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Métodos para aumentar la viabilidad y productividad en cultivos celulares
Descripcion
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a métodos para aumentar la viabilidad y produccion de proteinas
secretadas en cultivos de células eucaridticas de lotes alimentados.

Antecedentes de la invencion

Los cultivos de células de mamifero es el sistema de eleccion para muchos procesos de producciéon de
proteinas recombinantes debido a su estabilidad para producir proteinas con modificaciones post-traslacionales
apropiadas. Con la mayor demanda de fabricacién, existe una fuerte motivacién para mejorar la eficiencia del
proceso aumentando el rendimiento del producto. Alcanzar los niveles de produccién de gramos por litro de
productos bioterapéuticos en procesos de produccion comercial depende de la optimizacion del cultivo de células de
mamiferos y de los métodos de ingenieria.

Inherente a los actuales cultivos de células de mamiferos libres de proteinas y de alta densidad, esta el
problema de muerte celular de la cual apoptosis puede representar hasta el 80% en un biorreactor tipico de lote
alimentado, inducido en respuesta a factores estresantes tales como privacion de nutrientes o factores del
crecimiento, disminuciéon de oxigeno, acumulacién de toxinas y cizallamiento (Goswami et al., Biotechnol. Bioeng.
62:632-640 (1999)). La apoptosis limita la densidad maxima de célula viabl, acelera la aparicion de la fase mortal y
reduce potencialmente el rendimiento de proteina heteréloga (Chiang y Sisk, Biotechnol. Bioeng. 91:779-792 (2005);
Figueroa et al.; Biotechnol. Bioeng. 73:211-222 (2001), Metab. Eng. 5:230-245 (2003), Biotechnol Bioeng. 85:589-
600 (2004); Mercille y Massie, Biotechnol. Bioeng. 44:1140-1154 (1994)).

La apoptosis es el resultado de una red compleja de secuencias sefializadoras que inicia desde el interior y
el exterior de la células, culminando en la activacion de caspasas que ejecutan las fases finales de muerte celular.
Se han usado varios métodos de prevencién de apoptosis para mantener la viabilidad celular durante ciclos de
produccion extendida en cultivos de células de mamiferos (Arden y Betengaugh, Trends Biotechnol. 22:174-180
(2004); Vives et al., Metab. Eng. 5:124-132 (2003)). La alteracion del medio extracelular a través de suplementar al
medio con factores de crecimiento, hidrolisados y nutrientes limitadores ha llevado a aumentar la produccion de
proteinas y a reducir la apoptosis (Burteau et al, In Vitro Cell Dev. Biol. Anim. 39:291-296 (2003); Zhang y Robinson;
Cytotechnology 48: 59-74 (2005)). Otros investigadores han vuelto a estrategias quimicas y genéticas para inhibir la
cascada sefializadora de apoptosis desde el interior de la células (Sauerwald et al.; Biotechnol. Bioeng. 77:704-716
(2002), Biotechnol. Bioeng. 81:329-340 (2003)). Los investigadores han descubierto que la sobreexpresion de genes
gue resultaron estar regulados por incremento en células cancerigenas puede prolongar la viabilidad en células
cultivadas en biorreactores al prevenir apoptosis corriente debajo de activacion de caspasa (Goswami et al., supra;
Mastrangelo et al, Trends Biotechnol. 16:88-95 (1998); Meents et al., Biotechnol. Bioeng. 80:706-716 (2002); Tey et
al., J Biotechnol. 79:147-159 (2000) y Biotechnol. Bioeng. 68:31-43 (2000)).

Los genes anti-apoptéticos que funcionan en la secuencia apoptética mitocandrial pueden dividirse en tres
grupos, concretamente 1) aquellos que actian pronto en la secuencia, por ejemplo, miembros de la familia Bcl-2 de
proteinas; 2) aquellos que actdan en la mitad de la secuencia para interrumpir o inhibir el complejo de apoptosoma,
por ejemplo, Aven y 3) aquellos que actlan tarde en la secuencia, por ejemplo, inhibidores de caspasa, XIAP. La
funcionalidad de la mayoria de estos genes se ha estudiado sometiéndolos a sobreexpresién en sistemas de
expresion mamifera, y en algunos casos se ha determinado el efecto de sobreexpresion combinada de dos o mas
genes, cada uno derivado de una parte diferente de la secuencia. Los ejemplos incluyen 1) el efecto aditivo de Bcl-
XL y una eliminacion mutante de XIAP (XIAPA) en células de OHC (Figueroa et al., Metab. Eng. 5:230-245 (2003));
2) E1B-19K y Aven en células BHK (Nivitchanyong et al., Biotechnol. Bioeng. 98:825-841 (2007) y 3) Bcl-XL, Aven y
XIAPA (Sauerwald et al. Biotechnol. Bioeng. 81:329-340 (2003)).

Uno de los principales activadores de la cascada de apoptosis es la proteina p53. Un mecanismo por el que
p53 activa la apoptosis es a través de la regulacion por incremento de un subconjunto de proteinas pro-apoptosis
que incluyen BNIP3 (Yasuda et al, J. Biol. Chem. 273:12415-21 (1998)). Por lo tanto, la regulacién por incremento de
p53 puede ser uno de los factores principales que desencadenan apoptosis. P53 puede degradar en células a través
de secuencia de degradacion mediada por ubiquitina por medio de MDM2 (gen doble minuto murino 2) (Bond et al.,
Current Cancer Durg Target 5:3-8 (2005)). Asi, la sobreexpresién de MDM2 tiene el potencial de reducir los niveles
de p53 y por extension, inhibir apoptosis. Previamente, se ha demostrado que en presencia de sefiales estresantes,
una linea celular de OHC que sobreexpresa MDM2 podria sobrevivir mas tiempo en cultivo en comparacion con
OHC de tipo salvaje en cultivo de lotes (Arden et al., Biotechnol. Bioeng. 97:601-614 (2007)).
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Las varias técnicas descritas anteriormente para aumentar la productividad de proteinas han tenido éxito en
varios grados. Sin embargo, hay una continua necesidad de desarrollar métodos para aumentar la produccién de
proteinas, especialmente en producciéon comercial a gran escala.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Perfiles de crecimiento de lineas celulares generadas a partir de co-transfeccion de Bcl-2A, MDM-
2y XIAPA.

Figura 2. Perfiles de crecimiento de lineas celulares generadas a partir de co-transfeccion de Bcl-XL, MDM-
2y XIAPA.

Figura 3. Perfiles de crecimiento de lineas celulares generadas a partir de co-transfeccién de E1B19K y
XIAPA. A) Densidad de célula viable; B) Densidad de célula viable integrada; C) Regulaciéon por disminucion de
Caspasa 3/7)

P300A an cultivo de lotes en

Figura 4. Perfiles de crecimiento de lineas celulares transfectadas con MDM2
matraz con agitacion.
A. Huésped transfectado fue 1013A.
B. Huésped transfectado fue C1835A.

D300A

Figura 5. Perfiles de crecimiento de linea celular 1013A transfectada con DM2 en cultivo de lotes en

matraz con agitacion. A) Densidad de célula viable; B) % viabilidad.
Figura 6. Titulos de anticuerpo durante el cultivo de OHC en lote alimentado.
Resumen de la invencion

La invencion proporciona un método para aumentar la viabilidad celular en un cultivo de células de

mamifero de lotes alimentados, que comprende cultivar una linea de célula de mamifero que sobreexprese
D300A
MDM2 .

La invencion también proporciona un método para aumentar la viabilidad celular en un cultivo de células de
mamifero de lotes alimentados, que comprende cultivar una linea de célula de mamifero que sobreexprese
MDM2P3* y E1B19K.

La invencion también proporciona un método para aumentar la produccién de una proteina secretada en un
cultivo celular de lotes alimentados de ovario de hamster chino (OHC), que comprende cultivar una linea celular
OHC que sobreexprese MDM2P** y uno o més genes que codifiquen la proteina secretada.

La invencion también proporciona un método para aumentar la produccién de una proteina secretada en un
cultivo celular de lotes alimentados de ovario de hamster chino (OHC), que comprende cultivar una linea celular
OHC que sobreexprese MDM2P*** y E1B19K y uno o mas genes que codifiquen la proteina secretada.

Descripcion detallada

Como aqui se usan y en las reivindicaciones, las formas singulares “un”, “una”, “el” y “la” incluyen
referencias plurales a menos que el contexto claramente dicte lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia “un
polipéptido” es una referencia a uno o mas polipéptidos e incluye equivalentes del mismo conocidos por aquellos
expertos en la técnica.

El término MDM2 como aqui se usa se refiere a MDM2 humano (homélogo de proteina que se enlaza con
MDM2 p53) que tiene una secuencia de polipéptido en el nimero de acceso de GenBank NP_002383 (SEQ ID Nos:
1ly2).

El término E1B19K como aqui se usa se refiere a proteina humana E1B19K, que tiene una secuencia de
polipéptido mostrada en el nimero de acceso de GenBank NP_004322 (SEQ ID Nos: 5y 6).
Los términos “genes apoptépticosR” como aqui se usan se refieren a genes que codifican proteinas que,
cuando se sobreexpresan en una célula, confieren una mayor resistencia a muerte celular en comparacion con la
célula no transfectada. Genes apopt(’)ticosR ejemplares son miembros anti-apoptoticos de la familia Bcl-2, incluyendo
Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w o E1B19K, inhibidores de caspasa, por ejemplo, la familia IAP (inhibidores de apoptosis),
incluyendo XIAP y XIAPA, y otras proteinas incluidas en la regulacion del ciclo celular, por ejemplo p27 y MDM2
(Arden et al., BioProcessing J. Marzo/Abril 23-28 (2004); Sauerwald et al., Bioprocessing J. Verano 2002, 61-68
(2002); Arden et al., Biotechnol. Bioengineer. 97:601-614, (2007). La muerte celular puede medirse mediante
métodos hien conocidos en la técnica, por ejemplo, midiendo la densidad de célula viable (DCV) y la el porcentaje
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(%) de viabilidad, y calculando la densidad de célula viable integrada (DCVI). La activacion de apoptosis puede
medirse midiendo la actividad de caspasa usando métodos bien conocidos.

El término “polipéptido” significa una molécula que comprende al menos dos residuos de aminoacido unidos
por un enlace peptidico para formar un polipéptido. Polipéptidos pequefios de menos de 50 aminoacidos pueden
referirse como “péptidos”. Los polipéptidos también pueden referirse como “proteinas”.

El término “polinucleétido” significa una molécula que comprende una cadena de nucledtidos
covalentemente unidos por una columna vertebral de azucar-fosfato u otros quimicos covalentes equivalentes. ADNs
y ARNs de doble o Unica hebra son ejemplos tipicos de polinucleétidos.

Los términos “secuencia complementaria” significan una segunda secuencia aislada de polinucleétido que
es anti-paralela a una primera secuencia aislada de polinucleétido y que comprende nucleétidos complementarios a
los nucledtidos en la primera secuencia de polinuclettido. Tipicamente, tales “secuencias complementarias” son
capaces de formar una molécula de polinucleétido de doble hebra tal como ADN de doble hebra o ARN de doble
hembra cuando se combinan bajo condiciones apropiadas con la primera secuencia aislada de polinucleétido.

El término “vector” significa un polinucleétido capaz de duplicarse en un sistema biolégico o puede moverse
entre tales sistemas. Los polinucleétidos de vector tipicamente contienen elementos, tales como origenes de
replicacién, sefia | de poliadenilacién o marcadores de seleccion, que funcionan para facilitar la duplicacion o
mantenimiento de estos polinucledtidos en un sistema biolégico. Ejemplos de tales sistemas biol6gicos pueden
incluir una célula, virus, animal, planta, y sistemas biol6gicos reconstituidos que utilizan componentes biolégicos
capaces de duplicar un vector. Los polinucleétidos que comprenden un vector pueden ser moléculas de ADN o ARN
o hibridos de estos.

Los términos “vector de expresion” significan un vector que puede utilizarse en un sistema bioldgico o un
sistema biolégico reconstituido para dirigir la traslacion de un polipéptido codificado por una secuencia de
polinucleétido presente en el vector de expresion.

Como aqui se usan, los términos “cultivo celular de lote alimentado” significan un proceso de cultivo celular
que se basa en alimentar a un cultivo con un sustrato nutriente limitador de crecimiento. La estrategia de lote
alimentado se usa tipicamente en procesos bio-industriales para alcanzar una alta densidad celular en un bioreactor.
Se han ideado numerosas estrategias para mejorar la viabilidad y finalmente la productividad de cultivos celulares de
lotes alimentados. En la presente invencién, se describe una técnica alternativa, por la que una combinacién de
genes apoptc')ticosR se sobreexpresan en una célula huésped. Se demostré un inesperado alto incremento en la
produccion de proteinas secretadas por célula producidas para sobreexpresar MDM2 y E1B19K a la luz de
resultados publicados que describen que la expresion de MDM-2 solo aumento la productividad en un maximo de 2
veces (Arden et al., Biotechn. Bioengin. 97:601-614, 2007), y la expresién de E1B19K, aunque inhibié apoptosis y
mejor los rendimientos celulares, no aumentd la produccion de proteinas secretadas en una célula
(W02007/124106A2 de Betenbaugh). Ademas, las lineas celulares generadas durante los estudios descritos en los
ejemplos mas abajo que sobreexpresaron E1B19K solamente tuvieron menos de las propiedades éptimas de
crecimiento y menores niveles de expresion. Asi, la presente invencion demostré un beneficio significativo para la
produccién de proteinas secretadas en células de mamifero co-expresando MDM2 y E1B19K.

La presente invencion también describe MDM2 mutante que ocurre de manera no natural, que es Util en
métodos de la invencion.

Una realizacion de la divulgacion es un método para aumentar la viabilidad celular en un cultivo de células
de mamifero de lotes alimentados, que comprende cultivar una linea celular de mamifero que sobreexpresa uno o
mas genes apoptc')ticosR y evalla la viabilidad celular.

Los métodos de la invencion son Utiles para aumentar la viabilidad en un cultivo de células de mamifero de
lote alimentado, tal como cultivo celular de ovario de hamster chino (OHC), cultivo celular de mieloma o hibridoma.
En particular, los métodos de la invencion son (tiles para aumentar el total celular viable integrado (TCVI) de cultivos
celulares de OHC. Las lineas celulares Utiles en los métodos de la expresion expresan uno o mas genes de
apoptosis”. En particular, pueden usarse los genes que codifican MDM2 (SEQ ID Nos: 1y 2), MDM2%*%* (SEQ ID
Nos: 3y 4), EIB19IK (SEQ ID Nos: 5y 6), Aven (SEQ ID Nos: 7 y 8), Bcl-LX (SEQ ID Nos: 9y 10), Bcl-2A ((SEQ ID
Nos: 11y 12) y XIAPA (SEQ ID Nos: 13 y 14). La expresion de genes de apoptosisR puede conseguirse mediante
técnicas de transfeccion conocidas por aquellos expertos en la técnica. Las lineas celulares generadas son
huéspedes superiores para el desarrollo de lineas celulares que expresan proteinas de interés tales como péptidos,
fusiones de péptidos, factores de crecimiento, hormonas, anticuerpos, proteinas de repeticion de anquirina
disefiadas (DARPIns) y otros polipéptidos Utiles para fines terapéuticos, de diagndstico o investigacion. Las lineas
celulares de OHC en los métodos de la invencion incluyen OHC-K1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) y OHC1SV (Lonza
Biologics, Slough, Reino Unido). Las lineas de mieloma utiles en el método de la invencion incluyen NSO y Sp2/0.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2557302713

En la presente invencién, el uso de lineas celulares que sobreexpresan genes de apoptosisR permite que
estas lineas celulares alcancen valores TCVI que aproximadamente doblan a los de la célula control, aumenta la
longevidad de cultivos de lotes alimentados hasta 7 dias y mejoran la produccién de proteinas secretadas de 2 a 7
veces. Tal produccién mejorada es significativa y puede dar como resultado menores costes de produccion para
productos biolégicos complejos y al mismo tiempo, generar productos de calidad superior debido a la ausencia de
lisis celular de las células no viables, ya que las células lisadas liberan proteasas que degradan el producto. Por
consiguiente, estas lineas celulares son huéspedes superiores para el desarrollo de lineas celulares de produccion
que expresan una proteina o proteinas de interés. Por ejemplo, una linea celular OHC que sobreexpresa MDM2P3%%*
alcanzé valores TCVI dobles y sobrevivid 7 dias mas en cultivo en comparacion con la linea celular control.

Otra realizacion de la divulgacion es un método para aumentar la produccién de una proteina secretada en
un cultivo celular de lote alimentado de OHC, que comprende cultivar una linea celular OHC que sobreexpresa al
menos un gen apoptoticoR y uno o mas genes que codifican la proteina secretada, y medir el titulo de la proteina
secretada. Las lineas celulares particularmente Utiles en los métodos de la invencion son las lineas celulares OHC
que sobreexpresan MDM2 y E1B19K, y una linea celular que sobreexpresa MDM2"*%** solo. El uso de estas lineas
celulares en los métodos de la invencion dio como resultado titulos aumentados de 5 a 7 veces de proteinas
secretadas en cultivo de lote alimentado hasta 21 dias.

La sobreexpresion de proteinas en una célula puede conseguirse mediante métodos bien conocidos, bien
de manera transitoria 0 mediante expresion estable (Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology, 22 ed.,
Appleton & Lange, Norwalk, CT, 1994; Sambrook et al., Molecular Cloning; A Laboratory Manual, 32 ed., Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001).

La presente divulgacién también proporciona polinucleétidos mutantes MDM2 aislados, vectores que
comprende estos polinucledtidos, células huéspedes aisladas, polipéptidos que se obtienen de expresién de estos
polinucleétidos, métodos para expresar los polipéptidos de la invencion y métodos para usar los polinucleétidos y
polipéptidos de la invencion. Las composiciones y métodos de la divulgacion pueden usarse para una variedad de
aplicaciones especificas. Los polinucleétidos y vectores de la divulgacion son Utiles porque codifican polipéptidos
MDM2 y pueden usarse para expresar estos polipéptidos. Los polipéptidos MDM2 mutantes son Utiles ya que
mejoran la viabilidad celular y aumentan la produccion de proteinas secretadas en la célula cuando se
sobreexpresan de manera recombinante o se introducen mediante otros medios en un animal o tejido huésped.

Un aspecto de la divulgaciéon es un polinucleétido aislado que comprende un polinucleétido que tiene la
secuencia mostrada en SEQ ID NO: 3 o una secuencia complementaria de la misma. La secuencia de polinucleotido
mostrada en la SEQ ID NO: 3 codifica un polipéptido que comprende MDM2°*°* humano mutante. En MDM2%3%%4,
un sitio de division de caspasa putativa (AspValProAspCysLysLys) identificado en MDM2 de tipo salvaje se destruyo
para hacer que MDM2 fuera mas resistente a la degradacion, y ademas aumentar los niveles de MDM2 en la célula
durante el cultivo. Los polinucleétidos de la divulgacion pueden producirse mediante sintesis quimica tal como
sintesis de polinucledtido en fase solida en un sintetizador de polinucledtido automatizado. Alternativamente, los
polinucleétidos de la divulgacion pueden producirse mediante otras técnicas tales como duplicacion basada en PCR,
duplicacion basada en vector o técnicas de manipulacion de ADN basadas en enzima de restriccion. Las técnicas
para la produccion u obtencién de polinucleétidos de una secuencias conocida dada son bien conocidas en la
técnica.

Los polinucledtidos de la divulgacion también pueden comprender al menos una secuencia no codificadora,
tales como secuencias transcritas pero no trasladadas, sefiales de terminacion, sitios de uniéon de ribosoma,
secuencias estabilizadoras de mARN, intrones y sefiales de poliadenilacion. Las secuencias de polinucleétido
pueden también comprender secuencias adicionales que codifican aminoacidos adicionales. Estas secuencias
adicionales de polinucledétido pueden, por ejemplo, codificar una secuencia marcadora o etiqueta tal como péptido
hexa-histidina (Gentz et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 86:821-284 (1989) o la etiqueta de péptido HA (Wilson et
al., Cell 37:767-778 (1984)) que facilitan la purificacion de polipéptidos fusionados.

Otra realizacion de la divulgacion es un vector que comprende un polinucleétido aislado que tiene una
secuencia mostrada en SEQ ID NO: 3. Los vectores de la divulgacion son Utiles para mantener polinucledtidos,
duplicar polinucleétidos, o impulsar la expresion de un polipéptido codificado por un vector de la divulgacion en
sistemas biolégicos, que incluyen sistemas bioldgicos reconstituidos. Los vectores pueden derivarse de
cromosomas, episomas Yy virus tales como vectores derivados de plasmidos bactericidas, bacteriéfagos,
transposones, espisomas de levadura, elementos de insercion, elementos del cromosoma de levadura, baculovirus,
papovavirus tales como SV40, virus de vacunas, adenovirus, virus de viruela aviar, virus de pseudorrabia,
picornavirus y retrovirus y vectores derivados de combinaciones de los mismos, tales como césmidos y fagémidos.

Los vectores de la divulgacion pueden formularse en microparticulas, con adyuvantes, lipidos, tampones u
otros excipientes como sea apropiado para una aplicacion particular.

En una realizacién de la divulgacion el vector es un vector de expresion. Los vectores de expresion
tipicamente comprenden elementos de secuencia de acido nucleico que pueden controlar, regular, causar o permitir
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la expresion de un polipéptido codificado por tal vector. Tales elementos pueden comprender sitios den enlace con
potenciadores transcripcionales, sitios de iniciacion de polimerasa ARN, sitios de enlace con ribosoma, y otros sitios
que faciliten la expresién de polipéptidos codificados en un sistema de expresion dado. Tales sistemas de expresion
pueden ser sistemas con base celular o libres de células bien conocidos en la técnica. Los elementos de secuencia
de acido nucleico y las secuencias de vector matriz adecuadas para su uso en la expresion de polipéptidos
codificados son también bien conocidos en la técnica. Un vector de expresion derivado de plasmido ejemplar util
para la expresion de los polipéptidos de la divulgacion comprenden un origen E. coli de replicacion, un gen de
resistencia a aph(3’)-la kanamicina, promotor temprano inmediato de CMVH con intrdbn A, una secuencia poliA
sintética y un terminador de hormona de crecimiento bovino. Otro vector de expresion derivado de plasmido
comprende un origen E. coli de replicacion, un gen de resistencia a ant(4’)- 1a kanamicina, secuencias de repeticion
de terminal larga de virus del sarcoma de Rous, promotor temprano inmediato de CMVH y una secuencia tardia de
poliA SV40.

Otra realizacion de la divulgacién es una célula huésped aislada que comprende un vector de la
divulgacion. Ejemplos de células huéspedes representativas incluyen células Archae; células bacterianas tales como
Streptococci, Staphylococci, Enterococci, E. coli, Streptomyces, cianobacterias, B. subtilis y S. aureus; célula
fungicidas tales como Kluveromyces, Saccharomyces, Basidomycete, Candida albicans o Aspergillus; células de
insectos tales como Drosophila S2 y Spodoptera Sf9; célula de animales tales como OHC, COS, Hela, C127, 3T3,
BHK, 293, CV-1, melanoma y mieloma de Bowes; y células de plantas, tales como células de gimnosperma o
angiosperma. Las células huéspedes en los métodos de la invencién pueden proporcionarse como células
individuales o poblaciones de células. Las poblaciones de células pueden comprender una poblacién aislada o
cultivada de células o células presentes en una matriz tal como un tejido.

La introduccién de un polinucledétido, tal como un vector, en una célula huésped puede efectuarse mediante
métodos hien conocidos para aquellos expertos en la técnica (Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology, 22
ed., Appleton & Lange, Norwalk, CT, 1994; Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001). Estos métodos incluyen transfeccion de fosfato de
calcio, transfeccion mediada por DEAE-Dextrano, microinyeccion, transfeccion mediada por lipido catiénico,
electroporacion, transduccién, raspadura de carga, introduccién balistica e infeccion.

Otra realizacion de la divulgacion es un polipéptido aislado que comprende un polipéptido que tiene una
secuencia mostrada en SEQ ID NO: 4. SEQ ID NO: 4 es un polipéptido que comprende una variante de proteina
MDM2 humana con una sustitucién de D300A. Los polipéptidos de la divulgacion pueden producirse mediante
sintesis quimica, tal como sintesis de péptido en fase sélida en un sinstetizador de péptido automatizado.
Alternativamente, los polipéptidos de la divulgacion pueden obtenerse a partir de polinucleétidos que codifican estos
polipéptidos con el uso de sistemas de expresion libres de células tales como sistemas de expresion basados en
lisado de reticulocito, sistemas de expresion basados en germen de trigo y sistemas de expresién basados en
extracto de Escherichia coli. Los polipéptidos de la divulgacion pueden también obtenerse mediante expresion y
aislamiento de células que esconden una secuencia de acido nucleico de la divulgacion mediante técnicas bien
conocidas en la técnica, tales como expresion recombinante de polipéptidos etiquetados por afinidad facilmente
aislados. Aquellos expertos en la técnica reconoceran otras técnicas para obtener los polipéptidos de la divulgacion.
Los polipéptidos de la divulgacion pueden comprender polipéptidos de fusién que comprenden un polipéptido de la
divulgacion fusionado con un segundo polipéptido. Tales segundos polipéptidos pueden ser secuencias
sefializadoras lideres o secretoras, una secuencia prep-, 0 pro- 0 prepro-proteina, asi como secuencias que ocurren
naturalmente o parcialmente sintéticas derivadas en parte a partir de una secuencia que ocurre naturalmente o una
secuencia enteramente sintética.

Otra realizacion de la divulgacion es un método para expresar un polipéptido que comprende las etapas de
proporcionar una célula huésped de la divulgacion; cultivar la célula huésped bajo condiciones suficientes para la
expresion de al menos un polipéptido que comprende la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 4.

Las células huéspedes pueden cultivarse bajo cualquier condicion adecuada para mantener o propagar un
tipo dado de célula huésped y suficiente para expresar un polipéptido. Las condiciones de cultivo, medios y métodos
relacionados suficientes para la expresion de polipéptidos son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, muchos
tipos de células de mamiferos pueden cultivarse aerdbicamente a 37 °C usando medio DMEM apropiadamente
amortiguado mientras que tipos de células de bacterias, levaduras y otros pueden cultivarse a 37 °C bajo
condiciones atmosféricas apropiadas en medio LB.

En los métodos de la invencion la expresion de un polipéptido puede confirmarse usando una variedad de
diferentes técnicas bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, la expresion de MDM2°*°°° puede confirmarse
mediante electrotransferencia o analizando la habilidad de MDM2°*°°° para inhibir caspasas.

La presente invencion se describird ahora con referencia a los siguientes ejemplos especificos no
limitativos.

Ejemplos
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En los siguientes ejemplos, se analizaron lineas celulares de OHC que sobreexpresan genes apoptéticosR
en cultivos en matraz con agitacion para densidad celular viable en pico, longevidad, activacion de caspasa 3/7 y
mayor produccion de proteinas secretadas.

Materiales y Métodos
Cultivo celular:

La linea celular OHCK1SV (Lonza Biologics, Slough, Reino Unido) designada como linea celular control
C1013A, y OHCK1 (Coleccion americana de cultivos tipo, Manassas, Estados Unidos de América), designada como
linea celular control C1835 se cultivaron en medio CD-OHC (Cat. N° 10743-011, Invitrogen, Carlsbad, CA) que
contenia 30 mM de glucosa y complementado con 6 mM L-Glutamina (Invitrogen Cat. N° 10313-021). En algunos
casos, se uso otro medio libre de proteina animal que contenia varias concentraciones que incluian 60 mM glucosa
(definido el medio de alta glucosa). Se compro suero fetal bovino en Hyclone Labs, Logan, UT (Cat. N° SH30071.3).
Los cultivos celulares se controlar con un instrumento de conteo celular automatizado Cedex (Innovatis, Alemania).
El total celular viable integrado (TCVI, célula-dia/mlo), se calculé usando la siguiente férmula:

TCVI (d1) = [DCV (d0) + DCV (d1) ]/ 2 + DCV (d0), donde DCV = densidad celular viable

Vectores de expresion:

La secuencia codificadora de Bcl-2A (SEQ ID NO: 11) se cloné bajo el promotor CMV en el vector
pCDNA™ 3.1 (+) que tiene Neo®. La secuencia codificadora de Bcl-XL (SEQ ID NO: 9) se cloné bajo el promotor
CMV en el vector pPCDNA™ 3.1 (+) que tiene Zeo®. La secuencia codificadora de MDM2 (SEQ ID NO: 3) se cloné
bajo el promotor CMV en el vector pPCDNA™ 3.1 (+) que tiene Neo®. Se ha descrito el vector pPBUDCE 4.1 disefiado
para expresar constitutivamente E1B-19K (promotor EF-12) bien solo o en conjunto con Aven (promotor CMV)
(Nivitchanyong et al., Biotechnol. Bioeng. 98:825-841 (2007)). Se ha descrito el vector que expresa XIAPA (promotor
CMV) (Sauerwald et al., Biotechnol. Bioeng. 77:704-716 (2002)). El vector de expresion MDM2”*°* se generé
mediante mutagénesis in vitro a partir del vector de expresion MDM2. Se construyd un vector de expresion de
anticuerpo modelo (Ab #1) clonando ADN de cadena pesada y ligera en vector de expresion de glutamina sintetasa
(GS) (obtenido de Lonza Biologics, Slough, Reino Unidos, bajo una licencia de bisqueda).

Generacion de lineas celulares apoptéticas  °

Un cultivo exponencial de linea celular OHCK1SV se transfecté con varias combinaciones de vectores de
expresion como se muestra en la Tabla 1. Los tranfectomas se seleccionaron usando una combinacion de 400 pg/ml
higromicina, 400 pg/ml genticina o 300 pg/ml Zeocina. Aproximadamente 200 transfectomas resultantes se
expandieron en una placa con 24 pozos y la actividad de caspasa 3/7 se determindé mediante ensayo APO-ONE
(Promega, Madison, WI). Se realizaron dos mediciones; a) temprano en la fase de crecimiento (~dia 3 post-siembra)
después del tratamiento con estaurosporina para inducir apoptosis; y b) tarde en la fase de crecimiento (~dia 10
post-siembra), en cuyo momento, un subconjunto de célula de tipo salvaje ha progresado a apoptosis. Los
transfectomas que habian reducido las actividades de caspasa 3/7 en ambos casos se expandieron mas y de dos a
cuatro clones se sometieron a estudios de perfil de crecimiento de lote en matraz con agitacion.

Las lineas celulares prometedoras de criopreservaron. Los cultivos del matraz con agitacion de las lineas
seleccionadas se analizaron para actividad reducida de caspasa 3 mediante FLOW, usando anticuerpos etiquetados
con fluorescente especificos para caspasa 3 (BD Bioscience; Cat. #68652X/550557). Las lineas celulares
seleccionadas se codificaron con C y se entregaron al banco de células. Estas lineas celulares se sometieron a de
diez a 15 pruebas de estabilidad de paso en ausencia de antibiéticos, que se usaron como agentes de seleccion.
Las lineas celulares generadas se muestran en la Tabla 1. La expresion de cada transgen se confirmé en un
conjunto de seleccién de lineas celulares mediante electrotransferencia.
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Tabla 1
Linea celular Gen sobreexpresado
B-31 Bcl-2A
BX-61 Bcl-2A y XIAPA

BMX-13 y BMX-39

Bcl-2A, MDM2 y XIAPA

Bx-51

Bcl-XL

BxMX-01, BxMX-11

Bcl-XL, MDM2 y XIAPA

BxMX-25

EM-15y EM-70 E1B19K y MDM2
EAX-197 E1B19K, AVEN y XIAPA
EA-167 E1B19Ky AVEN
C1013A ninguno

BM MDM2 y Bcl-2A

BxM MDM2, Bcl-XL

EMX- MDM2, E1B19K y XIAPA

Cultivos en matraz con agitacion de lineas celulare s apoptéticas R

Las lineas celulares apopt(’)ticasR seleccionadas se cultivaron en modo de lotes en medio CD-OHC
complementado con 6mM Glutamina y el agente (o agentes) de seleccién de antibidticos requeridos. El medio CD-
OHC se formul6 con 30 mM de glucosa. Ademas, las lineas celulares que expresan Ab de seleccidn se cultivaron en
un medio libre de proteina animal formulado a medida complementado con 6 mM de glutamina y 6 mM de glucosa.

Ensayo de actividad de caspasa 3/7:

Aproximadamente 3x10° células de cada clon se sembraron en un ml de medio de crecimiento en una placa
con 24 pozos. El dia 4 (d4) post-siembre, aproximadamente 1x10° células se transfirieron por triplicado a una placa
con 96 pozos. Se afiadié estaurosporina (2uM fc) y las células se incubaron durante 16 horas antes de analizar la
actividad de caspasa 3/7 con el kit APO-ONE (BD Labs). El procedimiento se repitié el d10, excepto que se omitid
estaurosporina. Los clones que tuvieron una actividad de caspasa 3/7 significativamente inferior en ambos dias se
expandieron a los matraces con agitacién. La naturaleza apoptc')ticaR de los clones seleccionados se confirmé
mediante andlisis de citometria de flujo (véase mas abajo).

Analisis de clones apoptéticos < mediante citometria de flujo:

Aproximadamente 1x106 células de cultivos exponenciales se retiraron de cada matriz con agitacion en
placas de 24 pozos, se incubaron con estaurosporina (2uM fc) durante 16 horas, cosecharon y lavaron una vez en
PBS. Las células después se incubaron con CytoPerm (Cat. N° 2975KK, BD BioScience) para fijarlas y
permeabilizarlas. Después del lavado con PBS, las células se incubaron con anticuerpo anti-caspasa3 etiquetado
con FITC (Cat. N° 68654, BD BioScience) antes de someterlas a andlisis mediante citometria de flujo.

Ejemplo 1
Efecto de MDM2 en lineas celulares que expresan Bcl- 2A

Se analizaron los perfiles de crecimiento (SF/Lote) de BMX-13 y BMX-39, que expresan Bcl-2A, MDM2 y
XIAPA, asi como la linea celular transfectada doble BX-61 que expresa Bcl-2A y XIAPA, B-31 que expresa Bcl-2A
solo, y el control C1013A. El total celular viable pico (DCV) de la linea celular control alcanz6 6x106 células/ml
mientras que las de los clones BMX alcanzaron 11x10e6 células/ml. Las lineas celulares que expresaban Bcl-2A y/o
XIAPA tuvieron DCV intermedio (Figura 1A). Los clones BMX tuvieron un mayor total celular viable integrado (TCVI)
en comparacion con B-31 o BX-61. BMX-39 tuvo un 44% de incremento en TCVI sobre el control en comparacion
con 23% para B-31. XIAPA no tuvo ninguin efecto incremental en TCVI cuando se uso junto con Bcl-2A (Figura 1B).
TCVI alto se correlaciona con alta viabilidad de células en cultivos a largo plazo en un biorreactor, dando como
resultado mayores rendimientos de producto. Ademas, los productos biofarmacéuticos generados a partir de una
linea celular de produccién derivada de una célula huésped apoptc')ticaR pueden ser de calidad superior. Las lineas
celulares BMX-13 y BMX-19 demostraron regulacién por disminucion de caspasa 3/7 10 veces y 16 veces,
respectivamente, cuando se compararon con el control C1013A, confirmando el efecto anti-apoptético de los genes
en la linea celular OHC. B-31 y BX-61 habian tenido regulacion por disminucién de caspasas 12 y 16 veces.

Ejemplo 2

Efecto de MDM2 en lineas celulares que expresan Bcl- XL
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Se evaluaron los perfiles de crecimiento de BxMX-01, BxMX11 y BxMX-25 transfectadas triples, que
expresan Bcl-XL, MDM2 y XIAPA en comparacion con BX-51 que expresa Bcl-XL solo asi como la linea celular
control C1013. El total celular viable pico (DCV) de la linea celular control alcanzé 6x106 células/ml mientras que las
de los clones BMX alcanzaron 12x10e6 células/ml (Figura 2A). Las lineas celulares que expresaban Bcl-XL
solamente tuvieron DCV intermedia. Por ejemplo, la DCV pico de la linea celular Bx-51 fue 10x10e6 células/ml. Los
clones BMX tuvieron un mayor TCVI en comparacion con BX-51 con un 34% de incremento en TCVI sobre el control
en comparacion con el 18% para BX-51 (Figura 2B). La co-transfeccion de Bcl-XL y MDM2 solamente (sin XIAPA)
fall6 para generar lineas celulares con mayor DCV o una longevidad mas extendida (datos no mostrados). Asi,
XIAPA y MDM2 tienen mas posibilidades de funcionar sinergisticamente para conseguir el TCVI alto observado en
lineas celulares BxMX-01, BxMX-11 y BxMX-25. La actividad de caspasa 3/7 se regulé por disminucion 7, 5y 8
veces en BxMX-01, BxMX-11 y BxMX-25, respectivamente, en comparacion con el control C1013A.

Ejemplo 3
Efecto de MDM2 en lineas celulares que expresan E1IB19 K

En la Figura 3 se muestran perfiles de crecimiento de EM-15 y EM-79 que expresan E1B19K y MDM2. Para
comparacion, en un experimento separado, se incluyeron lineas celulares que expresaban E1B19K y AVEN (EA-
167), o que expresaban E1B19K, AVEN y XIAPA (EAX-197) asi como la linea celular huésped de transfeccion,
C1013A. La densidad celular viable pico (DCV) de la linea celular control alcanzé 6x106 células/ml mientras que las
de los clones EM alcanzaron desde aproximadamente 12x10e6 células/ml a 16x10e células/ml. La DCV méaxima
para EA-167 y EAX-197 fue 13,6 — 13,9x10e6 célula/ml. Los clones EM tuvieron mayor TCVI en comparaciéon con
EA-167 o EAX-197. EM-70 tuvo un 100% de incremento en TCVI sobre el control en comparacioén con el 23% de
incremento sobre el control para EA-167. Estos datos, junto con el hecho de que las lineas celulares que expresan
E1B19K solo no fueron suficientes para conseguir el TCVI alto observado en este experimento (Nivitchanyong et al.,
Biotechnol Bioeng 98:825-841 (2007)) sugiere que MDM2 contribuyé al aumento de TCVI observado en las lineas
celulares EM-15 y EM-70. La La co-transfeccién de E1B19K, MDM2 y XIAPA fall6 para generar lineas celulares con
mayor DCV o TCVI en comparacion (datos no mostrados). La actividad de caspasa 3/7 en las lineas celulares EM-
15 y EM-70 fueron 13% y 30%, respectivamente, del control C1L013A. Para comparacion, EA-167 y EAX-197 tuvieron
37% y 20% de actividad de caspasa 3/7 como la del control C1013A. El 91% de células control fueron positivas para
caspasa 3/7 mientras que 1-30% de las células dentro de las lineas celulares que expresaban genes apoptotc')ticosR
fueron positivas para caspasa 3/7. Las lineas celulares con la menor actividad de caspasa 3/7 (por ejemplo, B-31) no
tuvieron necesariamente el mayor TCVI.

Ejemplo 4
Clonacién y expresién de MDM2 mutante

El vector que expresa cADN de longitud completa de MDM2 humano de tipo salv%je (Acceso al Genbank

M92424.1) se obtuvo de la Universidad John Hopkins. El vector de expresion MDM2P*% se generé mediante
mutagénesis in vitro con un cebador de mutagénesis 5’ gctgaagagggcttt gatgtgccggcettgt aaaaaaactatagtg 3 (SEQ ID
NO: 15) dando como resultado una sustitucion de A en posicion 899 por C, y en una sustitucién de acido aspartico
por alanina en la proteina predicha MDM2"*%®*. La mutagénesis se confirmé mediante secuenciacion. La secuencia
de ADN de MDM2%*%* se muestra en la SEQ ID NO: 3y la secuencia de proteina predicha MDM2"*** se muestra
en la SEQ ID NO: 4. Este nuevo vector mutante asi como su equivalente de tipo salvaje se us6 para transfecciones
temporales y estables.
Las proteinas MDM2%*°** y MDM2 de tipo salvaje se expresaron temporalmente en células Hek293. La
electrotranferencia demostré la presencia de mayores niveles de MDM2P* en las células cuando se compararon
con MDM2 de tipo salvaje, lo que sugiere que la proteina mutante fue mas resistente a degradacién proteolitica que
MDM2 de tipo salvaje.

Ejemplo 5

Generacion de lineas celulares que expresan MDM2 ~ P3%%*

Se generaron lineas celulares estables que sobreexpresan MDM2** o proteinas MDM2 de tipo salvaje

como se describe en el Ejemplo 1. Se usaron dos lineas celulares huéspedes, C1013A y C1835A. La lista de lineas
celulares usadas en estudios de perfil de crecimiento se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2
Linea Huésped Genes transfectados
celular
A3 C1013A MDM2 TS (tipo salvaje)
A4 C1013A MDM2 TS
Bl C1013A MDM2D300A
B5 C1013A MDM2D300A
Cc7 C1835A MDM2 TS
C8 C1835A MDM2 TS
D6 C1835A MDM2D300A
D7 C1835A MDM2D300A
C1013A Grupo de células MDM2 de
tipo salvaje
C1013A Grupo de células MDM2A300D
C1013A ninguno
C1835A ninguno
EM70 C1013A E1B19K, MDM2
C1013H C1013A Bcl2d
C1013J C1013A Bcl-XL
C1013K C1013A E1B19K, Aven, XIAPd
BMX13 C1013A Bcl-2d, MDM2, XIAPd

Ejemplo 6
Efecto de MDMZ2 en longevidad y viabilidad de lineas  celulares huéspedes de OHCK1

Los perfiles de crecimiento y la viabilidad (matraz con agitacién/lote) de lineas celulares D6, B1, y B5
derivadas de C1013A y C1835A que expresaban el gen MDM2D300A se muestran en la Figura 4. Usando el medio
libre de proteina de propietario Centocor, la densidad celular viable pico (DCV) de la linea celular control C1013A fue
8x10° células/ml, y la de la linea celular control C1835A fue 5x10° células/ml. Las lineas celulares que
sobreexpresaban MDM2"*%* tuvieron una mayor longevidad en comparacién con las lineas celulares de control. En
cultivos de lotes alimentados, las lineas B1 y B5 se mantuvieron en cultivo hasta 20 dias, mientras que la célula
huésped transfectada asi como las células derivadas del grupo seleccionado por volumen después de la
transfeccion con MDM2P%%°* perdi6 viabilidad para el dia 14 del cultivo (Figura 5).

Ejemplo 7
Estabilidad de las lineas celulares de OHC que sobre  expresan MDM2

Las lineas celulares de OHC D6, y B5 derivadas de C1013A y C1835A que expresaban el gen
MDM2D300A se sometieron a un estudio de estabilidad de 15 pasos, con y sin la seleccién de agente, geniticina. Se
realizé un estudio de curva de crecimiento al inicio y al final del estudio de estabilidad para cada linea celular y se
sefiald la densidad celular viable pico (indicativa de la estabilidad de la linea celular). Los cultivos sin seleccion de
geneticina y en mayores pasos tuvieron DCV equivalentes o mayores y por lo tanto pueden considerarse como muy
estables en ausencia del reactivo de seleccion (Tabla 3).

Tabla 3: DCV pico de lineas celulares gue sobreexpre _san MDM-2. M (estudio de estabilidad de 15 pasos

DCV pico (10°/mL)

MUT — B5 (-) geniticina (p1) 6,7
MUT — B5 (+) geniticina (p1) 6,4
MUT — B5 (-) geniticina (p15) 9,1
MUT — B5 (+) geniticina (p15) 7.3
_ 4,6
MUT — D6 (-) geniticina (p1)
MUT — D6 (+) geniticina (p1) 4,5
MUT — D6 (-) geniticina (p15) 4,6
MUT — D6 (+) geniticina (p15) 5,4

10
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Ejemplo 8

Estudios de productividad usando lineas celulares de huésped que sobreexpresan MDM2

La linea celular A4 que sobreexpresaba MDM2 y B1, que sobreexpressa MDM2*%°* se transfect6 con un
vector de expresion de cadena pesada y ligera de anticuerpo recombinante. La mezcla de transfeccion primero se
selecciond por volumen usando medio libre de glutamina que contenia suplementos de glutamina sintetasa y 25 uM
MSX. Posteriormente, la mezcla se coloc6 en placas en Methocult para aislamiento de clones individuales.
Aproximadamente 100 transfectomas resultantes por transfeccién se expandieron en la placa de 24 pozos y se midio
un titulo de 14 dias pasados mediante nefelometria. Los titulos medios para las lineas celulares MDM2 y
MDM2D300A que expresaban cNT0328 fueron 90 mg/L, y significativamente superiores a los de los clones
derivados de C1013A, que fue 21,3 mg/L.

En un experimento separado, las células OHCK1SV se transfectaron con MDM2 y E1B19K y un clon,
EM70, que establemente expresaba E1B19K y MDM2 se transfect6 con un vector de expresion de cadena pesada y
ligera de anticuerpo recombinante (Dorai et al., Biotechnol. Bioeng., 103:592-608 (2009)). La mezcla de transfeccién
primer se selecciond por volumen usando un medio libre de glutamina que contenia suplementos de glutamina
sintetasa y 25 uM MSX. Para comparacién, varias otras lineas celulares que incluian C1013A (control), C1013M,
C1013J, C1013K, A4, B5, BMX 13. Después de la seleccion por volumen durante 29 dias, las células supervivientes
se sometieron a un estudio de lotes alimentados en matraz con agitacion. EM70 proporciond titulos de anticuerpo
>700 mg/L en d23 mientras que los titulos del resto de lineas celulares no excedieron 100 mg/L (Figura 6).

Un cultivo exponencial de OHCK1SV se transfecté con vectores que expresaban E1B19K y MDM2. Dos
dias mas tarde se inici6 el protocolo de seleccion de antibiético. Para el dia 29, todas las células no transfectadas se
eliminaron mientras que las células resistentes al antibiotico (grupo transfectado) habia sobrevivido. Esas células se
usaron para realizar un estudio de perfil de crecimiento de lotes alimentados en un matraz con agitacion.
Comenzando el dia 2, a los cultivos se les alimenté diariamente con una mezcla nutriente de glucosa y aminoacidos.
Los totales celulares y el titulo se midieron diariamente.

11
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<170> FastSEQ para Windows Versi'no 4.0
<210>1

<211> 1476

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400>1

25

30

35

40

45

50

55

60

65

atgtgcaata
gcttecggaac
gttggtgcac
attatgacta
cttctaggag
accatgatct
tctgtgagtg
gagcttcagg
agaaggagag
agaaaacgcc
gtaataaggg
aatccggatc
gtttcagatc
cttagtgaag
tatcaggcag
gactattgga
agatgttggg
atctctgaga
gattgtaaaa
aaaattacac
agtagcatta
gacaaagaag
tgtcaaggtc
tgctttacat
ccaattcaaa

<210> 2
<211> 491

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

ccaacatgtc
aagagaccct
aaaaagacac
aacgattata
atttgtttgg
acaggaactt
agaacaggtg
aagagaaacc
caattagtga
acaaatctga
agatatgttg
ttgatgctgyg
agtttagtgt
aaggacaaga
gggagagtga
aatgcacttc
ccecttcegtga
aagccaaact
aaactatagt
aagcttcaca
tttatagcag
agagtgtgga
gacctaaaaa
gtgcaaagaa
tgattgtget

tgtacctact
ggttagacca
ttatactatg
tgatgagaag
cgtgccaagc
ggtagtagtc
tcaccttgaa
ttcatcttca
gacagaagaa
tagtatttecc
tgaaagaagc
tgtaagtgaa
agaatttgaa
actctcagat
tacagattca
atgcaatgaa
gaattggctt
dgaaaactca
gaatgattcc
atcacaagaa
ccaagaagat
atctagtttyg
tggttgcatt
gctaaagaaa
aacttattte

gatggtgctg
aagccattge
aaagaggttc
caacaacata
ttctetgtga
aatcagcagg
ggtgggagtyg
catttggttt
aattcagatg
ctttectttg
agtagcagtg
cattcaggtg
gttgaatctc
gaagatgatg
tttgaagaag
atgaatcccc
cctgaagata
acacaagctg
agagagtcat
agtgaagact
gtgaaagagt
ccccttaatg
gtccatggca
aggaataagc
ccctag

taaccacctc
ttttgaagtt
ttttttatet
ttgtatattg
aagagcacag
aatcatcgga
atcaaaagga
ctagaccatc
aattatctgg
atgaaagcct
aatctacagg
attggttgga
tcgactcaga
aggtatatca
atcctgaaat
cccttccatce
aagggaaaga
aagagggcectt
gtgttgagga
attctcagcce
ttgaaaggga
ccattgaacc
aaacaggaca
cctgcccagt

acagattcca
attaaaqgtct
tggccagtat
ttcaaatgat
gaaaatatat
ctcaggtaca
ccttgtacaa
tacctcatct
tgaacgacaa
ggctctgtgt
gacgccatcg
tcaggattca
agattatagc
agttactgtg
tteccttaget
acattgcaac
taaaggggaa
tgatgttcct
aaatgatgat
atcaacttct
agaaacccaa
ttgtgtgatt
tcttatggece
atgtagacaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1476

Met Cys Asn Thr Asn Met Ser Val Pro Thr Asp Gly Ala Val Thr Thr
10

1

5

12

15
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ser
Leu
Thr
Arg
63

Leu
Arg
Gln
Leu
Glu
143
Arg

Gly

hrg
h=p
225
Val
Glu
R=p
A=p
Cys
303
Arg
hap
hla
RAsp
nla
385
Ser
Glu

hsn

Cys

Gln
Leu
Mat
20

Leu
Leu
Lys
Glu
Glu
130
Lys
Arg
Glu
hsp
Ser
210
Ala
Sar
Asp
Glu
Ser
290
Thr
Cys
Lys
Glu

Sar

370
Ser
Sar
Glu
Ala

Ile

Ile
Leu
Lys
Tyr
Gly
Ile
Ser
115
Gly
PFra
Arg
Arg
Glu
195
Ser
Gly
Asp
Tyr
Val
275
Fhe
Ser
Trp
Gly
Glu
355
Arg
Gln
Ile
Thr
Ile

435
Val

Pro
20

Lys
Glu
Asp
Asp
Tyr
100
Ser
Gly
Ser
Ala
Gln
180
Ser
Ser
Val
Gln
Ser
260
Tyr
Glu
Cys
Ala
Glu
340
Gly

Glu

Ser
Ile
Gln
420
Glu

His

Ala
Leu
Val
Glu
Lawy
85

Thr
Rsp
Ser
Ser
Ile
165
Arg
Leu
Ser
Sar
Phe
245
Leu
Gln
Glu
Aan
Leu
325
Ile

Phe

Ser

Gln
Tyr
405
ASE

Pro

Gly

Ser
Leu
Leu
Lys
T0

FPhe
Met
Ser
Asp
Ser

150
Ser

Ala
Glu
Glu
230
Ser
Ser
Wal
Aap
Glu
310
Arg
Ser
Asp
Cys
Glu
380
Ser
Lys
Cys

Lys

ES 2557302 T3

Glu
Lys
Fhe
55

Gln
Gly
Ile
Gly
Gln
135
His
Glu
bhrg
Leu
Ser
215
His
Val
Glu
Thr
Fro
295
Met
Glu
Glu
Val

Val
375

Ser
Ser
Glu
val

Thr

Gln
Ser
40

Tyr
Gln
val
Tyr
Thr
120
Lys
Leu
Thr
His
Cys
200
Thr
Ser
Glu
Glu
Val
280
Glu
Rsn
Asn
Lys
Fro
360
Glu
Glu
Gln
Glu
Ile

440
Gly

Glu
Val
Leu
His
Fro
Arg
105
Ser
hsp
Wal
Glu
Lys
185
Val
Gly
Gly
Fhe
Gly
265
T¥x
Ile
Pro
TIp
Ala
345
Asp

Glu

Asp
Glu
Sex
425
Cys

His

13

Thr
Gly
Gly
Ile
Ser
90
Asn
Val
Lau
Ser
Glu
170
Sar
Ile
Thr
Asp
Glu
250
Gln
Gln
Ser
Fro
Leu
330
Lys
Cys

Bsn

TYr
bhzp
410
Val
Gln

Leu

Leu
Ala
Gln
Val
15

Fhe
Leu
Ser
Val
Arg
155
Asn
hsp
Arg
Fro
TR
235
Val
Glu
Zla
Liau
Leu
315
Fro
Liegu
Lys
Asp
Ser
395
Val
Glu
Gly

Met

Val
Gln
Tyr
&0

TYE
Ser
Val
Glu
Gln
140
Fro
Ser
Ser
Glu
Ser
220
Lazut
5lu
Leu
Gly
Ala
300
Pro
Glu
Glu

Lys

Asp
380

Gln
Lys
Ser
ATg

Ala

Arg
Lys
45

Ile
Cys
Val
Val
Asn
125
Glu
Ser
hsp
Ile
Ile
205
Asn
Asp
Sar
Ser
Glu
285
Asp
Ser
Bsp
ASn
Thr
365
Lys
Fro
Glu
Ser
Fro

445
Cwvs

Fro
Asp
Met
Ser
Lys
Wal
110
Arg
Lau
Thr
Glu
Ser
190
Cys

Fro

Gln

Asp
270
Ser
TYE
His
Lys
Ser
350
Ile

Ila

Ser
Fhe
Leu
430
Lys

Fhe

Lys
Thr
Thr
BEn
Glu
95

Asn
Cys
Gln
Ser
Leu
175
Lz
Cys
RAsp
hap
Asp
255
Glu
Asp
Trp
Cys
Gly
335
Thr

Val

Thr

Thr
Glu
415
Fro

ASn

Thr

Pro
Tyr
Lys
Asp
80

His
Gln
His
Glu
Ser
160
Ser
Ser
Glu
Leu
Sar
240
Ser
Rap
Thr
Lya
Esn
320
Lys
Gln
ASD
Gln
Ser
400
Arg
Lau

Gly

Cys



ES 2557302 T3

<210>3

<211> 1292

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Mutante de gen humano MDM2 fabricado con sustitucion de A899C

400> 3

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

atgactaaac
ctaggagatt
atgatctaca
gtgagbgaga
cttcaggaag
aggagagcaa
adaacgocaca
ataagggaga
coggatottg
tcagatcagt
agtgaagaag
caggeagggyg
tattggaaat
tgttaggccc
toctgagaaag
Lgtaaaaaac
ttacacaagc
gocattattta
aagaagagaqg
aaggtocgacco
ttacatgtgec
ttcaaatgat

<210>4
<211> 430
<212> PRT

gattatatga
tgtttggegt
ggaactbtgghb
acagghbgtca
agaaacctte
ttagtgagac
aatctgatag
tatgttgtga
atgctggtgt
ttagtgtaga
gacaagaacht
agagtgatac
goacttcatyg
ttogtgagaa
ccaaactgga
tatagtgaat
ttcacaatca
tagcagccaa
tgtggaatct
taaaaatggt
aaagaagcta
tgtgctaact

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Mutante de gen humano MDM2 fabricado con sustitucion de A899C

400> 4

Met
Ser
Lys
Val
Arg
65

Leu

Thr

Glu

Thr
Asn
Glu
Asn
50

Cys
Gln

Ser

Lew

Lys Arg

Leu
20
hArg

Asp

His
s
Gln Gln

His Leu

Glu Glu

Ser Arg
100

Ser Gly

Leu
Leu
Lys
Glu
Glu
Lys
BS

Arg

Glu

tgagaagcaa
gocaagoetic
agtagtcaat
cctitgaaggt
atcttcacat
agaagaaaat
tatttecocctt
aagaagcagt
aagtgaacat
atttgaagtt
ctocagatgaa
agattcattt
caatgaaatqg
ttggctteoct
aaactcaaca
gatteocagag
caagaaagtg
gaagatgtga
agtttgoooc
tgcattgtec
aagaaaagga
tatttccoet

Tyr Asp

Gly Asp

Ile Tyr

Glu
Lau

The

caacatattyg
tctgtgaaag
cagocaggaat
gggagtgatc
ttggtttcta
tcagatgaat
tcctttgatyg
agcagtgaat
tcaggtgatt
gaatctctog
gatgatgagg
gaagaagatc
Aatoooooos
gaagataaag
caagctgaag
agtcatgtgt
aagactattc
aagagtttga
ttaatgocat
atggcaaaac
ataagcocty
ad

Gln
10
Gly

Lys

Fhe
25

Met Ile

40

Ser
55
Gly

Ser

Gly
70
Pro Ser

Arg Ala

Arg Gln

Rsp
Ser
Ser
Ile

Arg

Ser Gly

Aap Gln

Gln
Val
Tyr
Thr

Lys

tatattgttc
agcacaggaa
catocggacto
aaaaggacch
Jgaccatctac
tatctggtga
aaagoctgge
cltacagggac
ggttggateca
actcagaaga
tatatcaagh
ctgaaatttc
ttoccatcaca
gJaaagataa
agggcotttga
Lgaggaaaal
tcagocatca
aagggaagaa
tgaaccttgt
aggacatctt
coocagbatgt

His Ile

FPro Ser
Asn
13

Val

hrg

Ser
&0

Asp Leu

15

Ser His

Ser Glu
105

Lys Arg

14

Leu
Thr

His

Val Ser

Glu Glu

Lys Ser

aaatgatctt
aatatatacc
aggtacatct
tgtacaagaqg
ctcatctaga
acgacaaaga
tctgtgtgta
gocatogaat
ggattcagtt
ttatageoctt
tactgtgtat
cttagctgac
ttgcaacaga
aggggaaatc
tgtgoccggoet
gatgataaaa
acttcoctagta
acccaagaca
gtgatttgtc
atggeocctget
agacaaccaa

Val Tyr
15

Ser

Cys

Phe
30
Leu

Val

Val Val

Ser Glu Asn

Val Gln Glu
BO
Pro Ser
95

Ser

Arg

Asn
110
Asp

Asp

Ser Ile

60
120
180
240
300
360
420
480
5340
600
660
720
T80
g40
00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1292
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Ser
Cys
145
Fro
Gln
Lew
Asp
Ser
225
Tyr
His
Lys
Ser
Il=
305
ile
Ser
Fhe
Lau
Lys
385

Fhe

Cys

Leu
130
Cys
Asp
Asp
Asp
Glu
210
Asp
Trp
Cys
Gly
Thr
290
Val
Thr
Thr
Glu
Pro
370
Asn

Thr

Arg

115
Ser

Glu

Ser
Ser
1495
Asp
Thr
Lys
A=n
Lys
275
Gln
Asn
Gln
Ser
Arg
355
Leu
Gly

Cys

Gln

Phe
Arg
Rsp
Val
1B0
Glu
Asp
Asp
Cys
Arg
2680
Asp
Ala
Asp
Ala
Ser
340
Glu
Asn
Cys

Bla

Fra

420

<210>5
<211> 660
<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400= &

atgtegtocco
gaaaatgagc
atgaacagca
ccatectcat
gaatcaggac
gatgggcaga
gaagaagaag
gratcagact
cctaaacgtt
ttctocgoag
Ltggggctag

acctagtcga
agtctetgec
goaatggoaa
cctccatoca
agagtagtte
tcatgtttga
ttgtagaagy
ggtcocagtbag
ctgtgtettt
aatttctgaa
gcatctatat

ES 2557302 T3

Asp Glu

Ser

120

Leu Ala

135

Ser
150
Gly

Ser

Ala
165
Ser Asp

Asp Tyr

Glu Val

Ser

Val

Gln

Ser

Tyr

Ser Glu

Ser Glu

Phe Ser
185
Leu Ser
200

Gln val

215

Phe
230
Ser

Ser

Thr
245
Cys Trp

Lys Gly

Glu Glu

Glu
Cys
Ala
Glu

Gly

Glu Asp

Asn Glu

Leu Arg
265
Ile Ser
280

Phe Asp

295

Ser Arg
310
Ser Gln
325
Ser Ile

Glu Thr

Ala Ile

Ile Wal
340
Lys Lys
405

Ile Gln

goocgoocgoog
cocogooggoo
tgataatago
caatggagac
cagaggcagt
tgtggaaatyg
agagaaggaa
accogaaaac
aagcatgagy
ggtgttcatt
tggaaagcga

Glu

Ser

Ile

Ser Cys

Gln Glu

Ser
345
Lys=

Tyr

Asp
360
Fro Cys

Gly Lys

Lys Lys

Val
425

Ile

cococtgoaca
ggcctcaaca
aatgggaaaa
atggagaaga
tctcactgtg
cacaccagca
gtocgaggott
attccacceca
aaaagtggag
ccatctectet
ctgagcacac

15

Leu
Ser
His
170
Wal
Glu
Thr
Ero
Met
250
Glu
Glu
Wal
WVal
Ser
330
Sar
Glu
Val
Thr
hrg

410
Leu

Cys
Thr
155
Ser
Glu
Glu
Val
Glu
235
Asn
Asn
Lys
Fro
Glu
315
Glu
Gln
Glu
Ile
Gly
395

Asn

Thr

Val
140
Gly
Gly
Fhe
Gly
Tyr
220
Ile
Pra
Trp
Ala
Ala
ano
Glu
Azp
Glu
Ser
Cys
384
His
Lys

Tyr

acaacaacaa
gttoctgggt
atggggggct
ttocttttgga
acagoootic
gggaccatag
tgaagaaaag
aggagttoca
ccatgaagaa
Lccbticteca
ccteotgocag

125
Ile Arg

Thr Fro

Asp Trp

Glu

Ser

Leu

Ile

Asn
160
Asp

175

Glu Wal
150
Gln Glu
205
Gln Ala

Ser Leu

Pro Leu

Glu
Leu
Gly
Bla

Fro

Ser
Ser
Glu
BEp

240
Ser

2535

Fra
270
Leu

L

Lys
285
Cys Lys

hsn Asp

Tyr Ser

Glu
Glu
Lys
Azp

Gln

Asp
hsn
Thr
Lys

320
Fro

335

Val
350
Glu

Rap

Val
365
Gln Gly

Leu Met

Fro Cys

Lys
Ser
Arg
Ala

Fro

Glu
Ser
Pro
Cys

400
Wal

415

Fhe Pro

430

caactgocgag
ggagctacecc
ggaacacgta
tgcacaacat
gocacaagas
ctetcagbca
tgcggactay
cttcagacac
agggggtatt
tgttttggct
cacctactga

B0

120
160
240
300
360
420
480
540
600
660
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<210> &

<211> 219

<212> PRT

<213> Homo sapiens

400> &

Met Ser Ser
1
Asn Asn Cys

Asn Ser Ser
35
Asn Gly Asn
50
Ser Ile His
65
Glu Ser Gly

Ser Pro Gln

Ser Arg Asp
115
Lys Glu vVal
130
Ser Ser Arg
145

Pro Lys Arg
Lyvs Gly Gly

Lzu Fhe Leu

193

Lys Arg Leu
210

<210>7

<211> 1089

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400>7

atgcaggogg agogaggagc
ggoggadaltc gocacagoga
ggaggeggeyg 9cggggacgg
ggogotogeg gaggocgagy
ggctggggeg caggggocag
gaagagaatg atgaacaggg
tatcaagata ttgaaaaaga
ttcagbgtocs tocttageote
aaagaatggg atagtgaage
gagttattgg ttocgagoocot
gaactggtcs agggtacagt
gatggoaagy gattagggat
atctttgage tgaaatctgt
ageecgggte cttecaaggga
catttggaag a2agaactaga
aacatcttac cagatcagac
caagaggaag aagtttgtgo
caaccaagta cctocaaaaa
atttoctaa

<210= 8

<211= 362

<212= PRT

=213> Homo sapiens

<400= 8

ES 2557302 T3

His Leu Val Glu Pro

Glu Glu Asn Glu Gln

20

Trp Val Glu Leu Pro

40

Gly Lys Asn Gly Gly

55

Asn Gly Asp Met Glu

70

Gln Ser Ser Ser Arg

85

Glu Asp Gly Gln Ile

100

His Ser Ser Gln Ser

120

Glu Ala Leu Lys Lys

135

Pro Glu Asn Ile Pro
150

Ser Val Ser Leu Ser

165

Ile Phe Ser Rla Glu

180

Ser His val Leu Ala

200

Ser Thr Pro Ser Ala

tcggggaggc
goggooocgga
aggoggacgo
aggaggaggc
cgogoogghbt
aaattattct
ggtcaataat
tgcaggggac
ttotbtgteca
tcaagagctyg
tectitagag
gcagttaaag
ggctgctggc
ttctcagaaa
totgttgett
gtctcaggac
aaaaccatct
tgttaccgag

215

cgtgggcggc
guogcagogg
cggggoogty
gooocogogag
gaagatgaca
aaaagaaaga
gaaagtggag
tecatteotcac
aaacagaatt
cotototgoo
gttectcagy
gggcccttgg
tgocctgtgt
cocacttoce
aatttagatg
ctgaaatcca
gtgactgaag
gaagagctgg

Pro
Ser
Mat
L
Lys
Gly
Met
105
Glu

Ser

Fro

Mat
Fhe
185
Lz

Ser

Fro
10

Leu
Asn
Glu
Ile
Ser
90

Fhe
Glu
Ala
Lys
Arg
170
Leu

Gly

Thr

Fro Leu His
Pro Pro Pro

Ser Ser Asn
15
His Val Pro
&l
Leu Leu Asp
Ta
Ser His Cys

Asp Val Glu

Glu val val
125
Asp Trp Val
140
Glu Phe His
155

Lys Ser Gly
Lys Val FPhe
Leu Gly Ile

205
Tyr

ggcoaggocg cggocoggect
cggtagccag aggcggcggo
gocogtggocg gggcttocge
gcagcoccgecg ggagooggga
gocgatgcaga gacctatgga
ttgtctoctaa ctgggatcga
agtcacagay gggaacagat
agttcocggtt bactgaggag
cagcatttta tgtggatagt
tcogactecaa cgttgetgoco
tgaaaccaaa gagaactgatl
ggocbggagy aagggggocc
tgctgggcaa agacaaccca
cactgcagtc agcaggagac
cacctataaa agagggagat
aggaagatgyg ggaggtggtc
aaaaaaacat ggaacctgag
aagactggtt ggacagecatyg

16

Asn Asn

Rla Gly
30
Gly Asn

Ser Ser
Ala Gln

Asp Ser
a5

Met His

1140

Glu Gly

Ser Asp

Fhe Arg

Ala Met
175

Ile Fro

190

Tyr Ile

Asn
Leu
Asp
Ser
His
Fro
Thr
Glu
Trp

His
160

Lysa
Ser

Gly
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Met
Arg
Ala
Gly
Gly
Gly
Glu
Lys
Aan
Leu
145
Lys
Tyr
Cys
Leu
Leu
225
Ile
Lys
Ser
Leu
ASp
305
Gln

Met

Leu

<210>9
<211>513
<212> ADN

Gln
Gly
Ala
Arg
Arg
Trp
The
Ile
Asn
130
Ser
Glu
val
Leu
Glu
210
Gly
Fhe
Asp
Fro
Leu
290
Gln
Glu

Glu

Glu

<213> Homo Sapiens

<400>9

Ala
Arg
Val
a5

Arg
Gly
Gly
TYE
Yal
115
Glu
Ser
Trp
Asp
Arg
185
Val
Met
Glu
Asn
Leu
275
Asn
Thr
=lu

Fro

Asp
355

Glu
Fro
20

Ala
Gly
Gly
Ala
Gly
100
Ser
Ser
Ala
Asp
Ser
180
Leu
Fro
E1ln
Leu
Fro
260
Gln
Leu
Ser
Glu
Glu

340
Trp

Arg
Gly
Arg
Arg
Gly
Gly
85

Glu
hsn
Gly
Gly
Ser
165
Glu
Asn
Gln
Leu
Lys
245
Ser
Ser
ASp
Gln
Val
325

Gln

Leu

ES 2557302 T3

Gly
Gly
Gly
Gly
Gly
0

Ala
Glu
Trp
Glu
asp
150
Glu
Leu
Val
val
Lys
230
Ser
Fro
Ala
Ala
Asp
310
Cys

Fro

Asp

hla
Aap
Gly
Arg
Ala
Ser
Azn
Asp
Ser
135
Ser
Ala
Leu
ala
Lys
215
Gly
Val
Gly
Gly
Fro
295
Leu
Ala

Ser

Ser

Rrg Gly

Arg His
25
Gly Gly

Gly Arg
Pra Arg
Rla Pro

Asp Glu
145

Arg Tyr

120

Gln Arg

Phe Ser
Ser Cys

YVal Arg
185

Ala Glu

200

Pro Lys

Pro Leu
Ala Ala
Pro Ser
262
Asp His
280
Ile Lys
Lys Ser
Lys Pro
Thr Ser
345

Met Ile
380

17

Gly
10

Ser
Gly
Gly
Gly
Vval
a0

Gln
Gln
Gly
Gln
Fro
170
Bla
Leu
Arg
Gly
Gly
250
Aryg
Leu
Glu
Lyts
Sar
330

Lys

Ser

Rrg
Glu
Gly
Fhe
Ser
73

Glu
Gly
Bsp
Thr
Fhe
155
Lys
Leu
Val

Thr

Frao
235
Cys

Asp
Glu
Gly
Glu
313

Val

ASn

Gly
Arg
Gly
Arg
Arg
hap
Asn
Ile
hsp
140
Arg
Gln
Gln
Gln
hap
220
Gly
Fro
Ser
Glu
Asp
300
hsp

Thr

WVal

Arg
Fro
Gly
Gly
Arg
Azp
Tyr
Glu
125
Fhe
Fhe
AN
Glu
Gly
205
ASp
Gly
Val
Gln
Glu
285
Asn
Gly

Glu

Thr

Arg
Gly
Rap
Ala
Glu
Ser
Ser
110
Lys=
Ser
hla
Ser
L
180
Thr
Gly
Arg
Leu
Lys
270
Leu
Ile
Glu
Glu

Glu
350

Fro
15

Rla
Gly
Arg
Fro
Rsp
35

Lys
Glu
Val
Glu
2la
175
Prea
Val
Lys

Gly

L

255
Pro

Asp
Lai
Val
Lya

335
Glu

Gly
hla
Gly
Gly
Gly
BO

Ala
Aryg
Val
Leu
Glu
160
Fhe
Leau
Ero
Gly
Fro
240
Gly
Thr
Leu
Fro
Val
20

Asn

Glu
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atgtoctcaga
ggatacagct
actgaatcgg
gacagcccog
atccoccatgg
taccggoggg
cagagoctityg
cgaaagggcc
gttetgotgyg

goaaceggga
ggagtcagtt
agatggagac
cggtgaatgg
cagcagtaaa
cattcagtga
aacaggatac
aggaacgott
goctcactott

<210= 10

<211= 233

<212= PRT

=213= Homo sapiens

<400 10

Met
1
Leu

Ser
Ser
Asn Arg
Ala
50

Asn

Ser

Val
65
Ile Pro

Phe Glu

His Tle
Leu
130
Fhe

Glu

Ser
145
Val Leu

His Leu

Glu Leu

Fhe
210
Leu

Arg

Leu
225

Gln Ser

Gln Lys
20
Thr Glu

Ile Asn

Gly RAla
hla

B5
Leu Arg
100
Thr Fro
115
Fhe Arg

Gly Gly

Val Ser

Asn
Gly
hla
Gly
Thr
Ala
TVr
Gly
Asp
Ala

Arg
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gotggtggbt
tagtgatgtg
cocccaghbgoo
agccactgge
goaagegetg
cctgacateo
tittgtggaa
caaccgobtgyg
cagtoggaaa

hrg Glu

TYr Ser

Fro Glu

Asn Pro
55
Gly His &

WVal Lys
Arg

Ala

Leu
Trp
Gly
Ser
er
Gln
Ala

Tyr

gactttcotet
gaagagaaca
atcaatggca
cacagcagea
agggaggcag
cagctocaca
ctotatggga
ttectgacgq
tga

Val
10
Gln

Val

Ser
25
Thr Glu

Trp His

Ser Ser

Ala Leu
o0
Fhe Ser
105

Gln Ser

120

Val
135
Leu Cys
150

Ile Ala

165

Glu Pro

180
Iyr Gly
135
Asn Arg

Sar

Gly

Trp
Asn
Trp

Leu

<210> 11

<211>573

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 11

Ile Gln

khsn Ala

BEn

Val

Ala

Glu

Ala

Trp Gly

Glu Ser
Met
170
Gly

Trp

Asn
185

Ala Glu

200

Fhe Leu
215
Phe Ser

230

Thr

Arg

Gly Met

Lys

18

cchtacaaget
ggactgaggc
acccatcctg
gtttggatge
gogacgagtt
tcaccccagg
acaatgcage
goatgactgt

Rap Fhe Leu

Phe Ser Asp

Ser Glu Met
Ala
60

Bsp

Leu Asp

Leu Ala
5
Arg

Glu Ala

Asp Leu Thr

FPhe Glu Gln
125
Ile Val
140

Asp

Arg

val
155
Ala

Lys

The Tyr

Gly Trp Asp

Ser Arg Lys

205

Thr Ala

Val
220

ttcccagaaa
coCagaaggg
goacohggca
ccgggaggtyg
tgaactgogg
gacagcatat
agcogagago
ggocggogty

Ser Tvr
15

Glu

Lys

Val Glu

Glu Thr Pro

Ser Pro Ala
Val
0

Glu

Arg

Gly RAsp

Ser Gln Leu

110
Val

Val Asn

Ala Phe Fhe

Glu Gln
160

hsp

Met

Asn
175
Phe

Leu

Thr Val

130

Gly Gln Glu

Gly Val Val

&l

120
180
240
ano
260
420
480
513
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atggcgcacg
tataagctgt
ccacctgtgg
cgogacttog
Lttgocacgg
ttotttgagt
gtggacaaca

caggataacyg
tttgatttct
atcaccctgg

ctgggagaac
cgcagagaqgy
Locacctgac
cogagatgte
Lggtggagga
toggtggggt
tegocctgty

gaggctggga
cotggotgte
gtgoctatet
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agggtacgat
ctacgagtgg
cotoogocag
cagecagety
gotcttcagg
catgtgtgtyg
gatgactgag

tgcctttgtg
tctgaagact
gagccacaag

aaccgggaga
gatgecogogg
Jocggogacyg
cacctgacygc
gacggggtga
Jagagcgica
tacctgaacc

gaactgtacy
cbtgctcagtt
tga

<210= 12
<211= 190
312> PRT

<213= Homo sapiens

=400=> 12

Met
1
Lys
AEla
hrg
Glu
a5
BFhe
Arg
Val

Thr

Gly
145
Fhe

Val

<210>13
<211> 1356
<212> ADN

Rla
Tyr
Gly
Gln
50

Met
Ala
Ile
hsn
Glu
130
Trp

Asp

Gly

His
Ile
Pro
35

Ala
Saer
Thr
Val
Arg
115
Tyr
hsp

Fhe

Ala

<213> Homo Sapiens

<400> 13

Ala
His
20

Ala
Gly
Ser
val
Ala
100
Glu
Leu
Ala

Ser

Cys
1B0

Gly
Tyr
Leu
Azp
Gln
Val
85

Fhe
Met
Asn
Fhe
Trp

165
Ile

Rrg
Lys
Ser
Asp
Leu
Glu
Fhe
Ser
Arg
Wal
150
Leu

Thr

Thr
Leu
Fro
Fhe
55

His
Glu
Glu
Fro
His
135
Glu

Sar

Leu

Gly
Ser
Val
a0

Ser
Leu
Leu
Phe
Leu

127
Leu

Leu

Gly

Tyr
Gln
25

Fro
Arg
Thr
Fhe
Gly
105
Val
His
Tyr
Lys

Ala
185

Esp
10

Arg
Fro
Rrg
Pro
Arg
90

Gly
Asp
Thr
Gly
Thr

170
Tyr

19

tagtgatgaa
gocctgoget
acttoctoccg
cottcacoge
actgggggag
acogggagat
ggeacctgca

gecocageat
Lagococctggt

Asn RArg Glu

Gly Tyr Glu
His
45

Arg

val Val

Tyr Arg

FPhe Thr Ala

Asp Gly Val

Wal Met Cys
Ala
125

Gln

Bsn Ile

Ile
140
Ser

Trp

Pro
155
Leu

Met

Leu Ser

Leu Ser His

gtacatccat
cagocoogghg
cogotaccge
goggggacgc
gattgtggoo
gtogoocootg
cacctggate

goggootbotg
gggagcitgo

Ile Val
15
Trp Asp
30
Leu Thr

hsp Phe

Arg Gly

Asn Trp
a5

Val Glu
110
Leu Trp

Asp Asn

Arg Pro

Ala
175

Leu

Lys
120

Met
Ala
Leu
Ala
Arg
Gly
Ser
Met
Gly
Leu

1&0
Leu

14]

120
180
240
300
360
420

480
340
573
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atgactttta
gaagaatttg
cctgttbcag
gtgcggtget
ggaagacaca
agtgocacge
ctgggaagcea
ttgagaacty
tatagtgaag
ccaagagagt
ttttgttatg
aggcgacact
totgatgetyg
tccatggcag
aaggagcage
tttcackgty
gctaaatggt
aatattcatt
tcactaacta

cgaatggggt
gggagcaact
agtatgccag
ctaaggcgco

=210= 14

acagttitga
Ltagaagagtt
catcaacact
ttagttgtca
ggaaagtate
agtctacaaa
gagatcattt
ggcaggbtgt
azagctagatt
tagcaagtygce
gtggaaaact
ttocctaattyg
tgagttctga
attatgaagc
ttgcaagage
gaggagggct
atccagggtyg
taactcatte
gaagaattga

tcagtttecaa
ataaatcact
atgagtcaag
tgcaagagga

aggatctaaa
taatagatta
ggeacgageca
tgcagotgta
cocaaattge
ttctggtate
tgecttagac
agatatatca
aaagtccttt
Lggactotas
gaaaaalttgg
cttctttgtt
taggaatttc
acggatcttt
tggattttat
aactgattgg
caaatatctg
acttgaggag
tgataccatc

ggacattaag
tgaggttcty
tcagacttca
gaagcottate
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acttgtgtac
aaaacttttg
gggbttettt
gatagatggcoc
agatttatca
cagaatggtc
aggocatetyg
gacaccatat
cagaactggeo
tacacaggta
gaaccttgtg
ttgggcococgga
ccaaatbcaa
acttttggga
goctotaggty
aagoccagtg
ttagaacaga
cgtctggtaa
ttccaaaatc

aaaataatgg
gtbgocagatc
ttacagaaag
gattga

302 T3

ctgcagacat
ctaattttcs
atactggtga
aatatggaga
acggobitta
agtacaaagt
agacacatge
acccgaggaa
cagactatgc
ctggtgaceca
atcgtgoctg
atcttaatat
caaatcttec
catggatata
aaggtgataa
aagacccttg
agggacaaga
gaactactga
ctatggtaca

aggaaaaaakt
tagtgaatge
agattagtac

caataaggaa
aagtggtagt
aggagatacc
ctcagcagtt
tottgaaaat
tgaaaactat
agactatctt
coctgoocatg
tcacctaacc
agtgeagtge
gtcagaacac
tegaagrgaa
aagaaatcca
ctcagttaac
agtaaagtge
ggaacaacat
atatataaac
gaaaacacca
agaagctata

tcagatatet
tcagaaagac
tgaagagcag

a0
120
180
240
i0g
360
420
480
540
600
660
720
T8O
B40
200
260
1020
LOBO
1140

1200
1280
1320
1356

<211= 451
=212= PRT
<213> Homo sapiens

=400= 14
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Met
Ile
Fhe
Arg
Ser
65

Gly
Tyr
Gly
Leu
Gln
145
Tyr
Ala
Gly
Asn
Pro
225
Ser
Pro
Gly

Phe

Gly
305

Ala
Glu
Val
Thr

Ser

385

Thr
Asn
Rla
Ala
50

Cys
Arg
Leu
Gln
Asp
130
Val
Ser
His
Ile
Trp
210
Asn
hAsp
Arg
Thr
Tyr
290
Gly
Lys
Tyr
Arg
Ile

370
Phe

Fhe
Lys
Asn
Gly
His
His
Glu
Tyr
115
Arg
Val
Glu
Lozt
Gly
135
Glu
Cys
Ala
Asn
Trp
275

Ala

Leu

Trp
Ile
Thr
355
Fhe

Lys

Asn
Glu
Phe
FPhe
Ala
Arg
Asn
100
Lys
Pro
Asp
Glu
Thr
180
Asp
Pro
Fhe
Val
Fro
260
Ile

Leu

Thr

Tyr
Asn
340
Thr
Gln

Asp

Ser
Glu
Pra
Leu
Ala
Lys
B5

Ser
Val
Ser
Ile
Ala
165
Pra
Gln
Cys
Pha
Ser
245
Ser
Tyr
Gly
hEp
Pro
325
Asn
Glu

A3n

Ile

Phe
Glu
Ser
Tyr
Val
7a

Val
Rla
Glu
Glu
Ser
150
Arg
Arg
Val
Asp
Wal
230
Ser
Met
Ser

Glu

Trp
310

Gly
Ile
Lys
Pra

Lys

390

Gly Ser Asn Tyr Lys Ser

Ala
Lys

Leu

<210> 15

<211> 45

<212> ADN

<213> Homo Sapiens

<400> 15

Gln
Glu

Ile
450

405

Lys hAsp Ser Met

420

Ile Ser Thr Glu

435
Asp
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Glu
Fhe
Gly
Thr
55

Asp
Ser
The
Asn
Thr
135
Asp
L
Glu
Gln
Arg
215
Leu
Asp
hla
Val
Gly
2485
Lys
Cys
His
Thr
Mat

375
Lys

Gly
Val
Ser
Gly
Arg
Fra
Gln
Tyr
120
His
Thr
Lys
Leu
Cys
200
Ala
Gly
Arg
Asp
Azn
280
Asp

Pro

Lys
Leau
Fro
300
Val

Ile

Ser
Glu

Fro

Ser
Leu
Ala
Ile
Sar
Ala

145
Fhe

hrg
AEn
Tyr
265
Lys
Lys

Ser

Tyxr
Thr
345
Ser

Gln

Met

Lys
10

Glu
Wal
Gly
Gln
Cys
90

Thr
Gly
Asp
Tyr
FPhe
170
Ser
Cys
Ser
hsn
Phe
250
Glu
Glu
YVal
Glu
Leu
330
His
Leu

Glu

Glu

Thr
Phe
Ser
Asp
Tyr
75

Arg
Asn
Ser
Tyr
Pro
155
Gln
Ala
Cys
Glu
Leu
235
Pro
Ala
Gln
Lys

Asp
315

Leu
Ser
Thr
Ala

Glu

395

Cys Val
Asn Arg
Ala Ser

Thr YVal

60

Gly Asp
Phe Ile
Ser Gly

Arg Asp

o

125

Leu Leu

140

Arg Asn
Asn Trp
Gly Leu

Gly Gly

Fro
Leu

Thr

Pra

Tyr

15

95

Rla Asp
Lys Thr
Leu Ala
Cys Phe

Ala Val

80

Gly Phe
Gln Asn
Phe Ala
Thr Gly

Ala Met

160

Asp Tyr

173

1%0

205

His Arg

220

Azn Ile
Asn Ser
Arg Ile

Leu Ala

Lys
Arg
Arg
Thr

Phe

Tyr Thr
Leu Lys
His Phe

Ser Glu

2490

Asn Leu

2535

270

285

Cys Phe

300

Pro Trp

Glu Gln
Leu Glu

Arg Arg

Arg
His

Glu

Lys=s

Glu

Thr Fhe
hla Gly
Cys Gly

Gln His

320

Gly Gln

335

350

363

Ile Arg

380

Lys Ile

Ile
Met

Gln

Cys Leu
Asp Rsp
Gly Phe

Ile Ser

400

Leu Glu Val Leu Val Ala Asp Leu Val Asn

410

415

Pro Asp Glu Ser Ser GIn Thr Ser Leu Gln

425

430

Glu Gln Leu Arg Arg Leu Gln Glu Glu Lys

440

gotgaagagq gotitgatot gocggctiot aasaaaaacta tagig 45

2

1

445
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Reivindicaciones

1. Un método para aumentar la viabilidad celular en un cultivo celular de mamifero de lote alimentado, que
comprende cultivar una linea celular de mamifero que sobreexpresa MDM22*%%

2. Un método para aumentar la viabilidad celular en un cultivo celular de mamifero de lote alimentado, que
comprende cultivar una linea celular de mamifero que sobreexpresa MDM22*%*y E1B19K.

3. El método de la reivindicacion 1 6 2 donde la linea celular de mamifero es una linea celular de un ovario de
hamster chino (OHC) o una linea celular de mieloma.

4. El método de la reivindicacion 3 donde la linea celular de OHC es OHC-K1 u OHC-K1SV.
5. El método de la reivindicacion 3 donde la linea celular de mieloma es NS20 o Sp2/0.
6. El método de la reivindicacion 1 6 2 donde la linea celular de mamifero es una linea celular de hibridoma.

7. El método de la reivindicacion 1 6 2 donde la viabilidad celular es al menos:
a) 50% a los 14 dias del cultivo celular de lote alimentado; o
b) 40% a los 20 dias del cultivo celular de lote alimentado.

8. El método de la reivindicacién 1 6 2 donde la densidad celular viable es al menos 4 x 106 células/mL a los 15 dias
del cultivo celular de lote alimentado.

9. Un método para aumentar la produccion de una proteina secretada en un cultivo celular de lote alimentado de
ovario de hamster chino (OHC), que comprende cultivar una linea celular de OHC que sobreexpresa MDM23%* y
uno o mas genes que codifican la proteina secretada.

10. Un método para aumentar la produccion de una proteina secretada en un cultivo celular de lote alimentado de
ovario de hamster chino (OHC), que comprende cultivar una linea celular de OHC que sobreexpresa MDM2P30%4 y

E1B19K y uno o mas genes que codifican la proteina secretada.
11. El método de las reivindicaciones 9 a 10 donde el titulo de la proteina secretada es al menos 600 mg/L.
12. El método de las reivindicaciones 9 a 10 donde la linea celular de OHC es OHC-K1 u OHC-K1SV.

13. El método de las reivindicaciones 9 a 10 donde la proteina secretada es una cadena pesada de anticuerpo o una
cadena ligera de anticuerpo.

14. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13 donde MDM2"3%%*

consiste en la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 4.

es un polipéptido que comprende o

22
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FIG. 1A
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FIG. 1B
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FIG. 2A

140

——(C1013A

—a— BxMX-01
=33 BxMX-11
——BxMX-25
—+—Bx-51

1

1201

1001

VCD 80
(x10e5 cells/ml)

I

60

40

20

0..

Dias

25



ES 2557302713

FIG. 2B
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FIG. 4A
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FIG. 5A

Apoptosis CNTO: Experimento BT5
Lote alimentado C1013A MDM2h: Perfil de crecimiento
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FIG. 5B

Apoptosis CNTO: Experimento BT5
Lote alimentado C1013A MDM2h: Perfil de crecimiento
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FIG. 6
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