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INTRODUCCION

Las células CHO (chinese hamster ovary) constituyen el sistema huésped de
eleccion para la produccion industrial de proteinas recombinantes terapéuticas.
Este proceso requiere de la optimizacion de diversos parametros, entre ellos, el
disefio del vector de expresion. Actualmente, los promotores virales (como CMV)
son los mas empleados ya que brindan niveles altos de expresion de la proteina
recombinante de interés.

Sin embargo, estos promotores muchas veces se encuentran sujetos a
silenciamiento epigenético, y suelen imponer a las células cierto estrés, pudiendo
interrumpir su crecimiento y afectar diversos procesos celulares. Idealmente, la
funciéon promotora debe coordinarse con el proceso productivo. Por estas
razones, el uso de promotores endégenos que respondan a la dindmica de un
bioproceso, constituye una alternativa interesante y prometedora.

0BJETIVOS

e |dentificar, mediante RNA-seq de células CHO-K1, promotores de genes con
elevada expresion durante un proceso tipico de producciéon de proteinas
recombinantes en biorreactor (modo perfusion y gradiente de temperatura).

e Construir con tales promotores, nuevos vectores de expresion para la
proteina fluorescente ZsGreen1, y evaluar su actividad transcripcional
mediante la transfeccion de células CHO-K1, BHK21 y HEK293T.

e Analizar su estabilidad de expresién en el tiempo, asi como también la
actividad transcripcional de los promotores a 32 y 37 °C.

e Realizar una caracterizacion in silico de las secuencias de los promotores
enddgenos.

METODOLOGIA
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RESULTADOS Y DISCUSION
1. Transreccion TRANsITORIA DE cELutAs CHO-K1, BHK21 v HEK293T
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Figura 1. Andlisis de la expresion transiente de ZsGreen1 bajo el control del promotor viral CMV (control) y los promotores
enddgenos Actb, Ctsz, Hmox1, Hspa5, Rps18 y Vim, en diferentes lineas celulares. A. Mediante microscopia de fluorescencia.
B, C, D. Mediante citometria de flujo: se muestra el %ZsGreen1 para las células CHO-K1, BHK21 y HEK293T, respectivamente,
co-transfectadas con los nuevos vectores y el plasmido pClneo-CMV-IFNa. M2: Células con intensidad de fluorescencia moderada
(10"-10° unidades arbitrarias de fluorescencia-UAF). M3: Células con elevada intensidad de fluorescencia (>10° UAF).

3. CARACTERIZACION IN SILICO DE LAS SECUENCIAS DE LOS PROMOTORES 4. ANALISIS DE LA EXPRESIGN ESTABLE A 32 Y 37°C
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Tabla 1. Prediccion de elementos funcionales potenciales en las
secuencias de los promotores.
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Figura 3. Evaluacion de los niveles de expresion de

O 1101] Yes | 374bp ™ ZsGreen1 en células CHO-K1 cultivadas de forma

paralela a 32 °C y 37 °C, durante 10 dias.
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Figura 2. Estabilidad de expresmn de ZsGreen1 en células: A. CHO-K1 y B. BHK-21
cultivadas hasta 45 y 50 generaciones, respectivamente, en ausencia de neomicina.
C-F. Fold-change en la intensidad media de fluorescencia (MFI) en M2 y M3.

CONCLUSION

Se obtuvieron promotores enddgenos de células CHO- K1 que
constituyen una alternativa promisoria al uso de promotores virales,
para la produccion de proteinas recombinantes de interés
bioterapéutico.

Los mismos responden a las condiciones de cultivo habitualmente
implementadas en escala productiva (alta densidad en cultivos en
modo perfusion y con un gradiente de temperatura).

Estos promotores conforman un panel inicial para disefar
estrategias de ingenieria celular y promotores sintéticos, asi como
para el desarrollo de lineas celulares industriales.




