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(57) Abstract: The present invention describes i) the construction of integration vectors for heterologous overexpression in combination

with a system for selecting cells and for real-time monitoring of productivity by the co-expression of reporter proteins, ii) the selection of

cells that secrete high levels of the protein of interest by labelling with fluorescent probes specific for the endoplasmic reticulum (ER), iii)

the construction of a genetically modified CHO cell line for conditional expression of proteins of interest under tetracycline/doxycycline

control (TetON system), iv) the development of a synthetic gene containing the active forms of proteins Atf6 and Xbp1 fused together
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in a single polypeptide and CHO cell lines expressing the Atf6-Xbp!1 fusion under optional tetracycline control, v) the overexpression
and production of high levels of recombinant proteins by the regulated co-expression of Atf6-Xbpl.

(57) Resumo: A presente invengédo descreve i) a construgdo de vetores de integragéio para superexpressdo heterdloga associados a um
sistema de selegdo de células e monitoramento em tempo real da produtividade pela co-expressdo de proteinas repérteres, ii) a selegéio de
células altamente secretoras da proteina de interesse pela marcacéo com sondas fluorescentes especificas para o reticulo endoplasmatico
(RE), iii) constru¢do de uma linhagem geneticamente modificada de células CHO para expressdo condicional de proteinas de interesse
sobre o controle de tetraciclina/doxiciclina (sistema TetON), iv) desenvolvimento de um gene sintético contendo as formas ativas das
proteinas Att6 e Xbpl fusionadas em um tmico polipeptideo e de linhagens de células CHO expressando a fusdo Atf6-Xbpl sob o
controle (ou ndo) de tetraciclina, v) super expressdo e alta produtividade de proteinas recombinantes pela co-expressdo regulada de
Atf6- Xbpl.
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RELATORIO DESCRITIVO
Plataforma genética para superexpressao heterdloga associada a selecao

de células altamente produtoras de proteinas

Campo da aplicacao

[0001] A presente invengao refere-se ao campo da biotecnologia, mais
especificamente no campo da mutacdo ou engenharia genética, mais

especificamente manipulacao genética de células eucaritticas.

Historico da invencao e andlise do estado da técnica

[0002] Para a producdo de proteinas recombinantes, os procedimentos
tradicionais de obtencéo de linhagem e bancos celulares consistem na avaliagao
aleatéria dos niveis de producgédo de clones celulares, obtidos apds ciclos de
selecdo com marcadores presentes nos sistemas de transformacdo genética
utilizado (antibidticos, complementacdo funcional de vias essenciais, entre
outros). Estes procedimentos sao normalmente demorados € onerosos e
dependem de varios ciclos de replicagdao celular para obtencdo dos bancos
celulares (bancos master e de trabalhos). Podem demorar de seis a oito meses,
dependendo da estratégia utilizada. O maior problema deste tipo de
procedimento € que as principais linhagens utilizadas para estas finalidades séao
perpetuadas por alteragdes e transformagdes em sua funcdo génica. Estas
alteracbes tornam estas células muito instaveis, podendo sofrer alteragdes
cumulativas a cada ciclo de replicagao.

[0003] Na pratica, o que se observa € que inexistem métodos que
permitam prever o comportamento destas células durante os processos de
selecao e elaboracédo dos bancos celulares (Porter AJ, Racher AJ, Preziosi R,
Dickson AJ. Biotechnology Progress 26(5):1455-64 (2010) Sirategies for
selecting recombinant CHO cell lines for cGMP manufacturing: improving the

efficiency of cell line generation.). Este tipo de comportamento imprevisivel de
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células geneticamente modificadas, utilizando as metodologias tradicionais,
demostram claramente as principais dificuldades tecnolégicas encontradas
neste campo que, conforme mencionado, sd0 inerentes, pois estao diretamente
associadas a baixa estabilidade genética das células utilizadas, com implicagdes
negativas na produtividade industrial de proteinas recombinantes.

[0004] Visando aumentar a capacidade de monitoramento em tempo real
dos niveis de expressdao em células individualizadas, assim como aumentar a
estabilidade destes niveis de expressdo em diferentes ciclos de replicagéo
celular, foi desenvolvido um sistema de manipulacdo genética de células
eucaridticas, composto de linhagens celulares proprietarias, associados a um
sistema de transformagédo genética composto por 3 caracteristicas criticas: i)
sistema de integracdo, baseado em transposons, ii) sistema de regulacédo de
expressao epigenético por insuladores, iii) co-expressao de um gene repérter
através de um sitio interno de ligag@o ao ribossomo (IRES, mRNA bi-cistronico)
ou dois promotores independentes. Juntamente com o desenvolvimento de
linhagens de células CHO modificadas para aumento de produtividade proteica,
foi criada uma plataforma para superexpressao heterdloga associada a selegao
de células altamente produtoras de proteinas. No estado da arte sdo conhecidos
sistemas e métodos para aumento de expressdo, mas o presente método difere
dos ja existentes principalmente pela conjugacéao dos seguintes fatos: (i) uso de
vetores de integracdo gendmica mediada por transposase (sleeping beauty)
associados a selecdo de células positivas por FACS que permitem alcancar
populacdes celulares 100% transfectantes e altamente estaveis para expressao
do transgene de interesse, (ii) co-expressao de proteinas reguladoras da via de
stress do reticulo endoplasmatico, UPR (ulfolded protein response), (Atf6 e
Xbp1) por meio de um Unico mRNA, de maneira a gerar uma proteina de fuséo
contendo os dominios ativos de ambas proteinas (fusdo Atf6-Xbp1), (iii)
expressao condicional da fus&do Atf6-Xbp1 por meio da regulagdo mediada por
tetraciclina em um sistema tipo Tet-ON e (iv) selecdo de células com reticulo
endoplasmatico proeminente (aqui denominadas células "Gordo") por FACS
apo6s marcacao com sondas fluorescentes especificas para tal organela celular.
Esse sistema contendo diversos vetores de DNA Recombinante, métodos
baseados em FACS para selecao e formacdo de banco de células expressoras
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e ainda linhagens celulares modificadas geneticamente constitui o que
chamamos de Sistema Ingresso.

[0005] A invencdo EP2316955A1revela sistemas e métodos para
produgdo de proteinas de interesse. Emprega células de animais ou de plantas
geneticamente modificadas que tém capacidade aumentada para processar
proteinas devido co-expressao de Atf6 ou Xbp1. Embora a ideia seja similar a
plataforma genética em questdo, ndo adianta o objeto de anadlise, pois as
proteinas Atf6 e Xbp1 foram expressas individualmente, de maneira transiente e
sem controle condicional. Ja a presente invencédo utiliza um gene sintético para
expressar uma fusado de Atf6-Xbp1 por integracdao ao genoma da célula alvo e
de maneira condicional (regulada por tetraciclina), o que permite a produgao de
banco de células altamente secretores para a producado e proteinas de impacto
comercial. A fusdo Atf6-Xbp1 facilita o impacto positivo da ativagédo da via UPR
na produtividade de proteinas recombinantes, visto que diferentes proteinas
podem ter aumento especificamente mediado por Atf6 e/ou Xbp1.

[0006] A invencdo NZ544335A revela um método para aumento de
expressao e secregdo proteica baseado em co-expressao de Atf-6 e Xbp-1. Nao
adianta o objeto de analise por usar vetores diferentes para alcangar maiores
niveis de expressao, incluindo selecdo com antibidticos e amplificacdo génica
mediada por metatrexato, o que implica em instabilidade genética. A presente
invencao, por sua vez, faz uso de FACS para selecao de células positivas
altamente estaveis, além de expressar a fusdo Atf6-Xbp1.

[0007] A invencdo W0201099296 apresenta a patente do sistema de
transposicao comercial do piggybac, sendo a estrutura dos vetores parecida com
a do objeto de andlise. Nao adianta a invengao da plataforma genética porque o
transposon é distinto. A presente invencao usa a transposase Sleeping Beauty
(SB), a qual j& se encontra em dominio publico (W0O1999025817A2).

Problemas no estado da técnica

[0008] Tradicionalmente, a expressao de proteinas recombinantes se da
por meio de clonagem de genes heter6logos em plasmideos contendo
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elementos genéticos necessarios a expressdao em células hospedeiras, tais
como promotores compativeis, sinais de terminagéo de transcri¢do e elementos
seleciondveis, como genes de resisténcia a antibidticos etc. Isso permite a
selecdo das células contendo o gene heterdlogo de outras células negativas na
populacado. No entanto, € necessario que o conjunto genético contendo o gene
heterélogo e o gene de selecdo sejam transmissiveis através das geragdes
celulares e, para isto, é necessaria a integragdo de tal conjunto genético no
genoma da célula hospedeira.

[0009] Como a integragdo no genoma é normalmente um evento raro e de
carater randdémico (Curr Opin Struct Biol. 2015 Jun;32:81-90), se torna
necessaria a geracao de clones, uma vez que integracdes distintas apresentam
variabilidades de alta escala na capacidade de produzir proteinas heterélogas,
em razao da resisténcia do genoma em absorver novas integracdes, fato
geralmente associado a infec¢des virais ou cancer. Esta resisténcia causa
inativacdo progressiva do conjunto genético heterélogo por processos de
metilacdo do DNA, a excecdo sendo integracdes adjacentes a genes essenciais.
Como consequéncia dos fatos citados acima, é muito dificil prever o
comportamento de células transfectadas durante os processos de selegcédo e
elaboracdo dos bancos celulares, o que pode acarretar em perdas financeiras
na producao industrial de proteinas recombinantes.

Solucao da presente invencao

[0010] A presente invengao soluciona os problemas citados acima para
producdo de proteinas recombinantes em células de mamiferos de duas

maneiras complementares:

i - desenvolvimento de vetores de integracdo para expressdo estavel do

transgene;

i - desenvolvimento de linhagens de células CHO modificadas geneticamente

com intuito de controlar e aumentar a expressao da proteina de interesse.



WO 2019/010551 PCT/BR2017/050184

[0011]

Os vetores de integracao para expressao estavel do transgene em

células eucaribticas, resumidamente, consistem em:

1.

[0012]

Garantir alta taxa de integracéo do cassete de expressao no cromossomo
da célula hospedeira, mediada por transposase.

Isoladores que garantem alto nivel de transcrigdo, independentemente do
sitio de integrag@o cromossdmica.

Co-expressao do reporter fluorescente que permite monitoramento da
expressdo em tempo real e selecdo de clones ou populagdes
homogéneas altamente produtoras, independente de selegdo por
antibioticos.

Selecdo de células altamente produtoras da proteina de interesse por
fluorescence-activated cell sorter (FACS).

No que concerne ao desenvolvimento de linhagens de células CHO

modificadas, a presente inveng&o consiste em:

1. Selecao por FACS de populacdes altamente secretoras pela presenca
de um reticulo endoplasmatico (RE) proeminente marcado com
sondas especificas para esta organela.

2. Construcdo de uma linhagem geneticamente modificada de células
CHO para expressao condicional de proteinas de interesse sobre o
controle de tetraciclina/doxiciclina (sistema TetON).

3. Superexpressao e alta produtividade de proteinas recombinantes pela

co-expressao regulada de Atf6-Xbp1 (TetON Gordo).

[0013] A inovacgdo aqui apresentada trata da resolucédo das dificuldades

do estado da técnica para estabelecimento e manutenc¢do de bancos de células

por meio da introducdo de um conjunto genético, que incorpora elementos

conhecidos como “isoladores” (do inglés “insulators’), que garante a expressao

inalterada de cassetes de expressao inclusos entre dois isoladores,

independente do sitio de integragdo no genoma (Mol Cell. 2013 May

23;50(4):461-74). O cassete de expressdo consiste em um promotor viral

citomegalovirus (CMV) ou CAG promovendo a expressdo do gene de interesse

e de um IRES (Mountford, P.S. and Smith, A.G. Internal ribosome entry sites and

dicistronic RNAs in mammalian transgenesis. Trends Genet. 11, 179-184. 1995),
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que permite a traducado do gene repdrter, normalmente proteina fluorescente
verde (GFP, Gl: 375332228), amarela (YFP, Gl: 384875628) ou vermelha (RFP,
Gl:359950697) flanqueados por dois isoladores. As células expressando o
transgene sdo selecionadas por FACS. A omissdo de antibidticos para
isolamento de linhagens celulares possibilita maior homogeneidade e
estabilidade de expressao do transgene (Structure. 2004 Aug;12(8):1355-60;
Nucleic Acids Res. 2008 Oct;36(17):e111).

[0014] O cassete inteiro é flanqueado por dois sitios de recombinagao de
transposase Sleeping Beauty (SB) que mediam a transposi¢ao de todo o cassete
para o genoma da célula alvo na presencga da transposase. A transposase SB é
expressa de maneira transiente pela co-transfecgdo de um segundo plasmideo
contendo o gene da transposase, mas incapaz de ser integrado no genoma da
célula. Com diferentes genes repoérteres, é possivel um indeterminado namero
de integracbes independentes usando-se a recombinacdo mediada pela
transposase Sleeping Beauty (Crit Rev Biochem Mol Biol. 2016 Oct 4:1-27). Em
teoria, tal plataforma genética pode ser usada para expressao heteréloga em
células CHO de qualquer proteina, incluindo proteinas complexas compostas por
diversas cadeias polipeptidicas e/ou extensivamente modificadas péds-
traducionalmente. O sistema de plataforma genética por superexpressao
heterdloga ja foi usado com sucesso para expressao recombinante de diversas
proteinas, incluindo fibrinogénio (3 cadeias), trombina, eritropoietina, anticorpos
monoclonais (2 cadeias), dentre outras.

[0015] Visando aumentar a capacidade de monitoramento em tempo real
dos niveis de expressdao em células individualizadas, assim como aumentar a
estabilidade destes niveis de expressdo em diferentes ciclos de replicagéo
celular, foi desenvolvido um sistema de manipulagdo genética de células
eucaridticas, composto de um sistema de transformagao genética mediado por
integracdo com transposons, um sistema de regulacdo de expressao epigenética
e, adicionalmente, ligado a um sistema repoérter (proteina fluorescente). Além
disso, a co-expressdao de proteinas acessérias que conferem maior
produtividade da proteina de interesse (Atf6-Xbp1) pode ser regulada em um
sistema indutivel tipo TetON em células CHO modificadas. Este sistema serd
detalhado a seguir.
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Descricao das figuras

[0016] A Figura 1 contém um esquema dos diferentes tipos de vetores
disponiveis no Sistema Ingresso juntamente com o vetor epissomal usado para

expressao transiente da transposase apos a transfecgao.

[0017] A Figura 2 apresenta as variantes de construgdo do vetor de
integracao ("Vetor de expressao") do sistema ingresso; em “A”, dois promotores
indepedentes e em “B”, mRNA bicistrénico com IRES.

[0018] A Figura 3 apresenta os dois sistemas induziveis por tetraciclina
(TetON). Em “A” usando TetR (CHO TetR Gordo) ou em “B” um promotor
bidirecional para rtTA (CHO rtTA Gordo).

[0019] A Figura 4 mostra a selecdo de células altamente secretoras

utilizando a marcacao do reticulo endoplasmatico (sistema Gordo).

[0020] A Figura 5 mostra a correlagao direta entre nivel de expressao do
gene repoérter e produtividade da proteina de interesse (nesse caso, para

expressao de um anticorpo monoclonal).

[0021] A Figura 6 mostra a expressao de Trombina usando RFP como
gene reporter € as duas etapas tipicamente usadas para selecao de populagdes

homogéneas expressando altos niveis do transgene.

Metodologia detalhada

[0022] O desenvolvimento da plataforma genética para superexpressao
heterbloga baseou-se na construcao de vetores de integracdo para expressao
estavel do transgene, que possuem 3 componentes essenciais. O primeiro
componente destes vetores consiste na utilizagdo do elemento de
transposicao (tfransposon), que é uma sequéncia de DNA capaz de se
movimentar de uma regido para outra em um genoma de uma célula. Este

fendbmeno, chamado transposicédo, foi descoberto por Barbara McClintock nos
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anos 1950, o que lhe valeu o Prémio Nobel de Medicina em 1983. Os
transposons de 4cido desoxirribonucleico atuam através da excisdo da
sequéncia de acido desoxirribonucleico da sua posicao inicial e inser¢do em uma
nova localizag&o, por meio da agdo de uma enzima denominada transposase.
Por estas caracteristicas, os tranposons de DNA sao muito utilizados no campo
da biotecnologia para marcacao de genes, principalmente para a insercao de

novos genes em determinado genoma.

[0023] O segundo componente presente nos vetores de integracdo do
Sistema Ingresso é denominado de insulator (isoladores), que sdo elementos
presentes na sequéncia de DNA que impedem as interacdes entre dominios de
cromatina adjacentes (Miklos Gaszner & Gary Felsenfeld Nature Reviews
Genetics 7, 703-713, 2006; Insulators: exploiting transcriptional and epigenetic
mechanisms). Estes elementos mantém uma configuragao ativa da cromatina e,
desta forma, o(s) gene(s) por ele regulado(s) apresenta(m) altas taxas de

transcrigao.

[0024] O terceiro componente utilizado nos vetores desenvolvidos
consiste na utilizacdo de reporteres fluorescentes. O principal repérter utilizado
neste sistema sdo as proteinas fluorescentes derivadas da GFP (green
fluorescent protein). A proteina verde fluorescente € uma proteina produzida
pelo cnidario Aequorea victoria, que emite fluorescéncia na zona verde do
espectro visivel. O gene que codifica esta proteina foi isolado e é atualmente

largamente utilizado em técnicas de engenharia genética.

[0025] Esta aplicagdo acabou sendo fundamental para a outorga do
prémio Nobel de 2008 para Osamu Shimomura, Roger Tsien e Martin Chalfie.
Recentemente, outras proteinas fluorescentes foram identificadas como, por
exemplo, a proteina fluorescente amarela (abreviatura do inglés: YFP) e
vermelha (RFP), entre outras. As proteinas fluorescentes tém sido utilizadas com
sucesso para monitorar, por exemplo, a expressao transiente (ou temporaria)
de transgenes, substituindo outros genes reporter ou a selegdo de transfectantes
com base em antibidticos. Devido ao fato de a expressao da proteina reporter
fluorescente poder ser monitorada in vivo, a expressao dos genes em estudo

pode ser avaliada em tempo real. Além de proteinas fluorescentes, as proteinas
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superficie CD20 (NM_021950.3), CD25 (NM_000417) e CD90/Thy1.2
(NM_001311160.1) podem ser usadas como repdrter associadas a deteccao
com anticorpos especificos conjugados a fluor6foros, o que propicia uma maior
abrangéncia do uso da técnica em relacdo ao gene repdrter e espectros
fluorescentes de deteccdo. A presenca do gene rep6rter permite a selecao das
células produtoras de proteinas recombinantes através da separacdo das células
com maior intensidade de fluorescéncia em equipamento de citometria de fluxo
tipo FACS.

[0026] A Fig. 1 mostra um panorama geral do funcionamento da plataforma
do sistema ingresso e suas diferentes construgcbes. Este sistema possui
basicamente dois vetores diferentes: um contendo o gene codificador da
transposase Sleeping Beauty € um segundo contendo o gene de interesse a ser
expresso juntamente com um marcador. O primeiro vetor ("Vetor transposase”)
tem como objetivo a expressao transiente da transposase, que sera responsavel
por integrar a sequéncia alvo, construida no segundo vetor ("Vetor de
expressao") no genoma através da recombinacdo das ITRs (inverted terminal
repeat sequences, sequéncias reconhecidas pela transposase). O "Vetor de
expressao” é composto por sequéncias de recombinagdo 5'ITR e 3’ ITR,
insuladores para regulagéo epigenética, promotor CAG (CA 2733104 C) ou CMV,
o0 gene de interesse seguido da sequéncia IRES para ligacdo interna ao
ribossomo. O gene reporter pode variar como pode-se observar na Fig. 1B. Ap6s
a transfeccdo com ambos vetores, as células sdo selecionadas por FACS (Fig.
1A e Fig. 1B).

[0027] Sao apresentadas duas formas de expressao do gene reporter nos
vetores da plataforma genética para superexpressao heteréloga (Fig. 2): 1)
sistema genético de expressao que contém dois promotores independentes,
hibridos, nao proprietarios (Pl) de alta eficiéncia (Fig. 2A); Il) sistema que permite
a expressdo de dois genes em um mesmo mRNA (mRNA bicistrénico), com a
utilizacdo de sequéncia interna de ligagdo a ribossomos (IRES) (Fig. 2B). Tal
elemento é uma sequéncia de nucleotideos que permite a iniciacdo da traducao
no meio de uma sequéncia de RNA mensageiro (Jerry Pelletier
& Nahum Sonenberg Nature 334, 320 — 325, 1988 Internal initiation of translation
of eukaryotic mRNA directed by a sequence derived from poliovirus RNA). Na
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Fig. 2 ha duas representagcdes esquematicas dos sistemas genéticos
desenvolvidos (dois promotores independentes ou utilizando IRES).

[0028] Além do desenvolvimento dos vetores de integracdo descritos, a
plataforma genética também possibilita um incremento nos niveis de expresséao
da proteina de interesse pela utlizacdo de células CHO modificadas
geneticamente. Como a sintese, dobramento e modificagbes pods-traducionais
de proteinas secretadas ocorre no reticulo endoplasmatico (RE) e complexo de
Golgi, existe uma relagéo direta entre o tamanho do RE, o niumero de ribossomos
e a capacidade de sintese da célula. Células altamente secretoras, como
plasmdécitos, tipicamente possuem um RE muito proeminente e um fenétipo
celular e molecular voltado a expressao e secrecao de proteinas. Esse fendtipo
altamente secretor é aqui denominado de "Gordo". O aumento da capacidade de
producgao proteica pelo sistema RE-Golgi depende da capacidade da célula em
lidar com alta demanda de processamento proteico. Para tal, as células devem
se adaptar ao estado de stress do RE-Golgi. Caso contrario, podem entrar em
via de morte celular (apoptose). A adaptacao ao stress do RE-Golgi dispara a via
de proteinas mal-dobradas (unfolded protein response - UPR), que envolve a
ativacao de proteinas reguladoras da expressao génica (dentre elas Atf6 e Xbp1)
que, por sua vez, induzem a expressao de um conjunto de enzimas (chaperonas,
enzimas envolvidas na glicosilagédo, formacgéao de pontes dissulfeto e trafego de
vesiculas) capazes de lidar com a alta demanda de sintese proteica. As
proteinas Atf6 e Xbp1 s&o as principais transdutoras de sinal conhecidas na via
UPR, sendo que plasmécitos secretores de anticorpos in vivo expressam altos

niveis dessas proteinas (Nat Immunol. 2016 Mar;17(3):323-30).

[0029] A co-expressdo dessas proteinas em sistemas recombinantes
pode aumentar significativamente o nivel de expressdao de um transgene (Mol
Immunol. 2004 Jul;41(9):919-27; EP2316955A1, US2005106222 (A1)). O
componente central da plataforma genética aqui apresentada reside na
capacidade de modificacao controlada de linhagem de células eucari6ticas por
meio da introdugdo de um gene sintético modificado contendo o cédigo de
sintese de duas proteinas fusionadas (Atf6 e Xbp1), que induzem o fendtipo
adaptativo ao stress do reticulo endoplasmatico da célula, o que chamamos de
inducao do fenotipo Gordo. A expressao desses genes favorece o transito, em
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larga escala, de proteinas através do reticulo endoplasmatico, implicando, por
um lado, elevacédo de produtividade e, por outro, garantindo as propriedades
biolégicas das proteinas expressadas. Como diferentes proteinas tém producao
otimizada pela co-expressao de Atf6 e/ou Xbp1, a fusao destas proteinas em um
unico polipeptideo agiliza o processo de producédo independentemente do fator
indutor ideal ser Atf6é ou Xbp1. Os genes ATF6 € XBP1 sintéticos, em versdes
otimizadas ndo contendo introns, foram clonados na plataforma genérica e
células CHO modificadas, expressando a fusdo Atf6-Xbp1 (SEQ ID NO: 1) sob
controle de tetraciclina (doxiciclina), selecionados por cell sorting.

[0030] Como a ativacao da via UPR esta atrelada a parada do ciclo celular
em G1 (Proc Natl Acad Sci U S A. 2000 Nov 7;97(23):12625-30) e possivel
ativagao de vias de morte celular (Expert Opin Drug Discov. 2009 Sep;4(9):907-
21), a expressao continua das proteinas Atf6 e Xbp1, ou a fusdo Atf6-Xbp1,
acaba por inibir o crescimento celular, afetando a produtividade do sistema
devido a diminuicdo da biomassa celular maxima. Dessa forma, embora a co-
expressao dessas reguladoras da via UPR favorega grandemente o aumento da
sintese e trafego proteico pelo sistema RE-Golgi, a diminuigdo da biomassa tem
um efeito contrario na producdo industrial de proteinas recombinantes. Para
solucionar esse problema, colocamos a expresséo de Atf6-Xbp1 sobre o controle
de tetraciclina, usando uma linhagem de células CHO, que expressa o repressor
de tatraciclia (NC_005211.1), TetR (Adv Drug Deliv Rev. 2009 Jul 2;61(7-8):527-
41).

[0031] A linhagem “CHO TetR Gordo” (Fig. 3A) foi produzida utilizando os
vetores de integragédo do Sistema Ingresso descritos anteriormente, mas nesse
caso utilizando um promotor CMV (W0O2012099540A1). Apss obtencdo de uma
linhagem estavel expressando TetR (linhagem CHO TetR), foi realizada a
transfeccédo da fusdo Atf6-Xbp1. Para expressao regulada por tetraciclina (ou
doxiciclina) de Atf6-Xbp1, a fus&o foi clonada numa versdo modificada do vetor
ingresso contendo 8 repeticdes do operador de tetraciclina (TetO, US5654168A)
acima do promotor do cassete de expressao, gerando o cassete de expressao
8TetO-Atf6-Xbp1, o qual foi integrado na linhagem CHO-TetR, produzindo entao
a linhagem aqui denominada como CHO TetR Gordo (Fig. 3A), na qual a
expressao condicional da fusao Atf6-Xbp1 é regulada pela adi¢cdo de tetraciclina
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(ou o analogo doxiciclina). Dessa forma, ap6s a cultura celular atingir a fase
estacionéaria de crescimento (ponto de maior densidade celular, ~107 células /
ml) induz-se a expresséo de Ati6-Xbp1. Assim, a indugdo de um metabolismo
celular focado na sintese e trafego proteico, ou fenotipo Gordo (CHO Tet-ON
Gordo), ocorre apds atingir-se uma biomassa de interesse, o que culmina em um
aumento de 5 a 20 vezes de produtividade em relagéo a utilizacdo dos vetores

do sistema em células CHO nao modificadas.

[0032] Também é apresentado um segundo método de expressdo
regulada baseado em um promotor bidirecional transcrito por rtTA (reversed
tetracycline trans-activator) (Adv Drug Deliv Rev. 2009 Jul 2;61(7-8):527-41).
Nesse caso, a linhagem CHO modificada, CHO riTA Gordo, foi construida
usando o esquema apresentado na Fig. 3B. A linhagem "CHO riTA" foi
construida apés a transfeccao de um vetor do sistema, que expressa o regulador
rtTA (reversed tetracycline trans-activator). A linhagem rTA foi usada em
seguida para transfecc¢ao do vetor contendo um promotor bi-direcional para rtTA
e gene reporter. Na presenca de tetraciclina, rtTA ativada transcreve o promotor
bidirecional, levando a expressao da fusdo Atf6-Xbp1 e do gene reporter (Fig.
3B). Em ambos sistemas, Fig. 3A e 3B, a adicido de tetraciclina, ou doxiciclina,

ativa a expressao da fusao Atf6-Xbp1 e do gene reporter.

[0033] As linhagens modificadas de células CHO descritas acima (CHO
TetR e CHO rtTA), em conjunto com as versdes modificadas dos vetores do
sistema ingresso contendo promotores induziveis especificos a tetraciclina
também podem ser usados como base para expressao regulada de qualquer

transgene de interesse.

[0034] Além da utilizacdo das linhagens CHO Gordo para inducgao
regulada do fenétipo Gordo, também é apresentada a selecdo direta dessas
células altamente produtoras por FACS. Como ja descrito, células altamente
secretoras de proteinas possuem um reticulo endoplasmatico proeminente,
existindo uma relacéo direta entre 0 tamanho dessa organela e a capacidade de
sintese da célula. Dentro de populagdes celulares selecionadas por FACS
expressando o transgene de interesse por intermédio de vetores de integracéo
da plataforma genética, uma pequena porcentagem de células (<5%) apresenta

naturalmente maior expressdao do gene repoérter e, paralelamente, um maior
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reticulo endoplasmatico (Fig. 4). Algumas ureias sulfonadas fluorescentes
marcam especificamente componentes do reticulo endoplasmatico (RE) e
mostram intensidade de fluorescéncia diretamente proporcional ao tamanho do
RE. Utilizando-se tal corante fluorescente especifico para o RE (ER-Tracker
Green ou ER-Tracker Red), pode-se selecionar células com grande RE (forte
marcacgdo para ER-Tracker) e, simultaneamente, expressando altos niveis da
proteina repoérter. Andlises de produtividade por ELISA evidenciaram um
aumento de aproximadamente trés vezes nos niveis de expressdo em células
positivas para ER-Tracker (Fig. 4, Gordo+). Assim sendo, apds a inducdo de
expressao de Atf6-Xbp1, ainda é possivel fazer mais um passo de selegédo de
células positivas para ER-Tracker (fenétipo Gordo induzido).

[0035] Em suma, a plataforma genética (Sistema Ingresso) consiste na
utilizacao de sistema de expressao heterbéloga para otimizagdo de processo
industrial de producéo e controle de qualidade de proteinas recombinantes, a
partir de (a) utilizagdo de linhagens celulares otimizadas, (b) utilizacdo de
sistema de integracdo cromossdmica eficiente, (c) favorecimento de altos niveis
de transcricdo devido presenca de insuladores (independente do sitio de
integracdo), (d) possibilidade de monitoramento em tempo real dos niveis de
expressao (proteina repérter), (e) capacidade de selecdo de populacédo de
células altamente produtoras e (f) capacidade de indugdo de um fendtipo
secretor de alta produtividade pela expressao regulada de Atf6-Xbp1.

[0036] A utilizacdo destes sistemas genéticos permite a transfeccéo e
insercdo gendmica mediada por transposons, que aumentam significativamente
a percentagem de incorporacgao do cassete integro no genoma da célula alvo. O
sistema genético Insulator propicia altos niveis de expressdao dos genes
inseridos no sistema (gene de interesse e gene repdrter) e, além disso, a selecéo
de células pela intensidade de fluorescéncia permite selecionar populacoes
(subpopulagbes altamente homogéneas ou clones) em um tempo
significativamente menor do que as metodologias tradicionais, adicionalmente
com rendimento de expressdo consideravelmente maior devido a utilizagdo das
linhagens Tet-ON Gordo. A funcionalidade do sistema fica evidente na
correlacao direta do nivel de expressao do gene repérter com a produtividade da
proteina de interesse. Na Fig. 5 € mostrado um exemplo usando a producéo de
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um anticorpo monoclonal. Apds separacdo por FACS de duas populagdes
expressando niveis menores (GFP Baixo) e maiores (GFP alto) do gene repérter
(transfectado juntamente com 0 gene da cadeia pesada do anticorpo), culturas
independentes de cada populagéao foram mantidas e o nivel de expressao de IgG
analisada por Elisa. A Fig. 5 mostra claramente que células com maiores niveis
de fluorescéncia produzem maior quantidade da proteina recombinante. Tal
correlagdo permite um monitoramento em tempo real dos niveis de expresséo
do transgene por FACS, agilizando os processos de selegéo de populagdes de

interesse.

Exemplo utilizando o gene de trombina

[0037] Inicialmente, as células foram transformadas utilizando como gene
reporter a proteina RFP. Ap6s onze dias de crescimento, a cultura transformada
sofreu o primeiro ciclo de selecédo, onde foram coletadas as células que estavam
com fluorescéncia detectavel em relacdo as células nao transfectadas. Neste
momento, menos de 5% das células da cultura apresentavam este perfil de
expressao. Todavia, apds 18 dias da transformacédo (7 dias apds primeiro ciclo
de selegao por cell sorting), mais de 50 % das células apresentam elevados
niveis de producdo das proteinas exdgenas, conforme afericdo pelo gene
reporter. Estes resultados podem ser avaliados na Fig. 6.

[0038] Apéds o segundo ciclo de selecdo celular, mantendo estas células
por mais de 12 dias em crescimento (vida média deste tipo de células em
biorreatores), os resultados mostraram que mais de 96% das células
apresentavam altos indices de expressao aferidos pelo sistema repérter utilizado
(Figura 6). Tal estabilidade nos niveis de expressdo do gene repérter (e da
proteina de interesse) sdo mantidos apds varios ciclos de congelamento e
descongelamento ou manutencdo das células em cultura por diversas
passagens, representado portanto um sistema ideal para obtengdo de bancos
de células para expressao de proteinas de interesse industrial.

[0039] Comparativamente a tecnologia tradicional, o sistema genético

apresentou:
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[0040]

I- Rapida obtencao de bancos celulares altamente produtivos (cerca
de um més contra 6 a 8 meses pelas metodologias tradicionais de
selecado por antibidtico ou complementacao genética).

[I- Aumento do rendimento da expressao de 5 a 20x em relacdo a

tecnologia tradicional.

lll- Possibilidade de controle dos niveis de expressdao e
acompanhamento das dindmicas populacionais da cultura em tempo

real.

IV-Possibilidade de utilizacdo de linhagens celulares modificadas
(Atf6-Xbp1) caso a expressao proteica ndo alcance niveis satisfatorios
em células CHO n&o modificadas.

Esta plataforma ja foi utilizada até o momento com mais de 6

diferentes proteinas recombinantes, incluindo anticorpos, proteinas da via de

coagulacao e fatores de crescimento, e em todos 0s casos as vantagens acima

puderam ser evidenciadas.
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1.

REIVINDICACOES

Sistema de manipulagdo genética de células eucaribticas para
superexpressao e secrecao de proteinas de interesse, caracterizado por
conter linhagens celulares proprietarias associadas a um sistema de
transformacgéo genética composto por:

e sistema de integracao baseado em transposons;

e sistema de regulacao de expressao epigenético por insuladores;

e Cco-expressao de um gene reporter por meio de (i) um sitio interno
de ligagédo ao ribossomo (IRES) presente do mRNA do transgene
(mRNA bi-cistrénico) ou (ii) um promotor adicional para expressao
do gene repodrter (sistema de dois promotores);

e ftransfeccdo e selecdo de populagcbes homogéneas
superexpressoras da proteina de interesse e proteina repbrter, por
meio de FACS (fluorescence activated cell sorting);

e selecdo adicional por FACS de células contendo reticulo
endoplasmatico proeminente utilizando marcagdo com sondas
fluorescentes especificas a organela em questao, utilizando células

pré-selecionadas de acordo com item anterior.

2. Método para superexpressao e secrecao de proteinas, de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizado por compreender pelo menos um cassete
de integracdo do transgene (vetor de expressdo) de interesse e pelo
menos um cassete de expressao transiente da transposase SB (vetor da
transposase).

Vetor de integracdo gendmica, de acordo com reivindicagcdo 2,
caracterizado por promover expressdao estavel de proteinas
recombinantes em células de mamiferos e conter:

e duas cépias de sequéncias de reconhecimento e integracado
mediada por transposase (3-ITR e 5-ITR) franqueando o cassete
de integracao;

e sequéncias insuladoras (HS4 de Gallus gallus) em ambas
extremidades dos cassetes de expressao;
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e sitio de clonagem do transgene de interesse, contendo um
promotor forte a montante (promotor CAG ou CMV) e um sitio de
ligacdo interna ao ribossomo (IRES, mRNA bi-cistrénico) ou
segundo promotor (sistema de dois promotores) a jusante do
transgene para expressao do gene repbrter;

e um gene de repérter codificando uma proteina fluorescente (GFP,
RFP, YFP) ou proteina de superficie (CD20, CD25, CD90) para
selecao por FACS.

4. Linhagens celulares proprietarias, de acordo com reivindicagdo 3,
caracterizadas por expressar tetR ou rtTA e compreender pelo menos um
cassete de integracdo de tetR ou rtTA e um cassete de expressao
transiente da transposase SB.

5. Vetor de integracdo gendmica, de acordo com reivindicacdo 3,
caracterizado por conter sequéncia codificadora de tetR ou rtTA a
montante de um sitio de ligagéo interna ao ribossomo (IRES) a montante
e um sitio de ligagao interna ao ribossomo (IRES);

6. Sequéncia de DNA recombinante, caracterizada por conter a fusdo de
formas ativas dos genes Atf6-Xbp1, expressa na forma de SEQ ID NO: 1.

7. Linhagens celulares proprietarias, de acordo com reivindicagdo 3 € 6,
caracterizadas por expressar a fusdo Atf6-Xbp1 (SEQ ID NO: 1) sobre
controle de tetraciclina ou doxiciclina, compreendendo, pelo menos:

e uma linhagem celular, de acordo com reivindicagdes 4 € 5;

e um cassete de expressao de Atf6-Xbp1 contendo de uma a dez
copias do operador de tetraciclina (tetO) a montante do promotor;

e um cassete de expressao transiente da transposase SB.

8. Vetor de integracdo gendmica, de acordo com reivindicacao 3, contendo
sequéncia codificadora de Atf6-Xbp1 (SEQ ID NO: 1) a montante de um
sitio de ligacao interna ao ribossomo (IRES), caracterizado por promover
expressdo condicional de Atf6-Xbp1 em células de mamiferos,
adicionalmente contendo entre uma a dez coOpias do operador de
tetraciclina (tetO) a montante do promotor.

9. Sistema para expressao regulada por tetraciclina ou doxiciclina de um

gene de interesse, tipo tetON, caracterizado por:
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¢ linhagem celular, de acordo com reivindicagoes 4 € 5;
e vetor de expressao regulavel contendo entre uma a dez copias de
tetO a montante do promotor do transgene;
e um cassete de expresséao transiente da transposase SB.
10.Expressao regulavel de gene de interesse, de acordo com reivindicagao
9, contendo, adicionalmente, expressdo regulavel de Atf6-Xbp1
(reivindicacdes 6 e 7).
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