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Tthalo da Pesguica: Feconhecimento de regides com allo polencal de expresso genica comao alvo para
=ou uso na produciao de proteinas recombinantes

Pecguisador: Marcos Angols Almeida Demesi
#Area Tomatiea: Fmiﬂns die pesquisa que envolvam crganismos geneticaments modificados (OGM)

celulas-ronco embwiondrizs @ organismos que representem allo risoo coletive, incluindo

organizmos relaconados a eles, nos Ambilos de: experimentacho, consirug o, cultivo,
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WM?W' anq::rl.n : importa;io, oxporiacio. AMarenama

Warcdo: 1

CAAE: 1EEDSETS. 5.0000.0065
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Patrooinador Prinedpal: Financiamento Proprio

DADCE DD PARECER

Homeno do Parsosr: 1.559.066

Aprecentagdo do Projedn:

fz informag Ses conlidas nos campos: “Apresentacio do Projeio”, "Objefivo da Pesquisa™ & “Avalacso dos
Rizcos @ Beneficios” foram cbiidas dos documenios contendo as Infemagtes Basicas da Pesquisa
(PE_INFORMAZOES BASICAS DO PROJETO 1351898.pdl de 28/06/2019) & do Projeto Detalhada.

INTRODUCAD

f alts poléncia e especificidade das proleinas recombinantes terapéuticas como femamenlas para o
rralamenio de doencas bem permitido um crescimento constamie da indoskia bicfsrmaceutica. Em parte,
este cresdmento s mustonts no sumenio da capscdade produtiva do seior, @ que esia relacionado com
madhonas no procosso de producso, como. por exemplo. a olimizacso de meics do culura o de estrabdgias
de operagdc dos bioneatoes, e o eslabelecimanio de novas plataformas de producso. Um dos Fatores
limitanizs para o estabelecmento de uma platsforma de producc basesdo em calulas de mamifero & o
tempo prolongado @ os cuslos associsdes a0 processo de oblencio de dones super-produtores. Exta
limitacso @sta intimamente relacionada &5 metodologias comumenie empregadas para & geragho de
transfectanies celulares estdveis, que
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erpohvemn evonios aloaltios de integracko gonomica dos velores do anprossdo @ o empege de prolocolos
da amplificac 8o génica, os quais estdo associsdos a evenios de inserclo om SRios CrOMOSSSMECOS COM
atividsde transoricional instavel & evenios drasticos de rearranjos gendticos. respectivamania. Esles
processos resuliam muma grande heterogeneidade dos ansfodiantes estdveis obiidos quanio aos niveis o
& nstabilidade do axpres=So do produto de interesse. redurindo dasticamenis a probabildade de so isolar
wm clona supar-produtor. Limas akernativa gue wvem sendo explorada nos ditimos anos se bamaia na isocso
=iio-dirigids do cassete de cxpressio om regibes do genoma da colula hospedeim previamanio as=ocindas
& uma expressde gémica estdvel @ em allos nivess. & inddstria biofarmaciuics lem mostrado um crescenla
interesse am metoddogias de geragio de clones: super produtores empregando a inlegrag3e gentmica sho-
especifica em cdlulas CHD visando & producso de proleinas recombinanios lerapdaticas. Dosta forma,
exsle uma demands no sentide de se acumular conhecimento sobre regites gendmicas em linfhiagens
produtoras como as cdulas CHO que suporiem uma expressio gémica estdvel @ em alios niveis. A nossa
proposts envolve a ullivacso de um weior lentraral bicsinémco de expressdo como feramenta de varnedura
de stos gendmices nas célules CHOWDGAY assocados a uma expressio olovada e estdvel da proteina da
inlzres=e. Ao final do Projelo. espera-se contribuir com o mapeaments de algurs destes silins genamicos
mzes cithulas CHODG A4, uma das plataformes meis bilivadas para & producio de biofsrmacos, o os qusis
poderiam sar uilirados para 4 rsercdo shicdnigda de weiores de epresso de inferesse pala melodolkegia
da CRISPR-Casa.

Corirascsa o Fesscr: 1255065

HIPOTESE

O racional da proposta de vamedura wilizandn um vetor kentiviral so baseis no fato de virias evidencias
indicarom que wetorns kentivirais basesdos no virus HIV-1 (Human Immunedeficency Yirus-1) e inlegram
arm um subconjunio de genes com sty atvidsde ranscricional no genoma da calula hospedeiral33, 34]. Ao
fimal do Projeto, espera-se confribur com o mapeamenis de alguns destes. slios genamicos nas o hulas
CHO-MG44, uma das plataformas mais wileadas para 2 producio de ofdrmaces, e os quas podaiam ser
wilizados para a insocho skic-dingida de veloes do cxpressdo de inleresse pels molodologia de CRISPR-
Casa

METODOLDGIA

- Consrucho & caraclenzacho do velor lentiviral bicsirdnico de expressao die uma variante seoetado da
proteina EYFP (pLV - spEYFP-Dhit);

- Trarsducto des cabilas CHOUDGAY com o weltor pl V.spk YT P D
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- Izsolamanio e clonagem das célules CHOLDG 44 super-produions da proloins spEYFP por soparacsa do
celulas ("cell soring”) por clometria da Auox

- fivaliacso do mamamn de oopizs do welior plV.spEYFIP-DHF R inlegradas no genoma dos donas isolados
afrayis da metcddogia de PCR em tempo-reak

- fivalincAn da esiabiidade de expressao da protedna spEYFP ao longo de 50 passagens por lumimetria do
- Mapeamenio do shio de imsengde genomica do welor pLY-spEYFP nos clones super-produtones o eskives
afravis da mefodologia de sequenciamento de DNA por "DEA walking”;

- Trarslecae extavel das cthdas CTHO-DGE4 com o vetor pLY-spb Y FP Db

- Amplificacso gémira das cafulas CHOADGAA ramsfortaders estavelmente comi o wetor pLY-=pEY PF D

- Isolamenio & clonagem das celulss CHO-DG44 super-produlons da proteins spEYFP por separacsa de
citfulas ("coll soriing i por ciometris de fluoo (esirstdgia ramsfoocdo ostivel):

- fivaliacso do mamaen de copizs do welor pLV-spEYFIP-DHF R inlegradas no genoma dos dones isolades
afrayis da metodologia de PCR em tempo-real (estratégis tansloorso estael).

Conarassa & Feescr: 1255065

Objetivo da Pacgulca:
OEFETIVO PRIMARIO
Mapaoar =iios gentmicos nas c2lulss CHO.DGAE assodsdos & uma expressso clevada o estdvel da
poéeina de interesso.

OEFETIVD SECUNDARID

Comparar a performance desta metodologis de oblencao de clones super-produtores frente a esiralagia
convenconalmentiz wilirada envolendo a insmtio alealtvia no genoma do velor de expressio arads da
ransioccio osbived, sequida de ampliicacko génica o solsmento do dones suporprodutones.

Avallagdo doc Ricoos & Esnefiolos:
RISOOS

1} = duas inhagers celulwes necos=iriss para a resliracdo desse rabalho =30 as calulas CHOWDGA4.
derivadas do ovdnic de hamsler chinds. ¢ as ciulas HEK293T, denvadas de rim embriondrio humano

) nival de bicz=oguranca az=ocisdo & manipulaco das cdlulss CHOUDGAY & o 1 (NET). ODusnfo S ofklas
HEK253T, o nivel de bio=eguranca recomendado & o 2 (HEF] devide a estas células apresentarem regites
oncogénicas do adenovirus @ do SV40 nlegradss em sou genoma
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Adiconalmente. 25 celuns HEK293T cxpressam a proleing onoogeénica grande T (large T) desivada do vines
Nan

2} O sisloms de expressdo lentivical wilizado no laboratdrio @ de lerceira gerac®o, @ 0 seu uso asid
a==ociada @ um aumsmio da mangem de biossegurancs para o5 operadores @ o publico geral quando
comparado @ versSes anlerioes destes sistemas. Para sistemas de expressao lentiirais de terceira
gerachso. recomenda-se que a producss de partfculss lentivirais recombinantes e ransdu;do das celulas-
alio sejam mealizadas em aboraltrics de nkel de biosseguanca 2 (NBZ) com algumas recomendactes
especiais relsivas & uilizacho de material parfurocortania, & o uso de westmentas de protecso indeadual de
forma a reduri o polencial do cxposicso de mucosas b particulas lentivinis. F esperado que esse ntel de
bio==sguwanca sejs adequsdo para wolumes de producss semanal de a 100 ml de meiz de cullivo
condidonade contende particulas lentwirais recombinanies com ttulos de 10°6 & 10°7 UFCiml.

Corarascsa 5 Ferscer 1255065

BENEFICI05

A indistria biofarmacéatica lem mostrado um crescenie inleressa em metododogias de geracio de dones
superpoduiores empregando a inlegragdo gendmica siio-especifica em células CHO visando & producso
da proleinas recombinantes tempiuticas. Desta forma, exisle uma demanda no sentido de se acumular

conhecimento sobre regites gendmicas em linhagens produloras como as célules CHO gue suporlem uma
ceapressyo genica oskdvel @ em akos niveis. A implementsc 3o de esralégias que permitam direcionar a
imsem o siin-especifica de cassetes de expressda de inbkeresse em regites gendmicas com aslas
propicdades pormitiris que =0 mohorasse a eficiénda do procosso de obtencie de clones colubires super-
produlores, posshilitando uma reducio 2nie do praro come dos cusles desie processo.

Comentarios 8 Concldsmagdes cobre 3 Pesquica:

Estudo experimental in viro, com céldas comercializdves deposiadas em Biormeposionio.

Hz duas inhsgers que serso utliradas sao:

Cellas CHOUDGA4, dervadas de ovario de hamester chinds;

Cellas HEK253T, derivadas de im embricndnio humano (comerdalirdve. guardadas em bismepeoesittria).
0 estudo emecive melodologas de ersgenia (DG e edicio génica @ portanio, dewerd seguin o que rege
& Lai 11705 de 24 de mampo da 2005 (Lai de Blossegurancal

0 coordenador do cento de pesquiss manifiesta compomisss em requensr o Certificado de Biossequianca
Juniz a Comiss3o Inlema de Biosseguranca em Urgansmes GeneScamania
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Modificados (CTHEK. de aomdo com a Lei 11.105 de Bossoguranc vigenio.

Por so ratar de pesquiss [N VITRD com calules COMERCIALITAVEIS, qua ndo envobe o recrulamanto da
partidpantes de pesquisa nem & utilizacto de materis| bicldgice proveniente de particpantes de pesquisas
anleriores, o presente estudo ndo necessita da aprovacdo do comile de dlica em pesquisa com seres
humaneos (CEMCenep) para ser executsdo.

Conelderaples cobie o Termos 06 aprecentagdo obrigatonas

Vide itemn "Condisbes ou Pendincas @ Lista de Insdequagbes”.

Conlucbec ou Fenddnolas = Licta de inadeguapbec:

Dianin do exposio. a Comissso Nacional de Fca em Pesquisa - Conep, de acondo com =5 atribui; des
defimdas na Resolucso CHS n® 466 de 2017 @ na Norma Oparacional CNS o 001 de 7013, manifesia-se
pela refirada do estudo, uma ver gque o prolocolo de pesquisa nbo nocessts do aprovacho polo sisioma
CEPRConep para ser exemstado. Desis forma, & Conep ndo procederd com a andlise do prolocolo de
pesguiss.

Conclderapien Flimals o catbério da CONER:

A Comiz=ao Macional de Elica e Pasquisa [Coneq) delibar por encemar a tramilagso do projolo, razso
pels qual nio emitird parecer de andliso dlica solwe & presonie Eoposicao.

Comiruscia & Fersr: 1255005

Siluacsa do protocolo: Retrado

Exte parscer fol slaborado bacsado mos dooumsentos abalxo relaclonsdos:

Tipa Doosmento Arquve Poslagem Austoe Suacho
Fformactes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS D0 P | ?minsl2014 Amiln
do Projeio ROJETD 1351258, pdl k1543
[T Formulanc_Cadasio_de_Pesquia_nssi| 062019 | Wencos Rngao Tecoiin

mzdo.pdf Ik14:24 | Almeida Demasi
[T CAMA_Anuencia_comdenador_ LB | 2Si0a201d o5 Aceiln
A it W e e
+rogoin Delalhado ! | Frojeie_do Posquass |we Fomalaypdi| 2 2019 |Nbarcos Angelo Acoiio
Brochura 055903 | Almesda Demasi
T OO D TS T SeferEaTa | Wercos Pegdo Fesiin

Doeb6:71 | Almeida Demeasi
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Conarassa & Ferscr: 1255065

Rebrado
BRASILIA, 06 do Sctcenben do 2019
SLGInAso por:
Jorge Alves de Almeids Venanalo
[Coordenadora] )
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Thhulo da Pesguica; Reconhecimento de regifies com alle polencal de expres=S0 génica coma afvo para
sau im0 na producio de proteinas recombinantes

Pesguicador: Marcos fAngolo Almeida Demes

#res Tematlea: Projelos de pesquisa que envolvam organismas genaticaments modificadas (OGM)
celulas-ronco embriondrias e organismias que represenlem allo risoo ocoletive, incluindo
organismos reladonados & eles, nos Ambilos de: experimentacio, consucde, cultive

i L . ramsferéncia, i o, a0, nio, iberacsa
gu::lrﬁ_;:u:_ a'q::rl.n : Importacio, oxpmiacio, Amarcname

Varcdo: 1
CAAE: TEEDSENS 50000065

institulpdo Proponents:F aculdade de Medicna da Universdade de 580 Paulo
Patrocinador Primsdpal: Finsncismento Préprio

DADCE DD PARECER

HOmen do Parsser: 1.524.850

Aprecentagdo do Projedo:

Trats-se de un projele de pesquisa com fins de formacso académica (mestradal com chjetivo de mapear
regiiies comossimcas associsdas b expressio estdvel @ am alios niveis de proteinas recombinanies de
interesse bintecnoldgicn, empregando expenmentos in wito com linhagens celulsres @ estabelecidas 2
ervolvendio organismas gencicaments modificados.

Objedivo da Pecoulea:

O prmcipal objetivo do projeto de pesguisa & 0 mapzamenio de regifes oomossdmicas associadas &
expressdo esidvel @ em allos nivess de proleinas recombinanies de inleesse biotecnoldgico: @ o ohjatios
secundinio sena comparar o desempanio desta metodologia die chiencio de dones. super-produtores frenlz
& estratéga convencionalmenie ulilzads emvolvendo 2 insam o aleatidria no genoma do velor de expressso
afraves da ramsfecrio estivel, sequida de amplificaco génica @ isclamenio de dones superproduiones.

Avallzgdo doc Rlcooc & Bareflolos:
Trata-sa de uvm estude experimental in vitro, As duas infagens celulares necossanas para a realzacso
desso abalho sio 2= células CHO-DG44, dervadas de ovdno de hamster chings, @ as

Enderpz:  DOUTOR AIRELDO 21 71~ srcdwr ssle 35
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cilulas HEK?93T, dervadas de rim embriondno humano. O nivel de bosseguranca associado &
manipula; o das células CHOLDGE4 @ 1 (MBET1). Cuanlo &5 céhalas HEK293T, o nivel de biosseguranca
recomendado & 2 (NB2) devido a estas cdlulas apresenlarem regifies cncogénicas do

sdenovirus @ do 5W40 inlegradas em seu genoma. Adicionalmente, &= clulas HEK233T expresssm uma
projeina oncogénica deriveds dio winus SV40

O g=lema de express&o lentiviral utilzado no laboratdrio @ de teceira geracio (HB3 2 o seu uso asld
amociada a um aumenio da mangem do biossoguranca para os operadores o o poblico goral guandao
comparado 3 wersbes amloriones desles =skomes; assim, & esperado que esse nivel

de biossequranca saja adequado para volumes de producdo semanal de ald 100 ml de meio de ouitivo
condiconado contendo particulas lentiimis recombinantes com ks de 1.000.000 2 10,000,000 FCimL

o & Feescr: 1504 850

Comentirios & Concldsragies cobre 3 Pecguisas

) projeto ¢ factivel de ser desermohade. serd supervisonado por pesquisador com experiéncia no femas e
sord desemeolvido em laboratdrio com pré requisitos de biosseguranca necessanos.
Concldsraghst Cobre of Termos 48 aprecentagdo obrigatanas

) praponenie solicia liberacio do TCLE por sz tratar de wm eshsds experimantal in vio empreganda
someniz oulra de nfagens celulares jd estshalecidas em Isboraidno.

Tem anuénca do coordenador do Centro de Inovacao & Medicina Translacional, gue informa sua submis=an
& Comizzso Interna de Bossequranca om Oiganismos Genelicamente Modificados.

FRBoOmEnaqies:

Mao b recomendsciias.

Concluclec ou Penddnodac & Lich de inadaguagiec:

Mao fioi verificado imdequagbos olow pendéncas para aste projeio.

Comnciderapbac Finalc a oritério do CEP:
O precents projsto, ceguiu nacts data para analics da COMEP & 60 fsm o s Inklc sulcrzade apis a
Ao TS0 pola mMacma.

Ects parsoer fol slaborado bacsasdo mos dooumssnbes abalxo relaclonedos:

[ Tipo Documentio Argqueo Postagem Autor luacan
Iformac tes Bascas| PO IWFORAG LE = Bh s LL P | Jea2019 Peciin
dia Projeio ROJETD 1351558, pdl N0c15:43
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Coarascsa 5 Fesscer 1574 060
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Uhbos

Carta_anuencia_comdenador_CBTRA | 25062019 | Wercos Angao Aceilo
pd 10:41:13 | Mlmesda Demasi
troie Detalhado ! | Progle_de Pesguiza lus_ Fomalay.ps| 2 2013 o5 Aceilo
Hrochuras 0esa03 | Almeida Demasi
 rvemstigaor
Foha de Riosio FOLHA_DE_ROSTOpd 250672019 | Marces Angelo Hmiln
05:56:21 | Almesda Demasi
2 theagdo do Parsosr:
Aproveda
Heoeccita Apreciagdo da CONEF:
Sm

SA0 PALLO, 22 de Agosiode 2019

Accinada por:
Maria Aparsoida Azevedo Kolks Folgusira
(Coordenadoral)
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RESUMO

Pomatay LAQ. Mapeamento de regides cromossdémicas com alto potencial de expresséo
génica como alvo para seu uso na producdo de proteinas recombinantes. [Dissertacdo
(Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2019.

Nas ultimas decadas, observou-se uma melhoria de varias etapas do processo de fabricacdo de
produtos biofarmacéuticos, que acabaram se traduzindo em aumento da capacidade de
producdo do setor. No entanto, a producdo de produtos biofarmacéuticos envolve processos
complexos e de baixo rendimento. Entre os principais fatores limitantes relacionados ao
estabelecimento de uma plataforma de producdo baseada em células de mamiferos estdo o
tempo prolongado e altos custos associados ao processo de obtencao de clones celulares de alta
produtividade. Essas limitacGes estdo intimamente relacionadas as metodologias comumente
empregadas para a geracdo de transfectantes celulares estaveis, que envolvem eventos
aleatdrios de integracdo genémica de vetores de expressdo, e o0 uso de protocolos de
amplificacdo génica, que estdo associados, respectivamente, a eventos de inser¢do em sitios
cromossémicos com atividade transcricional instavel e reordenamentos genéticos drasticos.
Uma alternativa que tem sido explorada nos ultimos anos é baseada na insercdo sitio-dirigida
do cassete de expressdo de interesse em regides do genoma da célula hospedeira previamente
associadas a uma atividade transcricional elevada e estavel. A industria biofarmacéutica tem
mostrado um crescente interesse por este tipo de alternativa para a geragdo de clones
superprodutores em células CHO, uma das plataformas de expressdo mais utilizadas para a
producdo de biofarmacos. Nesse sentido, existe uma demanda para se acumular conhecimento
sobre regides gendmicas que suportam niveis estaveis e elevados de expressdo génica, e 0
objetivo principal deste trabalho consistiu na varredura desses ‘“hotspots” gendmicos na
linhagem celular CHO-DG44. Nossa estratégia experimental envolveu: a) a construgdo e 0 uso
de um vetor lentiviral bicistronico de expressao, o pLV-spEYFP-DHFR, para a varredura de
sitios genémicos em células CHO-DG44 associadas a uma expressdo elevada e estavel da
proteina de interesse, e b) o0 uso de uma variante secretada da EYFP, a spEYFP, como proteina
reporter, com o intuito de evitar um possivel efeito deletério associado ao actmulo
citoplasmatico da EYFP. Alternativamente, as células CHO-DG44 foram transfectadas com o
mesmo vetor de expressdo com 0 objetivo de se isolar clones celulares para servir como
referéncia de niveis de expressao da spEYFP associados a numeros mais elevados de cdpias

gendmicas do vetor de expressao. Explorando-se a transducao das células CHO-DG44 com o



vetor pLV-spEYFP-DHFR, foram isolados e caracterizados oito clones celulares associados a
eventos de integracdo gendmica uUnicos do vetor de expressdo. Estes clones celulares
apresentaram niveis de expressdo estaveis da proteina repérter por até dois meses, e
comparaveis aos observados em clones celulares contendo de 35 a 45 copias do mesmo vetor
de expressdo aleatoriamente integrado no genoma das células CHO-DG44. As nossas tentativas
de mapeamento dos sitios gendmicos de inser¢do através da técnica de DNA “walking” foram
dificultadas por varias limitacfes associadas a fatores que limitaram a sensibilidade da técnica
em detectar eventos Unicos de insercdo. Este trabalho foi a primeira tentativa de mapear sitios
gendmicos transcricionalmente ativos e estaveis em células CHO-DG44, e buscou, desta forma,
complementar os achados envolvendo outras linhagens de células CHO importantes, a CHO-
K1eaCHO-S.

Palavras chaves: Biofarmacos, CHO, insercdo sitio-dirigida, vetores lentivirais



ABSTRACT

Pomatay LAQ. Mapping of chromosomal regions with high potential for gene expression
as a target for their use in the production of recombinant proteins. Master
thesis[Biotechnology] - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo, 2019

In recent decades, there has been an improvement of several stages of the manufacturing
process of biopharmaceutical products, which eventually resulted in increased production
capacity in the sector. However, the production of biopharmaceuticals involves complex and
low-yield processes. Among the main limiting factors related to the establishment of a
production platform based on mammalian cells are the prolonged time and high costs associated
with the process of obtaining highly producing cell clones. These limitations are closely related
to the methodologies commonly used for the generation of stable cellular transfectants, which
involve random genomic integration events of expression vectors, and the use of gene
amplification protocols, which are associated, respectively, with insertion events in
chromosomal sites with unstable transcriptional activity and drastic genetic rearrangements. An
alternative that has been explored in recent years is based on the site-directed insertion of the
expression cassette of interest in regions of the host cell genome previously associated with a
high and stable transcriptional activity. The biopharmaceutical industry has shown a growing
interest in this type of alternative for the generation of super-producing clones in CHO cells,
one of the most used expression platforms for the production of biopharmaceuticals. In this
sense, there is a demand to  accumulate knowledge about genomic regions that support stable
and high levels of gene expression, and the main objective of this work consisted of screening
for these genomic hotspots in the CHO-DG44 cell line. Our experimental strategy involved: a)
the construction and use of a bicistronic lentiviral expression vector, the pLV-spEYFP-DHFR,
for screening for genomic sites in CHO-DG44 cells associated with a high and stable expression
of the protein of interest, and b) the use of a secreted variant of EYFP, spEYFP, as a reporter
protein, in order to avoid a possible deleterious effect associated with cytoplasmic accumulation
of EYFP. Alternatively, CHO-DG44 cells were transfected with the same expression vector in
order to isolate cellular clones to serve as a reference for expression levels of spEYFP associated
with higher numbers of genomic copies of the expression vector. Exploring the transduction of
CHO-DGA44 cells with the pLV-spEYFP-DHFR vector, we isolated and characterized eight cell
clones associated with single genomic integration events of the expression vector. These cell

clones presented stable levels of expression of the reporter protein for up to two months, and



comparable to those observed in cell clones containing 35 to 45 copies of the same expression
vector integrated into the CHO-DG44 cell genome. Our attempts to map the lentiviral
integration sites through DNA "walking" were hampered by various limitations associated with
factors which limited the sensitivity of the technique to detect single genomic insertion events.
This work was the first attempt to identify genomic sites which are transcriptionally active and
stable in CHO-DG44 cells, and it sought to complement findings involving other important
CHO cell lines, such as CHO-K1 and CHO-S.

Key words: Biopharmaceutical, CHO, site-directed insertion, lentiviral vector
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1 INTRODUCAO

O projeto que originou esta dissertacéo foi desenvolvido no Nucleo de Apoio & Pesquisa
(NAP) NUCEL/NETCEM (Nucleo de Terapia Molecular e Celular), vinculado a Faculdade de
Medicina da USP. O centro de pesquisa apresenta como uma de suas quarto linhas de pesquisa
o desenvolvimento de linhagens celulares produtoras de proteinas recombinantes de interesse
terapéutico e biotecnoldgico. Entdo, a procura por novas estratégia que permitam o
melhoramento ou otimizacdo na geracao de clones produtores de proteinas recombinantes é um

interesse constante de nosso grupo. Foi nesse contexto que este projeto foi elaborado.

1.1 Industria biofarmacéutica e a producao de proteinas terapéuticas

Em 1986 foi aprovada a primeira aplicacdo terapéutica de uma proteina recombinante
produzida em células de mamifero, o ativador de plasminogénio tecidual humano (Genentech,
EUA), revelando as vantagens desta plataforma de expressdo em comparacdo as outras da
época, e impulsionando a sua utilizagdo na industria biofarmacéutica®. Algumas carateristicas
das proteinas recombinantes para o tratamento de diversas doencas, como a sua alta poténcia e
especificidade 2, tém acelerado a expanséo destes produtos®, atingindo vendas de $188 bilhdes
em 2017 (La Merie Business Intelligence, 2018)*.

Ante este crescimento, o aumento gradual nos niveis de producao dos biofarmacos € um
tema de interesse ao longo dos ultimos anos®. Desta forma, surgiu a necessidade de se
estabelecer plataformas de producdo de biofarmacos associadas a uma maior produtividade.
Estratégias para otimizar a produtividade tém sido implementadas, como, por exemplo, a
otimizagdo da composicdo dos meios de cultivo, o controle mais rigido dos parametros de
cultivo, a utilizacdo de promotores/acentuadores especificos da transcri¢do génica associados a
niveis de expressdo mais elevados e estaveis do produto de interesse, e 0 emprego de protocolos
de amplificacdo génica. Entretanto, aliar alta produtividade e manutencdo das caracteristicas
estruturais e funcionais da proteina terapéutica é um desafio constante no desenvolvimento de

uma plataforma celular de expressdo de biofarmacos °.
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1.2 Células de mamiferos como plataformas de expressao

A determinacédo da plataforma de expresséo € uma etapa crucial no estabelecimento do
processo de fabricacdo de biofarmacos®, e esta deve ser compativel com a complexidade e as
diferentes carateristicas estruturais de um determinado biofarmaco’. Dentre as diversas
plataformas de expressdo existentes, as células de mamiferos sdo comumente usadas como
sistemas de expressdo heterdloga para a producdo de proteinas complexas, pois, diferentemente
das bactérias ou fungos, apresentam organelas especializadas e sistemas enzimaticos
especificos que permitem a ocorréncia do dobramento tridimensional correto e a introducéo de
modificacdes pos-traducionais especificas necessarias para a atividade terapéutica de muitas

destas proteinas®.

Nestes Ultimos anos, cerca de 80% das proteinas terapéuticas em fase de desenvolvimento
foram produzidas em células de mamiferos®. Dentre as culturas de células de mamiferos mais
utilizadas na industria biofarmacéutica, pode-se destacar: a) a linhagem celular proveniente das
células de ovario de hamster chinés (CHO — Chinese Hamster Ovary), e linhagens mutantes
derivadas a partir desta linhagem, deficientes para a expressdo da enzima Dihidrofolato redutase
(DHFR)™, sendo este o sistema de expressdo mais empregado para a producéo de produtos
recombinantes para aplicacdes terapéuticas?; b) as células derivadas de mieloma murino NSO,
também comumente utilizadas como hospedeiras para a produc&o de proteinas recombinantes®;
e ¢) as células derivadas de rim embrionario humano HEK-293 (Human Embrionary Kidney),

geralmente usadas em abordagens de expresséo transitoria em grande escala .

Classicamente, o estabelecimento de uma plataforma de producdo de proteinas
recombinantes envolve a modificacdo genética da linhagem celular de interesse através da
insercdo, em seu genoma, de vetores de expressdo contendo o gene recombinante de interesse,
associado a elementos regulatorios da expressdo génica, e marcadores de selecdo apropriados
para a obtencdo de clones celulares que possuam uma producéo elevada e estavel da proteina
recombinante de interesse’. Os marcadores de selecio mais comumente utilizados sdo as
regides codificadoras dos genes codificadores da enzima DHFR e glutamina sintetase (GS), os
quais permitem que se explore o fendmeno de amplificacdo génica'?. Através de protocolos de
selecdo envolvendo a utilizagdo de concentracdes crescentes dos inibidores metotrexato
(MTX), no caso da DHFR, e metionina sulfoximina (MSX), no caso da GS, é possivel obter a
amplificagdo do numero de copias do gene recombinante, associada a aumentos expressivos

nos niveis de producéo da proteina recombinante de interesse®,
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A producéo de proteinas recombinantes em linhagens celulares de mamiferos pode ser
conseguida com sistemas de expressdo transitoria ou estavel’*. Os sistemas de expressdo
transitdria possuem como principal vantagem a rapidez na obtencéo de grandes quantidades do
produto. Hoje em dia é predominantemente feita em linhagens celulares derivadas de HEK293
e CHO adaptadas para cultivo em suspensdo?3. Dentro das limitagOes do sistema estdo a baixa
taxa de crescimento celular especifico, a baixa concentracdo celular, e o alto consumo das

principais fontes de carbono e energia (geralmente glicose e glutamina)?.

Por outro lado, os sistemas de expressdo estdvel proporcionam a possibilidade de
escalonamento da producdo, aléem de permitir uma maior reprodutibilidade, consisténcia na
qualidade do produto e a exploragio por periodos mais prolongados do processo de produgéo.
Existem algumas dificuldades com o sistema de expressdo estavel, destacando-se o
silenciamento da expressdo génica, e a perda do transgene recombinante associada a
instabilidades gendmicas no sitio de insergdo®. Entretanto, a utilizagdo de diversos elementos
funcionais em vetores de expressdo, como, por exemplo, regides acentuadoras da transcricgéo,
ou isoladores do contexto estrutural da regido de inser¢do gendmica, tem se mostrado benéficas
para a manutencdo da estabilidade da expressdo da proteina de interesse*, conforme sera

discutido mais adiante.

1.3 Estrutura gendmica e o controle da expressao génica

A estrutura gendmica dos eucariontes muda constantemente durante, por exemplo, o
desenvolvimento ou em resposta a estimulos ambientais, alterando, desta forma, a expresséo e
posicdo no espaco nuclear dos genes®®. Esta organizacio estrutural dindmica desempenha uma

funcdo central no controle da expressdo génica’®.

Quanto a atividade transcricional, 0 genoma é classicamente segregado em dois dominios,
sendo um deles caracterizado por ser um ambiente altamente repressivo a transcri¢ao génica, e
situado na lamina nuclear, chamado de heterocromatinal’. O outro, localizado no interior do
nacleo, num compartimento associado a alta atividade transcricional, é conhecido como

eucromatina'® (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo esquematica destacando a interacdo entre a cromatina e a
I[&mina nuclear, estrutura que confere estabilidade mecéanica ao envelope nuclear. O nivel
de interacdo da cromatina e a lamina nuclear esta associado ao grau de condensamento da
cromatina, o qual, por sua vez, tem um impacto direto sobre a atividade transcricional de regides
gendmicas especificas.

A heterocromatina apresenta uma estrutura topologicamente compactada que impede a
acessibilidade dos genes pelos complexos de transcricdo®®. A heterocromotina pode se formar
transitoriamente, como parte de um ciclo dindmico entre configuracfes "abertas” e "fechadas”,

Ou assumir uma estrutura compacta permanentels.

A eucromatina é caracterizada por regides ricas em nucleotideos AT, e € onde se situam
as origens de replicagdo do DNA, os sitios de ligacdo para a DNA topoisomerase |1, e as regifes
de ligagdo a matriz nuclear, conhecidas pela sigla SIMARs (Scaffold/Matrix Attachment
Regions)?. Outra caracteristica estrutural marcante da eucromatina, e que esta relacionada com
0 controle da transcrigio génica, sdo regides conhecidas como “fabricas de transcrigio”®?!,
gue sdo sitios nucleares especificos, de aproximadamente 80nm de didmetro, onde ocorre a
maior parte da transcricdo mediada pela RNA polimerase Il, e onde os genes séo recrutados de

forma dindmica, resultando na ativacio da sua transcricio?.
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O controle da organizacdo estrutural da cromatina € um processo dindmico conhecido
como remodelamento de cromatina. O remodelamento da cromatina pode ser mediado por
alteracdes estruturais dos nucleossomos, ou podem ser mediadas por alteracdes quimicas no
DNA. Os nucleossomos estdo intimamente relacionados com o controle do grau de
compactacdo da cromatina, e, consequentemente, com a atividade transcricional de regides do
genoma. Basicamente, os nucleossomos podem influenciar a estrutura da cromatina através da
alteracdo da estrutura do préprio nucleossomo, ou através de modificacbes quimicas das
histonas, ou ainda, através do reposicionamento dos nucleossomos?:. Como mencionado acima,
outro mecanismo de regulacdo da atividade transcricional envolve a modificacdo quimica do
DNA, mais especificamente a adicdo ou remocdo de grupos metila, sendo este processo

conhecido como metilagdo?.

1.4  Emprego de regides moduladoras da estrutura de cromatina em vetores de expressao

Dentro dos elementos regulatérios de acdo cis mais utilizados em vetores de expressdo
em células de mamiferos, destacam-se regiGes promotoras e/ou acentuadoras da transcricao, as
regides de ligacdo de matriz nuclear (S/MARs)?, as regides isoladoras de cromatina?®, regides
de controle de locus (LCRs)?, e elementos de abertura de cromatina ubiquos (UCOEs)?.
Vaérios destes elementos permitem a ligacdo de proteinas que interagem com a cromatina, e,
desta forma, potencializam ou inibem os efeitos da estrutura da cromatina adjacente sobre a
atividade transcricional dos minigenes recombinantes integrados no genoma?®. De forma geral,
tem-se demonstrado que estes elementos podem ser combinados com diferentes promotores
encontrados em Vvarios vetores de expressdo comerciais, sendo esta estratégia efetiva em
linhagens celulares utilizadas para a producdo de biofarmacos, conferindo uma expressao

estavel do gene recombinante e em niveis elevados?°.

Um dos elementos utilizados sdo as S/MARs, que medeiam a ligagdo de “loops” de
cromatina as proteinas estruturais nucleares. As SIMARS estdo associadas a regides do genoma
com alta atividade transcricional, ja que, ao atuar como pontos de ligacdo, facilitam a
ancoragem da cromatina a matriz nuclear durante a interfase®*. Desta forma, as SIMARs
proporcionam o recrutamento de fatores de transcrigdo nesta regido, o que restringe, 20 mesmo
tempo, a difusdo da heterocromatina através da desmetilacdo do DNA e a acetilagdo de

histonas!’, aumentando assim as taxas de transcricdo e diminuindo a probabilidade de
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silenciamento da transcricdo®!-32, Esta carateristica das S/IMARSs é essencial para a ocorréncia
de processos como 0 processamento e transporte de RNA, transducgéo de sinal, e na replicacéo
e transcricdo do DNA®. As SIMARs exibem um conjunto de atividades que tém sido dificeis
de atribuir a qualquer motivo especifico de DNA, sendo muito dificil a predicdo destes
elementos a partir de dados de sequéncias primarias de DNA#. Ainda assim, todas estas
caracteristicas tém incentivado a utilizagdo destes elementos em vetores de expressdo em
células de mamifero, ou através de co-transfeccdes dos vetores de expressao e vetores contendo
elementos S/MARs, para aumentar significativamente os niveis de expressdo®. Entretanto,
existem relatos de que altas densidades de elementos S/MARs em um Unico locus
cromossémico podem saturar atividades de ligacdo das S/IMARs em é&reas especificas do
nacleo, pois nem todos sitios presentes podem ser capazes de se ligar a matriz nuclear

simultaneamente®*,

Outro elemento modulador da estrutura de cromatina utilizado foi originalmente derivado
do gene da B-globina humana, sendo conhecido como regido de controle de l6cus (LCR — Locus
Control Region) ?’. Ainda outra classe destes elementos é conhecida como elementos
insuladores, sendo o mais explorado o insulador derivado do sitio 4 da regido hipersensivel do
gene da B-globina de galinha (cHS4 — chicken f-globin 5C hypersensitive site 4), o qual
bloqueia uma possivel influéncia do contexto do sitio de integracao sobre a atividade promotora
do vetor de expressdo®. Outros elementos isoladores utilizados sdo os elementos derivados de
genes expressos ubiquamente (UCOEs — Ubiquitous Chromatin Opening Elements)?, e os
elementos STAR (Stabilizing and Antirepressor) ¥. Adicionalmente, tem-se empregado
elementos gendmicos que permitam uma expressao estavel do transgene derivados da linhagem
célula CHO. Um exemplo é o elemento regulatério designado E77, isolado a partir da linhagem
celular CHO-K1, tendo sido demostrado sua aplicabilidade na obtencdo de niveis estaveis de
expressao quando empregado como acentuador da transcricdo génica e combinado a regido

promotora derivada do citomegalovirus humano (CMV)3.

1.5 O uso das células CHO como plataforma de expressédo de biofarmacos

As células CHO foram originadas no laboratorio do Dr. Theodore Puck no final da década
de 1950%. As duas linhagens derivadas da CHO mais utilizadas para a expressao heteréloga de

proteinas recombinantes, conhecidas como CHO-DUKX-B11 e CHO-DG44, contém mutacdes
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no gene da enzima dihidrofolato redutase, e originaram-se a partir da mutagénese in vitro da

linhagem CHO parental.

Nestes Ultimos anos, a diversidade de linhagens e otimizacao de bioprocessos na cultura
das células CHO tém permitido um aumento dramatico na produtividade de proteinas
terapéuticas, tornando as células CHO a plataforma de expressao mais utilizada para a producéo
biofarmacéutica, sendo responsavel por cerca de 70% da producéo das proteinas recombinantes

utilizadas comercialmente*!.

A popularidade das células CHO como plataforma para producdo de biofarmacos pode

ser atribuida as seguintes razdes:

e A experiéncia acumulada durante as ultimas quatro décadas com a utilizacdo clinica de
diversas proteinas terapéuticas produzidas nas células CHO as consolidaram como uma
plataforma segura para a producao de biofarmacos, permitindo uma maior facilidade para
obter a aprovacao das agéncias reguladoras, como a FDA (Food and Drug Administration),
para a comercializacdo de proteinas terapéuticas?;

e A capacidade das células CHO de se adaptarem e crescer em altas densidades em sistemas
de cultivos em suspensdo, caracteristica esta ideal para a producéo de biofarmacos a nivel
industrial®3;

e A capacidade das células CHO de serem cultivadas em meios de cultivo livre de soro e
quimicamente definidos, garantindo uma maior reprodutibilidade entre diferentes lotes de
cultura de células, uma caracteristica muito valorizada para cultura em larga escala em
biorreactores*?;

e As células CHO possuem maquinaria para a promoc¢do de modificagdes pos-traducionais
complexas em diversas classes de proteinas recombinantes, tornando-as biocompativeis e
bioativas em seres humanos®. Especificamente, um exemplo é a glicosilagio de
glicoproteinas com a auséncia de epitopo de a-galactose, que é imunogénica*?;

e Varios sistemas de amplificacdo génica foram estabelecidos nas células CHO como
estratégia para aumentar os rendimentos de producdo das proteinas recombinantes*,
permitindo que se atinja niveis de producdo de biofarmacos de até 5-10 g/L em cultura em

suspensdo das células CHO*,
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1.6 Genoma das células CHO e a instabilidade da expressao

O hamster chinés (Cricetulus griseus) apresenta células primarias diploides, com um
cariotipo de 22 cromossomos (20 autossémicos e dois sexuais)*. As células CHO n&o sio
totalmente diploides no sentido funcional, j& que alguns genes estdo presentes no estado
hemizigoto, o que tem facilitado a geracdo de sublinhagens mutantes derivadas destas
células*®#’. Apesar de muitas das variagdes de sequéncia serem compartilhadas entre membros
da mesma familia de células CHO, como, por exemplo, a CHO-K1, CHO-DG44 ou CHO-S, a
distribuicdo ndo uniforme de mutacdes em cada linhagem celular parece ter alguma relevancia
fenotipica, particularmente na rota biossintética envolvida com a glicosilacdo, ou quanto a
efetividade de execucdo do processo de apoptose®. Adicionalmente, o proprio processo de
selecdo de clones produtores a partir de transfectantes estaveis da CHO e linhagens derivadas
estd associado a uma importante instabilidade genémica, relacionada a rearranjos
cromossémicos decorrentes de eventos de translocagbes e recombinagfes homologas,
especialmente em resposta a procedimentos de amplificacdo genica, gerando a acumulagao de

varias mutacdes ao longo do processo de selegdo/isolamento do clone produtor®.

Recentemente, sequenciou-se o genoma do hamster chinés (Cricetulus griseus)®,
encontrando-se um total de 24.044 genes codificadores de proteina. Posteriormente, em 2011,
ocorreu a publicacdo da sequéncia do genoma de uma das linhagens derivada das células CHO,
as células CHO-K1%°. Descreveu-se que a CHO-K1 mantinha o mesmo niimero de genes do
hamster chinés, mas distribuidos em 21 cromossomos estruturalmente diferentes®®. Desde
entdo, uma série de genomas de diferentes linhagens celulares derivadas da CHO foi publicada,
como a sublinhagem CHO-DG44*, gerada por mutagénese quimica a partir de uma
sublinhagem da CHO deficiente em prolina (CHOpro3-), seguida de exposicao a irradiacdo
gama, com o intuito de se deletar os alelos do gene Dhfr®®. No genoma da CHO-DG44 foi
observado um total de 20 cromossomos em vez dos 22 encontradas nas células de hamster
chinés, sendo apenas 7 deles normais, sendo, aparentemente, 0S Cromossomos um e quatro o0s
mais estaveis’. Alias, no cromossomo dois, onde o gene Dhfr de hamster esta originalmente
situado, verificou-se que 89 genes foram reduzidos de diploides a haploides, reducédo esta
também observada nos cromossomos 9/10 e X, nos quais observou-se uma reducao de 70% no

nimero de genes®..
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A disponibilidade publica de sequéncias dos genomas de varias sublinhagens derivadas
da CHO tem complementado os dados gerados a partir de outras abordagens para a
caracterizagdo das células CHO, como a transcriptdmica e a protedmica®. Estes recursos
genémicos forneceram uma grande quantidade de oportunidades em biotecnologia, permitindo,
por exemplo, o desenvolvimento de abordagens visando a engenharia das células CHO para o
melhoramento da produtividade e a qualidade das proteinas terapéuticas produzidas®2.

1.7 O fendémeno de amplificacéo génica nas células CHO

A amplificagdo génica é um fendmeno amplamente difundido, reportado em bacteérias,
leveduras, insetos e mamiferos*. O fendmeno consiste na replicacéo repetida de algum gene
ou genes sem 0 proporcional incremento de outros genes no genoma®. Atualmente, as
tecnologias de desenvolvimento de linhagens celulares utilizadas pela maioria das empresas
biofarmacéuticas sdo baseadas na tecnologia de amplificacdo génica associada ao l6cus de
insercdo gendmica do cassete de expressdo da DHFR®*, ou o sistema baseado na glutamina
sintetase (GS) desenvolvido pela empresa Lonza®. Ambos sistemas utilizam um farmaco
especifico para inibicdo da atividade enzimatica selecionavel e essencial para o0 metabolismo
celular. Um destes inibidores é o MTX, um analogo da dihidrofolato, que inibe a DHFR,
interferindo com a sintese de novo de purinas e pirimidinas, e, desta forma, com o processo de
sintese de &cidos nucleicos no sistema de amplificacio génica baseado na DHFR®®. No caso do

sistema baseado na enzima GS, o inibidor utilizado é a metionina sulfoximina (MSX)*2.

O processo de amplificacdo génica pode ser iniciado por eventos de quebras
cromossdmicas, e pode levar a formacdo de uma variedade de estruturas cromossdémicas,
incluindo regiGes cromossomicas expandidas, elementos extra-cromossémicos, € Cromossomaos
dicéntricos®’. Este processo € estimulado por incrementos graduais na concentracéo de selecéo
de MTX ou MSX, e que conduzem a um maior nimero de genes amplificados nas regifes
teloméricas em comparago a outras regides do genoma®®. No caso de se empregar linhagens
mutantes das células CHO que ndo contenham copias funcionais do gene Dhfr, como, por
exemplo, as linhagens CHO-DUXB11 e a CHO-DG44, ¢ necessaria a suplementagdo do meio
de cultivo das células parentais com uma fonte de purina, timidina e glicina para contornar a
deficiéncia de DHFR, ja que a via biossintética de sintese de purinas e pirimidinas de

salvamento é funcional nestas linhagens. A deficiéncia bioquimica na via de sintese de novo de
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purinas e pirimidinas é inclusive utilizada para selecionar eventos de integracdo gendmica
estaveis nas células CHO-DG44 e CHO-DUXB11,

Uma problemaética da metodologia de amplificacdo génica é que os genes recombinantes
amplificados, e incorporados no genoma das células hospedeiras, nem sempre sao estaveis. Por
um lado, a manutencéo artificial de niveis elevados de expressdo génica de uma determinada
proteina de interesse, estranha as células CHO, pode constituir um fator de estresse celular, seja
por um possivel efeito citotoxico relacionado a altos niveis da proteina recombinante, ou a
saturacdo da capacidade metabdlica e biossintética das células'®. Uma das alternativas das
células lidar com esse estresse associado a super-expressdo de proteinas recombinantes €
através da regulacdo da expressao génica, o que pode eventualmente resultar na instabilidade
da producéo de proteina recombinante!!. Por outro lado, o préprio processo de amplificacéo
génica estd associado a eventos drasticos de rearranjos genéticos e ao surgimento de estruturas
gendmicas aberrantes, comprometendo a estabilidade de expressdo da proteina recombinante e

inclusive a integridade de genes end6genos®.

1.8 Expresséo e sintese de proteinas

A expressao e sintese de proteinas € um processo complexo que envolve varias etapas,
incluindo a transcricdo, a traducdo, o processamento pos-traducional e secrecdo, no caso de
proteinas secretadas. Os niveis de expressdo celular de uma determinada proteina séo
determinados pela eficiéncia de cada um desses pontos de controle individual®. No entanto, em
células eucarioticas, os niveis finais de expressdo proteica sdo extremamente dependentes da
taxa de transcricdo génica, e, consequentemente, da acessibilidade de trechos especificos do
DNA a maquinaria de transcricdo. Como mencionado anteriormente, trechos do DNA
gendmico se encontram altamente condensados nas estruturas de cromatina, e esta condensacgao
muitas vezes dificulta a acessibilidade do DNA aos complexos de transcricdo™°. A ativacio da
transcri¢do requer o rearranjo da estrutura da cromatina, sendo esta etapa importante para o
controle da transcrigdo, podendo a cromatina sofrer modifica¢Ges estruturais devido a uma
variedade de modificacbes quimicas, como a metilacdo, acetilacdo, fosforilagdo e
ubiquitinacdo®. A acetilagio das histonas ¢ uma das modificacGes estruturais associada ao
remodelamento da cromatina mais bem caracterizada, relacionada a ativagdo transcricional,

embora modificagdes como a fosforilagdo, ubiquitinacdo e hipometilagdo das histonas
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desempenhem um papel relevante na ativacdo génica®l. Por outro lado, a metilagio do DNA é

vista como um mecanismo de bloqueio que garante a manutencéo do estado inativo®?.

Como mencionado acima, a transcricdo é considerada como o fator dominante que
controla os niveis finais de expressdo proteica, principalmente atraves do controle da taxa de
transcricdo e dos eventos de iniciagdo da transcricdo®. Entretanto, eventos pos-transcricionais
também podem impactar nos niveis finais de expressdo proteica. Eventos envolvidos com a
maturacdo do mRNA, como a adi¢do enzimatica da 7-metilguanosina na extremidade 5" do
mRNA, ou ainda, a poliadenilagdo no extremo 3°, ou ainda o processo de “splicing” para
remocao das sequéncias intronicas , e até mesmo a estrutura secundaria assumida pelo mRNAS4,
desempenham um impacto significativo sobre os rendimentos de expressdo da proteinas, seja
pelo aumento da estabilidade do mRNA, ou pelo aumento da taxa de exportagdo nuclear do
mRNA, ou ainda devido ao aumento da taxa de tradugao®.

Para as proteinas que sdo destinadas a secrecdo, além dos controles transcricionais e
pos-transcricionais mencionados acima, existem fatores que regulam o fluxo de proteinas em
varios estagios da via secretoria, e que podem impactar no controle geral da produco®. Nas
células de mamiferos, esses fatores podem incluir processamentos efetuados no reticulo
endoplasmatico (ER) e no complexo de Golgi, os quais desempenham uma funcgdo-chave nos
processos de glicosilacdo e outras modificacdes pos-traducionais, como também na segregacao

das proteinas, dependendo do seu destino final®’.

1.9 Recombina¢do homologa e a insercéo sitio-dirigida

Em eucariotos superiores, a recombinacdo homologa é um evento essencial, que faz parte
de processos celulares como o reparo do DNA e a troca de material genético entre as cromatides

irmas durante os eventos de mitose e meiose®®.

Baseando-se na ocorréncia deste fendmeno, foram desenvolvidas estratégias alternativas
para a obtencdo de clones produtores estaveis de proteinas recombinantes®®, constituindo uma
alternativa para superar o silenciamento dos genes recombinantes associado ao “efeito de

posicio™?,

Para sistemas de expressdo baseados em células de mamiferos, foi desenvolvido o sistema

de troca de cassete mediada por recombinase (RMCE — Recombinase mediated cassette
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exchange), o qual foi introduzido em 1994 como uma estratégia que permitia 0 uso repetido de
loci gendmicos determinados, extensamente caracterizados e com propriedades de expresséo
conhecidas’. Para se efetuar a substituicdo de um cassete de expressdo contendo qualquer
transgene ou construcdo de DNA desejada, € necessaria a ocorréncia de um evento de
recombinacdo reciproca dupla, que envolve a utilizacdo de duas sequéncias altamente
homologas flanqueando tanto o cassete gendmico alvo como a regido codificadora a ser
inserida’™. Dentre os sistemas de recombinagdo mais utilizados estdo o sistema Cre/loxP,
derivado de bactérias, e o sistema Flp/FRT, derivado de levedura, que reconhecem,
respectivamente, as sequéncias loxP e FRT, e catalisam o evento de quebra da fita de DNA
mediada por um residuo especifico de tirosina situado no sitio ativo destas enzimas’:.
Resumidamente, o processo de RMCE envolve uma primeira etapa de integracdo gendmica
aleatdria, na linhagem celular de interesse, de um vetor de expressdo de um gene repOrter
flanqueado por duas sequéncias aceptoras heterotipicas e incompativeis, criando-se um alelo
aceptor. Na sequéncia, sdo selecionadas as células contendo os eventos de inser¢do genémica
estavel associados a uma alta expressdo do gene repdrter®?. A partir destes clones celulares é
feita a recombinacdo homologa duplamente reciproca mediada por uma recombinase,
empregando-se um segundo vetor de expressdo contendo o gene de interesse flanqueado pelas

regides de homologia presentes no primeiro vetor’?.

O sistema Cre/lox do bacteriofago P1 foi desenvolvido como uma ferramenta versatil
devido a sua simplicidade e atividade em sistemas heter6logos’®. Requer uma Gnica proteina
recombinase, Cre, que ndo necessita de cofatores adicionais para mediar a recombinacao
reciproca entre dois dos seus locais de reconhecimento no DNA, conhecido como loxP, de 34
pb, que permanecera no DNA das células hospedeiras apds a integragdo’. Os mondmeros Cre
ligam-se a sitios loxP em duas repeti¢des invertidas de 13 pb, que sdo separadas por uma regido
espacadora de 8 pb, o que fornece a direcionalidade ao local alvo®®. No entanto, esta reacdo é
reversivel no sitio loxP. Apesar desta desvantagem, o sistema Cre/loxP é capaz de gerar eventos

de recombinacéo com alta especificidade, em cerca de 80% dos eventos de recombinagdo’™.

O sistema Flp/FRT, derivado de levedura, apresenta um conjunto de locais-alvo de
reconhecimento da recombinase Flipase (Flp), conhecidos como FRT (Flipase Recongnition
Target), sendo atualmente o sistema com maior especificidade de integragdo, e menor
reatividade cruzada dos sitios-alvo de recombinacéo, em comparagéo a outras recombinases®*.
A construcdo de variantes das sequéncias FRT requer que se mantenha intacta as duas

repeticdes invertidas de 13 pb separadas por um espacgador assimétrico de 8 pb. Sua assimetria
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determina a direg@o do alinhamento do local de integragdo no evento de recombinacéo, o que,

consequentemente, levara a inversio ou excisao®.

Outra classe de ferramentas de edicdo de genes para mutagénese sitio-dirigida ou
integracdo de transgene sdo as meganucleases*. As meganucleases sio endonucleases
especificas que reconhecem sitios especificos no DNA compreendidos por 12 ou mais pares de
bases’®. As meganucleases tém sido utilizadas para o desenvolvimento de estratégias de
integracdo direcionada de transgenes visando a melhorar a eficiéncia na obtencéo de linhagens

celulares com expressdo estavel”’.

E importante mencionar que alguns relatos na literatura indicam algumas desvantagens
quanto a utilizacdo destas recombinases, como, por exemplo, a possibilidade de ocorréncia de
aberracBes cromossémicas associadas a presenca de pseudo-sitios de recombinagdo, sua
eficiéncia ser limitada a 37°C"8, ou uma diminuicdo da frequéncia de recombinagio homdloga
a medida que o tamanho da cassete inserido aumenta®®, o que limita a quantidade de DNA

heter6logo que pode ser inserido em uma Unica integracio®.

Conceitualmente, estas estratégias envolvendo a insercédo sitio-dirigida do cassete de
expressao se mostram muito vantajosas frente as dificuldades associadas a instabilidade clonal
decorrente da insercdo aleatéria do cassete de expressdo no genoma, e da instabilidade
gendmica associada aos protocolos de amplificacdo génica. Desta forma, o processo de
varredura clonal, necessario para o isolamento de clones com uma expressdo estavel e em altos
niveis da proteina recombinante de interesse, potencialmente se torna mais rapido e eficiente,
reduzindo-se 0s custos e o tempo necessarios para o desenvolvimento de uma linhagem celular
produtora. Adicionalmente, existe, ainda, a possibilidade de se reutilizar o mesmo sitio
gendmico para se expressar diferentes proteinas recombinantes, minimizando, desta forma, os

tempos para geracao e isolamento de novos clones celulares.

O potencial desta alternativa foi explorado para a producdo do anticorpo humano policlonal
anti-RhD através da integracdo de 25 cassetes individuais de expressdo do anticorpo em um
sitio de integracdo definido, flanqueado pela sequéncia FRT, através de recombinacdo
homdloga mediada pela recombinase flipase!?2. Este sitio particular faz parte de uma plataforma
de expressao baseada em células CHO comercializada pela empresa Invitrogen (Flp-InTM cell
line). Este sistema foi utilizado para a geracdo de células CHO Lec3.2.8.1 com a capacidade de

produzir complexos multiproteicos através da integracdo de cassetes de troca contendo dois
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transgenes vinculados por um elemento interno de entrada do ribossomo IRES (Internal
Ribosome Entry Site) para sua co-expressio’?2,

Mais recentemente, com a finalizacdo do sequenciamento do genoma das células CHO%,
tornou-se possivel a promocéo de inser¢des gendmicas sitio-especificas independentemente da
insercdo prévia de sequéncias de reconhecimento para recombinacdo homéloga, como no caso
do sistema FIp-FRT. Assim, ha descricbes de insercOes sitio-especificas no genoma bem
sucedidas, utilizando-se, como ferramentas de edi¢cdo gendmica, as nucleases efetoras com
atividade similares a ativadores transcricionais (TALENs — Transcription Activator-like
Effector Nucleases), ou sistema baseado nas nucleases guiadas por RNA-guia, CRISPR-Cas9
(Clustered Regularly InterSpaced Palindromic Repeats-CRISPR associated protein 9)%. O
primeiro relato de edi¢do precisa do genoma usando a ferramenta CRISPR/Cas9 em células
CHO envolveu a edicdo gendmica de dois genes envolvidos nas vias de O- e N-glicosilagéo,
COSMC (Core 1 beta3-Gal-T-Specific Molecular Chaperone) e FUT8 (Alpha-(1,6)-

fucosyltransferase)®!.

Embora a maior parte dos exemplos descritos na literatura explorem a utilizacdo das
metodologias de insercdo gendmica sitio-especificas para obtencdo de clones celulares
contendo uma Unica ou um pequeno nimero de cOpias do vetor de expressao, € possivel o
mapeamento de sitios propicios para a exploracao da amplificacdo génica a partir destes sitios
unicos de integracdo. A determinacdo de sitios-alvo para serem explorados em metodologias
empregando a inser¢do gendmica sitio-especifica pode ser realizada a partir de regides
gendmicas com propriedades previamente caracterizadas e definidas, ou, alternativamente, a
partir de varreduras aleatdrias por regifes gendmicas associadas a uma expressao génica

duradoura e elevada.

Esta estratégia ja foi usada para o desenvolvimento de linhagens celulares CHO produtoras
de proteinas recombinantes através da técnica de CRISPR/Cas9 baseados em elementos
gendmicos extensamente caraterizados, como a regido telomérica do cromossomo 8 onde se
localiza 0 gene C120rf35®. Outro exemplo € o ldcus associado ao gene Hprt (Hypoxanthine-
guanine PhosphoRibosylTransferase), que foi relatado como um sitio ideal de integracdo capaz
de ser explorado na geracédo de clones celulares, derivados das células CHO-K1, estaveis e de
alta expressdo para um fragmento de cadeia Unica da porcdo variavel de um anticorpo
recombinante anti-prion (scFv-Fc - single-chain Fv fused with Fc)®. Ainda outro exemplo, é o

I6cus associado ao gene Grikl (Glutamate receptor, ionotropic, kainate 1), um sitio descoberto
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recentemente por esforcos de identificagdo e redirecionamento de pontos de acesso
transcricionais no genoma humano®.0utro exemplo bem conhecido é o I6cus murino
conhecido como Rosa26, utilizado amplamente na engenharia genética em camundongos e

células humanas por ser um local 6timo para expressdo de genes heterdlogos®.

A industria biofarmacéutica tem mostrado um crescente interesse em metodologias de
geracdo de clones superprodutores empregando a integracdo gendmica sitio-especifica em
células CHO visando a producéo de proteinas recombinantes terapéuticas. Desta forma, existe
uma demanda no sentido de se acumular conhecimento sobre regides gendmicas em linhagens

produtoras, como as células CHO, que suportem uma expressao génica estavel e em altos niveis.

1.10 Vetores de expressao lentivirais como ferramenta de varredura de sitios gendmicos com
atividade transcricional elevada e estavel

Os lentivirus constituem uma subclasse dos retrovirus que infecta diversos organismos,
e que foram adaptados para serem utilizados como ferramenta de transferéncia génica devido a
alta eficiéncia de integracdo do genoma viral no genoma da célula hospedeira. Apds o evento
de infeccdo e internalizacdo da particula viral, o material genético do lentivirus € convertido em
DNA através da atividade de uma enzima codificada pelo genoma viral, a transcriptase reversa,
formando entdo um complexo de pré-integracdo, constituido pela molécula de DNA viral linear,
a integrase e proteinas do envelope viral. Uma caracteristica muito importante quanto ao evento
de integracdo gendmica, e que sera explorada no presente trabalho, é que os sitios onde ocorrem
a integracdo gendmica ndo sdo aleatdrios, ocorrendo preferencialmente em regides
transcricionalmente ativas localizadas em sitios cromossdmicos proximos aos poros nucleares,
e tendo a integrase viral um papel fundamental na selecdo destes sitios®®. Aparentemente, esta
¢ uma estratégia do virus causador da imunodeficiéncia humana (HIV — Human
Immunodeficiency Virus), um dos lentivirus a partir do qual se derivou a maioria dos vetores
lentivirais, e empregada para a otimizacdo da expressdo dos genes provirais, mediante a
integracdo destes genes em unidades de transcricdo ativas no genoma da célula hospedeira®’.
Esta estratégia parece ser fundamental no contexto da infeccdo pelo HIV, ja que as células
infectadas por este virus persistem apenas por um ou dois dias, e, sendo assim, seria importante
que a integracdo gendmica ocorresse em uma localizagéo ideal para uma rapida producéo das

particulas virais nesse curto periodo de tempo®. Portanto, essa estratégia evitaria os efeitos
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negativos na expressao dos genes virais que por ventura fossem inseridos em certas regioes

transcricionalmente inativas do genoma da célula hospedeira®.

A alta eficiéncia de integracdo gendmica do material genético viral nas células
hospedeiras, inclusive naquelas que ndo estdo se dividindo, motivou o desenvolvimento de
estratégias de transferéncia génica empregando os lentivirus como uma alternativa a
transfeccdo®. Desta forma, foram desenhados vetores de expressdo derivados do genoma do
HIV, o que envolveu a delecdo ou mutacdo de regides patogénicas do virus, mas mantendo a
sua capacidade de transduzir varios tipos celulares, inclusive aqueles dificeis de transfectar por
outras metologias, e de inserir o material genético em regides de alta atividade transcricional®.
Apesar destas qualidades, os vetores de expressdo lentivirais apresentam algumas desvantagens
que restringem a sua utilizacdo para a producédo de proteinas recombinantes terapéuticas, como
a necessidade de uma contencdo de nivel 2 de biosseguranca no momento da producédo e
manipulacdo das particulas lentivirais recombinantes, e a probabilidade de mutacdo do
transgene devido ao processo de transcricdo reversa do genoma viral ap6s o evento de
transducgdo®. Por estas razdes, o uso de vetores lentivirais é mais restrito em relacdo a outros
métodos de transferéncia génica mais tradicionais, embora existam alguns relatos envolvendo
a exploracao destes vetores para a geracdo de linhagens de células recombinantes derivadas das
células CHO, BHK (Baby Hamster Kidney) e HEK293%,

1.11 A proposta do trabalho

A integracéo gendmica aleatdria do vetor de expressdo do gene de interesse obtida através
do emprego das metodologias classicas de transfeccdo celular estavel evita predizer o sitio
cromossémico de insercdo, o nimero de cépias integradas, e o nivel de expressao das células
geradas®®. Além disso, o sitio de inser¢do cromossdmica possui um grande impacto sobre a
regulacdo da expressdo génica, podendo causar, em casos extremos, o eventual silenciamento
da expressdo do gene de interesse®®. Adicionalmente, o emprego da metodologia de transfecgéo
estavel estd associado a uma baixa probabilidade de geracdo de clones celulares altamente
produtores, sendo necessario a utilizacdo de abordagens alternativas para superar esta
desvantagem, como o aumento artificial do nimero de copias do minigene recombinante
através de processos envolvendo o fendmeno de amplificacdo génica®. Entretanto, o proprio

emprego da metodologia de amplificacdo génica € um fator importante de variabilidade clonal,
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estando associada a ocorréncia de eventos drasticos de rearranjos genéticos, inclusive podendo
levar a perda de cdpias do cassete de expressdo, ou, ainda, ao surgimento de subpopulagdes
celulares resistentes a agdo do MTX e MSX%, Consequentemente, faz-se necessario a varredura
de um grande nimero de clones ap0s a execucdo dos protocolos de amplificacdo génica, de tal
forma que se aumente a probabilidade de se isolar clones que expressem estavelmente
quantidades adequadas da proteina terapéutica de interesse. Este € um obstaculo significativo
para o estabelecimento rapido de linhagens celulares de alta producéo, e que demanda uma
melhor compreensdo dos sitios genémicos e dos fenotipos celulares associados a uma alta
produtividade, o que poderia reduzir substancialmente o tempo de varredura por clones

produtores.

Nossa proposta envolve a utilizagdo de um vetor lentiviral bicistronico de expressdo como
ferramenta de varredura de sitios genémicos nas células CHO-DG44 associados a uma
expressao elevada e estavel da proteina de interesse. Adicionalmente, é nosso objetivo, também,
a comparacao da performance desta metodologia de obtencdo de clones superprodutores frente
a estratégia convencionalmente utilizada, envolvendo a insercdo aleatdria no genoma do vetor
de expressao, através da transfeccéo estavel, seguida de amplificacdo génica e isolamento de
clones superprodutores. O vetor lentiviral bicistrénico de expressdo explorado em ambas as
estratégias possui como primeiro cistron um gene reporter, uma forma secretada da proteina
fluorescente amarela EYFP (Enhanced Yellow Fluorescent Protein), e como segundo cistron a
regido codificadora da enzima DHFR. O racional da proposta de varredura utilizando um vetor
lentiviral se baseia no fato de varias evidéncias indicarem que vetores lentivirais baseados no
virus HIV-1 se integram em um subconjunto de genes com alta atividade transcricional no
genoma da célula hospedeira®®. Desta forma, espera-se que 0 mapeamento de sitios gendmicos
associados a uma producao elevada e duradoura da proteina recombinante de interesse possa
contribuir com o estabelecimento mais eficiente de plataformas de expressdo de alta

produtividade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Varredura de sitios gendmicos com atividade transcricional estavel e elevada nas células
CHO-DG44 visando o estabelecimento mais eficiente de plataformas de expresséo de proteinas

recombinantes baseada em células de mamiferos.

2.2 Objetivos experimentais especificos

- Construcdo e caracterizacdo do vetor lentiviral bicistronico de expressdao de uma variante
secretada da proteina EYFP (pLV-spEYFP-DHFR);

- Transducdo e transfeccdo estavel das células CHO-DG44 com o vetor pLV-spEYFP-DHFR;

- Isolamento e clonagem das células CHO-DG44 superprodutoras da proteina spEYFP por

separagdo de células (“cell sorting”) por citometria de fluxo;

- Amplificacdo génica das células CHO-DG44 transfectadas estavelmente com o vetor pLV-
SpEYFP-DHFR;

- Avaliacdo do numero de cépias do vetor pLV-spEYFP-DHFR integradas no genoma dos

clones isolados através da metodologia de PCR em tempo-real;

- Avaliacdo da estabilidade de expressdo da proteina SpEYFP ao longo de 40 passagens por

fluorimetria do meio condicionado pelos clones isolados;

- Mapeamento do sitio de inser¢cdo gendmica do vetor pLV-spEYFP-DHFR nos clones
superprodutores e estaveis através da metodologia de sequenciamento de DNA por “DNA

walking”.
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3 MATERIAIS E METODOS

As subsecbes a seguir descrevem o0s materiais, 0s métodos e 0s equipamentos
utilizados para o desenvolvimento das linhagens produtoras de uma variante secretada da
proteina EYFP, do isolamento de populagdes monoclonais e da avaliacdo dos niveis de
producdo da proteina recombinante

3.1 Linhagens celulares e manutencéo

Duas linhagens celulares foram necessarias para a realizacdo desse trabalho, as células
CHO-DG44*° para a producéo estavel de uma variante secretada da proteina EYFP, e as células
HEK 293T, derivadas de rim embrionario humano, para a avaliacdo funcional do vetor de
expressao pLV-spEYFP-Dhfr e producéo das particulas lentivirais recombinantes a partir deste

mesmo vetor, através de experimentos de transfeccdo transitoria®®.

A linhagem CHO-DG44 é amplamente utilizada para a producdo industrial de
biofarmacos, e foi derivada a partir das células CHO, sendo deficientes para o gene Dhfr®, o
qual é responsavel pela producdo da enzima dihidrofolato-redutase (DHFR). A linhagem HEK
293T foi derivada de células de rim embrionario humano, posteriormente transformadas com a
proteina “large” T de SV40, e originalmente referidas como 293tsA1609ne0®®. Ambas as
linhagens estdo depositadas no biorrepositério do Nucleo de Apoio a Pesquisa NUCEL (Nucleo
de Terapia Molecular e Celular), vinculado a Faculdade de Medicina da USP, no qual o projeto

de pesquisa foi desenvolvido.

A linhagem celular CHO-DG44 foi cedida ao NUCEL em 2006 pela Pesquisadora
Cientifica do Instituto Butantan, Doutora Ana Maria Moro. As células HEK293T foram
transferidas para o laboratério na década de 90, tendo sido fornecidas pela Profa. Dra. Eugénia
Costanzi-Strauss, do Depto. de Biologia Celular, Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo — USP.

As células HEK 293T foram mantidas em meio D-MEM suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB). Para o cultivo das células CHO-DG44 foi utilizado o0 meio HAM's
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F12 suplementado com 10% de SFB. As populagdes celulares derivadas a partir da transfeccéo
estavel das células CHO-DG44 com o vetor de expressao pLV-spEYFP-DHFR foram mantidas
em meio Alfa-MEM sem nucleosideos e deoxinucleosideos (Invitrogen) suplementado com 7%
de SFB dialisado.

As células foram mantidas em frascos de cultivo T descartaveis, contendo o meio
adequado para cada linhagem, e armazenadas em atmosfera umidificada com 2% de CO; a
37°C. As células foram sub-cultivadas quando atingiram 80% da confluéncia, conforme
descrito em Freshney®’. Os estoques celulares foram mantidos em meio de cultivo contendo
10% de SFB e 10% de DMSO (dimetilsulfoxido) em reservatério contendo nitrogénio liquido
a-190°C.

3.2 Construgéo e caracterizacéo do vetor lentiviral bicistronico de expressao de uma
variante secretada da proteina EYFP (pLV-spEYFP-DHFR)

A estratégia adotada para a obtencdo do vetor de expressdo lentiviral bicistronico da
proteina de fusdo entre o peptideo sinal do Fator VIII humano (sp) (nucleotideos 172 a 228 da
sequéncia de referéncia do GenBank NM_000132.3) e a proteina fluorescente EYFP, pLV-
SpEYFP-DHFR, envolveu dois ciclos de PCR. O primeiro ciclo consistiu na utilizacao do vetor
de expresséo de uma forma variante da cadeia leve do Fator VIII humano recombinante plQID-
B-LC® como molde para a sintese do iniciador senso  SPEYFP
(5’CCCGGGATCCACCGGTCGCCACCATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTC
TGTGCCTTTTGCGATTCTGCTTTAGTATGGTGAGCAAGGGCGAGGA3’). Para este
primeiro ciclo de PCR, o meio reacional consistiu do vetor pCXNIID-Lch (400 ng), tampéo
Phusion HF Buffer 1X (Invitrogen), MgClz 2 mM, dNTPs 0,2 mM, iniciadores senso spLCE
(5’CCCGGGATCCACCGGTCGCCACCATGCAAATAGAGCTCTCCAC3’) e spLCR
antisenso (5> TCCTCGCCCTTGCTCACCATACTAAAGCAGAATCGCAAAAGG3’) na
concentragdo de 0,5 uM, Taq polimerase (Invitrogen) 1 U e dgua milliQ® suficiente para um
volume final de 50 pl. As condi¢es de ciclagem foram 98°C por 30s, 98°C por 10 s, 55°C por
30 s, 72°C por 30 s, repeticdo de 35 ciclos, e um periodo de extenséo final & 72°C por 10

minutos.



47

O fragmento de DNA correspondente ao iniciador senso spEYFP, de aproximadamente
100 pb e contendo a sequéncia codificadora do peptideo sinal do Fator VIII humano fusionada
ao inicio da regido codificadora da proteina fluorescente EYFP, foi purificado através de uma
eletroforese em gel de agarose 2%, utilizando o QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen),
seguindo as instrugdes do fabricante. O iniciador senso spEYFP purificado foi concentrado por
um fator de cinco vezes no rotoevaporador a vacuo Speed-Vac®, e usado no segundo ciclo de
PCR para a sintese completa do elemento spEYFP-IRES-DHFR. Para este segundo ciclo de
PCR, o meio reacional consistiu do vetor pNU1-EYFP-DHFR (400 ng), tampéo Phusion HF
Buffer 1X (Invitrogen), MgCl, 2 mM, dNTPs 0,2 mM, iniciador senso spEYFP (8 ng),
iniciador antisenso complementar a um trecho anterior a sequéncia sinalizadora de
poliadenilacao do vetor pNU1-EYFP-DHFR (2222R)
(5’CCCGTCGACCCAGCCACCACCTTCTGATAZ3’) na concentragdo de 0,5 uM, Taq
polimerase (Invitrogen) 1 U e 4gua milliQ® suficiente para um volume final de 20 ul. O vetor
bicistronico de expressdo pNU1 foi obtido a partir da insercdo de um sitio de maltipla clonagem,
e remocdo do cassete de resisténcia ao antibidtico Neomicina (Neo), do elemento IVS
(Intervening Sequence) e do cassete de recombinacdo attPl-attP2 do vetor de expressdo
pIQID%. O vetor pNU1-EYFP foi obtido a partir da subclonagem da sequéncia codificadora da
EYFP, clonada no vetor comercial pEYFP-N1 (Clontech), no vetor pNU1, explorando-se 0s
sitios reconhecidos pelas enzimas de restricdo EcoRI e Notl. As condicdes de ciclagem foram
98°C por 30 s, 98°C por 10 s, 55°C por 30 s, 72°C por 120 s, repeticdo de 30 ciclos, e um
periodo de extensdo final a 72°C por 10 minutos. O produto resultante desta reacdo de PCR, o
fragmento de DNA spEYFP-IRES-DHFR, de aproximadamente 2140 pb, foi purificado a partir
de eletroforese em gel de agarose 1%, e concentrado como descrito anteriormente. Na
sequéncia, o fragmento spEYFP-IRES-DHFR foi co-digerido com as enzimas de restricdo Sall
e BamHI, de acordo com orientacdo do fabricante (ThermoScientific). Em paralelo, digeriu-se
o vetor lentiviral bicistronico de terceira geragdo pl56RRLsinPPTCMVIRESPRE (pLV-
EGFP)(Figura 2)® com as mesmas enzimas para eliminacio do elemento IRES-EGFP. O
fragmento de DNA correspondente ao vetor pLV foi purificado através de uma eletroforese em
gel de agarose 1%, e purificado como descrito anteriormente. A partir do elemento SpEYFP-
IRES-DHFR e da porcéo do vetor pLV co-digeridos com as enzimas Sall e BamHI, realizou-
se a reacdo de ligacdo destes fragmentos, utilizando a enzima T4 DNA Ligase (Invitrogen),
seguindo-se as indicagdes do fabricante. Uma aliquota da reagdo de ligacédo foi utilizada para a

transformacéo por eletroporacdo (cubetas de 2 mm, e um pulso de 2500 V/25 uF/200 Q -



48

Eletroporador Gene Pulser XCELL — Biorad) das bactérias Escherichia coli, cepa XL10 gold,
eletrocompetentes. As bactérias eletroporadas foram inoculadas em meio LB a 37°C sob
agitacdo por uma hora, plagueadas em meio LB-Agar contendo ampicilina (100 pg/ml), e
incubadas por 16 horas a 37°C, o que permitiu a selecdo de clones bacterianos que receberam o
vetor de expressdo. A varredura das colonias bacterianas recombinantes foi realizada por PCR
a partir dos indculos bacterianos, empregando-se trés pares distintos de iniciadores: a) spLC F
(5’TACCGCGGGCCCGGGATCCAGTCGACCACCATGCAAATAG3’/  2222R), com
amplicon esperado de 2140 pb; b) pNUI1 seqSF (5’ AGTTGTGGAAAGAGTCAAATGG3’)/
WPRE R (5’GCCACAACTCCTCATAAAGAGACAG3’), com amplicon esperado de
aproximadamente 1 Kpb, pNU1 seq6F (5’GAACTCAAAGAACCACCACG3’)) WPRE R,
com amplicon esperado de aproximadamente 550 pb. Por meio desta estratégia de varredura,
os clones bacterianos associados a deteccao dos fragmentos de DNA esperados nas trés reacdes
de PCR foram inoculados em meio LB+Ampicilina (100 pg/ml) a 37°C por 16 horas, para
posterior recuperacao e purificacdo dos plasmideos recombinantes de interesse, através de uma
minipreparacdo de DNA plasmidial, usando o Plasmid Miniprep Kit (Qiagen) segundo
orientacdes do fabricante. A partir das minipreparacdes de DNA plasmidial obtidas, avaliou-se
a integridade dos vetores isolados atraveés da reacdo de digestdo pelas enzimas Xhol
(fragmentos de DNA esperados de 820 pb e 7,9 Kpb), BamHI/Sall (fragmentos de DNA
esperados 2140 pb e 6,6 Kpb), Pstl (fragmentos esperados de 300 pb e 8,6 Kpb) e EcorV
(fragmentos esperados de 830 pb e 7,9 Kpb), sendo que somente aqueles clones bacterianos
com o perfil de restri¢cdo esperado foram avaliados por sequenciamento de DNA. As analises
da integridade da sequéncia do elemento SpEYFP-IRES-DHFR foram realizadas por
sequenciamento de DNA (método de Sanger) através da utilizacdo do kit BigDye
(ThermoScientific), empregando-se os iniciadores flanqueando o sitio de clonagem e segundo
as orientacdes do fabricante. As reacbes de sequenciamento foram analisadas em um
sequenciador de DNA modelo ABI 3700, no laboratério GATELab, do Instituto de Biologia da
USP. As montagens das sequéncias consenso foram realizadas através do programa Segman
(DNASTAR), e os alinhamentos com a sequéncia teorica do trecho spEYFP-IRES-DHFR

foram realizados através da ferramenta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.qgov/Blast.cqi).
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Figura 2: Mapa genético do vetor lentiviral de terceira geracgdo
pl56RRLSINPPTCMVIRESPRE (pLV-EGFP). No esquema estdo representados 0s
diferentes elementos funcionais do vetor. WPRE: elemento regulador pds-transcricional
derivado do virus da hepatite de marmota. Fator Xa site: Sitio de reconhecimento e clivagem
do fator Xa. 3’LTR (AU3): repeticdo terminal longa do tipo auto-inativante 3' derivada do HIV-
1. SV40 poly(A) signal: sinal de poliadenilacdo derivado do SV40. SV40 ori: origem de
replicacdo derivado do SV40. T7 promoter: regido promotora reconhecida pela RNA
polimerase derivada do bacteriofago T7. M13 fwd: iniciador universal para sequenciamento de
DNA. F1 ori: origem de replicacdo derivado do bacteriéfago f1. AmpR promoter: promotor do
gene da B-lactamase. AmpR: regido codificadora da B-lactamase. Ori: origem de replicacdo
derivado do vetor ColE1/pMB1/pBR322/pUC. CAP binding site: sitio de ligagcdo de CAP. lac
promoter: promotor do operon lac de E. coli. lac operator: operon lac de E. coli. M13 rev:
iniciador universal para sequenciamento de DNA. T3 promoter: regido promotora reconhecida
pela RNA polimerase derivada do bacteriéfago T3. 5’LTR(truncated): repeti¢do terminal longa
(LTR) 5’ truncada derivada do HIV-1. ¢: sinal de empacotamento derivado do HIV tipo 1. RRE:
Elemento de resposta a proteina Rev do HIV-1. Gp4l: proteina gp41 do envelope do HIV-1.
cPPT/CTS: sequéncia central de terminacgéo e trato de polipurina derivado do HIV-1. CMV
enhancer: acentuador da transcricdo génica derivado do citomegalovirus humano. CMV
promoter: regido promotora derivada do citomegalovirus humano. Kozak sequence: sequéncia
Kozak. eGFP: regido codificadora da GFP melhorada. IRES: sitio interno de entrada do
ribossomo derivado do virus causador da encefalomiocardite em coelhos.
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3.3 Transfeccdo transitoria das células HEK 293T com o vetor pLV-spEYFP-DHFR

A funcionalidade do cassete de expressdo do vetor pLV-spEYFP-DHFR purificado de
cada um dos clones bacterianos isolados conforme descrito no item anterior foi avaliada através
de experimentos de transfeccdo transitoria em células HEK 293T. Paralelamente, foi avaliado
se a proteina SpEYFP estava sendo de fato secretada. Os experimentos de transfeccao transitoria
das células HEK 293T foram realizados mediante a técnica de lipofeccao, e para tanto utilizou-
se 0 reagente Lipofectamina 2000®, Invitrogen, conforme a orientagdo do fabricante. A
funcionalidade do cassete de expressdo do vetor foi avaliada na monocamada celular 48 horas
apos o momento da transfeccdo, através da observacdo da fluorescéncia das células em
microscopio de fluorescéncia Nikon, modelo TE-300, com o conjunto de filtros de
excitacdo/emissao e espelho dicroico para o fluoréforo isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(excitagdo 460 nm — 510 nm e emissdo 515 nm — 565 nm). A confirmacdo da secregédo da
proteina spEYFP foi realizada através da andlise por fluorimetria do meio condicionado por 48
horas ap6s o momento da transfeccdo no aparelho SpectraMax Paradigm Multi-Mode
Microplate, utilizando-se o meio condicionado por 48 h pelas células HEK 293T transfectadas
com o vetor pLV-EGFP como controle negativo. Para anélise por fluorimetria, utilizou-se os
comprimentos de onda de excitagdo em 505 nm, e de emissdo em 530 nm. Alternativamente,
utilizaram-se as amostras de meio de cultivo condicionado para avaliacdo da secrecdo da
proteina spEYFP através de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE
10%), seguida de escaneamento a laser do gel para deteccdo de fluorescéncia. Para tanto,
primeiramente as amostras de meio condicionado foram concentradas 10X em colunas de
Ultrafiltracdo Amicon Ultra de 10 K, seguindo as indicacdes do fabricante. Posteriormente, as
amostras concentradas foram fracionadas por SDS-PAGE 10% em condi¢Ges ndo redutoras
(auséncia de B-Mercaptoetanol) e na auséncia de desnaturacdo térmica. Ao término da
eletroforese, 0s géis foram escaneados a laser no aparelho Typhoon Trio, utilizando como
comprimento de onda de excitacdo um laser de 532 nm. Posteriormente, os géis foram fixados

e corados com Coomassie blue G-250 coloidal.
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3.4 Producéo das particulas lentivirais recombinantes em células HEK 293T

Para a producéo das particulas lentivirais recombinantes, aproximadamente 1x10° células
HEK 293T foram transfectadas transitoriamente pelo método de lipofec¢do, segundo
orientagdes do fabricante, (Lipofectamine 2000 - Invitrogen), com uma mistura dos DNAs
plasmideais correspondentes ao vetor de transferéncia (pLV-spEYFP-DHFR), e aos vetores de
expressao de elementos estruturais do lentivirus (pLP1/pMDL, RevpLP2/pREV e pVSV(Q) na
proporgédo indicada em Tiscornia et al 1. Os meios de cultura condicionados contendo as
particulas lentivirais recombinantes foram coletados de 24 em 24 horas até 72 h apos a
transfeccdo, clarificados por centrifugacdo (10.000xg por 10 min a 4°C), e estocados a -70°C.
A titulacdo das preparac6es lentivirais foi realizada através da transducao das células HEK 293-
T, conforme descrito em Tiscornia et al. 1%°. Cerca de 48 h ap6s a transducdo viral, avaliou-se
as monocamadas por microscopia de fluorescéncia, e os titulos virais foram calculados a partir
da determinacdo da porcentagem de células fluorescentes com auxilio do programa ImageJ a
partir de fotos tiradas de 10 campos aleatorios da monocamada celular, sendo os valores

representados a média desses 10 campos, conforme descrito por Tiscornia e colaboradores®®,

3.5 Transducdo estavel das células CHO-DG44 cultivadas em aderéncia com as particulas
virais recombinantes

Para a transducdo das células CHO-DG44 com o vetor pLV-spEYFP-IRES-DHFR, cerca
de 2x10* células suspensas em meio HAM’s F12 suplementado com 10% de SFB foram
transferidas para tubos de microcentrifuga de modo que o volume final em cada tubo fosse de
200 pl. Com as células ainda em suspensdo, foi adicionado um volume do meio condicionado
por 48 horas contendo as particulas lentivirais, de tal forma que se obteve uma multiplicidade
de infeccdo (MOI) de 0,5. Apos a adigdo dos volumes de meio condicionado contendo as
particulas virais, as células foram plaqueadas em pocos de uma placa de 48 pocos. No dia
seguinte, apds lavagem da monocamada com PBSA, foi feita a troca de meio para o meio de
cultivo de selegdo (a-MEM contendo 7% SFB dialisado) baseado na expressdo da DHFR. O
meio de cultivo foi renovado periodicamente, e a populagdo celular mista resultante (CHO-
DG44 spEYFP-DHFR SV) foi mantida em cultura até que atingisse um numero de células
suficiente (cerca de 4x10° células) para congelamento. Cerca de uma semana ap6s a transdugao,

as células foram observadas ao microscopio de fluorescéncia Nikon modelo TE-300, com o
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conjunto de filtros e espelho dicroico para o fluordforo isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(excitagdo 460 nm — 510 nm e emissdo 515 nm — 565 nm) para se estimar a porcentagem de

células transduzidas.

3.6 Transfecco estavel das células CHO-DG44 com o vetor pLV-spEYFP-DHFR

Para a transfecgdo estavel das células CHO-DG44 com o vetor pLV-spEYFP-DHFR,
plagueou-se cerca de 1x10° células em um pogo de placa de 24 pocos em meio HAM’s F12
suplementado com 10% de SFB. A transfeccdo foi realizada por lipofeccdo (Lipofectamina
2000® - Invitrogen), segundo orientacdes do fabricante, empregando-se 500 ng do vetor
plasmidial. Cerca de 48 horas apds a transfeccdo, a monocamada celular foi tripsinizada, as
células foram subdividas para quatro pocos de uma placa de seis pogos, e realizou-se a troca de
meio para o meio de cultivo de selecdo (a-MEM contendo 7% SFB dialisado) baseado na
expressao da DHFR. O meio de cultivo foi renovado periodicamente, e a populacéo celular
mista resultante (CHO-DG44 spEYFP-DHFR ST) esta foi mantida em cultura até que atingisse
um nimero de células suficiente (cerca de 4x108 células) para congelamento. A populagio mista
foi observada ao microscopio de fluorescéncia Nikon modelo TE-300, com o conjunto de filtros
e espelho dicroico para o fluoroforo isotiocianato de fluoresceina (FITC) (excitagdo 460 nm —
510 nm e emissdo 515 nm — 565 nm) para se estimar a porcentagem de células positivas para a
expressao da spEYFP.

3.7 Enriguecimento das populacdes celulares mistas das células CHO-DG44 produtoras da
proteina spEYFP através de separagdo de células (“cell sorting”) por citometria de fluxo

O enriquecimento celular a partir das populagdes celulares mistas CHO-DG44 spEYFP-
DHFR ST e CHO-DG44 spEYFP-DHFR SV foi realizado através da separacdo de células
ativada por fluorescéncia. Resumidamente, culturas confluentes das células CHO-DG44
SpEYFP-DHFR, mantidas em garrafas T25 em meio a-MEM contendo 7% SFB dialisado,
foram tripsinizadas e ressuspendidas em meio regular de cultivo (volume final 2,5 ml,
equivalente a cerca de 5x10° células/ml) suplementado com cinco vezes a concentragdo usual
de ampicilina (500 pg/ml) e estreptomicina (500 pg/ml). O enriquecimento das populagdes

celulares mistas para as células mais fluorescentes foi realizado no equipamento FACS ARIA-
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ITu Special Order System (BD Biosciences), utilizando o bico injetor ou “nozzle” de 70 um, e
o0 laser de 488 nm. Cerca de 10 % das celulas, proveniente das populacfes celulares mistas
iniciais que apresentaram as maiores intensidades de fluorescéncia, foram coletadas em 5 mL
de meio regular de cultivo suplementado com cinco vezes a concentragdo usual de ampicilina
e estreptomicina, e retornadas para a cultura. O meio de cultivo foi renovado periodicamente, e
as populacdes celulares mistas enriquecidas resultantes (CHO-DG44 spEYFP-DHFR ST e
CHO-DG44-spEYFP-DHFR SV) foram mantidas em cultura até que atingissem um ndmero
suficiente (cerca de 4x10° células) para congelamento.

3.8 Isolamento de clones a partir das células CHO-DG44 superprodutoras da proteina
SpEYFP por diluicdo limitante

O isolamento dos clones superprodutores foi feito através do experimento de clonagem
por diluicdo limitante em placas de 96 pocos. A partir de suspensbes das populagdes
enriquecidas CHO-DG44 spEYFP-DHFR ST e CHO-DG44 spEYFP-DHFR SV com uma
concentracéo celular total acima de 1 x 10° células/mL e uma porcentagem de viabilidade maior
que 90%, avaliada através da utilizacdo do corante Trypan Blue a 0,4% m/v, realizou-se
diluicBes seriadas sucessivas até a obtencdo de uma concentracdo final de 3,75 células
viaveis/mL. Plaqueou-se 200 uL desta suspensdo em cada poco da placa de 96 pocos, de tal
forma que se obtivesse 0,75 células/poco. Apos o plaqueamento, cada um dos pocos foi
inspecionado no microscdpio éptico para confirmacédo de quais pocos realmente continham uma
Unica célula por poco. As células foram mantidas em meio regular de cultivo até que se
atingisse uma confluéncia de 80 % no pogo, para entéo, se proceder com a transferéncia para
pocos de placas de 24 pocos e, posteriormente, quando as monocamadas atingiram de novo essa
porcentagem de confluéncia, as células foram transferidas para uma garrafa T25. Os clones
celulares foram mantidos até se atingir um nimero suficiente (cerca de 4x10° células) para
congelamento. Cada um destes clones isolados foi avaliado quanto aos niveis de producédo da
proteina EYFP através da andlise do meio do meio de cultivo condicionado coletado,
previamente concentrado 10X por ultrafiltragdo em microcolunas Nikon de corte de 10KDa,
por SDS-PAGE 10%, seguida de escaneamento do gel para deteccdo de fluorescéncia,

conforme descrito anteriormente.
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3.9 Selegdo das células CHO-DG44 transfectadas estavelmente com o vetor pLV-spEYFP-
DHFR com MTX

O clone celular ST1, isolado a partir da populacdo mista CHO DG44 spEYFP-DHFR ST,
foi submetido a selecdo com o agente MTX. . O processo de selecdo foi iniciado a partir de uma
monocamada confluente das células ST1 mantidas em garrafa de cultivo T75. Neste momento,
adicionou-se ao meio de cultura 30 nM de MTX, e renovou-se o0 meio de cultura contendo MTX
a cada 3 dias. Apos a formacao de pequenos agrupamentos de células, estas foram tripsinizadas,
e transferidas para garrafas T25. Considerou-se as celulas resistentes ao MTX apds trés
subcultivos consecutivos na presenca do inibidor, obtendo-se, desta forma, as células ST1
30nM MTX.

3.10 Extracdo de DNA genémico (gDNA)

Para extracdo do gDNA das diferentes populacdes e clones celulares gerados,
monocamadas celulares confluentes mantidos em garrafas de cultivo T75 foram tripsinizadas e
ressuspendidas em meio de cultivo regular, e as suspensdes celulares resultantes foram
posteriormente centrifugadas a 200xg por 5 min para a obtencdo dos sedimentos celulares.
Sedimentos celulares correspondentes a cerca de 5x10° células foram utilizados para a extracio
do gDNA, utilizando o kit Illustra tissue and cells genomic prep Mini Spin mini 250 kit (GE
Healthcare), seguindo as orientacdes do fabricante. A avaliacdo da pureza e a quantificacdo das
amostras de gDNA foram realizados por espectrofotometria nos comprimentos de onda de 260
nm e 280 nm, empregando-se o equipamento NanoDrop. As amostras de gDNA obtidas foram

armazenadas a -20°C até o momento das analises.

3.11 Determinacdo, através de PCR em tempo-real (QPCR), do nimero de cdpias do elemento
SpEYFP-IRES-DHFR integradas no genoma dos clones celulares gerados

Realizou-se, através de gPCR, a quantificacdo absoluta do numero de copias do elemento
SpEYFP-IRES-DHFR integradas no genoma de cada um dos clones isolados. Para a
quantificacdo absoluta do numero de coOpias integradas, obteve-se uma curva-padrdo

empregando-se dilui¢cGes sucessivas (fator de diluicdo de 5) do vetor pLV-SpEYFP-DHFR,
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compreendendo o intervalo de 1,5 x 107 a 4,8 x 10° copias do vetor. As amostras de gDNA
obtidas foram diluidas em agua milliQ (fator de diluicdo de 2), para concentra¢des finais na
faixa de 60 ng a 7,5 ng. Empregou-se 1,5 pl das diluicdes das amostras de gDNA, que foram
transferidas para placas apropriadas para a realizacdo da qPCR (MicroAmp Fast Optical 96-
Well Reaction Plate with barcode), juntamente com 3,0 pl de Fast SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems), e os oligonucleotideos iniciadores do gene de interesse na
concentracdo final de 0,1 uM, em um volume final de 6,0 pl. Cada amostra foi analisada em
triplicata. Foram utilizados oligonucleotideos iniciadores especificos para a regido codificadora
da DHFR (DHFR “forward”: 5> TTGAACTGCATCGTCGCCGTGTCCCAA 3’ ¢ “reverse”:
57 TCGTTCCTGAGCGGAGGCCAGGGTAG 3’). Como controle do procedimento de
avaliacdo do nimero de copias integradas no genoma por gPCR, determinou-se 0 nimero de
copias de um gene enddgeno das células CHO-DG44, o Glucagon (Gcg). Dados de
sequenciamento genémico das células CHO-DG44 indicam que o Gcg € diploide nestas
células®®®. Assim, foi avaliado o niimero de cdpias do gene Geg na linhagem parental CHO
DG44 seguindo a mesma metodologia descrita acima. Para a obtencdo da curva—padrao,
empregou-se 0 vetor pUC18-gluc que contém um trecho de 256 pb do Gcg de hamster
(Cricetulus griseus) correspondendo aos nucleotideos 348 a 603 da entrada XM_027440922.1
do Genbank. Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores especificos Gluc forward (5’
ATTGCCAAACGCCACGAT 3’) e “reverse” (5° CCAAGCAATGAATTCCTTTGC 3°). As
reagdes de qPCR foram realizadas no equipamento ViiA™ 7 Real Time PCR System nas
condicBes-padrdo de ativacdo da enzima AmpliTaq Fast DNA Polymerase a 95°C por 20
segundos, e 40 ciclos de desnaturacao (95°C por 3 segundos) e anelamento e extenséo (60°C
por 20 segundos). Os valores de ciclo limiar (Ct — Cycle threshold) foram determinados de
forma automatica pelo equipamento, e foram utilizados para a obten¢do das curvas-padréo do
namero de copias dos vetores pLV-spEYFP-DHFR e pUC18-Gluc, correlacionando os valores
médios de Ct e o numero de copias em escala logaritmica. A eficiéncia de amplificacdo foi
determinada para cada curva-padro, e apenas valores entre 90% e 110%, com um valor de R?
> 0.90 foram considerados. O nimero de cépias do elemento spEYFP-IRES-DHFR e do gene
Gcg foram determinados usando as curvas-padrdo obtidas e assumindo-se que o contetdo de

gDNA de uma célula CHO na fase GO do ciclo celular é 5,4pg®
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3.12 Avaliagéo dos niveis de secre¢do da proteina spEYFP

A determinacdo dos niveis de secre¢do da proteina spEYFP foi realizada em cada um dos
clones produtores estaveis isolados por ambas metodologias de transferéncia génica exploradas.
Avaliou-se a quantidade acumulada de spEYFP nos meios de cultivo condicionados por 72h
pelos clones celulares avaliados. A coleta das amostras de meio condicionado foi realizada a
partir de cultivos em placas de seis pogos, sendo que foram plaqueadas 1x10° células/ml em um
volume final de 2 ml, e as monocamadas foram incubadas a 37°C em um ambiente umidificado
e atmosfera contendo 2% de CO,. ApOs 72 h, os meios condicionados foram coletados,
clarificados por centrifugacdo a 200xg por 5 min, e armazenados a -20°C até 0 momento das
andlises. Para a avaliacdo dos niveis de spEYFP, primeiramente as amostras de meio
condicionado foram concentradas por um fator de 10X por ultrafiltragdo em microcolunas
Amicon de corte de 10KDa (10KDa Amicon Ultra Ultrafiltration columns). Na sequéncia, as
amostras de meio condicionado concentradas foram analisadas por SDS-PAGE 10%, seguida
de escaneamento do gel para detecc¢do de fluorescéncia, conforme descrito anteriormente (Item
4.3). Todos estes experimentos foram feitos em triplicata. A partir das imagens digitalizadas
obtidas, realizou-se a densitometria das duas bandas proteicas correspondentes a spEYFP, com
auxilio do programa ImageQuant (ImageQuant software release 7 - Molecular Devices/GE
Healthcare). Para a comparacao relativa dos niveis de secrecdo da spEYFP entre os diferentes
clones avaliados, os valores de volumes das bandas proteicas obtidos foram normalizados pelo

numero de células viaveis determinado no momento da coleta do meio condicionado.

3.13 Avaliagdo da estabilidade dos niveis de secre¢do da proteina spEYFP

Avaliou-se a estabilidade dos niveis de secre¢do da proteina SpEYFP ao longo de
aproximadamente 40 geracdes (cerca de dois meses) em cultivo para cada um dos clones
produtores isolados a partir de ambas estratégias de transferéncia genica exploradas. Plagueou-
se 5 x 10* células/ml, com uma viabilidade superior a 90%, em pocos de placas de seis pogos
em um volume final de 2 ml. As monocamadas foram incubadas & 37°C em um ambiente
umidificado e atmosfera contendo 2% de CO2. Os subcultivos foram realizados em intervalos
de 72 h, e imediatamente antes do subcultivo, o0 meio condicionado por 72 h foi coletado ou

descartado, e as células foram removidas da superficie de cultivo por tripsinizagdo. Determinou-
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se 0 numero de células viaveis, e realizou-se um novo plagueamento nas mesmas condicfes
descritas acima. A coleta de amostras de meio condicionado para analise dos niveis de
expressao da spEYFP foi feita em intervalos aproximados de 10 geracfes. As amostras de meio
condicionado para analise dos niveis de spEYFP foram clarificadas por centrifugacdo (200xg,
5 min), e armazenadas a -20°C até 0 momento da analise. Este procedimento foi realizado
sucessivamente até se atingir aproximadamente 40 geragdes. O numero de geragdes foi
determinado empregando-se a seguinte formula:
namero de células finais

n| — . ek
[numero de células mlaals]
In2

Numero de geracbes =

As quantidades relativas da spEYFP foram determinadas em duplicatas através da anélise
das amostras coletadas do meio de cultivo condicionado por 72 h, previamente concentradas
10X por ultrafiltracdo em microcolunas Amicon, de corte de 10KDa. As amostras de meio
condicionado concentradas foram fracionadas por SDS-PAGE 10%, seguida de escaneamento
do gel para deteccdo de fluorescéncia, e analise densitométrica das imagens digitalizadas,
conforme descrito nos itens 4.3 e 4.12. Para a determinacdo da estabilidade dos niveis de
secrecdo da spEYFP de cada clone analisado, obteve-se uma curva de regressao linear dos
valores de produtividade relativa obtidos ao longo das 40 gerac6es. O critério de estabilidade
dos niveis de secrecdo da spEYFP utilizado foi a obtencdo de inclinacdes da curva de regressao
inferiores a 30%.

3.14 Determinagdo do sitio de integra¢do baseado na estratégia de “DNA walking”

Os sitios gendmicos de integracdo do vetor lentiviral pLV-spEYFP-DHFR foram

identificados pela estratégia de “DNA walking”,

3.14.1 DNA walking

A identificacdo de sequéncias nucleotidicas desconhecidas que flanqueiam as regides de
DNA ja caracterizadas pode ser realizada por varios métodos diferentes baseados em PCR,
comumente conhecidos como DNA Walking.!*® Esta metodologia consiste no uso de uma

sequéncia conhecida para o desenho de um dos iniciadores, que se anela em uma regido proxima
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ao sitio de insercdo genémica. As amostras de gDNA sdo submetidas a digestdo com enzimas
de restricdo e posteriormente se faz a ligagdo com oligonucleotideos sintéticos, chamados de
adaptadores, nas extremidades dos fragmentos de DNA digeridos. Posteriormente, realizam-se
dois ciclos de amplificacdo por PCR de um fragmento de DNA da sequéncia desconhecida,
empregando-se o iniciador da sequéncia conhecida, e um iniciador que se liga & sequéncia do
adaptador.!?

3.14.2 Geracdo das bibliotecas de gDNA

As amostras de gDNA purificado de cada um dos clones produtores isolados a partir da
estratégia de transferéncia génica empregando vetores lentivirais foram fragmentadas através
da digestdo com enzimas de restri¢do para a formacdo das bibliotecas de gDNA, os fragmentos
gerados foram ligados a uma sequéncia adaptadora especifica, os quais foram, posteriormente,

submetidos a PCR (configuragdo “nested” PCR), conforme detalhado a seguir.

Para a geracdo das bibliotecas de fragmentos de gDNA representativas de cada um dos
clones produtores avaliados, foi feita a digestdo das amostras de gDNA com as enzimas de
restricdo Sspl, ECORV e Hpal. As reacOes de digestdo consistiram de 2,5 pug de gDNA, 1U de
cada uma das enzimas (ThermoScientific), 2X do tampédo Tango (ThermoScientific), em um
volume final de 50 pl. As rea¢des foram inicialmente incubadas por 2h a 37°C, homogeneizadas
no vortex, e incubadas por mais 16 h a 37°C. As enzimas foram inativadas a 65°C por 10
minutos. Por fim, as rea¢Oes de digestdo foram concentradas por um fator de cinco vezes no

rotoevaporador a vacuo Speed-Vac®.

3.14.3 Reacdo de ligacédo da sequéncia adaptadora as bibliotecas de gDNA

Inicialmente, procedeu-se com o preparo do oligonucleotideo dupla-fita utilizado como
adaptador, que consistiu no anelamento de dois oligonucleotideos sintéticos, caracterizados
pelas seguintes sequéncias: GenomaW_A 5
GTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGT 3" e Gw_A
5'PO4-ACCAGCCC-N2H 3°. A reacdo de anelamento consistiu de 40 uM de cada um dos
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oligonucleotideos acima, 1X do tampéo T4 Ligation Buffer (Fermentas / Thermo Fischer) e 1U
de T4 Polinucleotide Kinase (Fermentas / Thermo Fischer), a qual foi incubada incialmente a
37°C por 30 minutos, seguida por incubacdo a 95°C por 5 minutos, e reducao da temperatura
para 25°C, com a taxa de decréscimo de 5°C/min. O adaptador foi ligado aos fragmentos de
gDNA, através da incubacéo de 3 pl do adaptador (12,5 uM), 5 ul das bibliotecas de fragmentos
de gDNA, 1 ul do tampéo de ligagdo 10X (Fermentas/Thermo Fischer), e 1ul da enzima T4
DNA ligase (10 U/ul, Fermentas/Thermo Fischer) a 16°C por cerca de 16 h. Ao término da

incubacdo, as reacdes foram interrompidas através de incubacao a 70°C por 5 min.

3.14.4 “Nested” PCR

Os sitios genémicos de integracdo do vetor pLV-spEYFP-DHFR foram amplificados
através de dois ciclos sucessivos de PCR (“nested” PCR). No primeiro ciclo, 0 meio reacional
consistiu de 1 pl do meio reacional de ligacdo da sequéncia adaptadora aos fragmentos de
gDNA, tampéo Taq DNA Polymerase PCR Buffer 1X (Invitrogen), MgCl> 2 mM, dNTPs 0,2
mM, iniciador senso LSP1 (5"GCTTCAGCAAGCCGAGTCCTGCGTCGAG3I") e iniciador
antisenso AP1 (5"GTAATACGACTCACTATAGGGC3") na concentragdo de 0,5 uM, Taq
polimerase (Invitrogen) 1U e agua milliQ® suficiente para um volume final de 20pul. As
condicdes de ciclagem foram 95°C por 5 minutos, 95°C por 30 s, 57,5°C por 30 s, 72°C por 5
minutos, repeticdo de 35 ciclos, e um periodo de extensdo final a 72°C por 10 minutos. Para o
segundo ciclo da “nested” PCR foi usado 1 pl do meio reacional do primeiro ciclo, diluido
previamente por um fator de 10 em &gua deionizada, 0 mesmo meio reacional descrito para o
primeiro  ciclo, alterando-se os iniciadores pelo iniciador senso  LSP2
(5GCTCCTCTGGTTTCCCTTTCGCTTTCAA3) e o0 iniciador antisenso  AP2
(5" ACTATAGGGCACGCGTGGTZ"). As condicdes de ciclagem foram as mesmas utilizadas

para o primeiro ciclo da “nested” PCR. Os amplicons obtidos foram analisados através de uma

eletroforese em gel de agarose 1,5% m/v, e foram purificados utilizando o kit QIAquick Gel
Extraction (Quiagen), seguindo as instrucdes do fabricante. Os fragmentos de DNA purificados
foram analisados por sequenciamento de DNA (método de Sanger) através da utilizacdo do kit
BigDye (ThermoScientific), empregando-se os iniciadores LSP2 e AP2, segundo as orientagdes
do fabricante. As reacOes de sequenciamento foram analisadas em um sequenciador de DNA
modelo ABI 3700, no laboratério GATELab, do Instituto de Biologia da USP. Os dados
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resultantes do sequenciamento de DNA foram analisados para determinar o sitio genémico de
insercdo do vetor lentiviral. A porcdo da sequéncia que compde a Ssequéncia genomica
flanqueando o sitio de insercédo foi alinhada contra sequéncias gendmicas das células CHO,

usando-se a ferramenta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

3.15 AnaAlise estatistica

A significancia estatistica dos resultados foi obtida através de analise de variancia
(Anova) de uma via, e posteriormente o teste Tukey de multipla comparacéo, utilizando-se o
software Prism (GraphPad Software, Inc). Os dados serdo considerados significantes

estatisticamente em P < 0,05.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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4 RESULTADOS

O principal objetivo deste trabalho envolveu o reconhecimento de sitios gendmicos
associados a niveis de expressao altos e estaveis de proteinas recombinantes nas células CHO-
DG44. Nossa abordagem experimental envolveu: a) o emprego de um vetor lentiviral
bicistronico de expressdo, pLV-spEYFP-DHFR (Figura 3), de forma a explorar o tropismo
natural do provirus derivado dos lentivirus para a insercdo em sitios genémicos com alta
atividade transcricional da célula hospedeira®’; e b) o uso de uma forma variante secretada da
EYFP (spEYFP) como proteina reporter, evitando um possivel limite ou teto nos niveis de
expressao da proteina reporter relacionado a toxicidade celular atribuida ao acumulo
citoplasmatico de proteinas fluorescentes, e permitindo a possibilidade de selecdo de sub-
fendtipos celulares com uma alta capacidade de secre¢do’®,

5’LTR cMv & EYFP IRES Dhfr 3’LTR

Figura 3: Representacdo esquematica dos principais elementos do vetor lentiviral bicistrénico de
expressao pLV-spEYFP-DHFR. Uma forma variante secretada da EYFP (spEYFP) foi obtida a
partir da fusdo entre as sequéncias codificadoras do peptideo sinal do Fator VIl humano da
coagulacao (spFVIII) e da EYFP. LTR: Repeticdo Terminal Longa derivada do virus HIV-1; CMV:
Regido promotora derivada do Citomegalovirus humano; IRES: Sitio interno de entrada do ribossomo;
Dhfr: regido codificadora da enzima DHFR de camundongo.

4.1 Construcdo e caracterizacdo do vetor lentiviral bicistrdnico de expressdo de uma
variante secretada da proteina EYFP (pLV-spEYFP-DHFR)

A construcdo do vetor de expressao lentiviral bicistrénico da proteina de fusdo entre o
peptideo sinal do Fator VI (sp) e a proteina fluorescente EYFP, envolveu dois ciclos de PCR,
conforme detalhado na sessdo 4.2 de Materiais e Métodos. O produto obtido a partir da segunda
reacdo de PCR, spEYFP-IRES-DHFR, foi purificado a partir de eletroforese em gel de agarose,
posteriormente co-digerido com as enzimas de restricdo Sall e BamHI, e ligado ao vetor
lentiviral bicistrénico pLV-EGFP digerido com as mesmas enzimas. Uma aliquota da reacéo
de ligacdo foi utilizada para a transformacao por eletroporacao da cepa XL10 Gold das bactérias
Escherichia coli. As colbnias recombinantes obtidas foram inoculadas em pocos de uma placa
de 96 pocos contendo meio LB e ampicilina na concentracdo de 100 pg/ml, e a varredura quanto

a obtencdo do vetor pLV-spEYFP-DHFR foi realizada por PCR, empregando-se os pares de
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iniciadores spLC F/ 2222R, pNU1 seq5F/WPRE R, e pNU1 seq6F/WPRE R, conforme descrito
na secdo 4.2 de Materiais e Métodos. Todos os clones bacterianos (P3C, P3E, P8D, C6H, C1B
e C4C) associados a deteccdo dos fragmentos de DNA esperados nas trés reacdes de PCR
mencionadas acima foram selecionados para a extracdo do DNA plasmidial, e determinacéo
dos respectivos perfis de restricio com as enzimas Xhol, BamHI/Sall, Pstl e EcoRV para

avaliacdo da integridade dos vetores isolados (Figura 4).

BamHI/
L Xhol Sall Pstl EcoRV

Figura 4: Analise por eletroforese em gel de agarose 1% m/v do perfil de restricdo do clone C6H
do vetor recombinante pLV-spEYFP-DHFR com as enzimas de restri¢ao indicadas. Os fragmentos
de DNA esperados eram 7,8 Kpb e 800 pb (Xhol), 6,3 Kpb e 2,3 Kpb (BamH]I/Sall), 8,4 Kpb e 200 pb
(Pstl) e 7,9 Kpb e 900 pb (EcoRV). L: Padrao de peso molecular.

A Figura 4 representa a analise do perfil de restricdo de um dos clones obtidos do vetor
pLV-spEYFP-DHFR, o C6H. Como pode ser observado, o perfil de fragmentos de DNA obtido
estd de acordo com aquele esperado, indicando a integridade estrutural do vetor de expressao
pLV-spEYFP-DHFR (clone C6H). Da mesma forma, foram avaliados os outros clones
bacterianos (clones P3C, P3E, P8D, C1B e C4C), os quais também apresentaram o perfil de
restricdo esperado (dados ndo mostrados). Todos os clones positivos confirmados por PCR e
perfil de restricdo foram sequenciados com 0 objetivo de se avaliar a identidade e a integridade
das regides codificadoras da proteina de fusdo spEYFP e DHFR, e do elemento IRES, conforme
descrito na secdo 4.2 de Materiais e Métodos. Os alinhamentos entre as sequéncias de DNA
consenso dos clones P3C, P3E, P8D, C6H, C1B e C4B e a sequéncia teodrica do elemento
SPEYFP-IRES-DHFR, realizados atraves da ferramenta BLAST, mostraram, na maioria dos
clones avaliados, dele¢des de diferentes trechos do cassete de expressédo, como, por exemplo, a
delecdo de um segmento da extremidade 3" da regido codificadora da spEYFP no clone P8D,
ou na extremidade 5°da regido codificadora da DHFR no clone C1B (dados ndo mostrados). De

todos os clones avaliados, apenas a sequéncia consenso do clone P3C apresentou similaridade
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completa com a sequéncia tedrica no trecho avaliado (dado ndo mostrado), complementando 0s
dados obtidos na caracterizagcdo parcial por PCR e pelo perfil de restricdo. Seguiu-se com a
confirmacdo das funcionalidades de elementos-chave do vetor pLV-spEYFP-DHFR (clone
P3C), a saber: a) o cassete de expressdo do elemento bicistronico spEYFP-DHFR; b) a secrecao

do repoérter spEYFP; e ¢) a producdo de particulas lentivirais recombinantes funcionais.

4.2 Teste de expressao e secrecdo da proteina spEYFP

Com o objetivo de se avaliar a expressao e secrecdo da proteina SpEYFP, realizaram-se
experimentos de transfeccao transitdria das células HEK-293T, pelo método de lipofec¢cdo, com
o clone P3C do vetor pLV-spEYFP-DHFR (Figuras 5 e 6).

FL Luz visivel

Sem vetor

Figura 5: Avaliacdo da expressao da proteina spEYFP por microscopia de fluorescéncia. Células
HEK-293T foram transfectadas transitoriamente por lipofeccdo com o vetor pLV-spEYFP-DHFR
(clone P3C), e avaliadas por microscopia de campo claro (luz visivel) e fluorescéncia (FL) 48 horas
apos a transfeccdo. Como controle positivo da detecgdo da fluorescéncia da proteina fluorescente EYFP,
transfectou-se as células HEK-293T com o vetor de expressao plasmidial pLV-EGFP. Como controle
negativo, empregou-se as células HEK-293T n&o submetidas ao procedimento de transfeccéo.



64

Na avaliacdo das monocamadas celulares por microscopia de fluorescéncia (Figura 5,
FL), pode-se observar que o clone P3C do vetor pLV-spEYFP-DHFR é funcional quanto a
expressao da variante secretavel da proteina fluorescente EYFP (SpEYFP), em experimentos de
transfeccdo transitoria das células HEK-293T. Neste experimento detectou-se a emissao de
fluorescéncia intracelular da spEYFP, possivelmente em transito pela via secretoria. As células
HEK-293T ndo submetidas ao procedimento de transfeccdo ndo apresentaram emisséo de
fluorescéncia nas condi¢cbes de deteccdo utilizadas, demostrando que este tipo celular nédo
possui componentes celulares que emitem fluorescéncia nas condigdes de deteccdo
empregadas. Nas células HEK-293T transfectadas com o vetor de expressdo pNU1-EYFP,
utilizadas como controle positivo, observou-se a presenca de fluorescéncia indicativa de

acumulo intracelular da proteina EYFP, como o esperado.

Seguiu-se com a confirmacéo da secrecdo da spEYFP por fluorimetria, conforme descrito
na secdo 4.3 de Materiais e Métodos. Entretanto, ndo houve deteccdo de fluorescéncia nos
sobrenadantes dos meios de cultura coletados ap0s 48 horas da transfeccdo transitoria das
células HEK-293T com o vetor pLV-spEYFP-DHFR (dado ndo mostrado). Alternativamente,
avaliou-se a presenca da proteina SpEYFP no meio de cultura condicionado pelas células HEK-
293T transfectadas transitoriamente com o vetor pLV-spEYFP-DHFR através de SDS-PAGE

10%, sequido de escaneamento a laser do gel para deteccdo da fluorescéncia (Figura 6).
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Figura 6: Avaliacdo da secrecdo da proteina spEYFP (~27 KDa) por SDS-PAGE 10% em
condicbes ndo redutoras, seguida por deteccdo de fluorescéncia por escaneamento a laser. (A)
Amostras de meio condicionado por 48 horas pelas células HEK-293T transfectadas transitoriamente
por lipofec¢do com o vetor pLV-spEYFP-DHFR (clone P3C — canaleta 3) foram concentradas (10x) por
ultrafiltracdo e fracionadas por SDS-PAGE 10% em condic¢des ndo redutoras, seguida por detecgédo da
emissdo de fluorescéncia a 540 nm por escaneamento a laser (530 nm). Como controle negativo,
empregou-se meio condicionado por 48h pelas células HEK-293T ndo submetidas ao procedimento de
transfeccdo (canaleta 1), ou pelas células HEK-293T transfectadas com o vetor de expressdo da proteina
fluorescente ndo secretada EGFP, pLV-EGFP (canaleta 2). (B) Coloragédo com Coomassie blue coloidal
do gel de acrilamida apds o escaneamento a laser. L: Padrao de peso molecular.
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Pode-se observar na figura acima que foi possivel constatar que a proteina spEYFP é
secretada para 0 meio de cultivo das células HEK-293T transfectadas transitoriamente com o
clone P3C do vetor pLV-spEYFP-DHFR a partir da deteccdo de um duplete de bandas proteicas
fluorescentes com tamanhos correspondentes a proteina EYFP (~27KDa), entretanto a razdo da
existéncia de duas bandas referente a SpEYFP é desconhecida. A possibilidade da detec¢do da
proteina SpEYFP no meio de cultivo ser devido ao extravasamento do contetdo intracelular
associado a eventos de morte celular foi descartado frente ao resultado obtido com um dos
controles negativos utilizados, o meio condicionado pelas células HEK-293T transfectadas com
0 vetor de expresséo da proteina fluorescente EGFP, pLV-EGFP, a qual, por ndo apresentar um
peptideo sinal, é acumulada no meio intracelular (Figura 6A, canaleta 2). Estes experimentos
demostraram a funcionalidade e secrecdo da proteina SpEYFP, expressa a partir do clone P3C
do vetor pLV-spEYFP-DHFR.

4.3 Avaliacdo da producdo e funcionalidade das particulas lentivirais recombinantes
geradas a partir do clone P3C do vetor pLV-spEYFP-Dhfr

A producdo das particulas lentivirais recombinantes foi realizada a partir da co-
transfeccdo transitdria das células HEK-293T com o vetor de transferéncia (clone P3C do vetor
pLV-spEYFP-DHFR), e dos vetores de expressdo de elementos estruturais do lentivirus
pLP1/pMDL, RevpLP2/pREV e pVSVg, conforme descrito na se¢cdo 4.4 de Materiais e
Métodos. Da mesma forma, foram geradas as particulas lentivirais com o vetor de transferéncia
pLV-EGFP como controle do procedimento. Os meios condicionados contendo as particulas
lentivirais recombinantes foram titulados atraves da transdugdo viral em células HEK-293T.
Ao se avaliar as monocamadas por microscopia de fluorescéncia, observou-se células
fluorescentes nas transducdes envolvendo o vetor controle pLV-EGFP, e do vetor teste pLV-
SpEYFP-DHFR, demostrando-se que as particulas lentivirais recombinantes produzidas a partir
do clone P3C do vetor pLV-spEYFP-DHFR s&o funcionais (Figura 7).

Os titulos das particulas lentivirais recombinantes produzidos a partir dos vetores
lentivirais pLV-EGFP e pLV-spEYFP-DHFR (clone P3C) foram determinados através da
determinacéo da porcentagem de células fluorescentes nas monocamadas de células, conforme

descrito na secdo 4.4 de Materiais e Métodos. Através dessa metodologia determinou-se que 0
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vector pLV-EGFP e pLV-spEYFP-DHFR (clone P3C) apresentaram um titulo viral de 8x10° e
3x10° unidades formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL), respetivamente

Figura 7: Avaliacdo da funcionalidade das particulas lentivirais recombinantes produzidas a
partir do clone P3C do vetor pLV-spEYFP-DHFR por microscopia de fluorescéncia. Células HEK-
293T foram transduzidas com as particulas lentivirais recombinantes do clone P3C do vetor pLV-
SpEYFP-DHFR (B) e do vetor pLV-EGFP (A), e avaliadas por microscopia de campo claro (luz visivel)
e fluorescéncia (FL) 48 horas apdés a transducdo. Como controle positivo da capacidade de
empacotamento e transdugéo do vetor lentiviral, as células HEK-293T foram transduzidas com o vetor
pLV-EGFP. Como controle negativo, empregou-se as células HEK-293T ndo submetidas ao
procedimento de transdugéo (SEM).

4.4  Geragdo de células CHO-DG44 com expressao estavel da proteina spEYFP

Apbs a confirmacdo da funcionalidade das particulas lentivirais recombinantes
produzidas a partir do clone P3C do vetor pLV-spEYFP-DHFR, estas foram utilizadas para a
transducéo estavel do vetor pLV-spEYFP-DHFR nas células CHO-DG44, conforme descrito
na se¢do 3.5 de Materiais e Métodos. Como ha uma relacéo entre 0 MOI e 0 nimero de eventos
de integracdo gendmica de vetores de expressao lentivirais, optamos por empregar um MOI
relativamente baixo, de 0,5, com o objetivo de aumentar nossas chances de resgatar clones
celulares nas células CHO-DG44 associados a eventos Unicos de inser¢cdo gendmica.
Alternativamente, as células CHO-DG44 foram transfectadas estavelmente com o mesmo vetor
de expressdo, conforme descrito na secdo 3.6 de Materiais e Métodos. O objetivo foi isolar
clones celulares que seriam utilizados como referéncia de niveis de expressdo da spEYFP
associados a numeros mais elevados de copias do vetor de expressdo pLV-spEYFP-DHFR
integradas no genoma das células CHO-DG44.
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A partir das populacbes mistas obtidas, procedeu-se a selecdo das células com maiores
niveis de expressao da proteina spEYFP, denominada de etapa de enriquecimento. Para esta
finalidade, foi realizada a separagao das células ativada por fluorescéncia (“cell sorting’) por
citometria de fluxo no equipamento FACS ARIA 11, conforme descrito na secdo 4.7 de
Materiais e Métodos. Primeiramente, realizou-se uma varredura, empregando-se cerca de
10.000 eventos, das populagdes mistas para a obtencao do perfil de distribuigéo da intensidade
de fluorescéncia em cada populacdo. Tomando-se como referéncia as distribuicdes de
intensidade de fluorescéncia obtidas, isolou-se o dltimo decil de cada populacdo (10% da
populagdo celular com as maiores intensidades de fluorescéncia da proteina spEYFP) (Figura
8). As populagdes celulares mistas obtidas foram avaliadas por microscopia de fluorescéncia

antes e apos a selecao de células ativada por fluorescéncia (Figura 8).
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Figura 8: Enriquecimento por FACS das células spEYFP-positivas a partir das células CHO-
DG44 transduzidas (A) ou transfectadas estavelmente (B) com o vetor lentiviral bicistrénico de
expressao pLV-spEYFP-DHFR. As janelas (“gates”), aplicadas para o isolamento de 10% das células
SpEYFP-positivas com as maiores intensidades de fluorescéncia, sdo mostradas nos histogramas de
intensidade relativa de fluorescéncia representados na parte esquerda das figuras (A) e (B). As
monocamadas celulares das popula¢Ges mistas CHO-DG44 spEYFP-DHFR e CHO-DG44 spEYFP-
DHFRest foram avaliadas por microscopia fluorescéncia antes e depois do enriquecimento por FACS,
como representado na parte direita das figuras (A) e (B), demonstrando a eficicia do procedimento de
enriquecimento.
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Observa-se na Figura 8 que as popula¢es mistas de células CHO-DG44, geradas a partir
da transducdo ou transfeccdo estdvel do vetor pLV-spEYFP-DHFR, apresentaram-se
heterogéneas em relacéo a intensidade de fluorescéncia e a proporcéo do nimero de células
fluorescentes. Nota-se também a maior proporcdo de células fluorescentes associada a
metodologia da transducdo (Figura 8A). Na parte inferior a direita das Figuras 8A e 8B,
observa-se 0 aumento da proporcdo de células fluorescentes e da intensidade de fluorescéncia
nas populacbes celulares enriquecidas, demonstrando a eficacia do procedimento de
enriquecimento celular. Desta forma, foram geradas as populacGes celulares mistas
enriquecidas CHO-DG44 spEYFP-DHFR ST e CHO-DG44-spEYFP-DHFR SV.

4.5 Isolamento e caracterizacao de clones celulares a partir das populagdes celulares mistas
enriquecidas CHO-DG44 spEYFP-DHFR SV e CHO-DG44-spEYFP-DHFR ST

Apbs a recuperacdo das populacbes celulares enriquecidas a partir dos dois
procedimentos de transferéncia génica explorados, transducao e transfeccédo estaveis, procedeu-
se ao isolamento de clones celulares produtores da spEYFP por clonagem por dilugéo limitante
em placas de 96 pogos, conforme descrito na secdo 4.4 de Materiais e Métodos. Através deste
método, isolaram-se clones produtores da spEYFP a partir das populacdes mistas enriquecidas
de células CHO-DG44 transduzidas com as particulas lentivirais recombinantes do clone P3C
do vetor pLV-spEYFP-DHFR (clones SV1, SV2, SV3, SV4, SV5, SV6, SV7 e SV8), ou
transfectadas estavelmente com o mesmo vetor (clones ST1, ST2, ST3, ST4, ST5 e ST6). A
Figura 9 representa a analise por microscopia de fluorescéncia de cada um dos clones isolados,

confirmando a producéo da spEYFP.

Cada um destes clones isolados foi avaliado quanto a capacidade de secrecao da proteina
SpEYFP através do fracionamento dos meios de cultivo condicionados por 72 h, previamente
concentrados por um fator de 10X mediante ultracentrifugacdo em microcolunas Amicon de
corte de 10KDa, por SDS-PAGE 10%, seguida de escaneamento do gel a laser para deteccéo

de fluorescéncia (Figura 10).
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Figura 9: Clones derivados das células CHO-DG44 produtores da proteina SpEYFP isolados a
partir das estratégias de transducéo ou transfeccao estavel por lipofecgéo do clone P3C do vetor
pLV-spEYFP-DHFR. Avaliagdo por microscopia de fluorescéncia dos clones isolados. SV: clones
produtores da proteina SpEYFP associados a estratégia de transducéo. ST: clones produtores da proteina
SpEYFP associados a estratégia de transfecgéo estavel pelo método de lipofeccao.

Pode-se observar na Figura 10 que todos os clones produtores da SpEYFP e oriundos das
celulas CHO-DG44 transduzidas (clones SV) ou transfectadas estavelmente (clones ST) com o
vetor pLV-spEYFP-DHFR P3C secretam a proteina spEYFP, e que no caso dos meios
condicionados pelas linhagens parentais sem modificacdo, células HEK 293T e CHO DG44,

ndo foi possivel detectar bandas proteicas fluorescentes no comprimento de onda avaliado.

Selecionou-se um dos clones celulares como representante da estratégia de transfeccao
estavel (ST1), o qual foi submetido a uma rodada de selecdo com 30nM de MTX, na tentativa
de selecionar sub-populac@es celulares com um maior nimero de copias gendémicas do vetor de

expressdo pLV-spEYFP-DHFR. Gerou-se, desta forma, a populagdo celular ST1-30nM.



70

kDa L CHO HEKTere Tes: Ty ST1 ST2 ST3 ST4 ST5 ST6 KDa

= LA

w ST1 ST2 ST3 ST4 ST5 ST6

kDa L CHO Tame Tesxe Tw SV1SV2SV3 SV4 SV5 SV6 SV7 SV8 kDa L CHO Tges Tese Tw SV1SV2SV3 SV4 SV5 SV6 SV7 SV8
— - — - -
‘! Bl AW T
P T el
o L X
75 =
s p n v
) .
5y
Vi Sl

Figura 10: Avaliagdo da secre¢do da proteina SpEYFP (~27KDa) por SDS-PAGE em condic¢des
ndo redutoras, seguida por deteccédo de fluorescéncia por escaneamento a laser. Foram avaliados
os clones celulares representativos das estratégias de transfeccdo estavel (A) ou transdugdo (B) das
células CHO-DG44 com o vetor pLV-spEYFP-DHFR. Amostras de 5ul de meio condicionado por 72
horas pelos clones produtores da spEYFP isolados a partir das populac6es celulares mistas enriquecidas
das células CHO-DG44 transduzidas com as particulas lentivirais do vetor pLV-spEYFP-Dhfr (clone
P3C) (Figura 9B, canaletas SV1 a SV8), ou transfectadas estavelmente pelo método de lipofecgdo com
0 mesmo vetor (Figura 9A, canaletas ST1 a ST6), foram concentradas (10x) por ultrafiltracdo e
fracionadas por SDS-PAGE 10% em condic¢BGes ndo redutoras, seguida por deteccdo da emissdo de
fluorescéncia a 540nm por escaneamento a laser (530nm) (figuras & esquerda), e coloragdo com
Coomassie blue coloidal (figuras a direita). Como controle positivo, empregou-se 5ul de meio
condicionado por 48 horas das células HEK293T transfectadas transitoriamente com o vetor pLV-
SpEYFP-DHFR e concentrado por um fator de 10x por ultrafiltracdo (canaletas Tesc). Como controles
negativos da detecgdo da SpEYFP, utilizou-se aliquotas de 5ul de meio de cultivo a-MEM (canaletas
M), 5ul de meio condicionado por 96h pelas células CHO-DG44 e concentrado por um fator de 10x por
ultrafiltracdo (canaletas CHO), e 5ul de meio condicionado por 48h pelas células HEK293T
transfectadas transitoriamente com o vetor pLV-EGFP e concentrado por um fator de 10x por
ultrafiltracdo (canaletas Teee). L: Padrdo de peso molecular.

4.6 Determinacdo do numero de cépias do elemento spEYFP-IRES-DHFR integradas no
genoma dos clones celulares gerados

Com a demonstracdo de que os clones isolados por ambas metodologias de transferéncia

genica produzem e secretam a proteina-modelo utilizada, a SpEYFP, a proxima etapa consistiu
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em determinar o ndmero de copias integradas do elemento spEYFP-IRES-DHFR no genoma
dos clones isolados a partir das celulas CHO DG44. Avaliou-se o nimero de copias do elemento
SpEYFP-IRES-DHFR integradas no genoma dos clones SV1-SV8, ST1 e ST130nM.
Empregou-se um protocolo de contagem do numero de copias baseado na quantificacéo
absoluta por gPCR. A avaliacdo por gPCR foi baseada na utilizacéo de iniciadores especificos
para a deteccdo de um trecho da sequéncia codificadora da DHFR, presente no cassete de
expressao do vetor pLV-spEYFP-DHFR, e que foi integrado no genoma das células CHO-
DG44. Para a quantificacdo absoluta do nimero de copias integradas no genoma dos clones
celulares gerados, gerou-se uma curva-padrdo empregando quantidades definidas do vetor de
expressdo pLV-spEYFP-DHFR (Figura 11).
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Figura 11: Obtencdo da curva-padrdo para a quantificacdo do nimero de copias da regidao
codificadora da DHFR por gPCR. A) Curvas de amplificacdo de um trecho da regido codificadora
da DHFR a partir do NTC (“No Template Control”) e das diferentes diluicdes do vetor pLV-spEYFP-
DHFR que compfem os pontos da curva-padrdo. B) Curva-padréo obtida com as dilui¢cbes do vetor
pLV-spEYFP-DHFR. Estdo representados os valores de eficiéncia de amplifica¢do (“Efficiency”) e o
coeficiente de determinagdo (R?). C) Curvas de dissociacdo dos amplicons obtidos empregando-se as
diferentes dilui¢des do vetor pLV-spEYFP-DHFR.

Na Figura 11A, pode-se observar as curvas de amplificacdo obtidas a partir de cada uma
das dilui¢bes do vetor pLV-spEYFP-DHFR, as quais demonstram o acumulo exponencial dos
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amplicons. Adicionalmente, observa-se uma diferenga de Ct constante entre as diferentes
diluicdes exploradas, possibilitando a obtencio de uma curva-padrdo (Figura 11B) com um R?
de 0,99, indicando uma forte correlacdo entre os dados do Ct e 0 numero de copias do vetor
pLV-spEYFP-DHFR, e de uma eficiéncia de amplificacdo de aproximadamente 99%,
indicando um perfil de amplificacdo bem préximo do teérico. Pode-se observar nas curvas de
amplificacdo (Figura 11A) a formagdo de um produto inespecifico, associado a um valor mais
elevado de Ct, em uma das amostras do NTC (“No Template Control”). Entretanto, a
amplificacdo deste produto inespecifico provavelmente ndo interferiu com a utilizacdo da
curva-padrdo para se realizar a avaliagdo do nimero de copias integradas, pois a sua
amplificacdo ocorreu somente nos ultimos ciclos de amplificacdo. As curvas de dissociacdo
obtidas (Figura 11C) evidenciaram a obtencdo de um unico amplicon durante os ciclos de
amplificacdo das diferentes diluicbes do vetor pLV-spEYFP-DHFR exploradas, sendo
provavelmente um produto especifico de amplificacdo da regido codificadora da DHFR, nédo
tendo sido observado nenhum outro pico relativo & amplificacdo de algum produto adicional.

Apos ter sido verificada a especificidade e linearidade da curva-padrdo gerada, esta foi
utilizada para a quantificacdo do nimero de cépias do elemento spEYFP-IRES-DHFR
integradas no genoma dos clones isolados pelo método de transducao (clones SV1-SV8), além
do clone ST1 e da populacédo celular ST1-30nM, associados a estratégia de transfeccdo celular
(Figura 12).

Como mostrado na Figura 12, todos os clones celulares associados a estratégia de
transducdo apresentaram aproximadamente um Unico evento de integracdo do elemento
SpEYFP-IRES-DHFR no genoma das células CHO-DG44. Em contraste, o clone usado como
referéncia do método convencional de transfeccdo celular estavel, clone ST1, apresentou
aproximadamente 34 cépias do elemento spEYFP-IRES-DHFR integradas no genoma das
células CHO-DG44, e, apds este clone ter sido submetido a selecdo com 30nM de MTX, o
namero de copias/genoma aumentou para aproximadamente 47. Como controle negativo,
realizou-se esta mesma avaliagdo com a amostra de gDNA da linhagem parental CHO DG44,
ndo tendo sido observada amplificacdo de produto. Adicionalmente, como controle da
metodologia, realizou-se a determinagdo do nimero de copias/genoma de um gene enddgeno,
0 glucagon (Gcg). Segundo dados da literatura, 0 Gcg apresenta duas copias na linhagem

parental CHO-DG44%, e o valor obtido foi muito similar ao publicado.
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Nimero de copias/genoma

Populac¢des celulares / clones

Figura 12: Quantificagcdo absoluta por qPCR do numero de cdpias do elemento bicistrénico
SpEYFP-IRES-Dhfr integrado no genoma das células CHO-DG44. Empregou-se iniciadores
especificos para a DHFR, e dilui¢Ges seriadas (fator de dilui¢do de duas vezes) das amostras de gDNA
obtidas de clones isolados das populagdes celulares mistas enriquecidas CHO-DG44 spEYFP-DHFRenr
(indicados como SV1 a SV8) ou CHO-DG44 spEYFP-DHFRestenr (indicado como ST1). A mesma
analise foi realizada com o gDNA do clone ST1 submetido a sele¢do com 30nM MTX (indicado como
ST1 30nM MTX) e as células CHO-DG44 parentais. O nimero de cOpias/genoma do gene Gceg foi
determinado na amostra de gDNA das células CHO-DG44 parentais como controle da anélise do nimero
de copias gendmicas por qPCR. As barras representam as determinacdes médias do ndmero de
cOpias/genoma e a barra de erro o desvio padrdo considerando as réplicas técnicas (trés) de cada ponto
(quatro no total) da diluigdo seriada das amostras de gDNA.

4.7 Quantificacdo relativa e analise da estabilidade de expresséo da spEYFP

Em seguida, comparamos os niveis relativos de spEYFP acumulados nos meios de cultivo
condicionados por 72 h pelos clones celulares e populacdes celulares avaliados. Amostras de
meio de cultivo condicionados foram analisadas por 10% SDS-PAGE, e a spEYFP foi detectada
pelo escaneamento a laser dos géis. As bandas proteicas da SpEYFP, de 27 KDa e 30 KDa,
foram quantificadas por densitometria digital, e os volumes de bandas proteicas obtidos foram
normalizados pelo numero de células no momento da coleta de meio condicionado. O valor de

expressdo relativa da spEYFP associado & populacdo original de células mistas obtidas a partir
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da transducéo das células CHO-DG44 (CHO-DG44 spEYFP-DHFR) foi definida como 1,0, e
foi utilizado como referéncia para se determinar a expresséo relativa da spEYFP entre os

diferentes clones e populaces celulares avaliados (Figura 13).
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Figura 13: Analise dos niveis de expressdo relativa da SpEYFP entre os clones isolados a partir
das células CHO-DG44 transduzidas ou transfectadas estavelmente com o vetor pLV-spEYFP-
DHFR. Os valores dos volumes densitométricos das bandas proteicas (27 kDa e 30 kDa)
correspondentes a proteina spEYFP, detectadas por escaneamento a laser apds os experimentos de SDS-
PAGE, e relativos aos clones e populagGes celulares indicadas, foram normalizados pelo nimero de
células vidveis no momento das coletas de meio condicionado por 72 horas. Os valores de expressao
relativa normalizada da spEYFP da popula¢do mista CHO-DG44 spEYFP-DHFR (V) foram utilizados
como referéncia, sendo definida como 1,0. V sorting e T: PopulagBes enriquecidas associadas as
estratégias de transducgdo ou transfecgdo das células CHO-DG44, respectivamente SV1-SV8: Clones
isolados a partir da populagdo de células mistas enriquecidas das células CHO-DG44 transduzidas com
o0 vetor pLV-spEYFP-DHFR; ST1: Clone isolado a partir da populacdo de células mistas enriquecidas
das células CHO-DG44 transfectadas estavelmente com o vetor pLV-spEYFP-DHFR; ST1 30nM MTX:
Populacédo de células geradas a partir da sele¢do do clone ST1 com 30 nM de MTX. As barras indican
as médias de expressdo, e as barras de erro o desvio-padréo (n=3). Significancia estastistica: *p<0,05
ou **p<0,001, considerando a amostra SpEYFPLV como referéncia (ANOVA seguida de Tukey).

Os valores de secrecdo normalizados mostraram que a populagédo gerada pela estratégia
convencional de transfecc@o apresentou niveis de secrecdo 3,6X maiores da proteina spEYFP
quando comparada a populacdo mista gerada pela estratégia de transducdo (Figura 13), embora
esta diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa. Um dos clones isolados a partir
desta populagdo mista, o clone ST1, acumulou no meio condicionado por 72 h niveis relativos
da spEYFP 6,6X maiores que aqueles observados na populagdo mista gerada pela estratégia de
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transducéo (V). O clone ST1, apo6s ter sido submetido a selecdo com uma concentracdo de 30nM
de MTX (ST1 30 nM MTX), passou a acumular cerca de nove vezes mais SpEYFP em relagéo
a populacdo mista gerada pela estratégia de transducdo (Figura 13). Quanto a estratégia de
transducdo, a populacdo mista enriquecida mostrou niveis de secre¢édo cerca de 5X maiores que
0 da populagdo mista de transducéo inicial, embora esta diferenca ndo tenha sido significativa
(Figura 13). Para os clones celulares associados a estratégia de transducdo, destacam-se 0s
clones SV2, SV4, SV6, e particularmente o clone SV8, que apresentou um acumulo relativo da
SpEYFP cerca de 12X maior do que aquele observado na populacdo mista gerada pela estratégia
de transducdo (Figura 13). E importante ressaltar que todos os clones derivados da populago
de células mistas CHO-DG44 spEYFP-DHFR SV (clones SV1-SV8) apresentaram niveis de
expressao semelhantes ao observado para as células ST1 e ST1 30nM MTX (Figura 13). Os
dados de expressdo da spEYFP e a analise de nimero de copias do elemento spEYFP-IRES-
DHRF integradas no genoma (Figura 12) sugerem que 0s sitios Unicos de integracdo gendmica
do elemento spEYFP-IRES-DHFR associados aos clones SV1 a SV8 possui uma elevada
atividade transcricional, uma vez que apenas uma copia desse elemento esta associada a niveis
de expressdo da spEYFP semelhantes aos associados a 35 a 45 copias do mesmo elemento

integradas aleatoriamente no genoma.

Apbs avaliacdo dos niveis relativos de secrecdo da spEYFP associados a cada um dos
clones isolados, avaliou-se se esses niveis de secre¢do eram mantidos ao longo do tempo.
Assim, acompanhou-se a estabilidade dos niveis de secrecdo da spEYFP ao longo de 40

geracOes, ou aproximadamente dois meses em cultivo (Figura 14).

A avaliacdo da estabilidade dos niveis de secrecdo da proteina spEYFP (Figura 14)
indicou que todos os clones isolados, tanto da estratégia de transducdo como de transfeccédo
estavel, apresentaram niveis estaveis de secrecao da proteina spEYFP ao longo das 40 geracdes,
de acordo com os critérios de estabilidade descritos na se¢do 4.13 de Materiais e Métodos.

De uma forma geral, a metodologia empregada de varredura de sitios gendmicos baseados
na utilizagdo de particulas lentivirais recombinantes permitiu o isolamento de clones celulares
associados a eventos unicos de insercdo gendmica, 0s quais permitem uma produtividade
relativa da proteina reporter estavel e em niveis similares aos encontrados em clones que
possuem dezenas de copias do mesmo cassete de expressdo. Estes resultados indicam que estes

sitios Unicos de integracdo gendmica do elemento spEYFP-IRES-DHFR apresentam um
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contexto gendmico que permite uma expressao estavel e de alta capacidade, comparavel aquela

observada em clones celulares contendo dezenas de cdpias do mesmo elemento de expressao.
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Figura 14: Avaliacdo da estabilidade da secrecdo da proteina SpEYFP ao longo de 40 geracdes.
Avaliou-se os clones associados as estratégias de transfeccdo estavel (clone ST1) ou transducéo das
células CHO-DG44 (clones SV1-SV8) com o vetor pLV-spEYFP-DHFR. Os niveis relativos de
secre¢do da spEYFP de cada um dos clones isolados foram avaliados no tempo O e em intervalos de 10
geragdes, ao longo de 40 geragdes (cerca de dois meses). As amostras de meios de cultivo condicionados
por 72 h foram avaliadas por 10% SDS-PAGE em condic¢Ges ndo redutoras, seguida por deteccdo de
fluorescéncia por escaneamento a laser. Os valores de volume densitométricos das bandas proteicas
correspondentes a spEYFP, normalizados pelo nimero de células viaveis no momento da coleta, foram
utilizados para se obter uma curva de regressao linear dos valores de produtividade relativa obtidos ao
longo das 40 geracOes. O critério de estabilidade dos niveis de secrecdo da spEYFP utilizado foi a
obtencdo de inclinacfes da curva de regressao inferiores a 30%. Na parte superior a direita de cada
grafico estéo representados os valores de inclinagao (“slope”) das curvas.

4.14  Determinagdo do sitio de integragdo baseado na estratégia de “DNA walking”

Com o isolamento de clones celulares contendo eventos Unicos de inser¢do genémica,

potencialmente associados a uma atividade estavel e elevada de transcrigéo génica, a etapa final
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do trabalho consistiu na identificacdo destas regides gendmicas de insercdo através da técnica
de DNA “walking”, conforme descrito na secdo 4.14.1 de Materiais e Métodos. A primeira
etapa consistiu na fragmentacdo das amostras de gDNA através da digestdo com as enzimas de
restricdo Hpal e ECORV para a geracdo das bibliotecas de fragmentos de DNA, conforme

indicado na Figura 15.

10 Kb’

Figura 15: Geracdo das bibliotecas de fragmentos de gDNA dos clones SV2, SV4, SV5 e SV7.
Anadlise por eletroforese em gel de agarose 1% m/v das amostras de gDNA (200ng) dos clones SV2,
SV4, SV5 e SV7 fragmentados através da digestdo com as enzimas de restricdo Hpal ou EcCoRV por 16
h a 37°C. L: marcador de peso molecular de 1 Kpb; 1) Amostra de gDNA do clone SV2 digerido com
Hpal; 2) Amostra de gDNA do clone SV2 digerido com EcoRV; 3) Amostra de gDNA do clone SV4
digerido com Hpal; 4) Amostra de gDNA do clone SV4 digerido com EcoRV; 5) Amostra de gDNA do
clone SV5 digerido com Hpal; 6) Amostra de gDNA do clone SV5 digerido com EcoRV; 7) Amostra
de gDNA do clone SV7 digerido com Hpal.

Como pode ser observado na Figura 15, as amostras de gDNA dos clones SV2, SV4, SV5
e SV7 foram digeridas pelas enzimas de restricdo EcoRV e Hpal, evidenciado pela presenca de
fragmentos de gDNA de diversos tamanhos. As amostras de gDNA ndo digeridas apresentam

um perfil de fragmentos com tamanhos ao redor de 20 Kpb (dados ndo mostrados).

Ap0s a geragdo das bibliotecas de fragmentos de gDNA, seguiu-se com a etapa de ligacao
dos oligonucleotideos adaptadores, conforme descrito na se¢édo 4.14.2 de Materiais e Métodos.
Na sequéncia, uma aliquota das reacdes de ligacéo (1 pl) foi utilizada para a realizagéo dos dois
ciclos de PCR do “Nested” PCR (Figura 16).
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Como pode ser observado na Figura 16, ndo houve a amplificacdo de produtos especificos
apos os dois ciclos de PCR.

L12345 67 8910C-

1° PCR

Figura 16: Etapas de “Nested” PCR para o reconhecimento dos sitios de integraciao do vetor de
expressao pLV-spEYFP-DHFR nas células CHO-DG44. Analise por eletroforese em gel de agarose
1% m/v dos dois ciclos de PCR do “Nested” PCR, etapa final da metodologia empregada para o
reconhecimento dos sitios de integragdo baseada em DNA “walking”. L: marcador de peso molecular
de 1 Kpb. 1) Amostra de gDNA do clone SV2 digerido com a enzima de restrigdo Hpal; 2) Amostra de
gDNA do clone SV2 digerido com EcoRV; 3) Amostra de gDNA do clone SV4 digerido com Hpal; 4)
Amostra de gDNA do clone SV4 digerido com EcoRV; 5) Amostra de gDNA do clone SV5 digerido
com Hpal; 6) Amostra de gDNA do clone SV5 digerido com EcoRV; 7) Amostra de gDNA do clone
SV7 digerido com Hpal; 8) Amostra de gDNA do clone SV7 digerido com EcoRV; 9) Amostra de
gDNA do clone SV8 digerido com Hpal; 10) Amostra de gDNA do clone SV8 digerido com EcoRV;
C-) amostra sem DNA.

Como a nossa tentativa inicial de amplificacéo dos sitios de insercdo pela técnica de DNA
“walking” resultou na amplificagdo de produtos inespecificos e sem a formagdo de nenhuma
banda de DNA definida, buscou-se descobrir as etapas que limitavam 0 sucesso desta
metodologia. Para isso, realizou-se o protocolo empregando-se o vetor pLV-spEYFP-DHFR
como um controle de cada etapa do procedimento, basendo-se na sua sequéncia nucleotidica

tedrica. Seguiu-se o procedimento previamente descrito, empregando-se 1 pg do vetor, que foi
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digerido individualmente ou simultaneamente, com as enzimas de restrigdo Sspl, Hpal e ECORV
(Figura 17).

Figura 17: Digestdo do vetor pLV-spEYFP-DHFR com as enzimas de restricdo Sspl, Hpal e
EcoRV. Andlise por eletroforese em gel de agarose 1% m/v do vector pLV-spEYFP-DHFR (1 pg) apés
ter sido digerido com as enzimas de restricdo Sspl (fragmentos esperados 8,7 Kpb e 133 pb), Hpal
(fragmento esperado 8,85 Kpb) ou EcoRV (fragmentos esperados 8 Kpb e 849 pb) por 16 h a 37°C. L:
marcador de peso molecular de 1 Kpb; 1) Amostra do pLV-spEYFP-DHFR digerido com Hpal; 2)
Amostra de pLV-spEYFP-DHFR digerido com Sspl; 3) Amostra de pLV-spEYFP-DHFR digerido com
EcoRV; 4) Amostra de pLV-spEYFP-DHFR digerido com Hpal, Sspl e EcoRV (fragmentos esperados
3,9 Kpb, 3,2 Kpb, 850 pb, 731pb e 133pbh); 5) Amostra de gDNA da linhagem CHO-DG44 digerido
com Hpal, Sspl e EcCoRV.

Como pode ser observado na Figura 17, a digestdo do vetor pLV-spEYFP-DHFR
individualmente ou simultaneamente com as enzimas de restricdo Sspl, Hpal e ECoORV gerou
fragmentos de DNA de tamanhos que se aproximaram dos valores tedricos esperados. Uma
das nossas davidas era se alguma das enzimas de restricdo utilizadas para fragmentacao das
amostras de gDNA clivaria algum sitio nas regides 5’LTR e 3’LTR do vetor, o que
comprometeria a continuidade da regido compreendida entre os sitios de anelamento dos
iniciadores LSP1 e LSP2, localizados na regido U5 da regido 5’LTR, e a extremidade do
elemento 5’ do provirus. A digestdo do vetor com as trés enzimas de restricao simultaneamente
demostrou que o mesmo néo é clivado em alguma regido préxima a regido na qual se liga os
iniciadores LSP1 e LSP2, o que, caso acontecesse, ndo permitiria a formacao de um amplicon

especifico relativo ao sitio gendmico de integracao.

De acordo com o protocolo original, purificou-se os fragmentos de DNA gerados pela
digestdo individual ou simultdnea com as trés enzimas de restricdo avaliadas, através de
adsorcdo do DNA em colunas de silica. Em uma das alternativas avaliadas, misturou-se 0s
fragmentos de DNA (500ng) do vetor pLV-spEYFP-DHFR digerido, individualmente ou
simultaneamente, com as enzimas EcoRV, Hpal e Sspl ao gDNA (1 pg) das células CHO-
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DG44 digerido com as mesmas enzimas, e seguiu-se com a purificagdo dos fragmentos através
de adsorcdo do DNA em colunas de silica., Na sequéncia, avaliou-se a eficiéncia de recuperagéo
dos fragmentos de DNA gerados pelas digestdo com as enzimas de restricdo e purificados,
comparando-se a situacdo na qual o material genético nédo foi purificado. A titulo de ilustragéo,
a Figura 18 representa os dados obtidos com a digestdo realizada apenas com a enzima Sspl.

Dados similares foram obtidos nas demais configuragdes exploradas.
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Figura 18: Avaliacdo da eficiéncia do protocolo de purificagdo dos fragmentos de DNA baseado
em adsor¢cdo do DNA a silica. Andlise por eletroforese em gel de agarose 1% m/v de uma das
configuragOes avaliadas, envolvendo a digestdo com a enzima de restricdo Sspl por 16 h a 37°C. L:
marcador de peso molecular de 1 Kpb; 1) Amostra (500ng) do vetor pLV-spEYFP-DHFR digerido com
Sspl; 2) Amostra (500ng) do vetor pLV-spEYFP-DHFR digerido com Sspl e purificagdo dos fragmentos
de DNA resultantes por adsor¢do do DNA a silica; 3) Amostra (500ng) do vetor pLV-spEYFP-DHFR
digerido com Sspl e misturado a uma amostra (1 pg) de gDNA de CHO-DG44 digerida com Sspl; 4)
Amostra (500ng) do vetor pLV-spEYFP-DHFR digerido com Sspl e misturado a uma amostra (1 pg)
de gDNA de CHO-DG44 digerida com Sspl e purificagdo dos fragmentos de DNA resultantes por
adsorcao do DNA a silica.

Pode-se observar na Figura 18 (canaletas 1 vs. 2, e 3 vs 4) que houve uma perda
significativa dos fragmentos de DNA oriundos tanto da amostra de vetor pLV-spEYFP-DHFR
como da amostra de gDNA das células CHO-DG44 digeridas com a enzima de restrigdo Sspl,
apos o processo de purificagcdo por adsorcdo do DNA a silica. Concluiu-se que a etapa de
purificacdo limita a quantidade de material disponivel para a realizacao da etapa de ligacdo dos
fragmentos de DNA ao adaptador, o que poderia resultar em uma reducdo da sensibilidade da
etapa de “Nested” PCR. Devido a esta possivel limitacdo, decidiu-se seguir o protocolo com 0s
fragmentos de DNA n&o submetidos a etapa de purificagdo. Assim, utilizaram-se 0S meios
reacionais das reacOes de digestdo com as enzimas de restricdo diretamente na etapa de ligacdo

dos oligonucleotideos adaptadores, e 0s meios reacionais das reac6es de ligacdo do adaptador
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foram usados diretamente para a primeira reacdo de PCR da etapa de “Nested” PCR (Figura

19).

3Kb &
2Kb P

1Kb ¥

500pb

Figura 19: Detec¢io por “Nested” PCR da ligacio dos oligonucleotideos adaptadores aos
fragmentos de DNA oriundos da digestdo do vetor pLV-spEYFP-DHFR com as enzimas de
restricdo Hpal, Sspl e EcoRV. Anélise por eletroforese em gel de agarose 1% m/v dos dois ciclos de
“Nested” PCR. As Figuras (A) e (B) representam os primeiros e segundo ciclos de “Nested” PCR,
respectivamente. L: marcador de peso molecular de 1 Kpb; 1) Amostra de gDNA do clone SV2 digerido
com a enzima de restrigdo Sspl e purificada por adsor¢do do DNA a silica; 2) Amostra do vetor pLV-
SpEYFP-DHFR digerido com Hpal, Sspl e ECORV; 3) Amostra do vetor pLV-spEYFP-DHFR digerido
com as enzimas Hpal, Sspl e ECORV misturada & amostra de gDNA de CHO-DG44 digerida com as
mesmas enzimas; 4) Amostra do vetor pLV-spEYFP-DHFR digerido com Hpal, Sspl e EcoRV
submetida a PCR empregando iniciadores que reconhecem a regido codificadora do elemento IRES
(controle positivo da presenca de fragmentos de DNA oriundos do vetor apds os procedimentos de
fragmentacdo, purificacdo e ligagdo do adaptador); 5) Amostra da PCR descrita em 3), diluida 10 vezes
com agua milliQ. C-) Amostra sem DNA (controle negativo).

Baseando-se na sequéncia nucleotidica teérica do vetor pLV-spEYFP-DHFR, ao digerir-
se 0 vetor simultaneamente com as enzimas de restri¢do Sspl, Hpal e ECoORV um dos fragmentos
gerados possuiria a regido de reconhecimento do iniciador reverso LSP1, e duas extremidades
passiveis de ligacao ao adaptador, uma delas gerada pela digestdo com a enzima Sspl, e a outra
pela digestdo com a enzima Hpal. Caso a ligacdo deste fragmento de DNA ao adaptador fosse
bem sucedida, um amplicon de 2.586 pb, relativo a distancia entre os sitios de anelamento do
iniciador LSP1 e de reconhecimento da enzima de restricdo Sspl, deveria ser gerado apos a
execugdo da etapa de “Nested” PCR, como de fato ocorreu (Figura 19A, canaletas 2 e 3). Este
resultado positivo com os fragmentos de DNA do vector indicaram que uma provavel limitacéo
para a obtengdo de amplicons a partir de fragmentos de gDNA seria a baixa abundancia relativa
do alvo (sitio de inser¢éo), ja que novamente ndo se observou amplicons quando se empregou

uma amostra de gDNA extraida do clone SV2 como material de partida, o qual foi digerido
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com a enzima Sspl, purificado por adsor¢do do DNA a silica, ligado ao adaptador, e usado na
primeira PCR (Figura 19A, canaleta 1). E importante ressaltar que em ambos 0s casos
explorados, ou seja, na amostra que possuia apenas fragmentos do vetor e aquela na qual se
efetuou a mistura de fragmentos de DNA do vetor a fragmentos de gDNA da linhagem parental
CHO-DG44, observaram-se amplicons especificos e do tamanho esperado, indicando a
auséncia de elementos inibitérios da reacdo de PCR. Para a segunda PCR do protocolo de
“Nested” PCR (Figura 19B, canaleta 5), a PCR foi realizada diluindo-se uma aliquota
proveniente da primeira PCR (Figura 19A, canaleta 3) previamente 10 vezes com agua millliQ.
Contrastando com a primeira PCR (Figura 19A, canaleta 3), observou-se a presenca de alguns
produtos inespecificos juntamente com uma banda de DNA definida do tamanho esperado

(aproximadamente 2 500 pb) (Figura 19B, canaleta 5).

A B
LA 1A 2A 3A 4A

Figura 20: Amplificacdo dos sitios gendmicos de integracao do vetor de expressao pLV-spEYFP-
DHFR nos clones SV4 e SV5. Analise por eletroforese em gel de agarose 1% m/v dos primeiros (A) e
segundo (B) ciclos de “Nested” PCR, etapa final da metodologia empregada para 0 reconhecimento do
sitio gendmico de integracdo baseada na estratégia de “DNA walking”. L: marcador de peso molecular
de 100 pb. 1) Primeira PCR realizada com amostra da reacéo de ligacao entre o adaptador e 0 gDNA do
clone SV5 digerido com as enzimas de restricdo EcoRV e Hpal; 2) Primeira PCR realizada com amostra
da reacao de ligacdo entre o adaptador e 0 gDNA do clone SV4 digerido com EcoRV e Hpal; 3 e 5)
Primeira PCR realizada com amostra da reacéo de ligacdo do adaptador e 0 gDNA do clone SV5 digerido
com EcoRV e Hpal, empregando-se iniciadores para amplificagédo de parte do elemento IRES e da regido
codificadora da spEYFP (fragmento esperado 800pb — controle positivo da presenca do vetor); 4)
Primeira PCR realizada sem adi¢cdo de DNA (controle negativo). LA: marcador de peso molecular de 1
Kpb; 1A) Segunda PCR realizada a partir da amostra da primeira PCR referente ao clone SV4 diluida
100 vezes, e empregando—se os mesmos iniciadores (AP1 e LSP1) da primeira PCR; 2A) Segunda PCR
realizada a partir da amostra da primeira PCR referente ao clone SV4, empregando-se os iniciadores
AP2 e LSP1; 3A) Segunda PCR realizada a partir da amostra da primeira PCR referente ao clone SV4
sem diluicdo; 4A) Segunda PCR realizada a partir da amostra da primeira PCR referente ao clone SV4
e diluida por um fator de 10 vezes, e empregando-se os iniciadores AP2 e LSP2.
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Frente a estes resultados, resolveu-se realizar uma nova tentativa de amplificar o sitio
gendmico de inser¢édo do vetor pLV-spEYFP-DHFR com dois dos clones isolados (clones SV4
e SV5) seguindo as novas condi¢cOes estabelecidas, conforme descrito acima. A figura 19

representa os resultados obtidos apds a realizacéo das duas etapas de PCR.

Como pode ser observado na Figura 20, apo6s a realizacdo da primeira PCR (Figura 20A,
canaletas 1, 2 e 3), pode-se visualizar amplicons de varios tamanhos nos dois clones avaliados
(SV4 e SV5). Como controle negativo, realizou-se uma PCR sem adi¢do de DNA (Figura 20A,
canaleta 4). Adicionalmente, como controle positivo da presenca do vetor na amostra de gDNA,
realizou-se duas PCRs para a deteccdo do cassete de expressédo na amostra de gDNA do clone
SV5, empregando-se iniciadores especificos para amplificacdo de um amplicon de 800pb
correspondente a um trecho do elemento IRES e da regido codificadora da proteina spEYFP
(Figura 20, canaletas 3 e 5). Nas canaletas de 1 a 4 da Figura 20B, pode-se observar 0s
resultados referentes a configuracdes alternativas da segunda PCR, realizadas a partir da
primeira reacdo de PCR, referente ao clone SV4. Observa-se que em uma das condi¢bes
exploradas foi possivel obter um amplicon de aproximadamente 1200 pb (Figura 20 — canaleta
4A). Nas demais condicdes exploradas foram observadas apenas produtos inespecificos. Estdo
em andamento os experimentos para a determinagédo da sequéncia deste fragmento de DNA de
1200 pb.
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5. DISCUSSAO

Uma das etapas mais cruciais para o estabelecimento de uma plataforma de producéo de
proteinas recombinantes terapéuticas baseada em células de mamiferos é a obtencéo de clones
celulares expressando estavelmente grandes quantidades do produto de interesse, sendo
fundamental que esta alta produtividade esteja vinculada a manutengdo das caracteristicas
estruturais, bioquimicas e funcionais da proteina recombinante. A estratégia de obtencao de
clones celulares superprodutores envolve a manipulacdo genética de determinadas linhagens
celulares, mais especificamente, a insercdo gendémica estavel da regido codificadora da proteina
de interesse ligada funcionalmente a elementos regulatérios da transcri¢do génica, e associada

a marcadores de selecdo que possam ser explorados para o isolamento de clones produtores.

Os desafios associados a estas estratégias envolvem procedimentos laboriosos e
prolongados de varredura tanto de eventos aleatorios e favoraveis de insercdo genémica, bem
como de fenotipos celulares compativeis com a manutencdo das caracteristicas estruturais e
funcionais da proteina de interesse quando produzida em grandes quantidades. Estes
procedimentos de selecdo e varredura diminuem grandemente a eficiéncia de obtencdo de
clones produtores. Neste sentido, o estabelecimento de novas metodologias que permitam
estabelecer, em menos tempo, clones celulares superprodutores estaveis, torna-se relevante.
Avancos provenientes de estudos “Omicos” e do campo da engenharia de células de mamiferos
tém permitido a otimizacao dos processos de criacdo de linhagens celulares de mamifero através
de maultiplas modificacdes genéticas para aumentar a estabilidade e os niveis de expressao de
proteinas recombinantes®?. Estudos gendmicos permitiram a identificacdo de trechos nos
genomas de varias sublinhagens de interesse das células CHO com potencial para a exploracdo
de novas estratégias para o melhoramento na produc&o de proteinas recombinantes!!. Da mesma
forma, a aplicacdo de ferramentas de biologia de sistemas tem se mostrado muito relevante para
a compreensdo das complexas alteracfes fenotipicas sofridas pelas células CHO durante o
processo de obtenc&o de clones superprodutores'®. Ressalta-se ainda a recente disponibilidade
de genomas de referéncia de varias sublinhagens das células CHO, fornecendo ndo s6 um mapa
genético para a aplicacdo de técnicas de manipulagdo genética as celulas CHO, mas também
um catdlogo de alteragdes genéticas presentes nestas células, permitindo um melhor
entendimento da sua biologia*. Estas pesquisas evidenciaram a plasticidade do genoma das
células CHO, e deixaram claros os desafios associados a aplicacdo deste conhecimento para a

manipulacdo genética controlada das células CHO, ja que sdo inimeros as mutagcdes pontuais,
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0s rearranjos cromossémicos e as variagdes do numero de copias observadas nas suas diferentes
sublinhagens®. Ha ainda amplas alteragBes epigenéticas que podem reconfigurar sua

maquinaria celular, como, por exemplo, a metilagdo do DNA e as modificacdes de histonas'®.

Frente a estes desafios, a nossa proposta envolveu o reconhecimento de regifes gendmicas
com estavel e elevada atividade transcricional como possiveis alvos para insercéo sitio-dirigida
de genes de interesse, visando otimizar o processo de desenvolvimento de plataforma de
expressdo de proteinas recombinantes em células de mamiferos. No presente trabalho, nos
propusemos a avaliar a viabilidade de combinar o uso de uma proteina reporter fluorescente
secretavel (SpEYFP), particulas lentivirais recombinantes como sistema de entrega génica, e 0
enriquecimento das células expressando niveis mais elevados da spEYFP por FACS para
mapeamento de regides gendmicas com atividade transcricional elevada e estavel nas celulas
CHO-DG44. Além disso, também empregamos clones celulares isolados de células CHO-
DG44 transfectadas estavelmente com o mesmo vetor lentiviral como referéncia dos niveis de
expressao SpEYFP associados a um maior numero de copias do vetor de expressao integrado
no genoma das células CHO-DG44. Empregou-se um vetor lentiviral bicistronico de terceira
geragdo derivado do virus HIV. A escolha desta abordagem estd fundamentada numa
caracteristica bem estudada destes virus, que € a capacidade de insercéo preferencial do provirus

em um subconjunto de genes transcricionalmente ativos®®.

Uma das caracteristicas mais importantes relacionada ao emprego das metodologias de
transferéncia génica é a heterogeneidade clonal quanto aos niveis de producgdo da proteina de
interesse, e que sdo observados quando se emprega protocolos de transfeccdo estavel. Os
vetores de expressao em células de mamiferos frequentemente possuem elementos regulatérios
destinados a promover uma expressdo constitutiva, e, idealmente, independente do contexto de
insercdo gendmica do gene de interesse. Assim, é comum, por exemplo, a utilizacdo de
promotores virais fortes para conduzir a expressdo de genes recombinantes em células CHO,
como, por exemplo, o promotor do citomegalovirus humano (CMV), a regido promotora
derivada da repeticdo terminal longa (LTR) do virus do sarcoma mieloproliferativo, e
promotores derivados do virus do sarcoma de Rous e do virus Simio 40 (SV40E)'%. Entretanto,
no contexto gendmico, a funcdo destes elementos depende de componentes da maquinaria de
transcricdo celular e de elementos genéticos enddgenos proximos ao locus cromossémicos de
insercdo, os quais podem afetar negativamente a expresséo do transgene®®. Sabe-se que o nivel
de expressdo relativo de um determinado transgene de interesse é variado entre os diferentes

subclones que comp&em uma determinada populagio celular mista’®®. Quando se considera as
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estratégias envolvendo metodologias de transfeccéo estavel, a variacdo nos niveis de expressao
do transgene esté relacionada a padroes especificos de integracdo de transgenes, como, por
exemplo, inser¢des de multiplas copias do cassete de expressdo, muitas vezes organizadas como
loci complexos, ou a rearranjos gendmicos dos sitios de insercdo do transgene!®®, ou ainda a
localizagdo genomica dos eventos de integracdo, o denominado “efeito de posicdo”, o qual
possui um efeito importante na taxa de transcrigdo do transgenel®. Estes efeitos posicionais,
aliados a variabilidade da capacidade biossintética e secretoria associada a sub-fendtipos

celulares!t®

sdo as principais razdes da variedade dos niveis de expressdo e a instabilidade da
produtividade celular durante o cultivo a longo prazo em clones celulares isolados a partir das
estratégias classicas de manipulacdo genética envolvendo transfeccdo celular'®, — Neste
trabalho, ndo foi observada uma variabilidade estatisticamente significativa nos niveis de
expressao da proteina reporter utilizada, a SpEYFP, nos diferentes clones avaliados. Embora
tenha se avaliado um ndmero muito limitado de clones neste trabalho, apenas oito no caso da
estratégia de transducdo viral, e apenas um no caso da estratégia envolvendo a transfeccéo
plasmidial estavel, € possivel que esta baixa variabilidade clonal quanto aos niveis de expressao
da spEYFP reflita o tropismo das sequéncias provirais derivadas dos lentivirus por regides
gendmicas ativas transcricionalmente®’. Outro fator que pode ter contribuido para a baixa
heterogeneidade quantos aos niveis de expressdo da spEYFP entre os diferentes clones

analisados foi a etapa de selecdo por FACS, indicando a efetividade desta abordagem.

A produtividade e estabilidade s&o dois fatores cruciais na etapa de desenvolvimento de
uma plataforma de expressdo de biofarmacos®. Por isso, boa parte do esforco e tempo
despendido na fase de estabelecimento de uma plataforma de expressdo estdo relacionados na
geracdo de populagBes celulares clonais com perfil de producio reprodutivel e confiavel*!2.0s
marcadores de selecdo mais comumente empregados durante o processo de obtencdo de um
clone celular produtor sdo as regides codificadoras da enzimas DHFR e Glutamina Sintetase
(GS), que permitem que se explore o fendmeno da amplificagcdo génica®®. Protocolos de
amplificacdo génica envolvendo o uso de concentracdes crescentes de metotrexato (MTX),
inibidor do DHFR, e a metionina sulfoximina (MSX), inibidora da GS, tornam possivel a
obtencéo da amplificagdo do numero de cdpias do gene recombinante para centenas a milhares
de cOpias/genoma, com aumentos expressivos nos niveis de producao da proteina recombinante
de interesse*®. No presente trabalho, selecionamos um ndmero limitado de clones celulares,
sendo que foi relativamente simples isolar clones celulares contendo uma Gnica cOpia do cassete

de expressdo bicistronico da spEYFP integrada no genoma das células CHO-DG44, e associada
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a niveis de expressdo da SpEYFP estaveis e similares aos observados em um clone celular
contendo aproximadamente 45 copias do mesmo elemento de expressdo. E razoavel especular
que a triagem de um ndmero mais elevado de clones permitiria a identificacdo de sitios
gendmicos associados a niveis de expressao da proteina recombinante de interesse ainda mais
elevados. No entanto, é improvavel que um Unico sitio gendmico suporte niveis de expressao
de uma proteina recombinante determinada equivalentes aqueles que poderiam ser obtidos com
centenas ou milhares de copias/genoma comumente obtidas quando se emprega estratégias de
amplificacdo génica. A exploragdo de multiplos “hotspots” gendmicos provavelmente sera
necessario para se alcancgar tais niveis de expressao. Nesse sentido, Guidukov e seus colegas
demonstraram o aumento linear dos niveis de expressdo de um anticorpo monoclonal
recombinante associado ao uso de trés “hotspots” gendomicos diferentes em combinagdo com o
uso de varias copias transgénicas, destacando a importancia do mapeamento empirico ou

tedrico de sitios gendmicos adicionais!®®.

Como repdrter para 0 mapeamento destes sitios gendmicos ativos transcricionalmente,
empregou-se uma variante artificial secretada da proteina fluorescente EYFP. A EYFP é uma
proteina intracelular monomérica e de baixo peso molecular. A EYFP foi derivada a partir de
uma forma mutante da proteina GFP, e apresenta uma maturacao mais rapida em comparacao
com a proteina de origem, assim como um deslocamento no espectro de emissdo em dire¢céo ao
vermelho, com pico em 528 nm, e uma maior intensidade do brilho em células vivast*. A
EYFP é relativamente sensivel ao pH acido, e degrada-se em processo induzido pelo ion cloreto
(CI", sendo esses problemas exacerbados quando é expressa a 37°C e/ou direcionada a certas
organelas*'®. Ao ser sintetizada, precisa amadurecer adequadamente antes de emitir
fluorescéncia, passando por duas etapas para a sua maturacdo: dobramento e formacéo do
cromdforo!!®. Como a proteina EYFP é intracelular, fato este que dificultaria a avaliagdo mais
rigorosa dos seus nhiveis de expressdo, optou-se por modifica-la para que fosse secretada no
meio de cultura, e desta forma impedir grandes acumulos desta proteina no meio intracelular,
ja que existem relatos indicando a toxicidade celular associada a superexpressdo e acumulo
intracelular da EGFP%1%° " A fusdo da regifo codificadora da proteina EYFP com o peptideo
sinal da cadeia leve do fator VIII humano foi feita através de mutacdo dirigida por PCR.
Curiosamente, ndo foi possivel a detec¢do por fluorimetria da proteina SpEYFP nos meios de
cultivos condicionados pelas populagdes celulares mistas e clones celulares obtidos a partir da
transfeccdo ou transducdo das células CHO-DG44. Desconhece-se 0s motivos que impediram

a detecgdo da fluorescéncia da spEYFP diretamente no meio de cultivo condicionado, mas
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suspeita-se que seja devido a uma provavel supressdo (“quenching”) do sinal fluorescente da
SPEYFP por compostos presentes no meio de cultivo ou, talvez, por uma incapacidade da
técnica de se detectar baixas concentrac6es da proteina spEYFP presente nas amostras de meios
condicionados. A deteccdo da secrecdo da proteina fluorescente spEYFP se tornou possivel
apos o fracionamento das amostras de meio condicionado por SDS-PAGE 10%, seguido por
deteccdo da fluorescéncia por escaneamento a laser do gel. Com o emprego desta metodologia,
constatou-se que a proteina SpEYFP é secretada para 0 meio de cultivo das células HEK-293T
transfectadas transitoriamente, ou nas populacGes mistas das células CHO transfectadas e

transduzidas estavelmente com o vetor pLV-spEYFP-Dhfr (Figura 9).

Neste trabalho, ndo se avaliou de forma sistematica uma possivel relagdo entre os niveis
intracelulares de fluorescéncia e a quantidade acumulada de spEYFP nos meios de cultivos
condicionados pelos clones avaliados. Como a fluorescéncia intracelular detectada através de
microscopia de fluorescéncia estaria associada a deteccdo da forma madura da spEYFP, a
expectativa era de que altos niveis de fluorescéncia intracelular estariam associados a uma
maior capacidade de expressao e secre¢do da SpEYFP. Foi nessa premissa, inclusive, que nos
baseamos para incluir a etapa de enriquecimento de clones super-produtores por FACS.
Entretanto, observou-se que parte dos clones selecionados apresentavam, aparentemente, niveis
mais elevados de intensidade de fluorescéncia intracelular, sendo que ndo havia uma
correspondéncia evidente com os niveis acumulados de spEYFP no meio condicionado. O
processo de secrecdo de proteinas pelas células de mamiferos € complexo, e envolve a
translocacdo das cadeias nascentes de polipeptideos do citosol para o limen do reticulo
endoplasmatico (ER — Endoplasmic Reticulum), através da sua ligacdo com a particula de
reconhecimento de sinal (SRP — Signal Recognition Particle), e é no interior do ER onde ocorre
o enovelamento das proteinas que serdo direcionadas através da via secretorial®.
Adicionalmente, cada sequéncia de peptideo sinal promove a secrecdo de proteinas de forma
variavel, possivelmente porque um determinado peptideo sinal nativo pode ndo funcionar
corretamente fora do seu contexto nativo, ou, ainda, devido a diferencas ligadas a célula
hospedeira ou ao proprio processo de secrecdo!®. Por exemplo, existem relatos relacionando a
disfuncdo da via secretéria associada a deficiéncias no funcionamento do complexo SRP,
acarretando na retencdo do peptideo sinal, e gerando assim um acumulo dos polipeptideos na
forma de corpos de inclusdes precipitados no ER, e, consequentemente, a baixos niveis de
secrecdo!!’. Desta forma, é possivel que altos niveis de fluorescéncia intracelular nfo estejam

associados necessariamente a altos niveis de secrecdo da proteina repoérter fluorescente,
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possivelmente por uma alteracdo ou deficiéncia da via de secre¢do. Por outro lado, em parte
dos clones, a baixa intensidade de fluorescéncia intracelular aparenta ser um indicativo de altos
niveis de expressédo e secrecdo da proteina reporter. Um destes exemplos seria o clone ST1, que
apresentou baixos niveis aparentes de fluorescéncia intracelular acompanhados de bons niveis

de secrecdo da spEYFP, indicando um transito eficiente da SpEYFP pela via secretoria.

Quanto a determinagdo dos sitios gendmicos de integracdo associados aos clones
isolados pela estratégia de transducdo estivel, experimentamos varias dificuldades na
metodologia empregada (DNA “Walking”), possivelmente devido a limitada capacidade da
técnica de detectar eventos relativamente raros, associado a um baixo numero de copias, ou
ainda a dificuldades técnicas associadas aos reagentes utilizados, como, por exemplo, a
processividade e atividade da enzimas Taq polimerase ou da Ligase utilizadas!!®. A
identificacdo de sequéncias de nucleotideos desconhecidas flanqueadas por regides de DNA ja
caracterizadas pode ser realizada por varios métodos baseados em PCR, comumente conhecidos
como “Genome Walking” (GW)!%12° Uma variante destas abordagens, denominada de
método R-GW (Restriction-based GW), requer a digestdo preliminar do DNA genémico por
enzimas de restricdo adequadas, cujos sitios devem estar localizados a uma distancia adequada
daregido onde ocorre a juncdo entre as sequéncias conhecidas e desconhecidas, sendo que esses
fragmentos de DNA séo posteriormente auto-circularizados ou ligados a adaptadores projetados
especificamente!'®. Esta estratégia tem sido empregada em um grande niimero de investigacoes
para identificar e caracterizar os sitios de inser¢cdo no genoma humano de sequéncias provirais
retrovirais ou provenientes de vetores derivados de retrovirus!®. Optamos pela estratégia de
“Genome” ou DNA “Walking” para o mapeamento das regides de insercdo gendmica do
cassete de expressdo associadas aos clones isolados, sendo que obtivemos, na nossa primeira
tentativa, apenas produtos inespecificos apds as reagdes de “Nested” PCR (Figura 15).
Problemas similares, associados a uma baixa sensibilidade e eficiéncia da metodologia de GW
foram relatados na literatura'?®. Nas tentativas seguintes de se padronizar a metodologia de GW,
empregamos o0 proprio vetor pLV-spEYFP-DHFR, que apresenta em sua sequéncia sitios
unicos ou duplos de reconhecimento para as enzimas de restri¢do utilizadas, e aliado ao fato de
dispormos da sua sequéncia nucleotidica teérica completa, permitiu ter um controle mais rigido
de cada umas das etapas da estratégia de GW. Inicialmente, foram usados 500 ng do vetor para
a execucdo do protocolo de GW, sendo que experimentamos o mesmo problema de
inespecificidade nas reagdes de PCR (dados ndo mostrados). Desta forma, a quantidade do vetor

foi aumentada para 1 pg, o que nos permitiu a obtencdo do resultado esperado (Figura 18). O
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uso do vetor pLV-spEYFP-DHFR possibilitou a identificacdo da etapa de purificagdo dos
fragmentos de DNA, gerados pela digestdo com as enzimas de restri¢do, por adsor¢do do DNA
a silica como o principal gargalo da técnica (Figura 17). A retirada da etapa de purificacdo dos
fragmentos de DNA por adsorcdo a silica permitiu que se aumentasse a disponibilidade de
fragmentos de DNA para ligagio ao adaptador, uma etapa inerentemente ineficiente!'8, De uma
forma geral, a perda dos fragmentos de DNA ao longo do procedimento explicaria 0 nosso
insucesso nas tentativas iniciais. Adicionalmente, um complicante adicional seria a propria
abundancia relativa dos sitios genémicos de insercéo, pois, considerando que os clones isolados
possuem uma Unica copia integrada gendmica do vetor, 1 pug de gDNA dos clones, em teoria,
apresentaria cerca de 5x10° copias do sitio de insergdo, caso a eficiéncia de purificacio dos
fragmentos de gDNA fosse 100%. A titulo de comparacao, nas condi¢des que tivemos sucesso,
empregando-se 1 pg do vetor, esta quantidade representaria em teoria cerca de 10*° copias da
sequéncia alvo, indicando claramente que a sensibilidade da metodologia também foi um fator
limitante importante. N6s aparentemente obtivemos éxito quando os meios reacionais das
reacOes de digestdo com as enzimas de restri¢cdo foram concentradas por um fator de 10 vezes
antes de serem empregada nas proximas etapas, o que nos permitiu a obtencdo de uma banda
de DNA definida apos a etapa de “Nested” PCR no caso do clone SV4 (Figura 19).

Finalmente, a implementacdo de novas estratégias de geracdo de plataformas de
expressdo de biofarmacos, seja através da modificacdo de vetores de expressdo, ou pela
engenharia de vetores e bioprocessos, ou ainda através do emprego de abordagens envolvendo
a metodologia de amplificacdo génica ou técnicas moleculares de integracéo sitio-dirigida, tem
se traduzido em aumentos expressivos nos rendimentos de producdo de proteinas
recombinantes terapéuticas'?’. A nossa proposta de utilizar vetores lentivirais para o
mapeamento de sitios gendémicos nas células CHO-DG44 associados a niveis de producdo
estaveis e elevados para seu posterior uso como plataformas de expressédo, associado a técnicas
de edicdo genbmica, como, por exemplo CRISPR/Cas9, vem a se juntar a estas correntes
destinadas a aumentar a produtividade e o rendimento das plataformas de producdo de
biofarmacos baseadas em células de mamiferos. Concluindo, nos descrevemos a primeira
tentativa de mapeamento de sitios gendmicos transcricionalmente ativos e estaveis em células
CHO-DG44, e que poderiam ser explorados como possiveis alvos para a insercao dirigida de
transgenes de interesse, complementando esforcos semelhantes em outras linhagens celulares
CHO comercialmente importantes, como CHO-K1REF e CHO-SREF. A crescente

disponibilidade de sitios gendmicos de integracdo favoraveis e bem caracterizados constituira
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as bases para abordagens novas e inovadoras que visam o desenvolvimento e engenharia de

linhagens celulares para a producgdo de proteinas recombinantes.

6. CONCLUSOES

- Isolou-se clones celulares contendo uma Unica copia do vetor de expressdo bicistrénico
da spEYFP integrada no genoma das células CHO-DG44, e associada a niveis de expressdo da
SpEYFP estaveis e similares aos observados em um clone celular contendo aproximadamente

45 copias do mesmo elemento de expressao.

- Obteve-se o vetor lentiviral bicistronico de expressdo (pLV-spEYFP-DDHFR) de uma
forma variante secretada da EYFP (spEYFP). As andlises realizadas por transfec¢do transitéria
da linhagem celular HEK293T demonstraram a funcionalidade do vetor quanto a expressdo e
secrecdo da SpEYFP (analises de microscopia de fluorescéncia e SDS-PAGE seguida de
escaneamento a laser) e producdo de particulas lentivirais recombinantes (experimentos de

transducéo viral e microscopia de fluorescéncia);

- A transducdo das células CHO-DG44 com particulas lentivirais empregando-se um
MOI de 0.5 permitiu a obtengéo eficiente de clones celulares associados a eventos Unicos de
integracdo do vetor de expressdo no genoma das células CHO-DG44.
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