Biopharma-Zelllinienentwicklung

Plasmazellen als Blaupause fur die
moderne Biopharmakaherstellung
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Chinese hamster ovary (CHO) cells are the workhorse for industrial
production of biotherapeutics, like monoclonal antibodies (mAbs).
They are derived from ovarian tissue and therefore not specialized for
the production of therapeutic mAbs. Contrastingly, plasma cells of the
immune system are evolutionary specialized for high-end mAb syn-
thesis. Taking nature as blueprint, we compared naturally specialized
plasma cells to CHO cells, by big-data omic analyses, to improve

industrial CHO cells.
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B Zu den modernen Biopharmaka zéahlen
neben RNA- und Zelltherapeutika auch
rekombinante Proteine, wie beispielsweise
therapeutische Antikorper fiir die Behand-
lung verschiedener Tumor- und Autoimmun-
erkrankungen. Diese rekombinanten Pro-
teine werden mithilfe von Produktionszell-
linien hergestellt. Am haufigsten werden
CHO-Zellen (CHO: chinese hamster ovary)
verwendet, da diese zum einen sehr robust
sind, die komplexen Proteine aber gleichzei-
tig auch effizient und in guter Qualitdt her-
stellen konnen [1]. Mithilfe rekombinanter
DNA-Technologie wird die genetische Infor-
mation fiir das jeweilige Protein in die CHO-
Zellen eingebracht (transfiziert), welche

dann in der industriellen Produktion in meh-
reren zehntausend Litern umfassenden Fer-
mentationsanalgen kultiviert, iiberwacht und
mit Nahrstoffen versorgt werden. Die produ-
zierten Proteintherapeutika werden nachfol-
gend gereinigt und konfektioniert. Obwohl
gerade zu Beginn der industriellen Herstel-
lung therapeutischer Antikorper die Produk-
tion mithilfe von CHO-Zellen eher ineffizient
war, konnte sie im Lauf der vergangenen
Jahrzehnte massiv verbessert werden, um
der steigenden Nachfrage gerecht zu werden
[2]. Derzeit entwickelt die Forschung konti-
nuierlich neue Proteinformate, u. a. auch
kiinstliche Antikorperderivate oder virusba-
sierte Gentherapien, die potenter gegen bis-

Plasmazelle Unterschiede in CHO Zelle
G ifikant der Expression
i J( g i von Molekiilen ; 4
@- b | a
A NN ;
x M : P
' signifikant

A Abb. 1: |dentifizierung molekularer Unterschiede zwischen Plasma- und CHO-Zellen. Hierzu
wurde die unterschiedliche Expression von verschiedensten biologischen Molekilen durch Omics-
Analysen untersucht und bioinformatisch ausgewertet.
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her unheilbare Krankheiten wirken. Gerade
diese artifiziellen Proteine sind haufig von
CHO-Zellen nur schwer herstellbar, falt- oder
sekretierbar, was zu einer stark verminder-
ten Ausbeute wahrend der Fermentation
fiihrt. Um diese Probleme zu 16sen, bedarf es
gezielter Optimierungen der Produktionszell-
linien.

Grundsatzlich sind CHO-Zellen sehr gute
Expressionswirte, welche wahrend der Fer-
mentation zu hohen Zelldichten wachsen, auf
groBe Volumina skaliert werden konnen und
einfach genetisch modifiziert werden konnen
[3]. Allerdings sind CHO-Zellen von Natur
aus Ovarienzellen und daher nicht auf die
Herstellung groBer Proteinmengen speziali-
siert. Um CHO-Zellen fiir die Produktion the-
rapeutischer Proteine zu optimieren, konnen
diese gezielt genetisch verandert werden.
Das Einbringen neuer Gene kann die Zellen
beispielsweise befdahigen, Proteine effizienter
zu exprimieren, zu falten, oder auch zu
sekretieren. Alternativ konnen nachteilige
Gene in der Produktionszelle durch moleku-
lare Genscheren wie CRISPR-Cas9 ausge-
schaltet oder mittels RNA-Interferenz herun-
tergeregelt werden. Ziel ist hierbei immer die
verbesserte CHO-Zelle zu Herstellung hoch
komplexer, auch artifizieller Proteine.

Plasmazellen als Blaupause fiir die
Antikorperproduktion

Plasmazellen wurden im Lauf der Evolution
iiber Millionen Jahre darauf spezialisiert,
enorme Mengen Antikorper von hoher Qua-
litdt fiir unsere Immunabwehr zu produzie-
ren. Welche genetischen und molekularen
Voraussetzungen dieser Fahigkeit zugrunde
liegen, ist heute bereits gut erforscht. Kern-
punkte sind eine stark vergroBerte zellulare
Produktions- und Sekretionsmaschinerie fiir
Antikorper, welche durch ein genetisches
Plasmazellprogramm generiert wird [4].
Nahezu unerforscht sind hingegen die mole-
kularen Unterschiede zwischen diesen natiir-
lichen Antikdérperproduzenten und CHO-
Produktionszellen (Abb. 1). Um die unspezi-
alisierten CHO-Zellen produktiver und damit
ressourcen- und kosteneffizienter zu machen,
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A Abb. 2: Differenziell vorkommende biologische Molekiile zwischen Plasma- und CHO-Zellen. Initial identifizierte Molekile wurden mittels bioinforma-
tischer und statistischer Methoden auf den signifikant differenziell exprimierten Anteil zwischen CHO- und Plasmazellen heruntergebrochen.
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A Abb. 3: Plasma- und CHO-Zell-spezifische Signalwege. In Plasmazellen sind beispielsweise
Molekiile der Sekretionsmaschinerie iberreprasentiert (griin) wahrend CHO-Zellen sich durch
eine stark ausgeprégte extrazelluldre Matrix und enorme Mengen sekretierter Proteine auszeich-
nen (blau).

sind diese molekularen Unterschiede von
enormem Interesse.

Die modernen Omics-Analysemethoden
eignen sich fiir diese Fragestellung beson-

ders. Der Begriff ,,omic“ ist vom Griechischen
abgeleitet und beschreibt die Betrachtung
einer Gesamtheit [5]. Mithilfe dieser Analy-
sen konnen die gesamten RNAs (Transkrip-

tom und miRNom) und Proteine (Proteom,
Sekretom, Surfaceom) einer Zelle analysiert
werden (Abb. 1).

Wahrend das Transkriptom alle gencodie-
renden mRNA-Molekiile zusammenfasst,
stellt das miRNom eine Untergruppe des
Transkriptoms dar. MikroRNAs sind, wie der
Name bereits vermuten lasst, sehr kleine
Molekiile bestehend aus ca. 21 Nukleotiden.
Trotz ihrer bescheidenen GroBe haben sie
einen enormen Einfluss auf die globale
Genexpression einer Zelle. So kann eine ein-
zige mikroRNA die Expression mehrerer
hundert Gene verhindern [6]. Genau diese
Eigenschaft der Regulation gesamter Gen-
Netzwerke macht mikroRNAs auch fir die
Verdnderung und Optimierung von industri-
ellen Produktionszelllinien duBerst interes-
sant. Ahnliches gilt fiir die Gesamtheit der
Proteine: Wahrend das Proteom alle Proteine
einer Zelle umfasst, sind das Sekretom und
Surfaceom zelluldre Protein-Untergruppen,
die fiir die Entwicklung besserer Produk-
tionszelllinien sehr wertvoll sein konnen.

Fiir die Omics-Analysen in unserem Pro-
jekt wurden die gesamten molekularen
Unterschiede in der Expression aller oben
genannten Gruppen zwischen Plasma- und
CHO-Zellen untersucht. Daflir wurden die
Molekiile aus CHO- und Plasmazellen iso-
liert, experimentell analysiert und resultie-
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rende Daten bioinformatisch ausgewertet
und quantitativ verglichen (Abb. 2).

Aus den urspriinglich insgesamt 148.951
detektierten mRNA-Transkripten, 5.485
mikroRNAs, 13.118 intrazelluldren Pro-
teinen, 909 sekretierten und 1.357 Oberfla-
chenproteinen wurde eine Vielzahl an unter-
schiedlich (differenziell) vorhandenen Mole-
kiilen herausgefiltert. Daraus ergeben sich
5.052 mRNA-Molekiile, 147 mikroRNAs und
insgesamt 2.364 Proteine, welche signifikant
differenziell zwischen CHO- und Plasmazel-
len vorkommen.

Entschliisselung der
unterschiedlichen Signalwege in
Plasma- und CHO-Zellen

Was aber sagen uns diese zahlreichen Unter-
schiede und wie konnen wir sie zur Verbes-
serung von CHO-Zellen nutzen? Eine ein-
fache Betrachtung der Liste differenzieller
Molekiile kann - mit fachlichem Hinter-
grundwissen — bereits Ansatzpunkte fiir bis-
her ungenutzte Optimierungsmaoglichkeiten
von CHO-Produktionszelllinien liefern.

Um ein generelles Verstandnis auf zellula-
rer Ebene zu generieren, miissen die betei-
ligten Plasma- oder CHO-Zell-spezifischen
Molekiile in ihrem Kontext und ihrer Rolle in
iibergreifenden zelluldaren Signalwegen
betrachtet werden. Dies ist mithilfe von
pathway enrichment-Analysen moglich. Bei
diesen werden Signalwege, in denen die
Beteiligung der zellspezifischen Molekiile
moglichst hoch ist, iber bioinformatische
Datenevaluierung identifiziert. Aus solchen
Analysen ging deutlich hervor, dass in Plas-
mazellen viele Molekiile der Transkription,
Proteinexpression und -faltung, des Vesikel-
und Nahrstofftransports und der Sekretion
haufiger vorkommen als in industriellen
CHO-Zellen (Abb. 3, griin). CHO-Zellen hin-
gegen zeichnen sich vor allem durch eine
stark ausgepragte extrazellulare Matrix,
sowie groBe Mengen an sekretierten Protei-
nen und Proteasen aus (Abb. 3, blau).
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Anwendung der gewonnenen
Erkenntnisse zur Verbesserung von
CHO-Produktionszellen

Um die resultierenden plasmazellspezifi-
schen Mechanismen auch experimentell fiir
die Optimierung von industriellen CHO-Pro-
duktionszelllinien zu nutzen, wurde eine
Auswahl an plasmazellspezifischen Molekii-
len in CHO-Zellen eingebracht. Im Falle der
plasmazellspezifischen mikoRNAs wurden
66 Molekiile getestet und fiir 14 mikroRNAs
eine Verbesserung der spezifischen Produk-
tivitat fir Antikérper von 20-50 Prozent
erreicht. Diese Verbesserung der Produkti-
onskapazitit ist besonders bemerkenswert,
da der Effekt nur auf die Genregulation einer
einzigen mikroRNA zuriickzufiihren ist. Dies
zeigt das enorme Potenzial dieser winzigen
RNA-Molekiile.

Des Weiteren wurden mehr als 20 plasma-
zellspezifische, proteincodierende Gene zur
Optimierung in CHO-Zellen eingebracht.
Darunter befanden sich Transkriptionsfakto-
ren fiir eine verbesserte Proteinprozessie-
rung sowie Gene, die die Nahrstoffversor-
gung oder Proteinsekretion steigern. Hiermit
wurden Produktsteigerungen von bis zu
50 Prozent erreicht. Im Hinblick auf die viel-
faltigen vorherigen CHO-Zelllinienentwick-
lungsstudien ist es bemerkenswert, wie effi-
zient die Gene des molekularen CHO-Plasma-
Vergleichs zu verbesserten Phdnotypen
fiihrten [7]. Dies unterstreicht eindrucksvoll,
wie die Natur als Vorbild verwendet werden
kann, um die zelluldre Herstellung therapeu-
tischer Antikorper in CHO-Zellen zu verbes-
sern.
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