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ABSTRACT
1. ABSTRACT

Stable gene integration and rapid selection of clones with high transgene expression are
extremely important in the development of biopharmaceutical systems for the production of the
protein of interest. According to the regulatory guidelines, production clones should be stable for
many generations, that is, consistently produce the desired product, the quantity and quality of
which are not adversely modified. This project presents a solution to significantly shorten the
development process of therapeutic proteins. To achieve long-term stable expression exemplified
by a Fab transgene using recombinase-mediated cassette exchange (RMCE), the lox sequence
configurations with each other was modified. Among other things, by reversing the orientation of
the spacer sequence, the integrated gene was not lost after several dozen cycles of cell division. This
feature also prevents the reversible integration of the transgene. It has also been shown that the
location of the mutations in the lox arm (lox71_2272 s3'-5 'and lox66T_2272 s3'-5', in the donor
and acceptor vector) affects the efficiency/specificity of the recombinase reaction and the stability
of recombinant protein production. As a result of the developed recombination reaction, a
guadruple mutant (DSMDAM, double spacer mutant double arm mutant) is formed. The Cre
recombinase excision pathway for products flanked with the DSMDAM mutant is blocked. The

insertion event is not reversible.

The developed technology to derive stable cell lines was based on the use of the properties of
the Cre-lox system, which is compatible with the CHO host. The basis of the recombination strategy
used in the presented solution was the selection of appropriate mutation configurations of the lox
sequence, shape (including sequence and structure) of vector constructs (acceptor, donor, control
with a reporter gene, for expression of cre/TAT-cre) and the conditions of the recombination
reaction, affecting both the efficiency and effectiveness of the exchange as well as the long-term
stability of the recombinant. The derivation of the acceptor stable cell line (CHO_pMIml_2 GFP) and
verification of the possibility of acting as a platform for efficient generation of target cell lines, stably
producing the expected product, was successful. A universal line of reusable cells for the site-specific
integration of transgenes has been obtained. Together with a reliable recombination process, the
entire platform can be freely used for the processes of commercial development of therapeutic
proteins, including monoclonal antibodies. Thanks to the proposed solution, it is possible to:
efficiently and comparable with the RMCE processes presented in the literature, integrate genes in
a specific place in a specific order in one transfection step; stable integration of therapeutic protein

transgenes into a target site in the genome of CHO cells (stable transgene expression and protein
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production for up to 60 days in culture); a significant reduction of the costly stages of therapeutic
protein development due to the possibility of using a universal cell line to the stage of establishing
a stable therapeutic protein producer line as well as a substitute for transient transfection for
preliminary tests, verifying the potential of the obtained molecule and the suitability of the CHO

host for its production.

Stable cell lines are the key production tools used to express recombinant biotherapeutic protein
transgenes. Cell lines proliferate and consistently produce the desired product over a specified
period of time, with specified yields and without adversely affecting the quality of specific product
characteristics. The development of a highly stable production cell line is demanding and depends
primarily on careful selection of clones in the early stages of the cell line development. Instability of
antibody expression in CHO is a common problem in industrial processes. Therefore, it is important
to properly control mAb production. The analytical platform presented here is designed to
comprehensively and accurately verify the stability of IgGl-producing cell lines during drug
development and its various stages. The platform consists of analytical tools to verify protein
attributes and cell line parameters, such as: galactosylation, afucosylation (GO glycoform content),
oxidation, host cell proteins [HCP], host cell DNA [HC DNA], charge heterogeneity, aggregates, gene
copy number [GCN], cell density and viability. All of the above were pre-classified as analytical goals
for the platform based on literature data. However, in the conducted studies, only ten pre-qualified
attributes and parameters showed variability indicating their sensitivity to changes in the stability
of the cell line and the produced antibody. The design of the analytical platform was developed to
guide the proper control of stable expression of the transgene. The following parameters of the cell
line were considered critical and necessary for monitoring in the context of stability analysis: the
number of gene copies and productivity. The antibody attributes that have been identified as critical
for analysis under this aspect are galactosylation, afucosylation (expressed as GO content), protein

charge dependent isoforms, and aggregation.
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2. STRESZCZENIE

Stabilna integracja gendw i szybka selekcja klonéw o wysokiej ekspresji transgenu sg niezwykle
wazne przy opracowywaniu systemow biofarmaceutycznych do produkcji biatka, bedacego
przedmiotem zainteresowania. Zgodnie z wytycznymi regulacyjnymi, klony produkcyjne powinny
by¢ stabilne przez wiele pokolen, to znaczy w sposéb niezmienny wytwarzaé pozadany produkt,
ktorego ilo$é i jakos¢ nie ulega niekorzystnym modyfikacjom. W niniejszym projekcie przedstawiono
rozwigzanie do istotnego skrécenia procesu rozwoju biatek terapeutycznych. Aby osiggnac
dtugoterminowg stabilng ekspresje, na przyktadzie transgenu Fab, wykorzystujgc wymiane kaset za
posrednictwem rekombinazy (RMCE), zmodyfikowano wzajemne konfiguracje sekwencji lox.
Miedzy innymi poprzez odwrdcenie orientacji sekwencji rdzenia nie doszto do utraty
zintegrowanego transgenu po kilkudziesieciu cyklach podziatu komérki. Ta funkcja zapobiega
rowniez odwracalnej integracji transgenu. Wykazano dodatkowo, ze lokalizacja mutacji w ramieniu
lox (lox71_2272_s3’-5' oraz lox66T_2272_s3’-5’, w wektorze donorowym i akceptorowym) wptywa
na wydajnosc¢/specyficzno$¢ reakcji rekombinazy i stabilno$¢ wytwarzania rekombinowanego
biatka. W wyniku opracowanej reakcji rekombinacji powstaje poczwdrny mutant (DSMDAM, double
spacer mutant double arm mutant). Szlak wycinania dla rekombinazy Cre dla produktow

oflankowanych mutantem DSMDAM jest zablokowany. Zdarzenie wstawienia nie jest odwracalne.

Opracowana technologia do wyprowadzania stabilnych linii komdérkowych opiera sie na
wykorzystaniu witasciwosci systemu Cre-lox, wykazujgcego kompatybilnos¢ z gospodarzem CHO.
Podstawg strategii rekombinacji, wykorzystanej w prezentowanym rozwigzaniu, byt dobdr
odpowiednich konfiguracji mutacji sekwencji lox, ksztatt (w tym sekwencja i struktura) konstruktow
wektoréw (akceptorowego, donorowego, kontrolnego z genem reporterowym, do ekspresji
cre/TAT-cre) oraz warunki reakcji rekombinacji, wptywajgce zaréwno na wydajnos¢ i skutecznosc
wymiany, jak rowniez dtugoterminowo na stabilnos¢ rekombinanta. Wyprowadzenie akceptorowe;j
stabilnej linii komdrkowej (CHO_pMIml_2_GFP) i weryfikacja mozliwosci petnienia funkcji platformy
do wydajnego generowania docelowych linii komdrkowych, stabilnie wytwarzajacych oczekiwany
produkt, zakonczyta sie sukcesem. Uzyskano uniwersalng linie komorek wielokrotnego uzytku do
miejscowo specyficznej integracji transgendw, ktéra w parze z niezawodnie dziatajgcym procesem
rekombinacji, umozliwia swobodne wykorzystywanie catej platformy do proceséw komercyjnego
rozwoju biatek terapeutycznych, w tym przeciwciat monoklonalnych. Dzieki zaproponowanemu
rozwigzaniu mozliwa jest: wydajna i poréwnywalna z prezentowanymi w literaturze procesami

RMCE, integracja gendw w okres$lonym miejscu, w okreslonej kolejnosci w jednym kroku transfekcji;
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stabilna integracja transgendw biatek terapeutycznych do miejsca docelowego w genomie komédrek
CHO (stabilna ekspresja transgenu i produkcja biatka do 60 dni w hodowli); istotna redukcja
kosztownych etapédw rozwoju biatek terapeutycznych za sprawg mozliwosci wykorzystania
uniwersalnej linii komdrkowej do etapu wyprowadzenia stabilnej linii producenta biatka
terapeutycznego, jak rowniez jako substytut transfekcji przejsciowej do testow wstepnych,

weryfikujacych potencjat uzyskiwanej czasteczki oraz przydatnosé¢ gospodarza CHO do jej produkgji.
ytikujgcycnh p ) y ] CZ9 przy gosp jejp )

Stabilne linie komdrkowe sg kluczowymi narzedziami produkcyjnymi, uzywanymi do ekspresji
transgendw rekombinowanych biatek bioterapeutycznych. Linie komdrkowe namnazajg sie
i konsekwentnie wytwarzajg pozadany produkt przez okreslony czas, z okreslong wydajnoscig i bez
negatywnego wplywu na jakos¢ okreslonych cech produktu. Opracowanie wysoce stabilnej
produkcyjnej linii komoérkowej jest wymagajgce i zalezy przede wszystkim od starannej selekcji
klonéw we wczesnych stadiach rozwoju linii komorkowej. Niestabilnos¢ ekspresji przeciwciat w CHO
jest czestym problemem w procesach przemystowych. Dlatego wazine jest, aby odpowiednio
kontrolowaé produkcje mAb. Przedstawiona platforma analityczna jest przeznaczona do
kompleksowej i doktadnej weryfikacji stabilnosci linii komdrkowych, produkujacych IgG1 w okresie
rozwoju leku, na jego réznych etapach. Platforma sktada sie z narzedzi analitycznych do weryfikacji
atrybutéw biatek i parametréw linii komodrkowych, takich jak: galaktozylacja, afukozylacja
(zawartos¢ glikoform G0), utlenianie, biatka komorki gospodarza [HCP], DNA komodrki gospodarza
[HC DNA], heterogenicznos¢ tadunku, agregaty, liczba kopii genu [GCN], gestos¢ komoérek
i ich zywotnos$é. Wszystkie powyzsze zostaty wstepnie zaklasyfikowane jako cele analityczne dla
platformy na podstawie danych literaturowych. Natomiast w przeprowadzonych badaniach tylko
dziesie¢ wstepnie zakwalifikowanych atrybutdw i parametréow wykazato zmiennos¢, wskazujgca na
ich wrazliwos¢ na zmiany stabilnosci linii komdrkowej i wytwarzanego przeciwciata. Opracowano
ksztatt platformy analitycznej, wyznaczajgcej kierunek do wtasciwej kontroli stabilnej ekspresji
transgendw. Za krytyczne i niezbedne do monitorowania parametry linii komérkowej, w kontekscie
analizy stabilnosci, uznano: liczbe kopii genu oraz produktywnosé. Cechy przeciwciata, ktdre zostaty
wyodrebnione jako krytyczne do analizy w ramach niniejszego aspektu to: galaktozylacja,

afukozylacja (wyrazona zawartoscig G0), izoformy zalezne od tadunku biatka oraz agregacja.

Strona 9z 116



