniciadores (primers).

As sequéncias dos primers utilizados foram todas desenhadas usando a
ferramenta “on line” do “website” http://scitools.idtdna.com/Primerquest/ e
escolhidas baseadas na posicdo de fusdo, € nos possiveis problemas como
formacado de “hairpins”, dimeros com primers semelhantes ou com outros. A
partir dessa metodologia foram desenhados primers para amplificacdo e
sequenciamento do cDNA que codifica a TPO canina, para a amplificacdo e
sequenciamento do conjunto promotor+TPO+sequéncia estimuladora da cauda
de poli-A, para amplificacdo do cDNA que codifica a DHFR murina e para a
amplificacdo e sequenciamento do segmento promotor+DHFR+seqléncia
estimuladora da cauda de poli-A. Utilizando-se como base as sequéncias

obtidas a partir da comparagdo do RNAm da TPO humana com a do genoma
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do céo, a sequéncia do RNAm do DHFR murino, a sequéncia dos vetores de
transporte utilizados e a sequéncia do vetor de expressido utilizado, os

seguintes primers foram desenhados (Tabela 1):

Tabela 1. Nome e sequéncia dos primers utilizados.

Nome Sequéncia5— 3

TPO 4 For TACCAGACAGCCAGGCCAGAAT

TPO 2 Rev GAGCATGTAGAGAATTAGTAAGCTGT
TPO 2For ATGGAGCTGACTGAATTGCT

TPO 4 Rev CCAAAGATAACTAGCTGCTCTGGTGA
TPO INI GTTATGGAGCTGACTGAATTGCTCCTC
Ek tpo rev | TCATCGTCCTCCTCCTGAGACAGATTCTGGAAGTGAGG
Ek tpo rev I CTTATCGTCATCGTCCTCCTCCTGAGACAGATTCTGGA
dhfr forw ACTTGACGGCAATCCTAGCGTGAA
dhfr rev GGGAGCAGAGAACTTGAAAGCATC
Cmv for CTCGAGTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTA
Tag rev AGCTGGTTCTTTCCGCCTCAGAA
GW for GTTGCAACAAATTGATGAGCAATGC
GW rev TAATTGCTCATCAATTTGTTGCAAC

la for TCTTCCCTTCTGGGACAGCTTTCTG

Ib for AGGACACATGGACCCTTGAATGGA

Ic rev GGCCCTCTAGATCAACCACTTTGT

la for TCTTCCCTTCTGGGACAGCTTTCTG

Ib for AGGACACATGGACCCTTGAATGGA
Illa for GTGTATCATATGCCAAGTACGCCC

b for TAGAGAACCCACTGCTTACTGGCT

llic rev AAATGAGCTCCTCGTGGTGGTTCT

Amplificagcbes por PCR ou “nested” PCR.

Cada PCR continha tampao de reagdo 1X (50mM KCI, 20mM tris-HCI
(pH 8,4), 0,1% Triton X-100), 1,75mM MgClI2, 0,2mM dNTPs, 1uM de primers
especificos para a TPO canina (TPO 4 For e TPO 2 Ver), 0,625U DNA
polymerase High Fidelity (Roche) e agua ultrapura autoclavada trazendo para
um volume final de 25 pL. A reacado se desenvolveu em uma etapa inicial de

desnaturagdo a 94°C por 10 minutos seguida de 40 ciclos de 94°C para
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desnaturagdo por 60 segundos, ligacdo dos primers na temperatura ideal, por
60 segundos e entdo extensao a 72°C por um tempo ideal para o tamanho da
regidao a ser amplificada. A dUltima etapa consistia de extensdo do
oligonucleotideo iniciador a 72°C por 4 minutos e entdo a reacdo era mantida a
4°C.

Em se tratando de um “nested” PCR, as reag¢des eram entdo levadas a
uma segunda amplificacdo. As segundas reagbes ocorreram nas mesmas
condigdes da primeira reagdo com excegao dos oligonucleotideos e amostras
utilizadas. As amostras utilizadas eram 2uL da primeira reagédo e os
oligonucleotideos utilizados eram os especificos para cada reagdo. Apods
completa a segunda PCR, 10ul das reagdes eram separadas em gel de
agarose (a concentracdo dependia dos tamanhos dos fragmentos a serem
separados. Como uma regra geral, para fragmentos > 500 pb gel a 1,5%, entre
500 — 1000 bp gel a 1,0%, >1000 pb gel a 0.7%) com 1,0% de brometo de
etideo adicionado em tampao Tris acetato EDTA (TEA) a 90 volts e por
aproximadamente 1 hora ou até que as bandas pudessem ser apropriadamente

observadas em visualizador UV e comparadas com a escala.

Clonagem dos produtos da nested PCR para amplificacdo do cDNA
da TPO canina.

As reagdes que geraram produtos do tamanho desejado foram clonadas
utilizando-se kits de clonagem (Invitrogen Life Technologies) seguindo-se as
recomendagdes do fabricante. Foram utilizados 2uL de cada reacéo e tempos
que variavam com o tamanho do produto para ligagdo com o vetor. A
identificacdo dos clones foi feita primeiramente pelo meio seletivo contendo o
antibidtico especifico para cada Kit e entdo com extragdo de DNA plasmideal
utilizando-se QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen Inc.) de acordo com
recomendagao dos fabricantes, seguido de digestdo com Eco Rl (New England
Biolabs Inc.) também seguindo-se as recomendacgdes do fabricante. Depois de
completa a digestédo, 10ul da reagdo foram separados em um gel de agarose a

0,7% com 1,0% brometo de etideo adicionado em tampao Tris Acetato EDTA
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(TAE) a 90 volts por aproximadamente 1 hora ou até que as bandas pudessem
ser apropriadamente observadas em visualizador UV e comparadas com a
escala.

Sequenciamentos

Todos os sequenciamentos foram feitos com cinco clones dos DNAs
plasmideais selecionados. O material foi mandado para o servico de
sequenciamento da Michigan State University conjuntamente com os primers
especificos para cada sequéncia. As sequéncias obtidas foram comparadas
entre si utilizando-se o “software” Lasergene 5 Suite, DNAStar Inc. ver. 5.0.6
(Win, MacOS) (Figura 2). Os clones que nao continham erros foram

selecionados e congelados em freezer —80°C.
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FIGURA 2. Figura ilustrativa de “software” fazendo pareamento das sequéncias
obtidas do sequenciamento da TPO.
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Amplificagdo do cDNA da TPO canina.

O cDNA da TPO canina foi amplificado em uma “nested” PCR. A
primeira reagao utilizou-se aproximadamente 0,5 a 1,0 yg de cDNA como
amostra para amplificar a sequéncia da TPO canina. Os primers utilizados
foram: TPO 4 For e TPO 2 Rev. A ligagao desses primers foi realizada a 53°C
por 60 segundos e entdo extenséo por 60 segundos.

Os primers utilizados para a segunda reagao foram TPO 2 For e TPO 4
Rev. Para a visualizagdo do produto foi utilizado um gel de agarose a 1,5% e
1Kb DNA Ladder, New England Biolabs Inc.

Clonagem dos produtos da nested PCR para amplificacdo do cDNA
da TPO canina.

As reagdes que geraram produtos do tamanho desejado (1293bp) foram
clonadas utilizando-se o pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning Kit with One Shot®
TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen Life Technologies). Foram
utilizados 30 minutos para ligagdo do produto com o vetor. O antibidtico
utilizado no meio seletivo foi espectinomicina. A escala utilizada foi (1Kb DNA
Ladder, New England Biolabs Inc.) sendo considerado um clone positivo o que

continha um inserto de aproximadamente 1300 bp.

Sequenciamento dos Clones com os produtos da “nested” PCR
para amplificagcdo do cDNA da TPO canina.
Os primers GW for, GW rev, tpo seq | for e tpo seq Il rev foram utilizados

para o seqiienciamento.

Adicdo da Citosina na posicdo -3 e adicdo da regidao de
reconhecimento da enterokinase.

Utilizando-se o clone selecionado como amostra para a primeira reacao,
trés PCRs se seguiram com o objetivo de adicionar uma citosina na regiao —3
(CXXATG), e para a retirada do “stop codon” e adicdo da regido de

reconhecimento da enterokinase. As reacbdes foram feitas utilizando-se o
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mesmo protocolo, variando-se apenas os primers e as amostras utilizadas,
sendo que o produto de cada etapa anterior era usado como amostra para a
seguinte.

O primer “forward” utilizado foi sempre o mesmo: TPO INI e os
“reverses” foram utilizados nessa ordem: Stop codon TPO rev, Ek tpo rev |, Ek
tpo rev Il.

Na primeira reacao utilizou-se aproximadamente 1,0 uyL do DNA
plasmideal do clone selecionado como amostra e nas proximas foram utilizadas
2 uL da etapa anterior. A temperatura para a ligacdo dos primers foi 43°C e a

extenséo foi feita por 90 segundos em cada ciclo.

Clonagem dos produtos da PCR contendo a Citosina na posicao —3
e aregido de reconhecimento da enterokinase.

O produto obtido no final da série de reagdes tinha 1071 bp. Esse
produto foi entdo clonado utilizando-se o pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning Kit
with One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen Life
Technologies) e foram esperados 30 minutos para ligacdo do produto com o
vetor. O meio seletivo contendo espectinomicina foi utilizado. Para visualizagao
em gel usou-se a escala 1Kb DNA Ladder, New England Biolabs Inc. sendo
considerado um clone positivo o que continha um inserto de aproximadamente
1100 bp.

Sequenciamento dos produtos da PCR clonados, contendo a
Citosina na posicdo —3 e aregido de reconhecimento da enterokinase.
Os primers GW for, GW rev, tpo seq | for e tpo seq Il rev foram utilizados

para o sequenciamento.

Gateway reaction (Invitrogen Life Technologies Inc.)
A passagem do inserto do vetor de transporte pCR®8/GW/TOPO®
(Invitrogen Life Technologies Inc.) para o vetor de expressdo pcDNA-DEST40

(Invitrogen Life Technologies Inc.) foi feita utilizando-se Gateway® LR
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Clonase™ Il enzyme mix (Invitrogen Life Technologies Inc.) seguindo as
recomendagdes do fabricante. A identificacdo dos clones foi feita
primeiramente pelo meio seletivo contendo ampicilina e entdo com extracao de
DNA plasmideal utilizando-se QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen Inc.) de
acordo com recomendacao dos fabricantes, seguido de digestdo com Eco RI
(New England Biolabs Inc.) também seguindo as recomendac¢des do fabricante.
Depois de completa a digestdo, 10ul da reagédo foram separados em um gel a
1,5% de agarose com 1,0% de brometo de etideo adicionado em tampé&o Tris
acetato EDTA (TAE) a 90 volts por aproximadamente 1 hora ou até que as
bandas pudessem ser apropriadamente visualizadas e comparadas com a
escala (1Kb DNA Ladder, New England Biolabs Inc.) sendo selecionado o

clone que continha o inserto do tamanho esperado.

Obtencdo do conjunto Promotor+TPO+sequéncia estimuladora da
cauda de poli-A (Prom+TPO+PA).

Para se obter o conjunto Prom+TPO+PA foi realizada uma nova PCR
utilizando o DNA plasmideal do clone selecionado na etapa anterior como
amostra e os primers Cmv for e Tag rev.

A temperatura de ligacdo foi 50°C e a extensdo foi feita por 120
segundos. O produto foi comparado com a escala 1Kb DNA Ladder, New

England Biolabs Inc.

Clonagem dos produtos da PCR contendo o0 conjunto
Prom+TPO+PA.

Os produtos de 2510 bp foram clonados utilizando-se o TOPO TA
Cloning® for Sequencing with One Shot® Mach1™ T1 Phage-Resistant
Chemically Competent E. coli (Invitrogen Life Technologies). A ligagao do
produto com o vetor foi feita durante a noite (aproximadamente 12 horas) e o
meio seletivo continha Ampicilina.

Para a visualizagdo utilizou-se gel de agarose 0,7% até que as bandas

pudessem ser apropriadamente visualizadas e comparadas com a escala 1Kb
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DNA Ladder, New England Biolabs Inc. sendo considerado um clone positivo o

que continha as bandas de aproximadamente 2500 bp.

Sequenciamento dos clones contendo o conjunto Prom+TPO+PA.
Os primers GW for, la for, Ib for, Ic rev e GW rev que foram utilizados

para o sequenciamento.

Obtencdo do cDNA que codifica a Di-hidro-folato-redutase murina
(DHFR).

O cDNA da DHFR murina foi amplificado por uma PCR. A reagéo utilizou
aproximadamente 0.5 a 1.0 yg do cDNA esplénico murino adquirido (BioChain
Institute, Inc.) como amostra para amplificar a sequéncia da DHFR murina. A
temperatura utilizada para ligacdo do oligonucleotideo iniciador foi 55°C e a
extenséo foi feita por 45 segundos.

Os produtos foram comparados com a escala 100 bp DNA Ladder, New

England Biolabs Inc. gerando um produto de 641 bp.

Clonagem dos produtos da PCR contendo o cDNA que codifica a
DHFR murina.

Os produtos de 641 bp foram clonados utilizando-se o
pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning Kit with One Shot® TOP10 Chemically
Competent E. coli (Invitrogen Life Technologies) como descrito anteriormente.
Nessa etapa, foram utilizados 30 minutos para ligagéo do produto com o vetor.

Foram considerados positivos clones com inserto de aproximadamente
650 bp.

Seqlienciamento dos clones com os produtos da PCR contendo o

cDNA que codifica a DHFR murina.

Os primers Gw for e Gw rev foram utilizados para o seqlienciamento.
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Gateway reaction (Invitrogen Life Technologies Inc.)

A reacéo foi feita como descrita anteriormente.

Obtencao do conjunto Promotor+DHFR+sequéncia estimuladora da
cauda de poli-A (Prom+DHFR+PA).

Para se obter o conjunto Prom+DHFR+PA foi realizada uma nova PCR
utilizando-se o DNA plasmideal do clone selecionado na etapa anterior como
amostra e os primers Cmv for e Tag rev.

Foi utilizada uma temperatura de ligagao do oligonucleotideo iniciador de
50°C e a extens&o por 120 segundos.

A escala utilizada para a comparacao do tamanho do produto da reacao
foi 1Kb DNA Ladder, New England Biolabs Inc.

Clonagem dos produtos da PCR contendo o0 conjunto
Prom+DHFR+PA.

A clonagem foi efetuada como descrita no item “Obtencdo do conjunto
Promotor+TPO+seqliéncia estimuladora da cauda de poli-A (Prom+TPO+PA)”.

Foi considerado um clone positivo 0 que continha inserto de

aproximadamente 2100 bp.

Sequenciamento dos clones com os produtos da PCR contendo o
conjunto Prom+DHFR+PA.
Os primers GW for, llla for, IlIb for, llic rev, GW rev foram utilizados para

o sequienciamento.

Obtencdo de grande quantidade de plasmideos contendo
Prom+TPO+PA e Prom+DHFR+PA.

Os clones selecionados foram cultivados por 12 horas em 400mL de
meio Luria-Bertani liquido contendo 50 mM de Ampicilina em uma estufa a

37°C com movimento orbital de 300 rpm, e entdo o DNA plasmideal foi extraido
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utilizando-se QIAGEN INC. Plasmid Maxi Kit (Qiagen Inc.) de acordo com

recomendacgao do fabricante.

Obtencdo dos fragmentos contendo Prom+TPO+PA e
Prom+DHFR+PA com uma extremidade coesiva e uma néo coesiva.

Por meio da sequéncia conhecida dos insertos e dos plasmideos e o uso
do “software” Lasergene 5 Suite, DNAStar Inc. ver. 5.0.6 (Win, MacOS) foi
construido um mapa de restricdo, e foram encontradas enzimas capazes de
fazer a digestdo separando os fragmentos do vetor de forma a deixar uma
extremidade coesiva e outra ndo coesiva.

Foi realizada uma digestdo com trés enzimas para se obter o fragmento
Prom+TPO+PA. Em um microtubo foram adicionados 25 pg do plasmideo
contendo Prom+TPO+PA, 120.000U Ava | (New England Biolabs Inc.),
240.000U Eco RV (New England Biolabs Inc.), 120.000U Hind Il (Invitrogen
Life Technologies Inc.), tampédo REact® 2 (Invitrogen Life Technologies Inc.)
levando a uma solugao final 50 mM Tris-HCI (pH 8,0),10 mM MgCl,, 50 mM
NaCl e 1 ug/ml Albumina sérica Bovina (New England Biolabs Inc.), agua ultra-
pura autoclavada foi adicionada para completar 90 yL. A reacao foi mantida a
37°C por 90 minutos.

Para se obter o fragmento Prom+DHFR+PA. Em um microtubo foram
adicionados 25 ug do plasmideo contendo Prom+DHFR+PA, 240.000U Eco RV
(New England Biolabs Inc.), 120.000U Hind Il (Invitrogen Life Technologies
Inc.), tampdo REact® 2 (Invitrogen Life Technologies Inc.) levando a uma
solugédo final 50 mM Tris-HCI (pH 8,0),10 mM MgCl,, 50 mM NaCl e 1
pg/ml Albumina sérica Bovina (New England Biolabs Inc.), agua ultra-pura
autoclavada foi adicionada para completar 90 pL. A reacéo foi mantida a 37°C
por 90 minutos.

Os produtos obtidos foram separados em gel de agarose a 0,7% com
brometo de etideo. A banda maior da reacao para se obter Prom+TPO+PA e a
banda menor da reagao para se obter Prom+DHFR+PA foram recortadas, e o

DNA extraido com QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen Inc.) seguindo as
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recomendagdes do fabricante. Os dois fragmentos foram entdo misturados em

uma unica solugéo.

Obtencé&o do Produto contendo os dois fragmentos: Prom+TPO+PA
e Prom+DHFR+PA.

Para se ligar os dois fragmentos obtidos e purificados foi padronizada
uma reacéo de ligacédo usando T4 DNA Ligase (Invitrogen Life Technologies). A
reacao foi padronizada utilizando 15uL da solugdo contendo os dois
fragmentos, 1U de T4 DNA Ligase (Invitrogen Life Technologies), nas
seguintes condi¢des: 50 mM Tris-HCI (pH 7,6), 10 mM MgCl,;, 1 mM ATP, 1
mM DTT, 25% (w/v) polyethylene glicol-8000. A reagdo ocorreu a 16°C por 12
horas.

Os produtos obtidos foram separados em gel de agarose a 0,7% com
brometo de etideo. A banda do meio continha a ligacdo do fragmento
Prom+TPO+PA com Prom+DHFR+PA e por isso foi recortada, o DNA extraido
com QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen Inc.) seguindo as recomendagdes do

fabricante.

Desfosforilagcéo das extremidades ndo coesivas do produto ligado.

A retirada do radical fosfato da extremidade 3’ dos fragmentos cortados
com Eco RV se faz necessaéria para que o tratamento com Taq polimerase seja
efetivo.

Essa desfosforilagédo foi obtida por um tratamento do produto ligado com
fosfatase alcalina intestinal de bezerro (Calf Intestinal Alkaline Phosphatase,
Invitrogen Life Technologies). A reagéo foi padronizada utilizando-se 35 uL do
fragmento Prom+TPO+PA com Prom+DHFR+PA, 10U fosfatase alcalina
intestinal de bezerro nas seguintes condi¢des: 50 mM Tris-HCI (pH 8,5), 0,1
mM EDTA. A reacdo foi mantida a 37°C por 60 minutos. O DNA foi entdo
purificado utilizando-se QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Inc.) seguindo as

recomendac¢des do fabricante.
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Adicdo da Adenina na extremidade 3’ do fragmento Prom+TPO+PA
com Prom+DHFR+PA.

A enzima Taq polimerase tem a propriedade de adicionar uma adenina
na extremidade 3’ de fragmentos de DNA. Essa adenina é necessaria para a
clonagem utilizando-se a enzima Topoisomerase.

Para se adicionar a adenina na extremidade 3’ dos fragmentos foi
padronizado o tratamento com Taq Polimerase. Em um microtubo foram
adicionados 5U de Tag DNA Polymerase (New England Biolabs Inc.), 0,2 uM
dNTP, e a solugdo de DNA purificado na etapa anterior para completar 25uL. A

reacdo foi mantida por 20 minutos a 72°C.

Clonagem do fragmento Prom+TPO+PA com Prom+DHFR+PA.

O fragmento Prom+TPO+PA com Prom+DHFR+PA tratados com Taq
DNA Polymerase (New England Biolabs Inc.) foram clonados utilizando-se o
TOPO TA Cloning® for Sequencing with One Shot® Mach1™ T1 Phage-
Resistant Chemically Competent E. coli (Invitrogen Life Technologies). A
ligacdo do produto com o vetor foi feita durante a noite (aproximadamente 12
horas). A identificagdo dos clones foi feita como descrito anteriormente.

Foi utilizado 1Kb DNA Ladder, New England Biolabs Inc. para a
comparacgao dos produtos da reacédo de digestdo, sendo coletado o clone com

0 padrao de bandas esperado.

Obtencdo de grande quantidade de plasmideos contendo
Prom+TPO+PA com Prom+DHFR+PA.

O clone selecionado foi cultivado por 12 horas em 400 mL de meio
Luria-Bertani liquido contendo 50 mM de Ampicilina em uma estufa a 37°C com
movimento orbital de 300 rpm, e entdo o DNA plasmideal foi extraido
utilizando-se QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen Inc.) de acordo com

recomendagao do fabricante.
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Obtencédo da Linhagem Celular Utilizada.

Células de ovario de hamster sem o gene que codifica a enzima di-hidro
folato redutase ativo, foram obtidas de American Type Culture Collection
(ATCC) Manassas, VA — USA. A série celular obtida foi: CHO/dhFr- [CHO duk-;
NOTE: dhfr refers to dihydrofolate reductase] (ATCC® Number: CRL-9096 ™).

Cultivo e Propagacao da CHO/dhFr-.

As CHO/dhFr- foram propagadas seguindo as recomendagbes do
ATCC®. As células foram propagadas até obter-se 10 garrafas de 75 cm® que
foram mantidas até que atingissem 90% de confluéncia. As células foram
tripsinizadas, eluidas no meio de cultivo contendo 5% de dimetil-sulfoxido
(DMSO), e entdo, congeladas lentamente até —80°C e, posteriormente,

estocadas em nitrogénio liquido.

Preparacado das placas para transfeccéo.

As células foram subcultivadas em placas para cultivo celular de 100
mm de diametro, segundo as recomendacdes do ATCC®. Uma densidade de
1x10° a 4x10° de células/cm? foram plaqueadas 24 horas antes da transfecgao.

Uma hora antes da transfeccdo o meio de cultivo foi trocado.

Transfeccdo das CHO/dhFr- com os plasmideos contendo
Prom+TPO+PA e Prom+DHFR+PA.

Aproximadamente 25 pug de plasmideo foram adicionados a um tubo de
5 mL estéril e 100 pL de 2,5 M CaCl; e o volume final foi completado até atingir
1 mL com 0.1x TE (pH 7,6). Essa solugédo foi mantida a 37°C. Em um outro
tubo de 5 mL estéril foi adicionado um volume de 1mL de 2X HEPES
tamponado (140 mM NaCl; 1,5 mM Na;HPO4+2H,0; 50 mM HEPES) e também
foi mantido a 37°C. As solugdes foram entdo misturadas 1:1 (v/v), e a mistura
foi mantida a 37°C por 30 segundos.

Imediatamente apds os 30 segundos 0,5 mL do precipitado de DNA foi

gotejado em cada placa preparada previamente para transfec¢do. As culturas
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celulares voltaram para estufa a 37°C, 90% de umidade e 5% de CO, por 6
horas quando o meio foi entdo trocado novamente pelo mesmo meio utilizado
na propagacao celular. Seis dias apés a transfeccdo o meio foi entdo trocado
por Iscove's modified Dulbecco's medium (ATCC®) apenas com os antibidticos
e com o antifungico.

Esta placa permaneceu na estufa durante 10 dias, quando segundo o
protocolo utilizado, deveriam ser visiveis colénias de células individualizadas.
Porém isso nao ocorrendo, as células foram tripsinizadas como indicado pelo
ATCC® e entao foram subcultivadas em novas placas, utilizando Iscove's
modified Dulbecco's medium (ATCC®) apenas com os antibidticos e com o
antifungico. Aproximadamente sete dias ap6s a mudanga de placa, foi possivel
visualizar as col6nias individualizadas, que foram transferidas para uma placa
com seis pogos para cultura celular com o auxilio de uma alga microbioldgica

estéril e descartavel.

Tratamento dos clones transfectados com metrotexato.

Para a amplificacdo do material genético transfectado, foi feito
tratamento com Metrotexato (MTX). Foram feitas solugbes de MTX dissolvido
no Iscove's modified Dulbecco's medium (ATCC®) com os antibidticos e com o
antifangico com concentragdes de 20 mM, 50 mM, 200 mM e 1000 mM de
MTX.

As células comecaram a ser tratadas um dia apos serem transferidas
com a solugdo com menor concentracdo de MTX, que foram sendo

substituidas de forma crescente a cada dez dias.

Teste da ocorréncia de expresséo da TPO nas CHO transfectadas.

RNA das células transfectadas e ndo transfectadas foi extraido
utilizando-se TRIzol® LS Reagent (Invitrogen Life Technologies) de acordo com
a recomendacao do fabricante. Apds as extragbes a concentragdo e a
qualidade do RNA foi avaliada utilizando-se um espectrofotdbmetro. A férmula

utilizada para a quantificacéo foi: “concentracdo do RNA = absorcdo medida X
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40 ug/ml” e a qualidade foi avaliada pela relagdo de leituras OD260/0D280
aceitando-se amostras com relagao acima de 1,7.

As solugdes de RNA obtidas foram utilizadas para a producdo de cDNA
com o kit SuperScript Il (Invitrogen Life Technologies) seguindo as
recomendac¢des do fabricante.

Os cDNAs foram entdo utilizados como amostras para uma “nested”
PCR com o objetivo de demonstrar a presenga de cDNA que codifica a TPO
canina nas células transfectadas e a auséncia deste nas células nao
transfectadas. Para tal a seguinte reacao foi padronizada: a primeira reagao
utilizou aproximadamente 0,5 a 1,0 ug of cDNA como amostra para amplificar a
sequéncia da TPO canina. Cada PCR continha tampao de reagcéo 1X (50 mM
KCl, 20 mM tris-HCI (pH 8,4), 0,1% Triton X-100), 1,75 mM MgCl,, 0,2 mM
dNTPs, 1uM de primers TPO 2 For e TPO 4 Rev, 1U Taqg DNA Polymerase
(New England Biolabs Inc.) e agua ultrapura autoclavada trazendo para um
volume final de 25 pL. O ciclo do termociclador incluia uma etapa inicial de
desnaturagdo a 94°C por 10 minutos seguida de 40 ciclos de 94°C para
desnaturagdo por 60 segundos, ligacdo do oligonucleotideo iniciador a 55°C
por 60 segundos e entdo extensao a 72°C por 60 segundos. A ultima etapa
consistia de extensdo do oligonucleotideo iniciador a 72°C por 4 minutos e
entdo a reacido era mantida a 4°C.

A segunda reacdo ocorria nas mesmas condigbes da primeira, com
excegdo dos primers e amostras utilizadas. A amostra utilizada era 1uL da
primeira reagao e os primers utilizados foram la For e | ¢ rev. Apés completa a
segunda PCR, 10pul da reacao foram separados em um gel a 1,5% de agarose
com 1,0% de brometo de etideo adicionado em tamp&o Tris acetato EDTA
(TBE) a 90 volts por aproximadamente 1 hora ou até que as bandas de 693
pudessem ser visualizadas e comparadas com a escala (100 bp DNA Ladder,
New England Biolabs Inc.).
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Resultados.

A sequéncia encontrada para o DNA que codifica a TPO canina foi:

ATGGAGCTGACTGAATTGCTCCTCGTGGTCATGCTTCTCCTAACTGCAAGACTG
GATCCATGCCTCCCAGCTCCTCCTGCCTGTGACCCCCGTCTCCTAAATAAAATGCTTCG
TGACTCCCATGTACTTCACAGCAGATTGAGCCAGTGTCCAGACATTTACCCTTTGTCCA
CACCCGTCCTGCTGCCTGCTGTGGACTTTAGCTTGGGAGAATGGAAAACCCAGAAGGAG
CAGACCAAGGCACAGGACGTTTTGGGAGCTGTAGCCCTTCTGCTAGATGGCGTCCTGGC
AGCGCGGGGACAACTGGGACCCTCCTGCCTCTCTTCCCTTCTGGGACAGCTTTCTGGAC
AGGTCCGCCTCCTCCTTGGGGCCCTGCAGGGCCTCCTTGGAACCCAGCTTCCTCCACAG
GGCAGGACCACAACTCACAAGGATCCCAATGCCATATTCCTGAGCTTCCAACAACTGCT
CCGAGGAAAGGTGCGCTTCCTGCTGCTTGTAGCAGGGCCCACCCTCTGTGCCAAGCAGA
GCCAACCCACTACAGCTGTCCCAACCAATACCTCCCTATTCCTCACACTGCGCAAGCTC
CCAAACAGGACTTCTGGGTTGTTGGAGACAAACTCCAGCATCTCAGCCAGAACTACTGG
CTCTGGACTTCTGAAGAGGCTGCAGGGATTCAGAGCCAAGATTCCTGGTCTGCTGAACC
AAACCTCCAGGTCCCTAAACCAAACCCCTGGACACCTGAGCAGGACACATGGACCCTTG
AATGGAACTCATGGACTCCTTCCTGGACTCTCACTCACGGCCCTAGGAGCCCCAGACAT
CCCTCCAGGAACTTCAGATATGGACGCCCTGCCACCCAACCTCTGGCCCAGATACTCTC
CTTCCCCAATCCATCCTCCTCCTGGGCAATACACACTCTTCTCCCCTTTACCCACCTCG
CCCACCCCCCAGAACCCGCTCCAACCTCCACCTCCTGACCCCTCCGCGACAGCCAACTC
TACCAGTCCTCTTCTAATTGCAGCCCACCCTCACTTCCAGAATCTGTCTCAGGAGGAGT
AAGGTACTCTAGCCCTGCCACCATCAGCACTGTCTCCATTGCAAAGTTCCCTTTCCAGG
AGGGGAGGCCCTGGGAGTCAAGTTATACCAGATTTCCTTTCACCTGAAACCCAAAGCCC
TGCTAAAGGGGGATACACGGGACAGAAAAGGGGATTTTTCACTGTATATTGTAAAACTT
CAGAAGCTATTTTTTTTAAGCTATCAATAATATTCACCAGAGCAGCTAGTTATCTTTGG

Em negrito foram marcados o “start codon” e o “stop cdédon”
respectivamente.

A sequéncia de aminoacidos da proteina codificada pelo DNA que
codifica a TPO canina sequienciado é:

MELTELLLVVMLLLTARLDPCLPAPPACDPRLLNKMLRDSHVLHSRLSQCPDIY
PLSTPVLLPAVDFSLGEWKTQKEQTKAQDVLGAVALLLDGVLAARGQLGPSCLSSLLGQ
LSGQVRLLLGALQGLLGTQLPPQGRTTTHKDPNAIFLSFQQLLRGKVRFLLLVAGPTLC
AKQSQPTTAVPTNTSLFLTLRKLPNRTSGLLETNSSISARTTGSGLLKRLQGFRAKIPG
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LLNQTSRSLNQTPGHLSRTHGPLNGTHGLLPGLSLTALGAPD IPPGTSDMDALPPNLWP
RYSPSPIHPPPGQYTLFSPLPTSPTPQNPLQPPPPDPSATANSTSPLL IAAHPHFQNLS
QEE

Apoés a adigao da citosina na posicao —3 e da sequéncia que codifica a
regido de agao da Enterokinase, a sequéncia passou a ser:

CTTATGGAGCTGACTGAATTGCTCCTCGTGGTCATGCTTCTCCTAACTGCAAGA
CTGGATCCATGCCTCCCAGCTCCTCCTGCCTGTGACCCCCGTCTCCTAAATAAAATGCT
TCGTGACTCCCATGTACTTCACAGCAGATTGAGCCAGTGTCCAGACATTTACCCTTTGT
CCACACCCGTCCTGCTGCCTGCTGTGGACTTTAGCTTGGGAGAATGGAAAACCCAGAAG
GAGCAGACCAAGGCACAGGACGTTTTGGGAGCTGTAGCCCTTCTGCTAGATGGCGTCCT
GGCAGCGCGGGGACAACTGGGACCCTCCTGCCTCTCTTCCCTTCTGGGACAGCTTTCTG
GACAGGTCCGCCTCCTCCTTGGGGCCCTGCAGGGCCTCCTTGGAACCCAGCTTCCTCCA
CAGGGCAGGACCACAACTCACAAGGATCCCAATGCCATATTCCTGAGCTTCCAACAACT
GCTCCGAGGAAAGGTGCGCTTCCTGCTGCTTGTAGCAGGGCCCACCCTCTGTGCCAAGC
AGAGCCAACCCACTACAGCTGTCCCAACCAATACCTCCCTATTCCTCACACTGCGCAAG
CTCCCAAACAGGACTTCTGGGTTGTTGGAGACAAACTCCAGCATCTCAGCCAGAACTAC
TGGCTCTGGACTTCTGAAGAGGCTGCAGGGATTCAGAGCCAAGATTCCTGGTCTGCTGA
ACCAAACCTCCAGGTCCCTAAACCAAACCCCTGGACACCTGAGCAGGACACATGGACCC
TTGAATGGAACTCATGGACTCCTTCCTGGACTCTCACTCACGGCCCTAGGAGCCCCAGA
CATCCCTCCAGGAACTTCAGATATGGACGCCCTGCCACCCAACCTCTGGCCCAGATACT
CTCCTTCCCCAATCCATCCTCCTCCTGGGCAATACACACTCTTCTCCCCTTTACCCACC
TCGCCCACCCCCCAGAACCCGCTCCAACCTCCACCTCCTGACCCCTCCGCGACAGCCAA
CTCTACCAGTCCTCTTCTAATTGCAGCCCACCCTCACTTCCAGAATCTGTCTCAGGAGG
ACGATGACGATAAG

Em negrito as bases inseridas na sequéncia nativa da TPO canina.

E a sequéncia da proteina codificada passou a ser:

MELTELLLVVMLLLTARLDPCLPAPPACDPRLLNKMLRDSHVLHSRLSQCPDIY
PLSTPVLLPAVDFSLGEWKTQKEQTKAQDVLGAVALLLDGVLAARGQLGPSCLSSLLGQ
LSGQVRLLLGALQGLLGTQLPPQGRTTTHKDPNAIFLSFQQLLRGKVRFLLLVAGPTLC
AKQSQPTTAVPTNTSLFLTLRKLPNRTSGLLETNSSISARTTGSGLLKRLQGFRAKIPG
LLNQTSRSLNQTPGHLSRTHGPLNGTHGLLPGLSLTALGAPD IPPGTSDMDALPPNLWP
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RYSPSPIHPPPGQYTLFSPLPTSPTPQNPLQPPPPDPSATANSTSPLL IAAHPHFQNLS
QEEDDDDKKGE

Sublinhada a sequéncia de aminoacidos codificada pelas bases
inseridas na sequéncia nativa da TPO canina. Em vermelho a sequéncia de
reconhecimento da enterokinase.

A sequéncia obtida apds a insercao do DNA modificado da TPO canina
no vetor de expressao e a amplificagcdo do conjunto promotor+TPO+regiao

estimuladora de formacao da cauda de poli-adenina foi:

GTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAG
TAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACT
TACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAA
TGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAG
TATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCC
CCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCT
TATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTG
ATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCC
AAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACT
TTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGG
TGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTC

GTTATGGAGCTGACTGAATTGCTCCTCGTGGTCATGCTTCTCCTAACTGCAAGACTG
GATCCATGCCTCCCAGCTCCTCCTGCCTGTGACCCCCGTCTCCTAAATAAAATGCTTCG
TGACTCCCATGTACTTCACAGCAGATTGAGCCAGTGTCCAGACATTTACCCTTTGTCCA
CACCCGTCCTGCTGCCTGCTGTGGACTTTAGCTTGGGAGAATGGAAAACCCAGAAGGAG
CAGACCAAGGCACAGGACGTTTTGGGAGCTGTAGCCCTTCTGCTAGATGGCGTCCTGGC
AGCGCGGGGACAACTGGGACCCTCCTGCCTCTCTTCCCTTCTGGGACAGCTTTCTGGAC
AGGTCCGCCTCCTCCTTGGGGCCCTGCAGGGCCTCCTTGGAACCCAGCTTCCTCCACAG
GGCAGGACCACAACTCACAAGGATCCCAATGCCATATTCCTGAGCTTCCAACAACTGCT
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CCGAGGAAAGGTGCGCTTCCTGCTGCTTGTAGCAGGGCCCACCCTCTGTGCCAAGCAGA
GCCAACCCACTACAGCTGTCCCAACCAATACCTCCCTATTCCTCACACTGCGCAAGCTC
CCAAACAGGACTTCTGGGTTGTTGGAGACAAACTCCAGCATCTCAGCCAGAACTACTGG
CTCTGGACTTCTGAAGAGGCTGCAGGGATTCAGAGCCAAGATTCCTGGTCTGCTGAACC
AAACCTCCAGGTCCCTAAACCAAACCCCTGGACACCTGAGCAGGACACATGGACCCTTG
AATGGAACTCATGGACTCCTTCCTGGACTCTCACTCACGGCCCTAGGAGCCCCAGACAT
CCCTCCAGGAACTTCAGATATGGACGCCCTGCCACCCAACCTCTGGCCCAGATACTCTC
CTTCCCCAATCCATCCTCCTCCTGGGCAATACACACTCTTCTCCCCTTTACCCACCTCG
CCCACCCCCCAGAACCCGCTCCAACCTCCACCTCCTGACCCCTCCGCGACAGCCAACTC
TACCAGTCCTCTTCTAATTGCAGCCCACCCTCACTTCCAGAATCTGTCTCAGGAGGACG
ATGACGATAAGAAGGGCGAATTCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAA
AATAATTGCTCATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCAT
TATTTGTTGTACAAAGTGGTTGATCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGGTAAGCCTATCCC
TAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCAT
CGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGC

CCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATA
AAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGG
TGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCG
GTGGGCTCTATGG

Em azul a sequéncia do promotor do citomegalovirus (CMV), em preto a
sequéncia da TPO canina modificada e em vermelho a seqléncia da regiao
estimuladora de formacdo da cauda de poli-adenina do BGH. As outras
sequéncias em verde sdo sequéncias do vetor.

A sequéncia do DNA amplificado que codifica o gene da di-hidro-folato-
redutase murino é igual a publicada no “Gene Bank”:

ACTTGACGGCAATCCTAGCGTGAAGGCTGGTAGGATTTTATCCCCGCTGCCATC
ATGGTTCGACCATTGAACTGCATCGTCGCCGTGTCCCAAAATATGGGGATTGGCAAGAA
CGGAGACCTACCCTGGCCTCCGCTCAGGAACGAGTTCAAGTACTTCCAAAGAATGACCA
CAACCTCTTCAGTGGAAGGTAAACAGAATCTGGTGATTATGGGTAGGAAAACCTGGTTC
TCCATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTAAAGGACAGAATTAATATAGTTCTCAGTAGAGA
ACTCAAAGAACCACCACGAGGAGCTCATTTTCTTGCCAAAAGTTTGGATGATGCCTTAA
GACTTATTGAACAACCGGAATTGGCAAGTAAAGTAGACATGGTTTGGATAGTCGGAGGC
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AGTTCTGTTTACCAGGAAGCCATGAATCAACCAGGCCACCTCAGACTCTTTGTGACAAG
GATCATGCAGGAATTTGAAAGTGACACGTTTTTCCCAGAAATTGATTTGGGGAAATATA
AACTTCTCCCAGAATACCCAGGCGTCCTCTCTGAGGTCCAGGAGGAAAAAGGCATCAAG
TATAAGTTTGAAGTCTACGAGAAGAAAGACTAACAGGAAGATGCTTTCAAGTTCTCTGC
TCCC

Em negrito o “start cddon” e o “stop cédon” do DNA que codifica a DHFR
murina.

A sequéncia obtida apés a insercdo do DNA da DHFR murina no vetor
de expressdo e a amplificagdo do conjunto promotor+DHFR+regido

estimuladora de formagao da cauda de poli-adenina foi:

GTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAG
TAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACT
TACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAA
TGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAG
TATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCC
CCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCT
TATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTG
ATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCC
AAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACT
TTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGG
TGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTC

ACTTGACGGCAATCCTAGCGTGAAGGCTGGTAGGATTTTATCCCCGCTGCCATCATG
GTTCGACCATTGAACTGCATCGTCGCCGTGTCCCAAAATATGGGGATTGGCAAGAACGG
AGACCTACCCTGGCCTCCGCTCAGGAACGAGTTCAAGTACTTCCAAAGAATGACCACAA
CCTCTTCAGTGGAAGGTAAACAGAATCTGGTGATTATGGGTAGGAAAACCTGGTTCTCC
ATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTAAAGGACAGAATTAATATAGTTCTCAGTAGAGAACT
CAAAGAACCACCACGAGGAGCTCATTTTCTTGCCAAAAGTTTGGATGATGCCTTAAGAC
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TTATTGAACAACCGGAATTGGCAAGTAAAGTAGACATGGTTTGGATAGTCGGAGGCAGT
TCTGTTTACCAGGAAGCCATGAATCAACCAGGCCACCTCAGACTCTTTGTGACAAGGAT
CATGCAGGAATTTGAAAGTGACACGTTTTTCCCAGAAATTGATTTGGGGAAATATAAAC
TTCTCCCAGAATACCCAGGCGTCCTCTCTGAGGTCCAGGAGGAAAAAGGCATCAAGTAT
AAGTTTGAAGTCTACGAGAAGAAAGACTAACAGGAAGATGCTTTCAAGTTCTCTGCTCC
C

CGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCT
TCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGC
ATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGCTGGGGCAGGACAGCA
AGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGG

Em azul a sequéncia do promotor do citomegalovirus (CMV), em preto a
sequéncia da DHFR murina modificada e em vermelho a sequéncia da regido
estimuladora de formacdo da cauda de poli-adenina do BGH. As outras
sequéncias em verde sdo sequéncias do vetor.

Essas sequéncias (promotor+TPO+regido estimuladora de formagao da
cauda de poli-adenina e promotor+DHFR+regido estimuladora de formagao da
cauda de poli-adenina) foram clonadas no vetor pCR2.1-TOPO (Invitrogen Life
Technologies) que foram digeridos com Hind Il e EcoR V.

Restando entdo os dois fragmentos com um lado coesivo (digerido pela
enzima Hind Ill, e um lado nao coesivo digerido pela enzima Eco RV).

As sequéncias obtidas se encontram abaixo:

Hind Il CMV-TPO-PA EcoR V

TGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGCCC
TTTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCA
AGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTC
GCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAA
TCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTAC
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GGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGA
CGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTAT
TTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCC
TATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTAT
GGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATG
CGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAG
TCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTC
CAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGG
GAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTAT
CGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGTTAAGCTATCAACAAG
TTCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGA
GCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGAATTCGCCCTTC
TTATGGAGCTGACTGAATTGCTCCTCGTGGTCATGCTTCTCCTAACTGCAAGACTGGAT
CCATGCCTCCCAGCTCCTCCTGCCTGTGACCCCCGTCTCCTAAATAAAATGCTTCGTGA
CTCCCATGTACTTCACAGCAGATTGAGCCAGTGTCCAGACATTTACCCTTTGTCCACAC
CCGTCCTGCTGCCTGCTGTGGACTTTAGCTTGGGAGAATGGAAAACCCAGAAGGAGCAG
ACCAAGGCACAGGACGTTTTGGGAGCTGTAGCCCTTCTGCTAGATGGCGTCCTGGCAGC
GCGGGGACAACTGGGACCCTCCTGCCTCTCTTCCCTTCTGGGACAGCTTTCTGGACAGG
TCCGCCTCCTCCTTGGGGCCCTGCAGGGCCTCCTTGGAACCCAGCTTCCTCCACAGGGC
AGGACCACAACTCACAAGGATCCCAATGCCATATTCCTGAGCTTCCAACAACTGCTCCG
AGGAAAGGTGCGCTTCCTGCTGCTTGTAGCAGGGCCCACCCTCTGTGCCAAGCAGAGCC
AACCCACTACAGCTGTCCCAACCAATACCTCCCTATTCCTCACACTGCGCAAGCTCCCA
AACAGGACTTCTGGGTTGTTGGAGACAAACTCCAGCATCTCAGCCAGAACTACTGGCTC
TGGACTTCTGAAGAGGCTGCAGGGATTCAGAGCCAAGATTCCTGGTCTGCTGAACCAAA
CCTCCAGGTCCCTAAACCAAACCCCTGGACACCTGAGCAGGACACATGGACCCTTGAAT
GGAACTCATGGACTCCTTCCTGGACTCTCACTCACGGCCCTAGGAGCCCCAGACATCCC
TCCAGGAACTTCAGATATGGACGCCCTGCCACCCAACCTCTGGCCCAGATACTCTCCTT
CCCCAATCCATCCTCCTCCTGGGCAATACACACTCTTCTCCCCTTTACCCACCTCGCCC
ACCCCCCAGAACCCGCTCCAACCTCCACCTCCTGACCCCTCCGCGACAGCCAACTCTAC
CAGTCCTCTTCTAATTGCAGCCCACCCTCACTTCCAGAATCTGTCTCAGGAGGACGATG
ACGATAAGAAGGGCGAATTCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAAT
AATTGCTCATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTAT
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TTGTTGTACAAAGTGGTTGATCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAA
CCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTT
AAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCC
TCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAA
TGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGG
GGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTG
GGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTAAGGGCGAATTCTGCAGAT

Hind 1l CMV-DHFR-PA EcoR V

AGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTC
GCCCTTTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAA
GGCAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTG
CTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATA
GTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAAC
TTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATA
ATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGA
GTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGC
CCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACC
TTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGT
GATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTC
CAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGAC
TTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACG
GTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGC
TTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGTTAAGCTATCAA
CAAGTTCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTG
ATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGAATTCGCC
CTTACTTGACGGCAATCCTAGCGTGAAGGCTGGTAGGATTTTATCCCCGCTGCCATCAT
GGTTCGACCATTGAACTGCATCGTCGCCGTGTCCCAAAATATGGGGATTGGCAAGAACG
GAGACCTACCCTGGCCTCCGCTCAGGAACGAGTTCAAGTACTTCCAAAGAATGACCACA
ACCTCTTCAGTGGAAGGTAAACAGAATCTGGTGATTATGGGTAGGAAAACCTGGTTCTC
CATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTAAAGGACAGAATTAATATAGTTCTCAGTAGAGAAC
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TCAAAGAACCACCACGAGGAGCTCATTTTCTTGCCAAAAGTTTGGATGATGCCTTAAGA
CTTATTGAACAACCGGAATTGGCAAGTAAAGTAGACATGGTTTGGATAGTCGGAGGCAG
TTCTGTTTACCAGGAAGCCATGAATCAACCAGGCCACCTCAGACTCTTTGTGACAAGGA
TCATGCAGGAATTTGAAAGTGACACGTTTTTCCCAGAAATTGATTTGGGGAAATATAAA
CTTCTCCCAGAATACCCAGGCGTCCTCTCTGAGGTCCAGGAGGAAAAAGGCATCAAGTA
TAAGTTTGAAGTCTACGAGAAGAAAGACTAACAGGAAGATGCTTTCAAGTTCTCTGCTC
CCAAGGGCGAATTCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAATAATTGC
TCATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTTTGTACAA
AGTGGTTGATCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCG
GTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTAAACCCGCTGA
TCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCC
TTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTG
CATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGC
AAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGC
TTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTAAGGGCGAATTCTGCAGAT

A reagao com T4 DNA Ligase produziu trés bandas em gel de agarose a
0,7% corado com brometo de etideo; uma menor onde o fragmento contendo
DHFR formou dimeros ligados pela regido coesiva, uma maior onde o0s
fragmentos contendo TPO modificada formou dimeros também ligados pela
regido coesiva, e por fim uma terceira banda de tamanho médio foi formada
pela ligacdo entre os fragmentos contendo TPO modificada e DHFR pelas
extremidades coesivas, exibindo duas extremidades ndo coesivas digeridas
pela Eco RV:

EcoR V PA-TPO-CMV-CMV-DHFR-PA EcoR V

ATCTGCAGAATTCGCCCTTAGCTGGTTCTTTCCGCCTCAGAAGCCATAGAGCCC
ACCGCATCCCCAGCATGCCTGCTATTGTCTTCCCAATCCTCCCCCTTGCTGTCCTGCCC
CACCCCACCCCCCAGAATAGAATGACACCTACTCAGACAATGCGATGCAATTTCCTCAT
TTTATTAGGAAAGGACAGTGGGAGTGGCACCTTCCAGGGTCAAGGAAGGCACGGGGGAG
GGGCAAACAACAGATGGCTGGCAACTAGAAGGCACAGTCGAGGCTGATCAGCGGGTTTA
AACTCAATGGTGATGGTGATGATGACCGGTACGCGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGT
TAGGGATAGGCTTACCTTCGAACCGCGGGCCCTCTAGATCAACCACTTTGTACAACAAA
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TAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATTA
TTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGAATTCGCCCTTCTTATCGTC
ATCGTCCTCCTGAGACAGATTCTGGAAGTGAGGGTGGGCTGCAATTAGAAGAGGACTGG
TAGAGTTGGCTGTCGCGGAGGGGTCAGGAGGTGGAGGTTGGAGCGGGTTCTGGGGGGTG
GGCGAGGTGGGTAAAGGGGAGAAGAGTGTGTATTGCCCAGGAGGAGGATGGATTGGGGA
AGGAGAGTATCTGGGCCAGAGGTTGGGTGGCAGGGCGTCCATATCTGAAGTTCCTGGAG
GGATGTCTGGGGCTCCTAGGGCCGTGAGTGAGAGTCCAGGAAGGAGTCCATGAGTTCCA
TTCAAGGGTCCATGTGTCCTGCTCAGGTGTCCAGGGGTTTGGTTTAGGGACCTGGAGGT
TTGGTTCAGCAGACCAGGAATCTTGGCTCTGAATCCCTGCAGCCTCTTCAGAAGTCCAG
AGCCAGTAGTTCTGGCTGAGATGCTGGAGTTTGTCTCCAACAACCCAGAAGTCCTGTTT
GGGAGCTTGCGCAGTGTGAGGAATAGGGAGGTATTGGTTGGGACAGCTGTAGTGGGTTG
GCTCTGCTTGGCACAGAGGGTGGGCCCTGCTACAAGCAGCAGGAAGCGCACCTTTCCTC
GGAGCAGTTGTTGGAAGCTCAGGAATATGGCATTGGGATCCTTGTGAGTTGTGGTCCTG
CCCTGTGGAGGAAGCTGGGTTCCAAGGAGGCCCTGCAGGGCCCCAAGGAGGAGGCGGAC
CTGTCCAGAAAGCTGTCCCAGAAGGGAAGAGAGGCAGGAGGGTCCCAGTTGTCCCCGCG
CTGCCAGGACGCCATCTAGCAGAAGGGCTACAGCTCCCAAAACGTCCTGTGCCTTGGTC
TGCTCCTTCTGGGTTTTCCATTCTCCCAAGCTAAAGTCCACAGCAGGCAGCAGGACGGG
TGTGGACAAAGGGTAAATGTCTGGACACTGGCTCAATCTGCTGTGAAGTACATGGGAGT
CACGAAGCATTTTATTTAGGAGACGGGGGTCACAGGCAGGAGGAGCTGGGAGGCATGGA
TCCAGTCTTGCAGTTAGGAGAAGCATGACCACGAGGAGCAATTCAGTCAGCTCCATAAG
AAGGGCGAATTCGGAGCCTGCTTTTTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAAGCATTGCT
CATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGGAAC
TTGTTGATAGCTTAACTAGCCAGCTTGGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCGA
TAAGCCAGTAAGCAGTGGGTTCTCTAGTTAGCCAGAGAGCTCTGCTTATATAGACCTCC
CACCGTACACGCCTACCGCCCATTTGCGTCAATGGGGCGGAGTTGTTACGACATTTTGG
AAAGTCCCGTTGATTTTGGTGCCAAAACAAACTCCCATTGACGTCAATGGGGTGGAGAC
TTGGAAATCCCCGTGAGTCAAACCGCTATCCACGCCCATTGATGTACTGCCAAAACCGC
ATCACCATGGTAATAGCGATGACTAATACGTAGATGTACTGCCAAGTAGGAAAGTCCCA
TAAGGTCATGTACTGGGCATAATGCCAGGCGGGCCATTTACCGTCATTGACGTCAATAG
GGGGCGTACTTGGCATATGATACACTTGATGTACTGCCAAGTGGGCAGTTTACCGTAAA
TACTCCACCCATTGACGTCAATGGAAAGTCCCTATTGGCGTTACTATGGGAACATACGT
CATTATTGACGTCAATGGGCGGGGGTCGTTGGGCGGTCAGCCAGGCGGGCCATTTACCG
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TAAGTTATGTAACGCGGAACTCCATATATGGGCTATGAACTAATGACCCCGTAATTGAT
TACTATTAATAACTAGTCAATAATCAATGTCAACGCGTATATCTGGCCCGTACATCGCG
AAGCAGCGCAAAACGCCTAACCCTAAGCAGATTCTTCATGCAATTGTCGGTCAAGCCTT
GCCTTGTTGTAGCTTAAATTTTGCTCGCGCACTACTCAGCGACCTCCAACACACAAAAG
GGCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTG
GTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGCCCTTTTGTG
TGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTG
ACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGT
ACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTA
CGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAAT
GGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGT
TCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGT
AAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGAC
GTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTT
TCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTT
GGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCAC
CCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATG
TCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCT
ATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATT
AATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGTTAAGCTATCAACAAGTTCCAAA
TAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGC
TTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGAATTCGCCCTTACTTGACG
GCAATCCTAGCGTGAAGGCTGGTAGGATTTTATCCCCGCTGCCATCATGGTTCGACCAT
TGAACTGCATCGTCGCCGTGTCCCAAAATATGGGGATTGGCAAGAACGGAGACCTACCC
TGGCCTCCGCTCAGGAACGAGTTCAAGTACTTCCAAAGAATGACCACAACCTCTTCAGT
GGAAGGTAAACAGAATCTGGTGATTATGGGTAGGAAAACCTGGTTCTCCATTCCTGAGA
AGAATCGACCTTTAAAGGACAGAATTAATATAGTTCTCAGTAGAGAACTCAAAGAACCA
CCACGAGGAGCTCATTTTCTTGCCAAAAGTTTGGATGATGCCTTAAGACTTATTGAACA
ACCGGAATTGGCAAGTAAAGTAGACATGGTTTGGATAGTCGGAGGCAGTTCTGTTTACC
AGGAAGCCATGAATCAACCAGGCCACCTCAGACTCTTTGTGACAAGGATCATGCAGGAA
TTTGAAAGTGACACGTTTTTCCCAGAAATTGATTTGGGGAAATATAAACTTCTCCCAGA
ATACCCAGGCGTCCTCTCTGAGGTCCAGGAGGAAAAAGGCATCAAGTATAAGTTTGAAG
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TCTACGAGAAGAAAGACTAACAGGAAGATGCTTTCAAGTTCTCTGCTCCCAAGGGCGAA
TTCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAATAATTGCTCATCAATTTG
TTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTTTGTACAAAGTGGTTGATC
TAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCT
ACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGAC
TGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCC
TGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGT
CTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGA
TTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGG
AAAGAACCAGCTAAGGGCGAATTCTGCAGAT

O tratamento com fosfatase alcalina de intestino de bezerro seguido pelo
tratamento com Taq DNA polimerase, tornou possivel a clonagem utilizando a
enzima Topoisomerase no vetor pCR8/GW/TOPO. A clonagem bem sucedida
gerou a seguinte construgao contendo os genes da TPO e da DHFR:

pCR8/GW/TOPO EcoR V PA-TPO-CMV-CMV-DHFR-PA EcoR V

CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTG
AGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAG
CGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGC
AGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATAC
GCGTACCGCTAGCCAGGAAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCGTCAGGATGGC
CTTCTGCTTAGTTTGATGCCTGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGG
GCCGTTGCTTCACAACGTTCAAATCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCG
TTCACCGACAAACAACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTTT
TATTTGATGCCTGGCAGTTCCCTACTCTCGCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAG
TCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAAGCTCGGGCCCCAAATAATGATTTTATT
TTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGC
CAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGAATTCGCCCTTATCTGCAGAATTCGCCCTTAG
CTGGTTCTTTCCGCCTCAGAAGCCATAGAGCCCACCGCATCCCCAGCATGCCTGCTATT
GTCTTCCCAATCCTCCCCCTTGCTGTCCTGCCCCACCCCACCCCCCAGAATAGAATGAC
ACCTACTCAGACAATGCGATGCAATTTCCTCATTTTATTAGGAAAGGACAGTGGGAGTG
GCACCTTCCAGGGTCAAGGAAGGCACGGGGGAGGGGCAAACAACAGATGGCTGGCAACT
AGAAGGCACAGTCGAGGCTGATCAGCGGGTTTAAACTCAATGGTGATGGTGATGATGAC
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CGGTACGCGTAGAATCGAGACCGAGGAGAGGGTTAGGGATAGGCTTACCTTCGAACCGC
GGGCCCTCTAGATCAACCACTTTGTACAACAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTG
ACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATTATTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAA
GAAAGCTGGGTCGAATTCGCCCTTCTTATCGTCATCGTCCTCCTGAGACAGATTCTGGA
AGTGAGGGTGGGCTGCAATTAGAAGAGGACTGGTAGAGTTGGCTGTCGCGGAGGGGTCA
GGAGGTGGAGGTTGGAGCGGGTTCTGGGGGGTGGGCGAGGCTGGGTAAAGGGGAGAAGAG
TGTGTATTGCCCAGGAGGAGGATGGATTGGGGAAGGAGAGTATCTGGGCCAGAGGTTGG
GTGGCAGGGCGTCCATATCTGAAGTTCCTGGAGGGATGTCTGGGGCTCCTAGGGCCGTG
AGTGAGAGTCCAGGAAGGAGTCCATGAGTTCCATTCAAGGGTCCATGTGTCCTGCTCAG
GTGTCCAGGGGTTTGGTTTAGGGACCTGGAGGTTTGGTTCAGCAGACCAGGAATCTTGG
CTCTGAATCCCTGCAGCCTCTTCAGAAGTCCAGAGCCAGTAGTTCTGGCTGAGATGCTG
GAGTTTGTCTCCAACAACCCAGAAGTCCTGTTTGGGAGCTTGCGCAGTGTGAGGAATAG
GGAGGTATTGGTTGGGACAGCTGTAGTGGGTTGGCTCTGCTTGGCACAGAGGGTGGGCC
CTGCTACAAGCAGCAGGAAGCGCACCTTTCCTCGGAGCAGTTGTTGGAAGCTCAGGAAT
ATGGCATTGGGATCCTTGTGAGTTGTGGTCCTGCCCTGTGGAGGAAGCTGGGTTCCAAG
GAGGCCCTGCAGGGCCCCAAGGAGGAGGCGGACCTGTCCAGAAAGCTGTCCCAGAAGGG
AAGAGAGGCAGGAGGGTCCCAGTTGTCCCCGCGCTGCCAGGACGCCATCTAGCAGAAGG
GCTACAGCTCCCAAAACGTCCTGTGCCTTGGTCTGCTCCTTCTGGGTTTTCCATTCTCC
CAAGCTAAAGTCCACAGCAGGCAGCAGGACGGGTGTGGACAAAGGGTAAATGTCTGGAC
ACTGGCTCAATCTGCTGTGAAGTACATGGGAGTCACGAAGCATTTTATTTAGGAGACGG
GGGTCACAGGCAGGAGGAGCTGGGAGGCATGGATCCAGTCTTGCAGTTAGGAGAAGCAT
GACCACGAGGAGCAATTCAGTCAGCTCCATAAGAAGGGCGAATTCGGAGCCTGCTTTTT
TGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAAGCATTGCTCATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTC
ACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGGAACTTGTTGATAGCTTAACTAGCCAGCTT
GGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCGATAAGCCAGTAAGCAGTGGGTTCTCTA
GTTAGCCAGAGAGCTCTGCTTATATAGACCTCCCACCGTACACGCCTACCGCCCATTTG
CGTCAATGGGGCGGAGTTGTTACGACATTTTGGAAAGTCCCGTTGATTTTGGTGCCAAA
ACAAACTCCCATTGACGTCAATGGGGTGGAGACTTGGAAATCCCCGTGAGTCAAACCGC
TATCCACGCCCATTGATGTACTGCCAAAACCGCATCACCATGGTAATAGCGATGACTAA
TACGTAGATGTACTGCCAAGTAGGAAAGTCCCATAAGGTCATGTACTGGGCATAATGCC
AGGCGGGCCATTTACCGTCATTGACGTCAATAGGGGGCGTACTTGGCATATGATACACT
TGATGTACTGCCAAGTGGGCAGTTTACCGTAAATACTCCACCCATTGACGTCAATGGAA
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AGTCCCTATTGGCGTTACTATGGGAACATACGTCATTATTGACGTCAATGGGCGGGGGT
CGTTGGGCGGTCAGCCAGGCGGGCCATTTACCGTAAGTTATGTAACGCGGAACTCCATA
TATGGGCTATGAACTAATGACCCCGTAATTGATTACTATTAATAACTAGTCAATAATCA
ATGTCAACGCGTATATCTGGCCCGTACATCGCGAAGCAGCGCAAAACGCCTAACCCTAA
GCAGATTCTTCATGCAATTGTCGGTCAAGCCTTGCCTTGTTGTAGCTTAAATTTTGCTC
GCGCACTACTCAGCGACCTCCAACACACAAAAGGGCGAATTCCAGCACACTGGCGGLCCG
TTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAAC
GGCCGCCAGTGTGCTGGAATTCGCCCTTTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCG
AGCAAAATTTAAGCTACAACAAGGCAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCT
TAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCGATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATT
GATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATAT
ATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGA
CCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTT
TCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAA
GTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTG
GCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTAT
TAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAG
CGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTT
TTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGC
AAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACT
AGAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCA
AGCTGGCTAGTTAAGCTATCAACAAGTTCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTG
ACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAA
AAAAGCAGGCTCCGAATTCGCCCTTACTTGACGGCAATCCTAGCGTGAAGGCTGGTAGG
ATTTTATCCCCGCTGCCATCATGGTTCGACCATTGAACTGCATCGTCGCCGTGTCCCAA
AATATGGGGATTGGCAAGAACGGAGACCTACCCTGGCCTCCGCTCAGGAACGAGTTCAA
GTACTTCCAAAGAATGACCACAACCTCTTCAGTGGAAGGTAAACAGAATCTGGTGATTA
TGGGTAGGAAAACCTGGTTCTCCATTCCTGAGAAGAATCGACCTTTAAAGGACAGAATT
AATATAGTTCTCAGTAGAGAACTCAAAGAACCACCACGAGGAGCTCATTTTCTTGCCAA
AAGTTTGGATGATGCCTTAAGACTTATTGAACAACCGGAATTGGCAAGTAAAGTAGACA
TGGTTTGGATAGTCGGAGGCAGTTCTGTTTACCAGGAAGCCATGAATCAACCAGGCCAC
CTCAGACTCTTTGTGACAAGGATCATGCAGGAATTTGAAAGTGACACGTTTTTCCCAGA
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AATTGATTTGGGGAAATATAAACTTCTCCCAGAATACCCAGGCGTCCTCTCTGAGGTCC
AGGAGGAAAAAGGCATCAAGTATAAGTTTGAAGTCTACGAGAAGAAAGACTAACAGGAA
GATGCTTTCAAGTTCTCTGCTCCCAAGGGCGAATTCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGT
TGGCATTATAAAAAATAATTGCTCATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTC
AAAATAAAATCATTTTGTACAAAGTGGTTGATCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGGTAAG
CCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCA
CCATTGAGTTTAAACCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTG
TTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTT
TCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGG
GGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTG
GGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTAAGGGCGAATTCTG
CAGATAAGGGCGAATTCGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAATAAT
TGCTCATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTATCAGTCAAAATAAAATCATTATTTG
CCATCCAGCTGATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGCTGTTTCCTGGC
AGCTCTGGCCCGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATATCA
TCATGCCTCCTCTAGACCAGCCAGGACAGAAATGCCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGT
TGCCGGGTGACGCACACCGTGGAAACGGATGAAGGCACGAACCCAGTGGACATAAGCCT
GTTCGGTTCGTAAGCTGTAATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACC
TTGACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTG
TTTTTTTGGGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGG
GTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAA
ACAAAGTTAAACATCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAAGTATCGACTCAACTATCAGA
GGTAGTTGGCGTCATCGAGCGCCATCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACG
GCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAAGCCACACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACGGTG
ACCGTAAGGCTTGATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTC
GGCTTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGTTGTGCACG
ACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAATTTGGAGAATGGCAG
CGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGCCACGATCGACATTGATCTGGCTAT
CTTGCTGACAAAAGCAAGAGAACATAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAAC
TCTTTGATCCGGTTCCTGAACAGGATCTATTTGAGGCGCTAAATGAAACCTTAACGCTA
TGGAACTCGCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCG
CATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAAAATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGE
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CAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACTTGAAGCTAGACAGGCTTAT
CTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGCGCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTGTCCA
CTACGTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGTCGGCAAATAACCCTCGAGCCACCCATGAC
CAAAATCCCTTAACGTGAGTTACGCGTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAG
ATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAA
AAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTC
CGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCG
TAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAAT
CCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAA
GACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAG
CCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGA
AAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCG
GAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCT
GTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCG
GAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGC
CTTTTGCTCACATGTT

Apds a digestdo com EcoR |, pode ser visualizado em um gel de
agarose a 0,7% os fragmentos com os tamanhos previstos: 19bp, 98bp e
2799bp contendo sequéncias do vetor, 1089bp contendo a sequéncia da TPO
canina modificada, 941bp contendo a sequéncia do promotor cmv, 666bp
contendo a sequéncia da DHFR murina e por fim 498bp e 493bp contendo a

sequéncia do PA (Figura 3).
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EcoR | EcoR |
/N PA
Vetor
EcoR |
pCR8/GW/TOPO \<
TPO+EK+6His
NO_LOCUS
¥h63
EcoR | EcoR
PA EcoR |
Promoto
EcoR |
DHFR
EcoR | Promotor EcoR | EcoR |

FIGURA 3. Figura ilustrativa mostrando os locais de digestdo da EcoRI e as
sequéncias contidas em cada fragmento no vetor pCR8/GW/TOPO clonado
com o segmento EcoR V PA-TPO-CMV-CMV-DHFR-PA EcoRV

A transfecgdo gerou sete colonias que puderam ser individualizadas.
Uma delas foi testada por uma “nested” PCR como descrito no material e

métodos e demonstrou estar expressando a TPO modificada.
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Discussao.
A sequéncia protéica deduzida a partir do sequenciamento do cDNA da

TPO canina foi comparada com a sequéncia publicada por Bartley at al. em
1994

cDNA : 61 LLPAVDFSLGEWKTQKEQTKAQ VALLLDGVLAARGQLGPSCLSSLLGQLSGQVRL 120
Publ : 61 LLPAVDFSLGEWKTQKEQTKAQ AVALLLDGVLAARGQLGPSCLSSLLGQLSGQVRL 120

No alinhamento demonstrado acima a unica diferenca entre as duas
sequéncias de TPO esta ressaltada. A sequéncia deduzida a partir do nosso
sequenciamento do cDNA apresentou uma leucina na posigao 85, enquanto o
sequenciamento disponivel na literatura refere um triptofano na mesma
posicao.

Quando comparadas as sequéncia dos nucleotideos responsavel pela
traducdo dessa leucina obtida no presente trabalho com disponibilizada do

genoma canino, temos:

CDNA gagcagaccaaggcacaggacgtfttgggagctgtagcccttctgctaga

Genoma  gagcagaccaaggcacaggacgtitttgggagctgtagcccttctgctaga

CDNA tggcgtcctggcagcgcggggacaactgggaccctectgectctettecce
Genoma  tggcgtcctggcagcgcggggacaactgggaccctcectgectctettecce

CDNA ttctgggacagctttctggacaggtccgcctcctccttggggccctgcag
Genoma  ttctgggacagctttctggacaggtccgcctcctccttggggccctgcecag

CDNA ggcctccttggaacccag
Genoma  ggcctccttggaacccag

Podemos entdo perceber uma concordancia da sequéncia obtida pelo

presente trabalho com a do cromossomo 34 canino, obtida no genoma do céo.

52



Tese de doutorado — Camilo Bulla

Discussao

Apesar da diferengca entre os cdédons que codificam a leucina e o

triptofano ser pequena (Leucina: TTG e Triptofano: TGG), a diferenga estrutural

€ uma diferenga importante, ja que, além de se encontrar no dominio N-

terminal da TPO, onde se encontra o sitio ativo da proteina, as diferencas entre

os dois aminoacidos sdo grandes: a leucina € um aminoacido hidrofébico

enquanto o triptofano é um aminoacido polar ndo carregado. Essas diferengas

poderiam ou nao conferir diferentes estruturas secundarias para as proteinas,

mudando a propriedade biolégica da proteina ou a imunogenicidade.

A diferenca encontrada poderia ter sido encontrada por se tratar de

variantes diferentes. No entanto, é pouco provavel ja que, alinhamentos entre

trés variantes diferentes de TPO humana mostram que existe uma diferenga

muito mais acentuada entre as sequéncias de variante diferentes:

Varil:

Vari2:

Varil:

Vari2:

Varil:

Vari2:

Varil:

Vari2:

Varil:

Vari2:

Varil:

Vari2:

Varil:

Vari3:

16

16

76

76

136

132

196

192

256

252

316

312

16

16

ARLTLSSPAPPACDLRVLSKLLRDSHVLHSRLSQCPEVHPLPTPVLLPAVDFSLGEWKTQ
ARLTLSSPAPPACDLRVLSKLLRDSHVLHSRLSQCPEVHPLPTPVLLPAVDFSLGEWKTQ
ARLTLSSPAPPACDLRVLSKLLRDSHVLHSRLSQCPEVHPLPTPVLLPAVDFSLGEWKTQ

MEETKAQD I LGAVTLLLEGVMAARGQLGPTCXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXPP
MEETKAQD ILGAVTLLLEGVMAARGQLGPTC
MEETKAQDILGAVTLLLEGVMAARGQLGPTCLSSLLGQLSGQVRLLLGALQSLLGT----

QGRTTAHKDPNAIFLSFQHLLRGKVRFLMLVGGSTLCVRRAPPTTAVPSRTSLVLTLNEL
QGRTTAHKDPNAIFLSFQHLLRGKVRFLMLVGGSTLCVRRAPPTTAVPSRTSLVLTLNEL
QGRTTAHKDPNAIFLSFQHLLRGKVRFLMLVGGSTLCVRRAPPTTAVPSRTSLVLTLNEL

PNRTSGLLETNFTASARTTGSGLLKWQQGFRAKIPGLLNQTSRSLDQIPGYLNRIHELLN
PNRTSGLLETNFTASARTTGSGLLKWQQGFRAKIPGLLNQTSRSLDQIPGYLNRIHELLN
PNRTSGLLETNFTASARTTGSGLLKWQQGFRAKIPGLLNQTSRSLDQIPGYLNRIHELLN

GTRGLFPGPSRRTLGAPDISSGTSDTGSLPPNLQPGYSPSPTHPPTGQYXXXXXXXXXXX
GTRGLFPGPSRRTLGAPDISSGTSDTGSLPPNLQPGYSPSPTHPPTGQY
GTRGLFPGPSRRTLGAPDISSGTSDTGSLPPNLQPGYSPSPTHPPTGQYTLFPLPPTLPT

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXYTHSQNLSQEG 353
YTHSQNLSQEG
PVVQLHPLLPDPSAPTPTPTSPLLNTSYTHSQNLSQEG 349

ARLTLSSPAPPACDLRVLSKLLRDSHVLHSRLSQCPEVHPLPTPVLLPAVDFSLGEWKTQ
ARLTLSSPAPPACDLRVLSKLLRDSHVLHSRLSQCPEVHPLPTPVLLPAVDFSLGEWKTQ
ARLTLSSPAPPACDLRVLSKLLRDSHVLHSRLSQCPEVHPLPTPVLLPAVDFSLGEWKTQ

75

135

131

195

191

255

251

315

311

75

75
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Varil:

Vari3:

Varil:

Vari3:

Varil:

Vari3:

Varil:

Vari3:

Varil:

Vari3:

Vari2:

Vari3:

Vari2:

Vari3:

Vari2:

Vari3:

Vari2:

Vari3:

Vari2:

Vari3:

Vari2:

Vari3:

76

76

136

136

196

160

256

217

316

277

16

16

76

76

134

136

192

160

252

217

312

277

MEETKAQD ILGAVTLLLEGVMAARGQLGPTCXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXPP
MEETKAQD ILGAVTLLLEGVMAARGQLGPTC PP
MEETKAQD ILGAVTLLLEGVMAARGQLGPTCLSSLLGQLSGQVRLLLGALQSLLGTQLPP

QGRTTAHKDPNAIFLSFQHLLRGKVRFLMLVGGSTLCVRRAPPTTAVPSRTSLVLTLNEL
QGRTTAHKDPNAIFLSFQHLLRGK
QGRTTAHKDPNA I FLSFQHLLRGK ~— === == = m - —m oo oo

PNRTSGLLETNFTASARTTGSGLLKWQQGFRAKIPGLLNQTSRSLDQIPGYLNRIHELLN
TSGLLETNFTASARTTGSGLLKWQQGFRAKIPGLLNQTSRSLDQIPGYLNRIHELLN
-—-TSGLLETNFTASARTTGSGLLKWQQGFRAKIPGLLNQTSRSLDQIPGYLNRIHELLN

GTRGLFPGPSRRTLGAPDISSGTSDTGSLPPNLQPGYSPSPTHPPTGQYXXXXXXXXXXX
GTRGLFPGPSRRTLGAPDISSGTSDTGSLPPNLQPGYSPSPTHPPTGQY
GTRGLFPGPSRRTLGAPDISSGTSDTGSLPPNLQPGYSPSPTHPPTGQYTLFPLPPTLPT

XXXXXXXXKXXXXKXXXXKXXXXXXXXY THSQNLSQEG 353
YTHSQNLSQEG
PVVQLHPLLPDPSAPTPTPTSPLLNTSYTHSQNLSQEG 314

ARLTLSSPAPPACDLRVLSKLLRDSHVLHSRLSQCPEVHPLPTPVLLPAVDFSLGEWKTQ
ARLTLSSPAPPACDLRVLSKLLRDSHVLHSRLSQCPEVHPLPTPVLLPAVDFSLGEWKTQ
ARLTLSSPAPPACDLRVLSKLLRDSHVLHSRLSQCPEVHPLPTPVLLPAVDFSLGEWKTQ

MEETKAQD I LGAVTLLLEGVMAARGQLGPTCXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX -~
MEETKAQD ILGAVTLLLEGVMAARGQLGPTC
MEETKAQDILGAVTLLLEGVMAARGQLGPTCLSSLLGQLSGQVRLLLGALQSLLGTQLPP

~—RTTAHKDPNAIFLSFQHLLRGKVRFLMLVGGSTLCVRRAPPTTAVPSRTSLVLTLNEL
RTTAHKDPNA I FLSFQHLLRGK
QGRTTAHKDPNA I FLSFQHLLRGK — == === === = — oo oo

PNRTSGLLETNFTASARTTGSGLLKWQQGFRAKIPGLLNQTSRSLDQIPGYLNRIHELLN
TSGLLETNFTASARTTGSGLLKWQQGFRAKIPGLLNQTSRSLDQIPGYLNRIHELLN
-—-TSGLLETNFTASARTTGSGLLKWQQGFRAKIPGLLNQTSRSLDQIPGYLNRIHELLN

GTRGLFPGPSRRTLGAPDISSGTSDTGSLPPNLQPGYSPSPTHPPTGQYXXXXXXXXXXX
GTRGLFPGPSRRTLGAPDISSGTSDTGSLPPNLQPGYSPSPTHPPTGQY
GTRGLFPGPSRRTLGAPDISSGTSDTGSLPPNLQPGYSPSPTHPPTGQYTLFPLPPTLPT

XXXXXXXKXXXXKXXXXKXXXXXXXXXY THSQNLSQEG 349
YTHSQNLSQEG
PVVQLHPLLPDPSAPTPTPTSPLLNTSYTHSQNLSQEG 314

135

135

195

159

255

216

315

276

75

75

133

135

191

159

251

216

311

276
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Outras duas possiveis explicagdes para as diferengcas encontradas entre
as sequéncias seriam um erro de técnica, ou uma mutagao pontual.

A técnica utilizada é bem sensivel. O sequenciamento de bases
baseado no método dideoxinucleotideos, pode gerar dados pouco confiaveis,
mas, no entanto a qualidade desses dados sio facilmente acessadas e
sabemos que as sequéncias obtidas pelo nosso grupo tinham grande
qualidade, no entanto ndo temos como acessar a qualidade dos dados
disponiveis na literatura.

A possibilidade de uma mutagao pontual do tipo transversdo, nome dado
a troca entre uma purina (citosina e timina) por uma pirimidina (adenina e
guanina), ndo pode ser deixada de lado. Porém, a necessidade de saber qual a
frequéncia dessa mutagcdo e das implicagdes apontariam para um grande
inquérito de genética de populagcbes e epidemiologia de alteragcbes
plaquetarias.

Apesar dos riscos, o fato de termos encontrado base para a sequéncia
que encontramos na sequéncia publicada no genoma canino, nos deu
confianga para continuarmos em frente com o projeto.

A sequéncia de nucleotideos do cDNA da TPO canina que obtivemos
resolveu um intervalo ndo sequenciado de 427 pb presente na sequéncia do
genoma do cao. E por isso, se trata da primeira vez que a sequéncia do cDNA
da TPO canina esta sendo publicada.

A escolha do vetor utilizado para expressdo da TPO recombinante
canina (rcTPO), foi baseada no uso previsto para essa molécula, e assim a
definicdo dos objetivos em médio prazo foi extremamente importante. O
entendimento de que a rcTPO seria utilizada ndo sé para a producao de
anticorpos anti-rcTPO para a padronizagdo de um teste imunologico para a
quantificacdo dos niveis séricos da TPO em caes, mas também para testes de
protocolos terapéuticos, nos remeteu a necessidade de uma molécula
extremamente semelhante a nativa.

A capacidade de traducdo de uma sequéncia de DNA seria igual em

qualquer vetor de expressao. Porém, as diferencas se baseiam principalmente
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na capacidade de glicosilagdo da proteina, e na quantidade de proteina que o
vetor é capaz de produzir.

A (glicosilagdo presente na molécula de TPO humana compreende
cadeias de carboidratos ligadas ao N e ligadas ao O. As N-glicanas sao do tipo
complexas com estruturas predominantes biantenaria disialilada, e triantenaria
trisialilada. Ja as O-glicanas sao do tipo mucina com estruturas predominantes
monosialiladas e disialiladas. Esses dados s&o da TPO humana, e a por¢ao C-
terminal da TPO é menos conservada entre as espécies do que a N-Terminal,
porém a semelhanca entre a porgao C-terminal da TPO murina € humana é de
62% (HOFFMAN, et al., 1996). A glicosilagao em proteinas pode influenciar na
biotatividade, farmacocinética, biodistribuicdo e imunogenicidade da molécula.
Células procariontes nao conseguem adicionar carboidratos (glicosilar);
leveduras ou insetos s&o capazes de glicosilagbes mais simples normalmente
sem a capacidade de sializagdo e com baixa capacidade de glicosilagao ligada
ao O; assim, se forem necessarios a adicdo de carboidratos mais processados,
células animais séo as de escolha (PAREKH, 1994). A escolha do modelo de
expressao da rcTPO foi baseada nos dados citados acima. A necessidade de
um modelo com capacidade de fazer glicosilagdes complexas ligadas ao N e
ao O, nos levaram a optar por um modelo animal.

No entanto, quando comparados os modelos animais com os modelos
procariontes, leveduras e células de inseto, percebemos claramente uma
grande perda de produgéo.

A enzima di-hidro-folato-redutase (DHFR) é responsavel pela formagao
intracelular de acido tetra-hidrofdlico (forma ativa do acido félico), um cofator
necessario para transferéncia de um carbono em varias reagdes biossintéticas.
Mas o papel central do DHFR é a sintese de precursores de acidos nucléicos.
O seu importante papel nas células e a sua sensibilidade ao metrotexato levou
a ser um alvo da quimioterapia no tratamento anticancer. No entanto a
resisténcia ao metrotexato causada pela amplificacdo génica do DHFR, leva a
formagao de uma regido homogénea na regido cromossémica, e a produgéo de
grandes niveis de DHFR pela célula resistente (URLAUB & CHASIN, 1980). A
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transfeccdo de CHO deficientes de DHFR com minigenes contendo a
sequéncia do DHFR levou a produgdo da enzima pela linhagem celular em
niveis mais baixos do que a linhagem nativa (ndo deficiente de DHFR), no
entanto apds o tratamento com metrotexato, a linhagem passou a produzir
varias copias do gene chegando a 2.000 cépias por genoma. As copias se
arranjaram em tanden ou formando plasmideos minigenes (CROUSE, et al.,
1983). O uso desse conhecimento levou ao aparecimento da tecnologia de
expressao dicistronica, onde a proximidade do gene alvo e o DHFR no
plasmideo transfectado levava nao sé a amplificagdo do DHFR como também a
do gene alvo apos o tratamento com metrotexato. A deficiéncia da expresséo
do DHFR inserido em um intron de um gene alvo foi usada causando uma
amplificacdo ainda maior da sequéncia transfectada levando a uma producéao
protéica ainda maior, chegando a 30 vezes a quantidade expressa na forma
convencional (LUCAS, et al., 1996).

O plasmideo construido para a transfecgdo da TPO canina foi arranjado
em tanden, utilizando tanto para a TPO quanto para a DHFR promotores fortes.
Isso sem duvida pode limitar a amplificacdo da sequéncia transfectada, no
entanto, a resposta ao tratamento com metrotexato pode depender do clone
testado, e dessa forma, o ideal é testar varios clones, quanto a produtividade.

O nosso teste até o momento, apenas constatou a presenga de

expressao de TPO nas células selecionadas com o tratamento de metrotexato.
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Conclusodes

A trombopoietina canina foi clonada e seqlienciada e essa € a primeira
vez que a sequéncia de nucleotideos do cDNA da TPO canina é publicada.

A transfeccdo de células de ovario de hamster deficientes em di-hidro-
folato-redutase, com plasmideos contendo os genes da trombopoietina canina
e do dhfr murino, seguida de tratamento com metrotexato leva a expressao de
trombopoietina canina recombinante por essas células.

A sequéncia encontrada completa um intervalo de 427 pb presente na
sequéncia do genoma do céo.

A sequéncia encontrada da TPO canina é semelhante a encontrada no
genoma canino, porém é diferente da publicada por Bartley et al., 1994,

apresentando no um triptofano no lugar da leucina na posicdo 85.
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Abstract:

Background: Thrombocytopenia is a very common state in dogs. Severe
thrombocytopenia is life threatening, and must be managed by treating the underlying
condition to achieve transient improvements in hemostasis. Thrombopoietin (TPO) has
been shown to increase platelet production and megakaryocyte differentiation,
proliferation, and maturation. Human plasma TPO concentrations have been measured as
an indicator of platelet production status. Objective: The objective of this work was to
clone and sequence canine TPO in order to generate recombinant canine TPO for
diagnostic assays and therapeutic in vivo use. Methods: Canine TPO was amplified by
PCR, cloned, and sequenced. The obtained sequence was compared with sequences
from the dog genome, and the predicted TPO protein sequence was compared with
previously published data. Results: Canine TPO cDNA sequence was obtained; the
predicted protein differed from the published one by one amino acid, but the cDNA
sequence agreed with the available canine genome sequence and filled in a large gap of
427 bp. Conclusion: This is the first publication displaying the entire canine TPO coding
sequence. Recombinant canine TPO (rcTPO) should be useful for development of a
canine TPO ELISA, and clinically as an injectable stimulant of thrombopoiesis in dogs.

Key words: Thrombopoietin; Dog; Platelet; Megakaryocyte; cDNA

Introduction

Although the existence of a major hormone responsible for platelet production was
known in the 1950s, " it was not until the mid-1990s that thrombopoietin (TPO) protein was
purified and sequenced. #° Since then, recombinant human TPO (rhTPO) has been tested

as a therapeutic agent in several species 9 and human plasma TPO concentrations have
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been measured as an indicator of platelet production status. '®'" Other cytokines including
interleukin (IL)-3, IL-6, IL-11, granulocyte-macrophage colony stimulation factor, KIT
ligand, FLT3 ligand, stromal cell-derived factor 1, and leukemia inhibitory factor increase
platelet production and megakaryocyte differentiation, proliferation, and maturation, but
only TPO promotes each step. "4

TPO is produced mainly in liver and kidney, but it is also expressed in lesser
amounts in other tissues including brain, lung, spleen and bone marrow stromal cells. '"'®
TPO seems to be mainly constitutively expressed, although there is evidence that it can
respond as a positive acute phase protein, '° and that its expression in bone marrow
stromal cells can be induced by platelet-derived growth factor (PDGF) and fibroblast
growth factor (FGF). ?° Its blood concentration is regulated by its binding to the c-mpl
receptor with subsequent internalization and degradation within megakaryocytes and
platelets. ' Because TPO production is largely constitutive, the c-mpl mass appears to be
the primary regulator of blood TPO concentrations. ?*** When blood TPO concentration is
increased because of decreased c-mpl mass, megakaryocytopoiesis and thrombopoiesis
are stimulated. Platelet activation and release may also increase blood TPO concentration.
24

Thrombocytopenia is a very common state in dogs. % It can be caused by
decreased megakaryocytopoiesis or thrombopoiesis, decreased platelet survival from
accelerated consumption or destruction, abnormal platelet distribution, or hemodilution.
These mechanisms may occur with numerous conditions including infections, immune-
mediated disease, neoplasia, toxicants, treatments, and genetic disorders. %°
Megakaryocytic hypoplasia and aplasia prolong time to recovery of normal platelet
concentrations, and currently require bone marrow evaluation for detection. A core bone

marrow biopsy is currently the most reliable routine method to assess megakaryocyte

numbers, but sampling is invasive and requires experience for collection of optimal
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samples. Moreover, the evaluation of core samples requires expertise and is subjective
and non-quantitative. In contrast, measurement of plasma concentrations of TPO using an
ELISA test has been rapid, non-invasive, quantitative, and helpful in evaluating platelet
production in human patients. 2" A useful canine ELISA for TPO requires antibodies that
react well with canine TPO, and, ideally, a canine standard.

The objective of this work was to clone and sequence canine TPO in order to
generate recombinant canine TPO for diagnostic assays and potentially in vivo use. The
canine TPO cDNA sequence is reported here, and the predicted amino acid sequence of

the protein is compared with what has been published.

Materials and Methods

RNA source: Liver and kidney samples were collected immediately post mortem
from a 6-year-old beagle used in a terminal research project approved by the All-
University-Committee for Animal Use and Care of Michigan State University. Samples
were immediately frozen using dry ice, and RNA was isolated by TRIzol® Reagents
(Invitrogen Life Technologies Inc.).

cDNA: A canine hepatic cDNA library was purchased (BioChain Institute, Inc), and
renal and hepatic cDNA libraries were pooled after generation from the isolated beagle
RNA by a reverse transcriptase protocol using SuperScript™ |ll Reverse Transcriptase
(Invitrogen Life Technologies Inc.).

Primers: Two sets of primers (Integrated DNA Technologies) were used to amplify
the canine TPO cDNA sequence in a nested PCR reaction. Primers were designed based
on a comparison between a human TPO cDNA sequence (Gene Bank: NM_000460) and
the available dog genome sequences (http://genome.ucsc.edu). The outer forward and
reverse primers were 5° TACCAGACAGCCAGGCCAGAAT 3' (TPO-OF) and 5°

GAGCATGTAGAGAATTAGTAAGCTGT 3 (TPO-OR), respectively. The inner forward and
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reverse primers were 5° ATGGAGCTGACTGAATTGCT 3' (TPO-IF) and 5°

CCAAAGATAACTAGCTGCTCTGGTGA 3' (TPO-IR), respectively. These were based on
human sequence information because the canine genome sequences were not available
at the time. Had the canine sequence been known, TPO-IF would have been 5
ATGGAGCTGACTGAGCTGCT 3'.

Nested PCR: 5 uL of cDNA pool were used in a reaction buffer (50 mM KCI, 20 mM
Tris-HCI (pH 8.4), 0.1% Triton X-100), with 1.75 mM MgCl,, 0.2 mM dNTPs, 1 uM primers
for canine TPO (TPO-OF and TPO-OR), 0.625 U of DNA polymerase Expand High Fidelity
PCR System (Roche Diagnostics Corporation), and autoclaved ultra pure water to a final
volume of 25 pL. Thermal cycler (Eppendorf North America Inc.) cycles included
denaturing at 94 °C for 10 min followed by 40 cycles (denaturing for 60 seconds at 94 °C,
primer annealing for 60 seconds at 60 °C and extension at 72 °C for 60 seconds) and a
last step of primer extension at 72 °C for 4 minutes. The reaction mixture was then
maintained at 4 °C.

The second phase of the nested reaction was done under the same conditions
using TPO-IF and TPO-IR primers with 2 uL of the first-step PCR product as template.
When completed, 10 pL of the reaction mixture were fractioned using agarose gel
electrophoresis in a Tris acetate EDTA buffer with 1.0 % ethidium bromide over 60
minutes at 90 volts. Bands were observed with a UV light gel analyzer and compared to
1Kb DNA Ladder (New England Biolabs Inc.).

The amplification product was then cloned using pCR®8/GW/TOPO® TA Cloning
Kit with One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen Life Technologies).
Clones were tested by PCR for the presence of the correct insert, and the inserts in five
clones were sequenced using the dideoxy chain termination method (Research

Technology Support Facility at Michigan State University).
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The resulting sequences were analyzed using Lasergene 5 Suite, DNAStar Inc. ver.
5.0.6 (Win, MacOS). Using the same software, the final canine TPO cDNA sequence was
compared to the dog genome sequence
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/CfaBlast.html), and the amino acid sequence it

predicts was compared to the published * canine TPO amino acid sequence.

Results

The 1059 bp cDNA encoding canine TPO was successfully cloned and sequenced
(Fig. 1) from a 1293 bp PCR amplification product. Amplification was successful despite
use of primers based on the human TPO sequence. The use of a DNA polymerase with
proofreading capability was effective in minimizing amplification mistakes. Even with an
80-cycle amplification protocol, the majority of clones generated sequences with no
nucleotide errors. The 1059 bp cDNA encodes a polypeptide differing by one amino acid
from the previously published amino acid sequence for canine TPO (Fig. 1); position 85 is

a leucine instead of a tryptophan. *

Discussion

The available canine genome sequence has a gap of 427 bp which has been filled
by this report. In addition, this work predicts an amino acid sequence for TPO that differs
by one amino acid from a previous report. Although a difference in one nucleotide can
account for the amino acid difference, the predicted protein sequence exactly matches the
sequence predicted by the available canine genome (http://genome.ucsc.edu/), and errors
in sequencing are unlikely because of the use of a DNA polymerase with proofreading
capacity combined with matching sequences for this region for several clones. An error in

the previous sequencing is possible, or multiple forms of the protein may exist in dogs.
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However, this amino acid is also a leucine in human beings and mice, and is in a highly
conserved region of the molecule that includes the receptor binding domain.

The TPO gene is located at chromosome 34 in dogs, and 3 in humans. % TPO
cDNA encodes a 353, 326, 356, 349 and 352 amino acid protein in people, rats, mice, cats
and dogs, respectively. #*° TPO consists of a highly conserved globular N-terminal domain
29 where the functional site is located, and a less conserved and highly glycosylated
carboxy-terminal domain that is important for secretion, bioavailability, and half-life in
circulation. *° Two cystines (2 pairs of disulfide-bound cysteines) shown to be required for
biological function of TPO in human beings are conserved in all species for which it has
been sequenced. *' Unfortunately, despite the molecular similarities, the authors could not
detect TPO in plasma from thrombocytopenic or nonthrombocytopenic dogs using an
available human kit (Human Thrombopoietin Quantikine ELISA Kit, 2nd Generation; R&D
Systems, Inc.).

rhTPO has been tested in dogs, and is capable of increasing platelet
concentrations. However, immunogenicity may lead to severe thrombocytopenia due to
auto-antibodies that cross react with canine TPO. Human clinical trials were stopped
because of isolated of cross reactivity of antibodies against recombinant pegylated TPO
(rpTPO) and the nativeTPO in platelet donors receiving rpTPO prior to platelet donation in
order to increase donated platelet mass and the interval between platelet transfusions. 2

Severe thrombocytopenia is life threatening, and must be managed by treating the
underlying condition, with or without the use of platelet concentrates to achieve transient
improvements in hemostasis. Platelet concentrates are not always available, they have
short survival, they can be expensive because of the need for multiple transfusions, and
patients may become refractory because of their immunogenicity. Lyophilized platelets

may prove to be helpful but are not currently available. Recombinant canine TPO may be
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helpful in some thrombocytopenic dogs by decreasing the need for multiple transfusions
and the risk of immune and non-immune transfusion reactions.

Conclusion

In conclusion, we have cloned and sequenced canine TPO cDNA and this is the
first publication displaying the entire coding sequence. Recombinant canine TPO (rcTPO)
may be is useful diagnostically as part of a canine TPO ELISA, and clinically as an

injectable stimulant of thrombopoiesis in dogs.
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Figure legends

1. Figure 1. Canine TPO cDNA and protein sequence. Start and stop codons are noted in

bold. Amino acid 85 is a leucine (line 6 in grey) rather than a tryptophan as was

previously reported.
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cag

ctg

ctc

999

acc

ctg

ctc

L

tcc

ttg

ctg

caa

cat

acg

gcc

cct

acc

gcc

aat

ctt

tgt

cac

gtc

aag

cta

tct

gcc

aca

ctc

tgt

cta

gag

aag

acc

gga

gcc

ctg

cct

CCC

aac

ctg

ctc

gac

agc

ctg

gag

gat

tcc

ctg

act

cga

gcc

ttc

aca

agg

tcc

CCcC

cta

cca

cct

cag

tct

tct

cta

CCC

aga

ctg

cag

ggc

ctt

cag

cac

gga

aag

ctc

aac

ctg

agg

ttg

gga

ccc

999

aac

acc

cag

act

cgt

ttg

cct

acc

gtc

ctg

ggc

aag

aag

cag

aca

tcc

cag

tcc

aat

gcc

aac

caa

ccg

agt

gag

gca

ctc

agc

gct

aag

ctg

gga

ctc

gat

gtg

agc

ctg

agc

gga

cta

gga

CCa

ctc

tac

ctc

cct

gag

[ 48]

[ 96]

[ 144]

[ 192]

[ 240]

[ 288]

[ 336]

[ 384]

[ 432]

[ 480]

[ 528]

[ 576]

[ 624]

[ 672]

[ 720]

[ 768]

[ 816]

[ 864]

[ 912]

[ 960]

[1008]

[1056]

[1059]
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Anexos

Sequéncias dos Vetores Utilizados:

pCR8/GW/TOPO

CTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGC
CGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAATACGCAAACCGC
CTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACTGGAAAGCGGGCAG
TGAGCGCAACGCAATTAATACGCGTACCGCTAGCCAGGAAGAGTTTGTAGAAACGCAAAAAGGCCATCCG
TCAGGATGGCCTTCTGCTTAGTTTGATGCCTGGCAGTTTATGGCGGGCGTCCTGCCCGCCACCCTCCGGG
CCGTTGCTTCACAACGTTCAAATCCGCTCCCGGCGGATTTGTCCTACTCAGGAGAGCGTTCACCGACAAA
CAACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTCCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGCAGTTCCCT
ACTCTCGCGTTAACGCTAGCATGGATGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTCTTAAGC
TCGGGCCCCAAATAATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATG
CTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGAATTCGCCCTTAAGGGCGAATTCGACCCA
GCTTTCTTGTACAAAGTTGGCATTATAAAAAATAATTGCTCATCAATTTGTTGCAACGAACAGGTCACTA
TCAGTCAAAATAAAATCATTATTTGCCATCCAGCTGATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCAT
AGCTGTTTCCTGGCAGCTCTGGCCCGTGTCTCAAAATCTCTGATGTTACATTGCACAAGATAAAAATATA
TCATCATGCCTCCTCTAGACCAGCCAGGACAGAAATGCCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGT
GACGCACACCGTGGAAACGGATGAAGGCACGAACCCAGTGGACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAGCTGTA
ATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCA
GTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGGGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGC
AAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCG
CCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAAGTATCGACTCAACTATCAGAGGTA
GTTGGCGTCATCGAGCGCCATCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATG
GCGGCCTGAAGCCACACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACGGTGACCGTAAGGCTTGATGAAACAACGCG
GCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGCTTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTA
GAAGTCACCATTGTTGTGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAATTTG
GAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGCCACGATCGACATTGATCTGGCTAT
CTTGCTGACAAAAGCAAGAGAACATAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCG
GTTCCTGAACAGGATCTATTTGAGGCGCTAAATGAAACCTTAACGCTATGGAACTCGCCGCCCGACTGGG
CTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAAAATCGC
GCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACTTGAA
GCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATCGCTTGGCCTCGCGCGCAGATCAGTTGGAAGAATTTG
TCCACTACGTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGTCGGCAAATAACCCTCGAGCCACCCATGACCAAAATC
CCTTAACGTGAGTTACGCGTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGA
GATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTT
TGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATAC
TGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCT
CTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGAC
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GATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCG
AACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCATTGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGA
AAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAA
ACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTC
GTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGG
CCTTTTGCTCACATGTT
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pcDNA-DEST40

GACGGATCGGGAGATCTCCCGATCCCCTATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTT
AAGCCAGTATCTGCTCCCTGCTTGTGTGTTGGAGGTCGCTGAGTAGTGCGCGAGCAAAATTTAAGCTACA
ACAAGGCAAGGCTTGACCGACAATTGCATGAAGAATCTGCTTAGGGTTAGGCGTTTTGCGCTGCTTCGCG
ATGTACGGGCCAGATATACGCGTTGACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTC
ATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCG
CCCAACGACCCCCGCCCATTGACGTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCC
ATTGACGTCAATGGGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCC
AAGTACGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTA
TGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCATGGTGATGCGGTTTTGGC
AGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAA
TGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACG
CAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTAGAGAACCCA
CTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGTTAAGCTATCA
ACAAGTTTGTACAAAAAAGCTGAACGAGAAACGTAAAATGATATAAATATCAATATATTAAATTAGATTT
TGCATAAAAAACAGACTACATAATACTGTAAAACACAACATATCCAGTCACTATGGCGGCCGCATTAGGC
ACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATAATGTGTGGATTTTGAGTTAGGATCCGGCGAGAT
TTTCAGGAGCTAAGGAAGCTAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAATG
GCATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTG
GATATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCCGGCCTTTATTCACATTC
TTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTCCGTATGGCAATGAAAGACGGTGAGCTGGTGATATGGGA
TAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAAACTGAAACGTTTTCATCGCTCTGGAGTGAATAC
CACGACGATTTCCGGCAGTTTCTACACATATATTCGCAAGATGTGGCGTGTTACGGTGAAAACCTGGCCT
ATTTCCCTAAAGGGTTTATTGAGAATATGTTTTTCGTCTCAGCCAATCCCTGGGTGAGTTTCACCAGTTT
TGATTTAAACGTGGCCAATATGGACAACTTCTTCGCCCCCGTTTTCACCATGGGCAAATATTATACGCAA
GGCGACAAGGTGCTGATGCCGCTGGCGATTCAGGTTCATCATGCCGTCTGTGATGGCTTCCATGTCGGCA
GAATGCTTAATGAATTACAACAGTACTGCGATGAGTGGCAGGGCGGGGCGTAAAGATCTGGATCCGGCTT
ACTAAAAGCCAGATAACAGTATGCGTATTTGCGCGCTGATTTTTGCGGTATAAGAATATATACTGATATG
TATACCCGAAGTATGTCAAAAAGAGGTGTGCTATGAAGCAGCGTATTACAGTGACAGTTGACAGCGACAG
CTATCAGTTGCTCAAGGCATATATGATGTCAATATCTCCGGTCTGGTAAGCACAACCATGCAGAATGAAG
CCCGTCGTCTGCGTGCCGAACGCTGGAAAGCGGAAAATCAGGAAGGGATGGCTGAGGTCGCCCGGTTTAT
TGAAATGAACGGCTCTTTTGCTGACGAGAACAGGGACTGGTGAAATGCAGTTTAAGGTTTACACCTATAA
AAGAGAGAGCCGTTATCGTCTGTTTGTGGATGTACAGAGTGATATTATTGACACGCCCGGGCGACGGATG
GTGATCCCCCTGGCCAGTGCACGTCTGCTGTCAGATAAAGTCTCCCGTGAACTTTACCCGGTGGTGCATA
TCGGGGATGAAAGCTGGCGCATGATGACCACCGATATGGCCAGTGTGCCGGTCTCCGTTATCGGGGAAGA
AGTGGCTGATCTCAGCCACCGCGAAAATGACATCAAAAACGCCATTAACCTGATGTTCTGGGGAATATAA
ATGTCAGGCTCCGTTATACACAGCCAGTCTGCAGGTCGACCATAGTGACTGGATATGTTGTGTTTTACAG
TATTATGTAGTCTGTTTTTTATGCAAAATCTAATTTAATATATTGATATTTATATCATTTTACGTTTCTC
GTTCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTTGATCTAGAGGGCCCGCGGTTCGAAGGTAAGCCTATCCCTAACCC
TCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGGTCATCATCACCATCACCATTGAGTTTAAACCCGCTGATCA
GCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGG
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AAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCA
TTCTATTCTGGGGGGTGGGCGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGCAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCT
GGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACG
CGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG
CGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAA
GCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTG
ATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTC
CACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTT
GATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACG
CGAATTAATTCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGT
ATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAA
GTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTAACTCCGCCCATCCCGCCCCT
AACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTGACTAATTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAG
GCCGCCTCTGCCTCTGAGCTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAA
AGCTCCCGGGAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGAT
TGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCA
CAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTG
TCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCAC
GACGGGCGTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGC
GAAGTGCCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATG
CAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGA
GCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTC
GCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATG
GCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCT
GGGTGTGGCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAA
TGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCC
TTCTTGACGAGTTCTTCTGAGCGGGACTCTGGGGTTCGCGAAATGACCGACCAAGCGACGCCCAACCTGC
CATCACGAGATTTCGATTCCACCGCCGCCTTCTATGAAAGGTTGGGCTTCGGAATCGTTTTCCGGGACGC
CGGCTGGATGATCCTCCAGCGCGGGGATCTCATGCTGGAGTTCTTCGCCCACCCCAACTTGTTTATTGCA
GCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATT
CTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGTATACCGTCGACCTCTAGCTAGAG
CTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATA
CGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGC
GCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGG
GAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGG
CTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAG
GAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTT
CCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACA
GGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGC
TTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTA
TCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGC
TGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAG
CCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAA
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CTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGA
GTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGA
TTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAA
CGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAAT
TAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAA
TCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTA
GATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCA
CCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTT
TATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTT
GCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGC
TCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCG
GTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAA
TTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGA
GAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCA
GAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTT
GAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTT
TCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAA
TACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACAT
ATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGAC
GTC
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pCR2.1-TOPO

AGCGCCCAATACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTT
TCCCGACTGGAAAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAATGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAG
GCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAA
ACAGCTATGACCATGATTACGCCAAGCTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTAACGGCCGCCAGTGTGC
TGGAATTCGCCCTTAAGGGCGAATTCTGCAGATATCCATCACACTGGCGGCCGCTCGAGCATGCATCTAG
AGGGCCCAATTCGCCCTATAGTGAGTCGTATTACAATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGG
GAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCG
AAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGACGCGCCCTGTAGC
GGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGC
CCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCG
GGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGAT
GGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTA
ATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTCTATTCTTTTGATTTATAAGG
GATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGTTAAAAAATGAGCTGATTTAACAAAAATTTAACGCGAATTTTAAC
AAAATTCAGGGCGCAAGGGCTGCTAAAGGAAGCGGAACACGTAGAAAGCCAGTCCGCAGAAACGGTGCTG
ACCCCGGATGAATGTCAGCTACTGGGCTATCTGGACAAGGGAAAACGCAAGCGCAAAGAGAAAGCAGGTA
GCTTGCAGTGGGCTTACATGGCGATAGCTAGACTGGGCGGTTTTATGGACAGCAAGCGAACCGGAATTGC
CAGCTGGGGCGCCCTCTGGTAAGGTTGGGAAGCCCTGCAAAGTAAACTGGATGGCTTTCTTGCCGCCAAG
GATCTGATGGCGCAGGGGATCAAGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAA
GATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGA
CAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGAC
CGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGC
GTTCCTTGCGCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTGC
CGGGGCAGGATCTCCTGTCATCCCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCTGATGCAATGCG
GCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCGAAACATCGCATCGAGCGAGCA
CGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGATCTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAG
CCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGCATGCCCGACGGCGAGGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGC
CTGCTTGCCGAATATCATGGTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTG
GCGGACCGCTATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCTG
ACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGA
CGAGTTCTTCTGAATTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTT
TTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCA
GTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCC
GAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGGTATTATCCCGTATTGACG
CCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCAC
AGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAAC
ACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGG
GGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGA
CACCACGATGCCTGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCT
TCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTC
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CGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACT
GGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAACTATGGATGAA
CGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACT
CATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGA
TAATCTCATGACCAAAATCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATC
AAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTAC
CAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGC
GCAGATACCAAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCG
CCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCG
GGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACA
GCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACG
CTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGG
AGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCG
ATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTC
CTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTA
TTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGA
GGAAGCGGAA
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