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CLONAGEM, EXPRESSAO E PURIFICACAO DE EIF2 BETA HUMANO E PRODUGAO DE
333 SORO POLICLONAL ANTI-EIF2 BETA. Rodrigo Maron Carlessi, Gabrielle Salton, Fernanda
Munari, Claudia Laurino, Jomar Pereira Laurino (orient.) (UFRGS).

O uso da molécula de elF2 beta (subunidade beta do fator eucariético de inicio da sintese protéica 2) como alvo em
terapia génica celular estd sendo explorado por nosso grupo. Atualmente, estdo em fase de andamento em nosso
laboratério ensaios in vitro visando ao bloqueio da proliferacdo celular por inibicdo de sintese protéica em células de
mamifero. Contudo, para a deteccdo especifica da expressdo de elF2 beta, sera necessaria a producdo de anticorpos
anti-elF2 beta humano. O objetivo deste trabalho, portanto, € a expressdo heter6loga em Escherichia coli e a
purificacdo da proteina recombinante, bem como a producgdo de anticorpos policlonais anti-elF2 beta humano em
coelho. Para isso, a regido codificadora de elF2 beta humano foi clonada no plasmideo de expressao PinPoint™ Xa-
1. Diversas temperaturas de cultivo, linhagens de E. coli e concentracGes de IPTG foram testadas visando a producgéo
da maior quantidade de proteina na forma sollvel. Entretanto, apesar de ser produzida em grandes quantidades, em
todas as condigdes testadas a proteina se mostrou extremamente insoltvel. Os corpUsculos de inclusdo foram, entao,
lavados com Triton X-100 1%, Tween 20 1% e uréia 1M, o que permitiu a retirada de proteinas de membrana e
outros debris celulares, no entanto sem solubilizar a proteina de interesse. Ap6s a lavagem, o precipitado foi
solubilizado com uréia 8M. A analise por gel de poliacrilamida-SDS mostrou elF2 beta humano com alto grau de
pureza apds o processo de lavagem do corpusculo de incluséo. Tal preparado estd sendo utilizado na imunizagdo de
coelhos da raca Nova Zelandia, com a finalidade de produzir soro policlonal hiper-imune anti-elF2 beta humano.
Esse soro serd utilizado na deteccéo de elF2 beta por Western Blot em extratos de células de mamiferos em cultivo.

438



