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DESCRIPCION
Método para la producciéon en masa de factor VII/Vlla
Campo técnico

La presente divulgacion se refiere a un método para la produccion en masa del factor de coagulaciéon VII humano,
que comprende: a) construir un vector de expresion que lleva i) un promotor de dihidrofolato reductasa que carece
de una o mas secuencias de repeticion CCGCC de la region rica en GC del mismo y un gen de dihidrofolato
reductasa (DHFR) operativamente unido al mismo y ii) un promotor de citomegalovirus (CMV) y un gen del factor de
coagulacion VIl humano operativamente unido al mismo; b) transfectar el vector de expresion del paso a) en una
linea de células animales; c) cultivar la linea de células animales transfectada del paso b) en presencia de un
inhibidor de dihidrofolato reductasa para seleccionar células que expresan el factor de coagulacion VII humano con
alta eficacia; y d) afiadir butirato de sodio a las células animales del paso c), y una linea celular para la produccién
en masa del factor de coagulacion VII humano.

Antecedentes técnicos

El factor de coagulaciéon VII (FVII) es un precursor de serina proteasa que produce que la sangre coagule en la
cascada de coagulacion donde activa el factor de coagulacion X o factor IX. FVII, producido en el higado, es una
glucoproteina que consiste en una uUnica cadena con un peso molecular de 50.000 Da. Cuando se descompone en
dos cadenas por diferentes proteasas, entre las que estan el factor Xa, factor Xlla, factor IXa y trombina, el FVII se
activa a si mismo a una forma activa FVlla. FVII también se activa a FVlla por unién a factores tisulares y fosfolipido
A cargado negativamente (Nemerson et al, Thromb. Res, 1985, 40:351-358).

En presencia de factor tisular e iones calcio, FVlla activa el factor X a factor Xa que, a su vez, convierte la
protrombina en trombina con la ayuda del factor Va en presencia de ion calcio y fosfolipido, realizandose la
coagulacion.

El factor VII, que consiste en 406 aminoacidos, se corta en el enlace peptidico entre la arginina 152 y la isoleucina
153 para formar el factor Vlla en el que la cadena ligera (152 aminoacidos) y la cadena pesada (254 aminoacidos)
se mantienen juntas por un enlace disulfuro. La cadena ligera comprende un dominio de acido glutdmico gamma
carboxilo (Gla) y dos dominios EGF (factor de crecimiento epidérmico) mientras que la cadena pesada es
responsable de la actividad serina proteasa.

Para que el factor VII sea completamente funcional, se debe someter a gamma-carboxilacion de 10 residuos de
acido glutamico N-terminales, que es un proceso dependiente de vitamina K (Hagen et al, Natl. Acad. SC. U.S.A,
1986, 83:2412-2416). Se sabe que este dominio Gla esta implicado en la union del factor VIl a la superficie celular
que contiene el factor tisular (Sakai et al, J.Biol Chem, 1990, 265:1890-1894).

Hasta la fecha, hay dos enfoques para la produccion de factor Vlla. En un enfoque, el factor VIl se aisla y purifica de
plasma y se activa a factor Vlla (Broze et al, J. Biol. Chem, 1980, 225:1242-1247). El otro es una técnica de
ingenieria genética en la que células animales transformadas con una secuencia de ADN del factor VIl se cultivan
para producir factor VII (Solicitud de patente europea No: 86302855.1).

El factor Vlla derivado de plasma padece la desventaja de tener un bajo rendimiento de produccion y carecer de
consistencia en el suministro. Un problema particular con este factor esta en el riesgo que representa para la
seguridad del cuerpo. En contraste, el producto recombinante genético se considera que supera los deméritos del
producto derivado de plasma.

Sin embargo, las células animales a partir de las cuales se produce el factor VIl por recombinacién genética
generalmente tienen un bajo nivel de expresion, de modo que solo se puede asegurar baja productividad. Por tanto,
para usar el factor VIl como un agente terapéutico, es necesario obtener una linea celular en la que el factor se
pueda producir establemente a escala en masa. En este contexto, un vector de expresion que tenga alta eficacia de
expresion es indispensable.

El documento US2004/0185535 A1 divulga un método para la produccion a escala industrial de polipéptidos FVII en
un cultivo de células de mamifero sin componentes derivados de animales.

LI ROBERT W et al. BMC GENOMICS, vol.7, no.1, 14 de Septiembre 2006, pagina 234, divulga perfiles de
expresion génica globales de células epiteliales de rifidn bovino regulados por butirato de sodio. Se disefiaron y
produjeron micromatrices bovinas con 86.191 oligonucledtidos 60meros distintos, cada uno con 4 replicados, con la
tecnologia Maskless Array Synthesizer. Los oligonucleétidos representan aproximadamente 45.383 secuencias
Unicas de ganado bovino. Se identificaron 450 genes regulados significativamente por butirato con una tasa de
descubrimiento falso (FDR) mediana = 0%. La mayoria de estos genes se reprimian por butirato y se asociaban con
control del ciclo celular. Los niveles de expresion de 30 genes seleccionados identificados por la micromatriz se
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confirmaron usando PCR a tiempo real. Los resultados de la PCR a tiempo real se correlacionaban positivamente (R
= 0,867) con los resultados de la micromatriz.

KRUH J., MOLECULAR AND CELLULAR BIOCHEMISTRY, vol. 42, no. 2, 1 de Mayo 1982, paginas 65-82, divulga
que el butirato de sodio, a concentraciones milimolares, cuando se afiade a cultivos celulares produce muchas
modificaciones morfolégicas y bioquimicas de una manera reversible. Algunas de ellas se producen en todas las
lineas celulares. Se refieren a mecanismos reguladores de expresion génica y crecimiento celular: una
hiperacetilaciéon de histona resultante de una inhibicion de histona desacetilasa y una parada de la proliferacion
celular se observan casi constantemente.

Divulgacion
Problema técnico

Precediendo a la presente divulgacion, la investigacion intensa y completa en la produccion en masa de factor VI,
realizada por los presentes inventores, produjo el descubrimiento de que un vector de expresion con un promotor de
dihidrofolato reductasa (DHFR) que carece de la secuencia repetitiva rica en GC permite que células animales se
transformen en esas capaces de expresar establemente factor VII con alta eficacia, medido por una serie de
experimentos en los que el vector de expresion se transfectd en una linea de células animales para dar un
transformante de célula Unica y cuando el transformante de una uUnica célula se cultivd en presencia de un amplio
espectro de concentracion de butirato de sodio, en donde la expresion del factor VII aumentd significativamente a
una concentracion relativamente alta de butirato de sodio.

Solucion técnica

Es un objeto de la presente divulgacion proporcionar un método para producir factor VII, que comprende: a) construir
un vector de expresion que lleva i) un promotor de dihidrofolato reductasa que carece de una o mas secuencias de
repeticion CCGCC de la regioén rica en GC del mismo y un gen de dihidrofolato reductasa (DHFR) operativamente
unido al mismo y ii) un promotor de citomegalovirus (CMV) y un gen del factor de coagulacién VII humano
operativamente unido al mismo; b) transfectar el vector de expresion del paso a) en una linea de células animales; c)
cultivar la linea de células animales transfectada del paso b) en presencia de un inhibidor de dihidrofolato reductasa
para seleccionar células que expresan el factor de coagulacion VIl humano con alta eficacia; y d) afiadir butirato de
sodio a las células animales del paso c).

Es otro objeto de la presente divulgacion proporcionar una linea celular para producir factor VII.
Efectos ventajosos

Al emplear un vector que tiene un promotor de DHFR que carece de las secuencias repetitivas ricas en GC, la
presente divulgacion puede producir factor de coagulacion VII humano con alta eficacia a gran escala, que
contribuye al tratamiento de hemofilia.

Descripcion de las figuras
La figura 1 muestra un proceso de construccion y mapa de un vector de expresion de hFVIL.

La figura 2 es un grafico que muestra los niveles de expresion de hFVII en colonias formadas de una linea celular
transformada con un vector de expresion de hFVIIl, medido por ELISA.

Mejor manera

Segun un aspecto de la misma, la presente divulgaciéon proporciona un método para la producciéon en masa del
factor de coagulacion humano VII, que comprende: a) construir un vector de expresion que lleva i) un promotor de
dihidrofolato reductasa que carece de una o mas secuencias de repeticion CCGCC de la regién rica en GC del
mismo y un gen de dihidrofolato reductasa (DHFR) operativamente unido al mismo y ii) un promotor de
citomegalovirus (CMV) y un gen del factor de coagulacion VII humano operativamente unido al mismo; b) transfectar
el vector de expresion del paso a) en una linea de células animales; c) cultivar la linea de células animales
transfectada del paso b) en presencia de un inhibidor de dihidrofolato reductasa para seleccionar células que
expresan el factor de coagulacion VII humano con alta eficacia; y d) afiadir butirato de sodio a las células animales
del paso c).

Preferiblemente, el paso a) aborda construir un vector de expresion que lleva i) un promotor de dihidrofolato
reductasa que carece de una o mas secuencias de repeticion CCGCC de la region rica en GC del mismo y un gen
de dihidrofolato reductasa (DHFR) operativamente unido al mismo y ii) un promotor de citomegalovirus (CMV) y un
gen del factor de coagulacion VII humano operativamente unido al mismo.
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El término “region rica en GC”, como se usa en el presente documento, se refiere a la secuencia CCGCC repetida
en el promotor de dihidrofolato reductasa. Cuando toda o una parte de la secuencia repetitiva se elimina
artificialmente por delecién o mutacion, el nivel de expresion de dihidrofolato reductasa esta en un minimo. En estas
condiciones, la presencia de un inhibidor de dihidrofolato reductasa produce que las células amplifiquen el gen de la
dihidrofolato reductasa a una mayor frecuencia para supervivencia, produciendo de esta manera la alta expresion
simultanea de un gen de interés llevado por un vector de expresion que contiene el gen de la dihidrofolato reductasa.

Por tanto, segun una forma de realizacién de la misma, la presente divulgacion proporciona un casete de induccion
de alta expresion que comprende un promotor de dihidrofolato reductasa que carece de una o mas secuencias de
repeticion CCGCCC y un gen de dihidrofolato reductasa. Preferiblemente, el casete de induccion de alta expresion
comprende un promotor de dihidrofolato reductasa en el que la secuencia repetitiva CCGCCC se repite seis veces o
menos, mas preferiblemente tres veces o menos, mas particularmente preferible una vez o menos, e incluso mas
particularmente preferible es cuando esta ausente.

La eliminacion de estas secuencias repetitivas CCGCCC se puede lograr por técnicas de sustitucion o delecion
genéticamente recombinantes que se conocen ampliamente en la técnica. En una forma de realizacion de la
presente divulgacion, una parte de una secuencia de bases que contiene las secuencias repetitivas CCGCCC se
deleciona para eliminar una parte o toda la region rica en GC del promotor.

Como se usa en el presente documento, el término “dihidrofolato reductasa” se refiere a una enzima que reduce el
acido dihidrofdlico a acido tetrahidrofélico con NAPDH que sirve como donante de electrones. En seres humanos, el
gen DHFR codifica la enzima.

El término “factor de coagulaciéon humano” o solo “factor”, como se usa en el presente documento, se refiere a una
proteina que esta implicada en la coagulacion sanguinea tras hemorragia, ofreciendo de esta manera proteccion. El
término “coagulacion” se refiere a un proceso complejo en el que la sangre forma coagulos y en el que participan 12
factores. La presente divulgacion se dirige a la produccion en masa de factor VII.

El término “factor VII”, como se usa en el presente documento, se refiere a una proteina inestable al calor con un
peso molecular de 50.000 Da, también conocida como proconvertina, que se produce en el higado y oscila en nivel
en suero desde 20 a 40 mg/ml. Para uso en coagulacion, el factor VIl se debe activar a una forma activa, es decir, el
factor Vlla. El factor VIl codificado por un gen que comparte homologia del 70% o mayor, preferiblemente del 80% o
mayor, mas preferiblemente del 90% o mayor, mucho mas preferiblemente del 95% o mayor, y lo mas
preferiblemente del 97% o mayor con el gen del factor VIl de tipo salvaje esta dentro del ambito de la presente
divulgacion. Preferible es factor VII codificado por el gen de SEQ ID NO: 3.

El término “vector”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier vehiculo para la clonacién de y/o
transferencia de un acido nucleico en una célula huésped. Un vector puede ser un replicén al que se puede unir otro
segmento de ADN de modo que se produzca la replicacion del segmento unido. Un “replicén” se refiere a cualquier
elemento genético (por ejemplo, plasmido, fago, césmido, cromosoma, virus) que funciona como una unidad
auténoma de replicacion de ADN in vivo, es decir, que es capaz de replicacion bajo su propio control. El término
“vector” incluye vehiculos tanto viricos como no viricos para introducir el acido nucleico en una célula huésped in
vitro, ex vivo o in vivo. El término “vector” también puede incluir ADN minicirculares. Por ejemplo, el vector puede ser
un plasmido sin secuencias de ADN bacteriano. Se ha mostrado que la eliminacion de secuencias de ADN
bacteriano que son ricas en regiones CpG disminuye el silenciamiento de la expresion del transgén y produce una
expresion mas persistente de vectores de ADN de plasmido (véase, por ejemplo, Ehrhardt, A. et al. (2003) Hum
Gene Ther 10: 215-25; Yet, N. S. (2002) Mol Ther 5: 731-38; Chen, Z. Y. et al. (2004) Gene Ther 11: 856-64). El
término "vector" también puede incluir transposones tal como Bella Durmiente (Izsvak et al. J. Mol. Biol. 302:93-102
(2000)), o cromosomas artificiales. Como se usa en el presente documento, el término “vector de expresion” significa
un vector que puede expresar una proteina de interés, por ejemplo, el factor, con alta eficacia. En la presente
divulgacion, el vector de expresion contiene i) un promotor de dihidrofolato reductasa (DHFR) que carece de una o
mas secuencias de repeticion CCGCCC de la region rica en GC del mismo y un gen de dihidrofolato reductasa
(DHFR) operativamente unido al mismo. Preferiblemente, el vector de expresion puede ser el pXOCG-FVI! ilustrado
en la figura 1. Los ejemplos de vectores de expresion utiles en la presente divulgacion incluyen plasmidos,
césmidos, bacteriofagos, vector de adenovirus, vectores de retrovirus, y vectores de virus adenoasociados, con una
preferencia por plasmidos.

Preferiblemente, el vector de expresion puede incluir ademas un gen que codifica un factor de coagulacién VIl
humano. El factor de coagulacion VII humano se puede expresar a altos niveles expresando el vector de expresion.

El factor de coagulacién VIl humano se puede expresar bajo el control del promotor del gen DHFR o bajo el control
de un promotor independiente. Preferiblemente, el factor de coagulacion VII humano se puede colocar bajo el control
de un promotor independiente. Tales promotores incluyen los ampliamente conocidos en la técnica, y los ejemplos
no limitantes de tales promotores incluyen el promotor del citomegalovirus (CMV), el promotor de LTR, el promotor
de EFa, el promotor de SV40 y el promotor de TK. Los expertos en la materia seleccionaran facilmente cualquiera
del grupo que consiste en los promotores anteriormente mencionados.
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El vector de expresion de la presente divulgacion, que se proporciona para inducir alta expresion de un gen del
factor de coagulacion VII humano en células animales, puede incluir ademas preferiblemente un gen de resistencia
para células animales, que se usa como un marcador seleccionable para expresion permanente del gen en células
animales. Los ejemplos no limitantes de tales genes de resistencia para células animales incluyen los cominmente
usados en la técnica, tal como el gen de resistencia a neomicina, el gen de resistencia a zeomicina, el gen de
resistencia a higromicina, y el gen de resistencia a blastomicina.

Asimismo, el vector de expresidon de la presente divulgacion puede ademas incluir, pero no esta limitado a,
elementos constituyentes generales de un vector, tal como un origen de replicacion y una sefal de poliadenilacién, y
otros elementos de control transcripcional.

Preferiblemente, el paso (b) aborda la transformacion de una linea de células animales con el vector de expresion
del paso a).

Como se usa en el presente documento, el término “transformacién” o “transfecciéon” en todas sus formas
gramaticales y variaciones ortograficas se refiere a la alteracion genética artificial de una célula resultante de la
introduccion de un gen exdgeno en la célula huésped de modo que el gen introducido se puede replicar por si mismo
o0 como un factor incorporado en el cromosoma.

El vector de la presente divulgacion se puede introducir en células huésped usando técnicas estandar adecuadas
que se conocen en la técnica, ejemplos de las cuales incluyen electroporacion, coprecipitacion con fosfato de calcio,
infeccion retrovirica, microinyeccion, DEAE-dextrano, y calcio de liposoma catiénico, pero no estan limitadas a las
mismas.

En la presente divulgacion, por ejemplo, un vector de expresidon que tiene un gen recombinante se transforma en
células CHO con la ayuda de Lipofectamina.

Se puede realizar un procedimiento para cultivar lineas de células animales usando cualquier medio y condiciones
de cultivo bien conocidos en la técnica que sean adecuados. Los expertos en la materia pueden controlar facilmente
el procedimiento de cultivo para que se ajuste a las cepas empleadas. Por ejemplo, el procedimiento puede implicar
cultivo en suspension o un método de cultivo adherente segun el tipo de crecimiento de las células, que se puede
realizar en un tipo por lotes, en un tipo continuo o en un tipo de lote alimentado. El medio de cultivo debe cumplir
adecuadamente los requisitos especificos de las lineas celulares que se van a cultivar.

Un medio de cultivo para células animales puede contener una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno y
oligoelementos. Los ejemplos de la fuente de carbono incluyen hidratos de carbono tales como glucosa, sacarosa,
lactosa, fructosa, maltosa, almiddn y celulosa, aceites y grasas tal como aceite de soja, aceite de girasol, aceite de
ricino y aceite de coco, acidos grasos tal como acido palmitico, acido estearico y acido linoleico, alcoholes tal como
glicerol y etanol, y acidos organicos tal como acido acético. Estas fuentes de carbono pueden estar presentes solas
0 en combinacion en el medio de cultivo. Como una fuente de nitrégeno, un material organico tal como peptona,
extracto de levadura, caldo, extracto de malta, licor de maceracién del maiz (CSL) y soja, o un compuesto
nitrogenado inorganico tal como urea, sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de
amonio y nitrato de amonio puede estar contenido en el medio de cultivo. Estas fuentes de nitrégeno se pueden usar
solas o en combinacién. Ademas, el medio de cultivo puede contener aminoacidos, vitaminas y precursores
adecuados.

Ademas, el medio se puede suplementar con un inhibidor de DHFR, tal como metotrexato. Es decir, como se ha
descrito anteriormente, puesto que la presente divulgacion se dirige a establecer eficazmente en un tiempo corto un
sistema por el cual del gen DHFR portado en un vector se amplifica y selecciona transformando células animales
deficientes en DHFR con un vector de expresion segun la presente divulgacion y dosificando las células con un
inhibidor de DHFR de modo que se amplifique un gen recombinante.

En una forma de realizacién preferida, la concentracion del inhibidor de DHFR que se usa es preferiblemente tan
baja como sea posible durante un periodo corto de tiempo por el bien del coste de produccion y la estabilidad de las
lineas celulares. Es decir, el uso de una baja concentracion del inhibidor de DHFR asegura la produccion en masa
estable de la proteina de interés y reduce el tiempo que lleva desarrollar una linea celular de expresion. En detalle,
la presente divulgacion proporciona un método de producir un factor de coagulacion VII humano transformando
células CHO deficientes en DHFR con el vector de expresion de la proteina recombinante y dosificando las células
con menor de 100 nM de metotrexato, y preferiblemente menos de 50 nM de metotrexato.

La proteina recombinante de interés requiere células animales para su expresion. A la luz del fin de la presente
divulgacion, los ejemplos de células animales adecuados incluyen células de carcinoma ovarico de hamster chino
(CHO), células de rifién de mono (COS7), células NSO, células SP2/0, células W138, células de rifién de hamster
recién nacido (BHK), células MDCK, células de mieloma, células HuT 78, y células 293, pero no estan limitadas a las
mismas. Los expertos en la materia pueden seleccionar facilmente una linea de células animales adecuada para uso
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en el sistema de amplificaciéon basado en DHFR segun la presente divulgacion. En la presente divulgacion puede ser
preferible una célula deficiente en dihidrofolato reductasa.

El término “célula huésped transformada con un vector recombinante”, como se usa en el presente documento, se
refiere a una célula huésped que ancla en la misma un vector recombinante que lleva un gen de interés. La célula
huésped adecuada para uso en la presente divulgacion se puede originar de células de roedores o células de
mamifero, preferiblemente células animales o células derivadas de animal, y lo mas preferiblemente células CHO.
Cuando el fin es expresar establemente el gen de interés y amplificar el numero de copia del gen en una célula, se
puede introducir un vector (por ejemplo, pCHOI) que tiene un gen DHFR que compensa la deficiencia en una célula
CHO deficiente en rutas sintéticas de acidos nucleicos, y amplificar con metotrexato (MTX).

El término “huésped” en la presente divulgacion abarca un animal. Para animales, estan disponibles varios sistemas
de produccion que utilizan un mamifero o un insecto. El mamifero incluye cabras, cerdos, ovejas, ratones y ganado
(Vicki Glaser, SPECTRUM Biotechnology Applications, 1993). Ademas, el mamifero también puede incluir un animal
transgénico. Ademas, se puede usar un gusano de seda como un insecto huésped. El gusano de seda se infecta
con un baculovirus en el que se ha insertado el ADN que codifica una proteina deseada. La proteina deseada se
puede obtener del liquido corporal del gusano de seda (Nature, Vol. 315, p.592-594, 1985). Preferiblemente, se usan
células CHO como las células huésped en la presente divulgacion.

En detalle, se usé una linea de células de carcinoma ovarico de hamster chino deficiente en dihidrofolato reductasa
(DHFR) (CHO/dhfr-). Es decir, las células CHO deficientes en DHFR se transformaron con un vector de expresion
que lleva un gen que codifica el factor de coagulacion VIl humano segun la presente divulgacion. En las células CHO
transformadas, se encontré6 que el gen estaba amplificado a un nimero de copias suficiente incluso a una
concentracion de metotrexato de menos de 100 nM, e incluso menor de 50 nM, que era preferible. Por tanto, la
presente divulgacion proporciona tal linea de células animales.

Segun la presente divulgacion, el paso c) aborda cultivar la linea de células animales transformada del paso b) en
presencia de un inhibidor de dihidrofolato reductasa para seleccionar una linea celular que expresa factor VII con
alta eficacia.

Mas preferible puede ser HMF708 (KCTC 11779BP). La linea celular HMF708 se depositdé con el KTCT (Centro de
Recursos Genéticos, KRIBB, 111 Gwahak-ro, Yuseong-gu, Daejeon, Corea) el 25 de octubre, 2010, con el nimero
de registro KCTC 11779BP. La linea celular seleccionada se asimilé a cultivo en suspension usando un medio sin
suero (medio EX-CELL CHO, Sigma, EE UU, No. de cat. 14360C).

Segun la presente divulgacion el paso (d) aborda la adicion de butirato de sodio a la linea de células animales
seleccionada del paso c) para inducir la produccién en masa del factor VII.

El butirato de sodio inhibe la histona diacetilasa, lo que produce hiperacetilaciéon de histona. Tiene varios efectos en
células de mamifero cultivadas incluyendo la inducciéon de diferenciacién y expresion génica. En la presente
divulgacion, el compuesto se usa como un aditivo para inducir la produccion en masa de factor VII. En este contexto,
la cantidad del mismo la pueden determinar facilmente los expertos en la materia y esta preferiblemente en el orden
de 0,1 a 3,0 mM y mas preferiblemente en el orden de 0,1 a 1,5 mM.

Segun una forma de realizacion de la misma, la presente divulgacion proporciona la construccion de dos casetes
inducibles de alta expresion, uno de los cuales contiene solo una de las secuencias de repeticion CCGCCC del
promotor de DHFR vy el otro de los cuales no contiene ninguna de las mismas, y lineas celulares de E. coli
transformadas con estos casetes. Los transformantes de E. coli se depositaron con la KCTC (Coleccién Coreana
para Cultivos Tipo; Centro de Recursos Genéticos, KRIBB, 111 Gwahak-ro, Yuseong-gu, Daejeon, Corea) el 2 de
octubre, 2006, con el numero de registro KCTC 10991 BP y KCT 10992 BP, respectivamente. Para inducir la alta
expresion de una proteina recombinante de interés, los casetes inducibles de alta expresion se aislaron de lineas
celulares de E. coli y se manipularon genéticamente para llevar un gen que codifica una proteina factor de
coagulacion VII humano para construir un vector de expresion recombinante. El vector pXOGC-FVII, mostrado en la
figura 1, se puede usar preferiblemente como un vector de expresion que puede permitir que se produzca una
proteina factor de coagulacion VII humano en células CHO en un medio de cultivo suplementado con butirato de
sodio.

Una secuencia de bases que codifica el factor VII producida segin la presente divulgacion puede ser
preferiblemente la secuencia de SEQ ID NO: 3.

La proteina del factor de coagulacion VII humano se puede expresar bajo el control del promotor del gen de DHFR o
bajo el control de un promotor separado. Preferiblemente, la proteina del factor de coagulacion VII humano se puede
colocar bajo el control de un promotor independiente. Este puede ser uno bien conocido en la técnica, y se puede
seleccionar facilmente de entre, por ejemplo, el promotor de citomegalovirus (CMV), promotor de LTR, promotor de
EFa, promotor de SV40 y promotor de TK por los expertos en la materia.
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Cuando se produce el factor VIl en la linea celular anteriormente mencionada, el método puede comprender ademas
purificar el factor VIl a gran escala.

Ademas, el método puede comprender ademas activar el factor VII producido a factor Vlla.

En una forma de realizacién de la presente divulgacion, las secuencias ricas en GC del promotor de DHFR se
hicieron inactivas para minimizar la expresién de DHFR, seguido por afiadir un inhibidor de DHFR para inducir que el
gen DHFR se amplifique. Las células transformadas en las que se produjo la amplificacion génica se sometieron a
dilucién limitante para obtener poblaciones clonales derivadas de células individuales. Los clones de células
individuales asi obtenidos se cultivaron en un medio sin suero que contenia butirato de sodio a gran escala para
producir factor VIl. Ademas, se llevaron a cabo la purificacion del factor VIl y la activacion del factor VII.

Segun otro aspecto, la presente divulgacion proporciona una linea celular para producir factor de coagulacion Vi
humano. Mas preferible puede ser HMF708 (KCTC 11779BP).

Modo

Se puede obtener un mejor entendimiento de la presente divulgacion mediante los siguientes ejemplos que se
muestran para ilustrar, pero no se deben interpretar como que limitan la presente divulgacion.

Ejemplo 1: Construccion del vector de expresion (pX0GC-FVII) para factor VIl recombinante

<1-1> Amplificacién del factor VII

Para uso en inducir la sobreexpresion de factor VIl recombinante en células animales, se construyd un vector de
expresion. Se obtuvo un gen de factor VIl humano que contiene una secuencia sefial usando PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa). La amplificacién de un gen del factor VIl se realizé usando los cebadores directo e inverso
de SEQ ID NO: 1y 2, con la genoteca de ADNc de higado fetal humano (comprada de Clontech USA, ahora
incorporada a TAKARA BIO USA) que sirve como molde. Por conveniencia de clonacion, los cebadores directo e
inverso se disefiaron para tener sitios de enzimas de restriccion BamHI y Xhol, respectivamente. Estos cebadores se
dan en la tabla 1, a continuacion.

Tabla 1

Cebadores para amplificar el gen del factor VII humano

Cebador de factor VI Secuencia de bases SEQID NO
Directo (VIIBHISS) Cccggatccatggtctcccaggecctcaggctee 1

Inverso (VIIXholAS) gggctcgagctagggaaatggggcetcgcagg 2

Se coloco una mezcla que comprendia la genoteca de ADNc (100 ng), los cebadores, dNTP, y polimerasa pFX
(Invitrogen) en un tubo de PCR y se sometié después a PCR que empezdé con desnaturalizacion a 95°C durante 1
min y después se realizé con 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 30 segundos, hibridacion a 60°C durante
30 segundos y extension de 68°C durante 90 segundos, seguido por extension a 68°C durante 5 minutos. El
producto de PCR de 1,3 kb de longitud asi obtenido se identificé que tenia la secuencia de bases de SEQ ID NO: 3
por secuenciacion de ADN.

<1-2> Construccion del vector de expresion del factor VIl recombinante (pX0GC-FVII)

Para colocarlo bajo el control de un promotor de CMV, el producto de PCR del factor VII, preparado en el ejemplo
<1-1>, se ligd al vector de expresion en animales pX0GC. El vector pX0GC es un vector de expresion en el que un
promotor de DHFR que carece de una o mas secuencias repetitivas CCGCCC esta operativamente unido a un gen
DHFR de modo que se induce alta expresion de una proteina recombinante de interés (referencia a la patente
coreana No. 880509).

El gen del factor VIl de 1,3 kb de longitud obtenido por PCR se digirié a 37°C durante 2 horas con BamHI y Xhol y se
purificé usando un kit de purificacion de PCR (Qiagen USA). Por separado, el vector de expresion en animales
pX0GC también se digirié con las mismas enzimas de restriccion, es decir, BamHI y Xhol en las mismas condiciones
mencionadas anteriormente, y se purificd por electroforesis. Estos segmentos de ADN se ligaron entre si en
presencia de ADN ligasa de T4 para formar un vector recombinante pX0GC-FVII.

Ejemplo 2: Establecimiento de una linea celular que expresa factor VIl humano

<2-1> Transformacion de la linea celular

Para preparar una nueva linea celular que produce factor VIl humano a gran escala, el vector de expresion del factor
VII humano recombinante (pXOGC-FVII), construido en el ejemplo 1 se introdujo en la linea de células CHO que
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mostraba sintesis inestable de ADN debido a la deficiencia en DHFR (CHO/dhfr-) (Urlaub et al., Somat. Cell. Mol.
Genet., 12, 555-566, 1986). A este respecto, se cultivaron células DG44-CHO (deficientes en dhfr) (obtenidas del Dr.
Chasin, Universidad de Columbia) en botellas T75 y cuando crecieron hasta el 80-90 de confluencia, las células se
transfectaron usando Lipofectamina (Cibco, No. de cat. 18324-012). En cada uno de dos tubos se colocaron 3 ml de
Opti-MEM (Gibco, No. de cat. 51985034). A continuacion, los dos tubos recibieron 5 yg de ADN y 20 pl de
lipofectamina, respectivamente y se dejaron reposar durante 30 min. Estas dos soluciones se mezclaron, y el
complejo ADN-lipofectamina asi formado se dejo caer sobre las células que se habian lavado previamente tres
veces con medio Opti-MEM. Las células se incubaron a 37°C durante 18 horas en un incubador con CO; al 5%, se
lavaron tres veces con DMEM-F12 (Gibco, no. de cat. 11330) suplementado con suero bovino fetal al 10% (BSA), y
se cultivaron de nuevo durante 48 horas en un medio de cultivo. Cuando habian crecido hasta casi confluencia
completa, las células se recogieron por tripsinizacion. Para seleccionar transformantes, las células se sembraron en
nuevas botellas de cultivo que contenian un medio de seleccion MEM-a (WELGENE, no. cat. LM008-029
suplementado con SBF dializado al 10% y G418 1 mg/ml (Cellgro, no. cat. 61-234-RG) y libre de suplemento de HT
(hipoxantina-timidina). Las células se cultivaron con un medio fresco intercambiado cada 2 o 3 dias hasta que las
células transformadas sobrevivieron para formar colonias.

<2-2> |dentificacion de expresién de factor VII humano usando inmunoensayo enzimatico

Las células transformadas del ejemplo <2-1> se sembraron a una densidad de 2x10* células/pocillo en placas de 24
pocillos. Cuando las células habian crecido hasta casi confluencia completa, CHO-A-SFM sin suero (Gibco, No. de
cat. 05-5072EF) suplementado con butirato de sodio 0,3 mM (Sigma, No. de cat. B5887) se alicuoted en una
cantidad de 200 pl/pocillo, seguido por incubacion a 33°C durante 48 horas en un incubador con CO; al 5%. El
cultivo celular se transfiri6 a tubos de 1,5 ml y se centrifugé. Se midieron los niveles de expresion del factor VII
humano en los sobrenadantes tomando medidas usando un kit de inmunoensayo enzimatico (American Diagnostica,
no. de cat. 877) segun las instrucciones del fabricante. En detalle, el cultivo celular y la sustancia estandar contenida
en el kit se diluyeron a ciertas concentraciones en solucién salina fisiolégica que contenia Tween-20 al 0,05%, y las
diluciones se afiadieron en una cantidad de 100 pl a cada pocillo del kit y se dejo reaccionar a temperatura ambiente
durante una hora en un agitador de placas. Después de lavarlos cuatro veces con la solucion de lavado contenida en
el kit, cada uno de los pocillos se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora con 100 pl de un anticuerpo anti-
factor VIl humano en un agitador de placas. Cada pocillo se lavd de nuevo cuatro veces con la solucién de lavado y
después se incubd a temperatura ambiente durante 30 min con 100 pl de un anticuerpo conjugado de HRP
(peroxidasa de rabano) contra el anticuerpo anti-factor VIl humano. Posteriormente, los pocillos se lavaron cuatro
veces, y se incubaron con 100 pl de un sustrato por pocillo a temperatura ambiente. Cinco minutos después, se
afadieron 50 pl de una solucién de parada a cada pocillo, seguido por medir la absorbancia a 450 nm. Se obtuvieron
una curva estandar y una funcién de las concentraciones de la solucién estandar y los valores de absorbancia
obtenidos. La curva se us6 para cuantificar el factor VIl humano, que indica que las células seleccionadas
expresaban un cierto nivel de factor VII humano.

<2-3> Seleccion de una linea celular que expresa factor VII humano

Para aumentar el nivel de expresién de factor VIl humano en las células que se identificaron que expresaban factor
VII humano en el ejemplo <2-2>, las células seleccionadas por un medio de selecciéon que contenia MTX 10 nM
(metotrexato, Sigma, No. de cat. M8407) se cultivaron durante dos semanas en botellas de cultivo T75 con un pase
cada tres dias. Una parte de las células en cada pocillo se transfirieron a placas de 24 pocillos y se incubaron de la
misma manera que en ejemplo <2-2> antes de la determinacion de los niveles de expresion de factor VII humano.
Puesto que el nivel de expresion del factor VII humano no aumenté a una concentracion de 10 nM o mayor, se
aislaron clones de células individuales por el método de la dilucién limitante para reducir la heterogeneidad en este
punto. Es decir, se separaron clones con niveles de expresion heterogéneos de factor VIl humano en clones de
células individuales cuyo factor VIl humano tenia un nivel de expresién homogéneo y que mostraron alta
productividad. A este respecto, las células en el pocillo que se habian identificado como que muestran el mayor nivel
de expresion entre las células de las placas de 6 pocillos se diluyeron a una densidad de no mas de una célula por
pocillo de placas de 96 pocillos, y solo una célula sembrada por pocillo se cultivd durante 2-3 semanas. Después de
ello, las células se aislaron de las placas de pocillos donde se formaron colonias, y se subcultivaron antes de
determinar el nivel de expresion de factor VII humano por un método de inmunoensayo enzimatico (figura 2). Entre
las lineas celulares separadas por el método de la dilucion limitante, una CHO recombinante que mostré un rasgo de
proliferacion estable y alta productividad de factor VIl humano en presencia de MTX 10 nM se seleccioné finalmente
y se nombré6 HMF708. La cepa HMF708 se depositd con el KTCT (Centro de Recursos Genéticos, KRIBB, 111
Gwahak-ro, Yuseong-gu, Daejeon, Corea) el 25 de octubre, 2010, con el nimero de registro KCTC 11779BP. La
linea celular seleccionada se asimil6 a un cultivo en suspension usando un medio sin suero (medio EX-CELL CHO,
Sigma, EE UU, No. de cat. 14360C).

Ejemplo 3: Crecimiento de la linea celular en presencia de butirato de sodio y medida del nivel de hVII (1)

<3-1> Siembra y cultivo principal
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Se tomo un vial (1x10” células/ml) de la linea celular que expresa hFVII que se habia seleccionado y asimilado a un
cultivo en suspension en el ejemplo <2-3> de un tanque de nitrogeno liquido y se descongel6 tan rapido como fue
posible en un bafio a 37°C. Después de lavarlas una vez con un medio de cultivo de siembra (medio EX-CELL CHO,
(Sigma, No. de cat. 63225C) suplementado con glutamina 0,3 g/l), el cultivo celular se centrifugd a 90%g durante 5
min y después se inoculé en 50 ml de un medio de cultivo de siembra en un matraz Erlenmeyer (Corning, EE UU
cat# 431144). Cuando habian crecido durante 1-2 dias a una densidad de 10x10° células/ml en un incubador de
CO3 (37°C, CO; al 5%), las células se centrifugaron otra vez de la misma manera y después se subcultivaron en 100
ml de un medio de cultivo de siembra fresco en un matraz Erlenmeyer nuevo. El pase de doble volumen sigui6 hasta
que hubo un nimero suficiente de células.

<3-2> Crecimiento de la linea celular en medio de produccién gue contiene butirato de sodio y medida del nivel de
hFVII

Se examind el efecto del butirato de sodio en la producciéon de hFVIIL. Para esto, primero, la linea celular CHO
recombinante que se habia cultivado se inocul6 a una densidad de 5, 0x10° células/ml en 50 ml de un medio de
produccion en cada uno de tres matraces Erlenmeyer que contenian butirato de sodio (No. de cat. B5887, SIGMA,
EE UU) a concentraciones de 0,3, 1,0 y 1,5 mM, respectivamente. Las células que crecieron en presencia de
butirato de sodio 0,3 mM se usaron como control para comparacion. Las células se cultivaron a 30,0°C durante
cuatro dias para producir hFVII. El dia 4, se examinaron la concentracion de células y actividad celular de los
cultivos celulares. No hubo cambios en la densidad celular y actividad celular entre los cultivos celulares de
diferentes concentraciones de butirato.

Ademas, después de la centrifugacion de los cultivos celulares el dia 4, los niveles de hFVII en los sobrenadantes se
midieron usando un método de inmunoensayo enzimatico como en el ejemplo <2-2>. Las medidas se expresan
como % de producciéon comparada con el control y se resumen en la tabla 2, a continuacion.

Tabla 2

Nivel de produccién de hFVII segun la concentracion de butirato de sodio (%)

Conc. de butirato Na Nivel de FVII (% Densidad celular final (% Actividad celular (%
(mM) comprado al control) comparado al control) comparado al control)
0,3 100,0 100,0 100,0
1,0 164,9 106,8 100,2
1,5 190,1 108,5 99,9

Como se puede ver, la produccién de hFVIlI aumentd de una manera dependiente de la dosis de butirato de sodio.
Ejemplo 4: Crecimiento de la linea celular en presencia de butirato de sodio y medida del nivel de hFVII (2)

<4-1> Siembra y cultivo principal

Se tomo un vial (1x10” células/ml) de la linea celular que expresa hFVII que se habia seleccionado y asimilado a un
cultivo en suspension en el ejemplo <2-3> de un tanque de nitrogeno liquido y se descongel6 tan rapido como fue
posible en un bafio a 37°C. Después de lavarlas una vez con un medio de cultivo de siembra (medio EX-CELL CHO,
(Sigma, No. de cat. 63225C) suplementado con glutamina 0,3 g/l), el cultivo celular se centrifugd a 90%g durante 5
min y después se inoculé en 50 ml de un medio de cultivo de siembra en un matraz Erlenmeyer (Corning, EE UU
cat# 431144). Cuando habian crecido durante 1-2 dias a una densidad de 10x10° células/ml en un incubador de
CO; (37°C, CO; al 5%), las células se centrifugaron otra vez de la misma manera y después se subcultivaron en 100
ml de un medio de cultivo de siembra fresco en un matraz Erlenmeyer nuevo. El pase de doble volumen sigui6 hasta
que hubo un nimero suficiente de células.

<4-2> Crecimiento de la linea celular en medio de produccién a escala en masa que contiene butirato de sodio y
medida del nivel de hFVII

Se examind el efecto del butirato de sodio en la producciéon de hFVII cuando las células se cultivaron a escala en
masa. Para esto, primero, la linea de células CHO recombinante que se habia cultivado se inoculé a una densidad
de 1,2x10” células/ml en 4 | de un medio de produccién en cada uno de tanques de incubaciéon que contenian
butirato de sodio (No. de cat. B5887, SIGMA, EE UU) a concentraciones de 0,3, 1,0, 1,5y 2,0 mM, respectivamente.
Las células que crecieron en presencia de butirato de sodio 0,3 mM se usaron como control para comparacion. Para
producir hVII, las células se cultivaron a 30,0°C durante 11-18 dias con el medio alimentado continuamente a 0,5-1,0
VVD. El cultivo se par6 cuando la actividad celular se redujo a menos del 80%. Durante el cultivo, un volumen
predeterminado del cultivo celular se tomé a intervalos regulares de tiempo y se examiné la densidad celular y
actividad celular.
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Ademas, después de que los cultivos celulares tomados durante el cultivo se centrifugaron, los niveles de hFVII en
los sobrenadantes se midieron usando un método de inmunoensayo enzimatico como en el ejemplo <2-2>. Las
medidas se expresan como % de producciéon comparada con el control y se resumen en la tabla 3, a continuacion.
Tabla 3

Nivel de produccién de hFVII segun la concentracion de butirato de sodio (%)

Conc. de butirato Na (mM) Nivel de FVII (% comprado al Periodo de tiempo de produccién
control) (% comparado al control)
0,3 100,0 100,0
1 154,5 83,3
1,5 157,7 72,2
2,0 127,6 61,1

Cuando se afiadieron concentraciones mayores de butirato de sodio, como se puede ver en la tabla 3, se produjeron
cantidades mayores de FVII a pesar de los periodos de tiempo reducidos de la produccion de FVII, lo que indica que
el butirato de sodio contribuye a una mejora en la productividad de FVII.

Ejemplo 5: Purificacion de factor VIl de medio de cultivo

Se lavd una membrana de ultrafiltracion (SARTOCON Slice Cassete, PESU, Sartorius, MWCO 30 K) durante una
hora con 1 L de NaOH 1 M, lavada con 5 L de agua esterilizada. A continuacién, después de que se equilibrara la
membrana de ultrafiltracién con un tampoén de equilibrio de columna de purificaciéon primaria, se cargoé el cultivo de
células que expresan factor VIl en la membrana y se concentré 10 veces. El concentrado se diluyé dos veces con el
mismo volumen del tampoén de equilibrio de la columna de purificacion primaria y después se concentré a su
volumen original. Este procedimiento de dilucidon-concentracion se repitié siete veces con el tampdn de equilibrio de
columna de purificacién primaria para la diafiltracion del cultivo celular. No hubo pérdida del factor VII durante la
diafiltracion. Se midié que el factor VII tenia una concentracion final de 0,3 mg/ml. La ultrafiltracion y diafiltracion se
llevaron a cabo en una condicién de 4°C. La solucion de factor VIl diafiltrada se filtré por ultimo a través de un filtro
de 0,22 ym (NALGENE, PES) y se cargd en una columna para cromatografia de intercambio anidnico. En la
presente divulgacion, se usd una columna rellena de resina Sepharosa Q (Fast Flow, GE Healthcare) para
cromatografia de intercambio aniénico. Después de cargar las muestras en la columna, la elucidon se realizd con
tampon de equilibrio A (Tris 20 mM pH 8,0 + benzaminida 2 mM), tampén de lavado B (Tris 20 mM pH 8,0 +
benzamidina 2 mM + NaCl 0,2 M), tampén de lavado C (Tris 20 mM pH 8,0 + benzamidina 2 mM + NaCl 0,1 M) y
tampon de elucion D (Tris 20 mM pH 8,0 + benzamidina 2 mM + NaCl 25 mM + CaCl, 35 mM) de tal manera que la
pureza de la proteina eluida mejoré usando elucion en gradiente con un gradiente lineal desde tampdn de lavado C
a tampoén de elucion D a lo largo de 2,5 volimenes de columna. Inmediatamente después de la elucion por
cromatografia de intercambio aniénico, la fraccidon que contenia el factor VIl se sometié a cromatografia de exclusion
molecular para realizar un intercambio de tampén con Tris 20 mM pH 8,0 + benzaminida 2 mM. La filtracion, la
cromatografia de intercambio anidnico y la cromatografia de exclusion molecular se llevaron a cabo a 4°C. La
muestra en la que intercambid el tampdn por cromatografia de exclusion molecular se cargé en una columna para
cromatografia de intercambio anidnico. La columna se llend con resina Sepharosa Q (High Performance, GE
Healthcare). Después de equilibrar la columna con tampén de equilibrio A (Tris 20 mM pH 8,0 + benzaminida 2 mM),
la muestra cargada se eluyé usando elucion en gradiente con un gradiente lineal del 20%-35% de tampon de elucién
B (Tris 20 mM pH 8,0 + benzamidina 2 mM + NaCl 1 M) a lo largo de 15 volimenes de columna. El eluato de factor
VIl se formul6é con fosfato de potasio 20 mM, pH 5,5, mediante cromatografia de exclusion molecular. Todos los
procedimientos se llevaron a cabo a 4°C. Como se ha explicado anteriormente, el factor VIl se puede almacenar
después de purificarse como una forma inactiva. Si es necesario, el factor VIl se puede convertir a la forma activa
factor Vlla como se ilustra en el ejemplo 6, a continuacion.

Ejemplo 6: Activacion del factor VIl purificado

Para activar el factor VI, la muestra de factor VII purificado se cargd en una columna de cromatografia de
intercambio anidnico previamente equilibrada con tampoén A (Tris 20 mM pH 8,0 + benzaminida 2 mM). La columna
se llend con resina Source 15Q (GE Healthcare). Después de equilibrar con tampoén A, la muestra se sometié a
activacion en la columna usando tapon de elucion B (Tris 20 mM pH 8,0 + benzamidina 2 mM + NaCl 25 mM + CaCl;
35 mM) a una concentracion de 5%, seguido por elucion isocratica usando el tampén de eluciéon B para eluir la
proteina. La activacion del factor VIl se llevé a cabo a temperatura ambiente.
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<160> 3

<170> Kopatentin 1.71
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<211> 34
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<223> Cebador directo para VIIBHISS

<400> 1

cccggatcca tggtctccca ggeccctcagg ctcee

<210> 2
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador inverso para VIIXholAS

<400> 2

gggctegage tagggaaatg gggctegeag

<210> 3
<211> 8299
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3
gacggatcgg

gaatgcagtg
ccattataag
ttcaggggga
ctgattatga
aattaaaaag
cctgtgtgga
ggttacagaa

gtaaatagca

gagatccgac
aaaaaaatge
ctgcaataaa
ggtgtgggag
tctctagteca
ctaaaggtac
gtaagaaaaa
tattttteea

aagcaagcaa

atgataagat
tttatttgtg
caagttaaca
gttttttaaa
aggcactata
acaatttttg
acagtatgtt
taattttett

gagttctatt

acattgatga
aaatttgtga
acaacaattg
gcaagtaaaa
catcaaatat
agcatagtta
atgattataa
gtatagecagt

actaaacaca

11

gtttggacaa
tgectattget
cattcatttt
cctctacaaa
tccttattaa
ttaatagcag
ctgttatgee
gcagettttt

gcatgactca

accacaacta
ttatttgtaa
atgtttcagg
tgtggtatgg
cccectttaca
acactctatg
tacttataaa

cctttatggt

aaaaacttag

34

31

60
120
180
240
300
360
420
480

540



caattctgaa
atgttgagag
gttttoctca
ctaaaataca
atttacctta
gtaaggttce
tagctttagg
gacttcaaac
ttctgggaga
ttcetgeatg
gtaaacagaa
ttcaataagt
ttctttgagt
aggaatggag
agaggttgtg
gtctcegtte
aaccatgatg
ttggegegaa
tacaatctge
ggtcgetgag
ttgcatgaag
atatacgegt
agttcatage
ctgaccgecee
gccaataggg
ggcagtacat
atggceccgec
catctacgta
gegtggatag
gagtttgttt
attgacgcaa

gctaactaga

ggaaagtcct
tcagcagtag
ttaaaggcat
caaacaatta
gagctttaaa
ttcacaaaga
aggggagcag
ttatacttga
agtttatatt
atcettgteca
ctgcctecga
cttaaggcat
tctectactga
aaccaggttt
gtcattcttt
ttgccaatce
gcagcgggga
atcgecagccce
tctgatgeceg
tagtgcgega
aatctgctta
tgacattgat
ccatatatgg
aacgaccccc
actttccatt
caagtgtatc
tggcattatg
ttagtcatecg
cggtttgact
tggcaccaaa
aFgggcggta

gaacccactg
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tggggtcttc
cctcatcatc
tccaccactg
gaatcagtag
tctetgtagg
tccaaageca
agaacttgaa
tgecettttte
tccccaaatc
caaagagtct
ctatccaaac
catccaaact
gaactatatt
tecctacceat
ggaagtactt
ccatattttg
taaaatccta
tgagcetgtgg
catagttaag
gcaaaattta
gggttaggcg
tattgactag
agttccgegt
gcccattgac
gacgtcaatg
atatgccaag
cccagtacat
ctattaccat
cacggggatt
atcaacggga
ggcgtgtacg

cttactggct

tacctttcete
actagatggc
ctcccattca
tttaacacat
tagtttgtce
gcaaaagtcc
agcatcttce
ctectggace
aatttctggg
gaggtggect
catgtctact
tttggcaaga
aattectgtce
aatcaccaga
gaactcgtte
ggacacggcg
ccagcecttea
atctccegat
ccagtatctg
agctacaaca
ttttgegetg
ttattaatag
tacataactt
gtcaataatg
ggtggagtat
tacgccecct
gaccttatgg
ggtgatgcgg
tccaagtcte
ctttccaaaa
gtgggaggtc

tatcgaaatt

12

ttettttttg
atttcttctg
tcagttccat
tatacactta
aattatgtca
catggtctta
tgttagtctt
tcagagagga
aaaaacgtgt
ggttgattca
ttacttgceca
aaatgagcte
tttaaaggte
ttctgtttac
ctgagcggag
acgatgcagt
cgctaggatt
ccecctatggt
eteceetgett
aggcaaggct
cttegegatg
taatcaatta
acggtaaatg
acgtatgttc
ttacggtaaa
attgacgtca
gactttccta
ttttggcagt
caccccattg
tgtegtaaca
tatataagca

aatacgactc

gaggagtaga
agcaaaacag
aggttggaat
aaaattttat
caccacagaa
taaaaatgca
tecttetegta
cgeetgggta
cactttcaaa
tggcttectg
attceggttg
ctegtggtgg
gattcttcte
cttccactga
gccagggtag
tcaatggtcg
gccgtcaagt
gcactctcag
gtgtgttgga
tgaccgacaa
tacgggccag
cggggtcatt
gcecegectgg
ccatagtaac
ctgecccactt
atgacggtaa
cttggcagta
acatcaatgg
acgtcaatgg
actecgeecc
gagctctetg

actataggga

600

660

720

780

840

800

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460



gacccaaget
ttctgecttgg
gcgtectgea
tggagaggga
acgcggagag
gtccatgeeca
tecetgeett
acgagaacgg
ggtgccacga
atccatgtgg
ttgtaggggg
atggagctca
actgtttcga
tcagcgagca
cgtacgtcce
tcctcactga
tggecttegt
cggccctgga
agtcacggaa
cggatggcag
ggggcacgtg
actttggggt
cagagccacg
gagggcccta
ccttctagtt
ggtgccactce
aggtgtcgtt
gacaatagca
agctggggct
gtggtggtta

getttettee

tggtaccgag
gcttcaggge
ccggcgccgg
gtgcaaggag
gacgaagctg
gaatgggggce
cgagggccgg
cggctgtgag
ggggtactct
aaaaatacct
caaggtgtge
gttgtgtggg
caaaatcaag
cgacggggat
gggcaccacc
ccatgtggtg
gegettetea
gctcatggtce
ggtgggagac
caaggactce
gtacctgacg
gtacaccagg
cccaggagte
ttctatagtg
gccagcecatce
ccactgtcct
ctattctggg
ggcatgctgg
ctagggggta
cgegcagegt

cttecetttet
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ctecggateca
tgecetggetg
cgcgccaacg
gagcagtgcet
ttctggattt
tcctgeaagg
aactgtgaga
cagtactgeca
ctgctggeag
attctagaaa
cccaaagggg
gggaccctga
aactggagga
gagcagagecc
aaccacgaca
cccctetgee
ttggtcageg
ctcaacgtge
tccccaaata
tgcaaggggg
ggcategtca
gtctcceagt
ctcetgegag
tcacctaaat
tgttgtttge
ttcctaataa
gggtggggtg
ggatgcggtg
tcceccacgeg
gaccgctaca

cgccacgtte

tggtetecea
cagtcttegt
cgttectgga
ccttegagga
cttacagtga
accagctcca
cgcacaagga
gtgaccacac
acggggtgtce
aaagaaatgc
agtgtccatg
tcaacaccat
acctgatcge
ggcegggtgge
tegegetget
tgcccgaacg
gctggggeca
ccecggetgat
tcacggagta
acagtggagg
getggggeca

acatcgagtg

ccccatttec
gctagagcetce
ccctecceeg
aatgaggaaa
gggcaggaca
ggctctatgg
ccectgtageg
cttgececageg

gceggettte

13

ggccctcagg
aacccaggag
ggagctgegg
ggcccgggag
tggggaccag
gtcctatate
tgaccagctg
gggcaccaag
ctgcacacce
cagcaaaccc
gcaggtcctg
ctgggtggtce
ggtgctggge
gecaggtcate
ccgectgeac
gacgttctct
getgetggac
gacccaggac
catgttetgt
cccacatgee
gggctgegea
gctgcaaaag
ctagctcgag
gctgatcagce
tgccttcett
ttgcatcgca
gcaaggggga
cttctgagge
gcgcattaag
ccctagegee

cecegtcaage

cteectetgee
gaagcccacg
cegggetece
atcttcaagg
tgtgectcaa
tgcttectgee
atctgtgtga
cgctectgte
acagttgaat
caaggccgaa
ttgttggtga
tcecgeggece
gagcacgacc
atccecagea
cagcccgtgg
gagaggacgce
cgtggcgeca
tgcctgcage
gceggcectact
acccactace
accgtgggcce
ctcatgecgcet
catgcatcta
ctcgactgtg
gaccctggaa
ttgtctgagt
ggattgggaa
ggaaagaacc
cgeggegggt
cgctecttte

tctaaategg

2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260

4320



gggctccctt
tagggtgatg
ttggagtcca
atcteggtet
aatgagctga
ggtgtggaaa
agtcagcaac
tgcatctcaa
ctececgeecag
aggccgaggce
gcctaggett
agacaggatg
ccgettgggat
atgccgecgt
tgteceggtge
cgggcgttcece
tattgggcga
tatecatcat
tcgaccacca
tcgatcagga
ggctcaagge
tgccgaatat
gtgtggcgga
gcggegaatg
gcatcgectt
gaccgaccaa
tgaaaggttg
ggatctcatg
caaataaagc
ttgtggtttg
ctagagcttg

aattccacac

tagggttccg
gttcacgtag
cgttctttaa
attcttttga
tttaacaaaa
gtcceccagge
caggtgtgga
ttagtcagca
ttcegeceat
cgectetgee
ttgcaaaaag
aggatcgttt
ggagaggcta
gttceggetyg
cctgaatgaa
ttgecgecagcet
agtgeegggg
ggctgatgea
agcgaaacat
tgatctggac
gcgcatgece
catggtggaa
ccgcetatcag
ggctgaccge
ctatcgeett
gcgacgccca
ggcttcggaa
ctggagttct
aatagcatca
tccaaactca
gcgtaatcat

aacatacgag
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atttagtgct
tgggccatcg
tagtggacte
tttataaggg
atttaacgeg
tccecageag
aagtcecccag
accatagtcc
tctecgecee
tctgagetat
ctccecgggag
cgcatgattg
tteggectatg
tcagcgcagyg
ctgcaggacg
gtgctcgacg
caggatctce
atgeggegge
cgcatcgagce
gaagagcatc
gacggcgagg
aatggccgcet
gacatagcegt
ttecctegtge
cttgacgagt
acctgccate
tcgtttteeg
tegeeccaccee
caaatttcac
tcaatgtatec
ggtcatagct

ccggaageat

ttacggcacce
ccctgataga
ttgttccaaa
attttgccga
aattaattct
gcagaagtat
gctcececage
cgeccectaac
atggctgact
tccagaagta
cttgtatatc
aacaagatgg
actgggcaca
ggcgcecggt
aggcagcgcg
ttgtcactga
tgtcatctca
tgcatacget
gagcacgtac
aggggctcge
atctegtegt
tttctggatt
tggctacccg
tttacggtat
tcttectgage
acgagatttc
ggacgccggce
caacttgttt
aaataaagca
ttatcatgte
gtttcctgtg

aaagtgtaaa

14

tegaccccaa
cggttttteg
ctggaacaac
ttteggecta
gtggaatgtg
gcaaagcatg
aggcagaagt
teccgececatce
aatttttttt
gtgaggaggc
cattttcgga
attgcacgea
acagacaatc
tetttttgte
gctategtgg
agcgggaagg
ccttgetect
tgatcegget
tcggatggaa
gccagccgaa
gacccatgge
catcgactgt
tgatattgct
cgcegeteee
gggactctgg
gattccaccg
tggatgatcc
attgcagctt
tttttttcac
tgtatacecgt
tgaaattgtt

gcctggggtg

aaaacttgat
ccctttgacg
actcaaccct
ttggttaaaa
tgtcagttag
catctcaatt
atgcaaagca
ccgcccctaa
atttatgecag
ttttttggag
tctgatcaag
ggttctceogyg
ggctgctctg
aagaccgacc
ctggccacga
gactggctge
gccgagaaag
acctgececcat
gceggtettg
ctgttcgeeca
gatgcectgcet
ggceggetgg
gaagagcttg
gattcgecage
ggttcgaaat
ccgectteta
tccagegegg
ataatggtta
tgecattctag
cgacctctag
atccgectcac

cctaatgagt

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180

6240



gagctaactc
gtgeccagetg
ctecttecget
atcagctcac
gaacatgtga
gtttttecat
gtggcgaaac
gcgctctect
aagcgtggeg
ctccaagetg
taactatcgt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttecgga
tggttttttt
tttgatcttt
ggtcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcatcgtg
atcaaggcga
tecegategtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggataat
tteggggcega

tecgtgeacce

acattaattg
cattaatgaa
tcctegetca
tcaaaggcgg
gcaaaaggcc
aggctcegee
ccgacaggac
gttcegacce
ctttctcata
ggctgtgtge
cttgagtcca
attagcagag
ggctacacta
aaaagagttg
gtttgcaagc
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atctcagega
actacgatac
cgctcaccgg
agtggtcctg
gtaagtagtt
gtgtcacgct
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtea
ttctgagaat
accgecgecac
aaactctcaa

aactgatctt
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cgttgcgete
tcggecaacyg
ctgactcgct
taatacggtt
agcaaaaggc
cccctgacga
tataaagata
tgcegettac
gctcacgetg
acgaacccce
acccggtaag
cgaggtatgt
gaagaacagt
gtagectcettg
agcagattac
ctgacgctca
ggatcttcac
atgagtaaac
tctgtctatt
gggagggctt
ctccagattt
caactttatc
cgccagttaa
cgtegtttgg
cccecatgtt
agttggccgce
tgeccatcegt
agtgtatgcg
atagcagaac
ggatcttacc

cagcatcttt

actgcceget
cgcggggaga
gcgcteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggegttt
cggatacctg
taggtatctc
cgttecageece
acacgactta
aggcggtgct
atttggtate
atccggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtctgac
tegttecatee
accatctggc
atcagcaata
cgectcecatce
tagtttgege
tatggcttca
gtgcaaaaaa
agtgttatca
aagatgcttt
gcgaccgagt
tttaaaagtg
gctgttgaga

tactttecace

15

tteccagtegg
ggcggtttge
gttcggetge
tcaggggata
aaaaaggccg
aatcgacget
ccccctggaa
tecgecttte
agttcggtgt
gaccgetgeg
tegecactgg
acagagttct
tgcgetetge
caaaccaccg
aaaggatctc
aactcacgtt
ttaaattaaa
agttaccaat
atagttgecct
cccagtgetg
aaccagccag
cagtctatta
aacgttgttg
ttcagctecg
gcggttaget
ctcatggtta
tectgtgactg
tgctettgee
ctcatcattg
tccagttega

agcgtttcetg

gaaacctgtc
gtattgggeg
ggcgageggt
acgcaggaaa
cgttgetgge
caagtcagag
gctecctegt
tcectteggyg
aggtegtteg
ccttatecegg
cagcagccac
tgaagtggtg
tgaagccagt
ctggtagcgg
aagaagatcc
aagggatttt
aatgaagttt
gcttaatcag
gactecccecegt
caatgatacc
ccggaagggce
attgttgccg
ccattgctac
gttcccaacg
cctteggtee
tggcagcact
gtgagtactc
cggcgtcaat
gaaaacgttc
tgtaacccac

ggtgagcaaa

6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040

8100
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aacaggaagg caaaatgccg caaaaaaggg aataagggcg acacggaaat gttgaatact 8160
catactcttc ctttttcaat attattgaag catttatcag ggttattgte tcatgagcgg 8220
atacatattt gaatgtattt agaaaaataa acaaataggg gttccgegca catttcecceceg 8280
aaaagtgcca cctgacgtc 8299
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REIVINDICACIONES
Un método para la producciéon en masa de factor de coagulacion VII humano, que comprende:

a) construir un vector de expresion que tiene i) un promotor de dihidrofolato reductasa que carece de una
0 mas secuencias de repeticion CCGCC de la region rica en GC del mismo y un gen de dihidrofolato
reductasa (DHFR) operativamente unido al mismo vy ii) un promotor de citomegalovirus (CMV) y un gen
del factor de coagulacién VII humano operativamente unido al mismo;

b) transfectar el vector de expresion del paso a) en una linea de células animales;

c) cultivar la linea de células animales transfectada del paso b) en presencia de un inhibidor de
dihidrofolato reductasa para seleccionar células que expresan el factor de coagulacion VII humano con
alta eficacia; y

d) afadir butirato de sodio a las células animales seleccionadas del paso c), en donde la linea de células
animales seleccionada carece de gen de dihidrofolato reductasa y es HMF708 (No. de registro KCTC
11779BP),

en donde el butirato de sodio del paso d) varia en concentracion desde 0,1 a 3,0 mM.

El método de la reivindicacién 1, en donde el butirato de sodio varia en concentracién desde 0,3 a 1,5 mM.
El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas purificar el factor de coagulacién VII humano.

El método de la reivindicacion 1, que comprende ademas activar el factor de coagulacion VII humano.

Una linea celular HMF708 para producir factor de coagulacion VII humano, que tiene el nimero de registro
KCTC 11779BP.
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[Fig. 1]
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