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DESCRIPCIÓN

Método para la producción en masa de factor VII/VIIa

Campo técnico5

La presente divulgación se refiere a un método para la producción en masa del factor de coagulación VII humano, 
que comprende: a) construir un vector de expresión que lleva i) un promotor de dihidrofolato reductasa que carece 
de una o más secuencias de repetición CCGCC de la región 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 10
coagulación VII humano operativamente unido al mismo; b) transfectar el vector de expresión del paso a) en una 
línea de células animales; c) cultivar la línea de células animales transfectada del paso b) en presencia de un 
inhibidor de dihidrofolato reductasa para seleccionar células que expresan el factor de coagulación VII humano con 
alta eficacia; y d) añadir butirato de sodio a las células animales del paso c), y una línea celular para la producción 
en masa del factor de coagulación VII humano.15

Antecedentes técnicos

El factor de coagulación VII (FVII) es un precursor de serina proteasa que produce que la sangre coagule en la 
cascada de coagulación donde activa el factor de coagulación X o factor IX. FVII, producido en el hígado, es una 20
glucoproteína que consiste en una única cadena con un peso molecular de 50.000 Da. Cuando se descompone en 
dos cadenas por diferentes proteasas, entre las que están el factor Xa, factor XIIa, factor IXa y trombina, el FVII se 
activa a sí mismo a una forma activa FVIIa. FVII también se activa a FVIIa por unión a factores tisulares y fosfolípido 
A cargado negativamente (Nemerson et al, Thromb. Res, 1985, 40:351-358).

25
En presencia de factor tisular e iones calcio, FVIIa 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 fosfolípido, realizándose la 
coagulación.

El factor VII, que consiste en 406 aminoácidos, se corta en el enlace peptídico entre la arginina 152 y la isoleucina 30
153 para formar el factor VIIa en el que la cadena ligera (152 aminoácidos) y la cadena pesada (254 aminoácidos) 
se mantienen juntas por un enlace disulfuro. La cadena ligera comprende un dominio de ácido glutámico gamma 
carboxilo (Gla) y dos dominios EGF (factor de crecimiento epidérmico) mientras que la cadena pesada es 
responsable de la actividad serina proteasa.

35
Para que el factor VII sea completamente funcional, se debe someter a gamma-carboxilación de 10 residuos de 
ácido glutámico 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 está implicado en la unión del factor VII a la superficie celular
que contiene el factor tisular (Sakai et al, J.Biol Chem, 1990, 265:1890-1894).

40
Hasta la fecha, hay dos enfoques para la producción de factor VIIa. En un enfoque, el factor VII se aísla y purifica de 
plasma y se activa a factor VIIa (Broze et al, J. Biol. Chem, 1980, 225:1242-1247). El otro es una técnica de 
ingeniería genética en la que células animales transformadas con una secuencia de ADN del factor VII se cultivan 
para producir factor VII (Solicitud de patente europea No: 86302855.1).

45
El factor VIIa derivado de plasma padece la desventaja de tener un bajo rendimiento de producción y carecer de 
consistencia en el suministro. Un problema particular con este factor está 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.

50
Sin embargo, las células animales a partir de las cuales se produce el factor VII por recombinación genética 
generalmente tienen un bajo nivel de expresión, de modo que solo se puede asegurar baja productividad. Por tanto, 
para usar el factor VII como un agente terapéutico, es necesario obtener una línea celular en la que el factor se 
pueda producir establemente a escala en masa. En este contexto, un vector de expresión que tenga alta eficacia de 
expresión es indispensable.55

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

LI ROBERT W et al. BMC GENOMICS, vol.7, no.1, 14 de Septiembre 2006, página 234, divulga perfiles de 60
expresión génica globales de células epiteliales de riñón bovino regulados por butirato de sodio. Se diseñaron y 
produjeron micromatrices bovinas con 86.191 oligonucleótidos 60meros distintos, cada uno con 4 replicados, con la 
tecnología Maskless Array Synthesizer. Los oligonucleótidos representan aproximadamente 45.383 secuencias 
únicas de ganado bovino. Se identificaron 450 genes regulados significativamente por butirato con una tasa de 
descubrimiento falso (FDR) mediana = 0%. La mayoría de estos genes se reprimían por butirato y se asociaban con 65
control del ciclo celular. Los niveles de expresión 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, páginas 65-82, divulga 
que el butirato de sodio, a concentraciones milimolares, cuando se añade a cultivos celulares produce muchas 5
modificaciones morfológicas y bioquímicas de una manera reversible. Algunas de ellas se producen en todas las 
líneas celulares. Se refieren a mecanismos reguladores de expresión génica y crecimiento celular: una 
hiperacetilación de histona resultante de una inhibición de histona desacetilasa y una parada de la proliferación 
celular se observan casi constantemente.

10
Divulgación

Problema técnico

Precediendo a la presente divulgación, la investigación intensa y completa en la producción en masa de factor VII, 15
realizada por los presentes inventores, produjo el descubrimiento de que un vector de expresión 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 expresión se transfectó en una línea de células animales para dar un 
transformante de célula única y cuando el transformante de una única célula se cultivó en presencia de un amplio 20
espectro de concentración de butirato de sodio, en donde la expresión del factor VII aumentó significativamente a 
una concentración relativamente alta de butirato de sodio.

Solución técnica
25

Es un objeto de la presente divulgación proporcionar un método para producir factor VII, que comprende: a) construir 
un vector de expresión que lleva i) un promotor de dihidrofolato reductasa que carece de una o más secuencias de 
repetición CCGCC de la región 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 coagulación VII humano 
operativamente unido al mismo; b) transfectar el vector de expresión del paso a) en una línea de células animales; c) 30
cultivar la línea de células animales transfectada del paso b) en presencia de un inhibidor de dihidrofolato reductasa 
para seleccionar células que expresan el factor de coagulación VII humano con alta eficacia; y d) añadir butirato de 
sodio a las células animales del paso c).

Es otro objeto de la presente divulgación proporcionar una línea celular para producir factor VII.35

Efectos ventajosos

Al emplear un vector que tiene un promotor de DHFR que carece de las secuencias repetitivas ricas en GC, la 
presente divulgación puede producir factor de coagulación VII humano con alta eficacia a gran escala, que 40
contribuye al tratamiento de hemofilia.

Descripción de las figuras

La figura 1 muestra un proceso de construcción y mapa de un vector de expresión de hFVII.45

La figura 2 es un gráfico que muestra los niveles de expresión de hFVII en colonias formadas de una línea celular 
transformada con un vector de expresión de hFVII, medido por ELISA.

Mejor manera50

Según un aspecto de la misma, la presente divulgación proporciona un método para la producción en masa del 
factor de coagulación humano VII, que comprende: a) construir un vector de expresión que lleva i) un promotor de 
dihidrofolato reductasa que carece de una o más secuencias de repetición CCGCC de la región rica en GC del 
mismo y un gen de dihidrofolato reductasa (DHFR) operativamente unido al mismo y ii) un promotor de 55
citomegalovirus (CMV) y un gen del factor de coagulación VII humano operativamente unido al mismo; b) transfectar 
el vector de expresión del paso a) en una línea de células animales; c) cultivar la línea de células animales 
transfectada del paso b) en presencia de un inhibidor de dihidrofolato reductasa para seleccionar células que 
expresan el factor de coagulación VII humano con alta eficacia; y d) añadir butirato de sodio a las células animales 
del paso c).60

Preferiblemente, el paso a) aborda construir un vector de expresión que lleva i) un promotor de dihidrofolato 
reductasa que carece de una o más secuencias de repetición CCGCC de la región 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 coagulación VII humano operativamente unido al mismo.65
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El término “región 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 deleción o mutación, el nivel de expresión de dihidrofolato reductasa está en un mínimo. 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 expresión 5
simultánea de un gen de interés llevado por un vector de expresión que contiene el gen de la dihidrofolato reductasa.

Por tanto, según una forma de realización de la misma, la presente divulgación proporciona un casete de inducción 
de alta expresión que comprende un promotor de dihidrofolato reductasa que carece de una o más secuencias de 
repetición CCGCCC y un gen de dihidrofolato reductasa. Preferiblemente, el casete de inducción de alta expresión 10
comprende un promotor de dihidrofolato reductasa en el que la secuencia repetitiva CCGCCC se repite seis veces o 
menos, más preferiblemente tres veces o menos, más particularmente preferible una vez o menos, e incluso más 
particularmente preferible es cuando está ausente.

La eliminación de estas secuencias repetitivas CCGCCC se puede lograr por técnicas de sustitución o deleción 15
genéticamente recombinantes que se conocen ampliamente en la técnica. En una forma de realización de la 
presente divulgación, una parte de una secuencia de bases que contiene las secuencias repetitivas CCGCCC se 
deleciona para eliminar una parte o toda la región rica en GC del promotor.

Como se usa en el presente documento, el término “dihidrofolato reductasa” se refiere a una enzima que reduce el 20
ácido dihidrofólico a ácido tetrahidrofólico con NAPDH que sirve como donante de electrones. En seres humanos, el 
gen DHFR codifica la enzima.

El término “factor de coagulación humano” o solo “factor”, como se usa en el presente documento, se refiere a una 
proteína que está implicada en la coagulación sanguínea tras hemorragia, ofreciendo de esta manera protección. El 25
término “coagulación” se refiere a un proceso complejo en el que la sangre forma coágulos y en el que participan 12 
factores. La presente divulgación se dirige a la producción en masa de factor VII.

El término “factor VII”, como se usa en el presente documento, se refiere a una proteína inestable al calor con un 
peso molecular de 50.000 Da, también conocida como proconvertina, que se produce en el hígado y oscila en nivel 30
en suero desde 20 a 40 mg/ml. Para uso en coagulación, el factor VII se debe activar a una forma activa, es decir, el 
factor VIIa. El factor VII codificado por un gen que comparte homología del 70% o mayor, preferiblemente del 80% o 
mayor, más preferiblemente del 90% o mayor, mucho más preferiblemente del 95% o mayor, y lo más 
preferiblemente del 97% o mayor con el gen del factor VII de tipo salvaje está dentro del ámbito de la presente 
divulgación. Preferible es factor VII codificado por el gen de SEQ ID NO: 3.35

El término “vector”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier vehículo para la clonación de y/o 
transferencia de un ácido nucleico en una célula huésped. Un vector puede ser un replicón al que se puede unir otro 
segmento de ADN de modo que se produzca la replicación del segmento unido. Un “replicón” se refiere a cualquier 
elemento genético (por ejemplo, plásmido, fago, cósmido, cromosoma, virus) que funciona como una unidad 40
autónoma de replicación de ADN in vivo, es decir, que es capaz de replicación bajo su propio control. El término 
“vector” incluye vehículos tanto víricos como no víricos para introducir el ácido 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 plásmido sin secuencias de ADN bacteriano. Se ha mostrado que la eliminación de secuencias de ADN 
bacteriano que son ricas en regiones CpG disminuye el silenciamiento de la expresión del transgén y produce una 45
expresión más persistente de vectores de ADN de plásmido (véase, por ejemplo, Ehrhardt, A. et al. (2003) Hum 
Gene Ther 10: 215-25; Yet, N. S. (2002) MoI 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. MoI. Biol. 302:93-102 
(2000)), o cromosomas artificiales. Como se usa en el presente documento, el término “vector de expresión” significa 
un vector que puede expresar una proteína de interés, por ejemplo, el factor, con alta eficacia. En la presente 50
divulgación, el vector de expresión contiene i) un promotor de dihidrofolato reductasa (DHFR) que carece de una o 
más secuencias de repetición CCGCCC de la región rica en GC del mismo y un gen de dihidrofolato reductasa 
(DHFR) operativamente unido al mismo. Preferiblemente, el vector de expresión puede ser el pXOCG-FVII ilustrado 
en la figura 1. Los ejemplos de vectores de expresión útiles en la presente divulgación incluyen plásmidos, 
cósmidos, bacteriófagos, vector de adenovirus, vectores de retrovirus, y vectores de virus adenoasociados, con una 55
preferencia por plásmidos.

Preferiblemente, el vector de expresión puede incluir además un gen que codifica un factor de coagulación VII
humano. El factor de coagulación VII humano se puede expresar a altos niveles expresando el vector de expresión.

60
El factor de coagulación VII humano se puede expresar bajo el control del promotor del gen DHFR o bajo el control 
de un promotor independiente. Preferiblemente, el factor de coagulación 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 EFα, el promotor de SV40 y el promotor de TK. Los expertos en la materia seleccionarán fácilmente cualquiera 65
del grupo que consiste en los promotores anteriormente mencionados.
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El vector de expresión de la presente divulgación, que se proporciona para inducir alta expresión de un gen del 
factor de coagulación VII humano en células animales, puede incluir además preferiblemente un gen de resistencia 
para células animales, que se usa como un marcador seleccionable para expresión permanente del gen en células 
animales. Los ejemplos no limitantes de tales genes de resistencia para células animales incluyen los comúnmente 5
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 expresión de la presente divulgación puede además incluir, pero no está limitado a, 
elementos constituyentes generales de un vector, tal como un origen de replicación y una señal de poliadenilación, y 10
otros elementos de control transcripcional.

Preferiblemente, el paso (b) aborda la transformación de una línea de células animales con el vector de expresión 
del paso a).

15
Como se usa en el presente documento, el término “transformación” o “transfección” en todas sus formas 
gramaticales y variaciones ortográficas se refiere a la alteración genética artificial de una célula resultante de la 
introducción de un gen exógeno en la célula huésped de modo que el gen introducido se puede replicar por sí mismo 
o como un factor incorporado en el cromosoma.

20
El vector de la presente divulgación se puede introducir en células huésped usando técnicas estándar adecuadas 
que se conocen en la técnica, ejemplos de las cuales incluyen electroporación, coprecipitación con fosfato de calcio, 
infección retrovírica, microinyección, DEAE-dextrano, y calcio de liposoma catiónico, pero no están limitadas a las 
mismas.

25
En la presente divulgación, por ejemplo, un vector de expresión que tiene un gen recombinante se transforma en 
células CHO con la ayuda de Lipofectamina.

Se puede realizar un procedimiento para cultivar líneas 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 fácilmente 30
el procedimiento de cultivo para que se ajuste a las cepas empleadas. Por ejemplo, el procedimiento puede implicar 
cultivo en suspensión o un método de cultivo adherente según 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 específicos de las líneas celulares que se van a cultivar.

35
Un medio de cultivo para células animales puede contener una fuente de carbono, una fuente de nitrógeno y 
oligoelementos. Los ejemplos de la fuente de carbono incluyen hidratos de carbono tales como glucosa, sacarosa, 
lactosa, fructosa, maltosa, almidón y celulosa, aceites y grasas tal como aceite de soja, aceite de girasol, aceite de 
ricino y aceite de coco, ácidos grasos tal como ácido palmítico, ácido esteárico y ácido linoleico, alcoholes tal como 
glicerol y etanol, y ácidos orgánicos tal como ácido acético. Estas fuentes de carbono pueden estar presentes solas 40
o en combinación en el medio de cultivo. Como una fuente de nitrógeno, un material orgánico tal como peptona, 
extracto de levadura, caldo, extracto de malta, licor de maceración del maíz (CSL) y soja, o un compuesto 
nitrogenado inorgánico 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 nitrógeno se pueden usar 
solas o en combinación. Además, el medio de cultivo puede contener aminoácidos, vitaminas y precursores 45
adecuados.

Además, el medio se puede suplementar con un inhibidor de DHFR, tal como metotrexato. Es decir, como se ha 
descrito anteriormente, puesto que la presente divulgación 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 50
deficientes en DHFR con un vector de expresión según la presente divulgación y dosificando las células con un 
inhibidor de DHFR de modo que se amplifique un gen recombinante.

En una forma de realización preferida, la concentración 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 producción y la estabilidad de las 55
líneas celulares. Es decir, el uso de una baja concentración del inhibidor de DHFR asegura la producción en masa 
estable de la proteína de interés y reduce el tiempo que lleva desarrollar una línea celular de expresión. En detalle, 
la presente divulgación proporciona un método de producir un factor de coagulación VII humano transformando 
células CHO deficientes en DHFR con el vector de expresión de la proteína recombinante y dosificando las células 
con menor de 100 nM de metotrexato, y preferiblemente menos de 50 nM de metotrexato.60

La proteína recombinante de interés requiere células animales para su expresión. A la luz del fin de la presente 
divulgación, los ejemplos de células animales adecuados incluyen células de carcinoma ovárico de hámster chino 
(CHO), células de riñón de mono (COS7), células NSO, células SP2/0, células W138, células de riñón de hámster 
recién nacido (BHK), células MDCK, células de mieloma, células HuT 78, y células 293, pero no están limitadas a las 65
mismas. Los expertos en la materia pueden seleccionar fácilmente una línea de células animales adecuada para uso 
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en el sistema de amplificación basado en DHFR según la presente divulgación. En la presente divulgación 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 5
huésped adecuada para uso en la presente divulgación se puede originar de células de roedores o células de 
mamífero, preferiblemente células animales o células derivadas de animal, y lo más preferiblemente células CHO. 
Cuando el fin es expresar establemente el gen de interés y amplificar el número 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 ácidos nucleicos, y amplificar con metotrexato (MTX).10

El término “huésped” en la presente divulgación abarca un animal. Para animales, están disponibles varios sistemas 
de producción que utilizan un mamífero o un insecto. El mamífero incluye cabras, cerdos, ovejas, ratones y ganado 
(Vicki Glaser, SPECTRUM Biotechnology Applications, 1993). Además, el mamífero también puede incluir un animal 
transgénico. Además, se puede usar un gusano de seda como un insecto huésped. El gusano de seda se infecta 15
con un baculovirus en el que se ha insertado el ADN que codifica una proteína deseada. La proteína deseada se 
puede obtener del líquido corporal del gusano de seda (Nature, Vol. 315, p.592-594, 1985). Preferiblemente, se usan 
células CHO como las células huésped en la presente divulgación.

En detalle, se usó una línea de células de carcinoma ovárico de hámster chino deficiente en dihidrofolato reductasa 20
(DHFR) (CHO/dhfr-). Es decir, las células CHO deficientes en DHFR se transformaron con un vector de expresión 
que lleva un gen que codifica el factor de coagulación VII humano según la presente divulgación. En las células CHO 
transformadas, se encontró que el gen estaba amplificado a un número de copias suficiente incluso a una 
concentración de metotrexato de menos de 100 nM, e incluso menor de 50 nM, que era preferible. Por tanto, la 
presente divulgación proporciona tal línea de células animales.25

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

30
Más preferible puede ser HMF708 (KCTC 11779BP). La línea celular HMF708 se depositó con el KTCT (Centro de 
Recursos Genéticos, KRIBB, 111 Gwahak-ro, Yuseong-gu, Daejeon, Corea) el 25 de octubre, 2010, con el número 
de registro KCTC 11779BP. La línea celular seleccionada se asimiló a cultivo en suspensión usando un medio sin 
suero (medio EX-CELL CHO, Sigma, EE UU, No. de cat. 14360C).

35
Según la presente divulgación el paso (d) aborda la adición de butirato de sodio a la línea de células animales 
seleccionada del paso c) para inducir la producción en masa del factor VII.

El butirato de sodio inhibe la histona diacetilasa, lo que produce hiperacetilación de histona. Tiene varios efectos en 
células de mamífero cultivadas incluyendo la inducción de diferenciación y expresión génica. En la presente 40
divulgación, el compuesto se usa como un aditivo para inducir la producción en masa de factor VII. En este contexto, 
la cantidad del mismo la pueden determinar fácilmente los expertos en la materia y está preferiblemente en el orden 
de 0,1 a 3,0 mM y más preferiblemente en el orden de 0,1 a 1,5 mM.

Según una forma de realización de la misma, la presente divulgación proporciona la construcción de dos casetes 45
inducibles de alta expresión, uno de los cuales contiene solo una de las secuencias de repetición CCGCCC del 
promotor de DHFR y el otro de los cuales no contiene ninguna de las mismas, y líneas celulares de E. coli 
transformadas con estos casetes. Los transformantes de E. coli se depositaron con la KCTC (Colección Coreana 
para Cultivos Tipo; Centro de Recursos Genéticos, KRIBB, 111 Gwahak-ro, Yuseong-gu, Daejeon, Corea) el 2 de 
octubre, 2006, con el número de registro KCTC 10991 BP y KCT 10992 BP, respectivamente. Para inducir la alta 50
expresión de una proteína recombinante de interés, los casetes inducibles de alta expresión se aislaron de líneas 
celulares de E. coli y se manipularon genéticamente para llevar un gen que codifica una proteína factor de 
coagulación VII humano para construir un vector de expresión recombinante. El vector pXOGC-FVII, mostrado en la 
figura 1, se puede usar preferiblemente como un vector de expresión que puede permitir que se produzca una 
proteína factor de coagulación VII humano en células CHO en un medio de cultivo suplementado con butirato de 55
sodio.

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

60
La proteína del factor de coagulación VII humano se puede expresar bajo el control del promotor del gen de DHFR o 
bajo el control de un promotor separado. Preferiblemente, la proteína del factor de coagulación 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 fácilmente de entre, por ejemplo, el promotor de citomegalovirus (CMV), promotor de LTR, promotor de 
EFα, promotor de SV40 y promotor de TK por los expertos en la materia.65
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Cuando se produce el factor VII en la línea celular anteriormente mencionada, el método puede comprender además 
purificar el factor VII a gran escala.

Además, el método puede comprender además activar el factor VII producido a factor VIIa.
5

En una forma de realización de la presente divulgación, las secuencias ricas en GC del promotor de DHFR se 
hicieron inactivas para minimizar la expresión de DHFR, seguido por añadir un inhibidor de DHFR para inducir que el 
gen DHFR se amplifique. Las células transformadas en las que se produjo la amplificación génica se sometieron a 
dilución limitante para obtener poblaciones clonales derivadas de células individuales. Los clones de células 
individuales así obtenidos se cultivaron en un medio sin suero que contenía butirato de sodio a gran escala para 10
producir factor VII. Además, se llevaron a cabo la purificación del factor VII y la activación del factor VII.

Según otro aspecto, la presente divulgación proporciona una línea celular para producir factor de coagulación VII
humano. Más preferible puede ser HMF708 (KCTC 11779BP).

15
Modo

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

20
Ejemplo 1: Construcción del vector de expresión (pX0GC-FVII) para factor VII recombinante

<1-1> Amplificación del factor VII

Para uso en inducir la sobreexpresión de factor VII recombinante en células animales, se construyó un vector de 25
expresión. Se obtuvo un gen de factor VII humano que contiene una secuencia señal usando PCR (reacción en 
cadena de la polimerasa). La amplificación de un gen del factor VII se realizó usando los cebadores directo e inverso 
de SEQ ID NO: 1 y 2, con la genoteca de ADNc de hígado fetal humano (comprada de Clontech USA, ahora 
incorporada a TAKARA BIO USA) que sirve como molde. Por conveniencia de clonación, los cebadores directo e 
inverso se diseñaron para tener sitios de enzimas de restricción BamHI y XhoI, respectivamente. Estos cebadores se 30
dan en la tabla 1, a continuación.

Tabla 1

Cebadores para amplificar el gen del factor VII humano35
Cebador de factor VII Secuencia de bases SEQ ID NO
Directo (VIIBHISS) Cccggatccatggtctcccaggccctcaggctcc 1
Inverso (VIIXhoIAS) gggctcgagctagggaaatggggctcgcagg 2

Se colocó una mezcla que comprendía la genoteca de ADNc (100 ng), los cebadores, dNTP, y polimerasa pFX 
(Invitrogen) en un tubo de PCR y se sometió después a PCR que empezó con desnaturalización a 95ºC durante 1 
min y después se realizó con 30 ciclos de desnaturalización a 95ºC durante 30 segundos, hibridación a 60ºC durante 
30 segundos y extensión de 68ºC durante 90 segundos, seguido por extensión a 68ºC durante 5 minutos. El 40
producto de PCR de 1,3 kb de longitud así obtenido se identificó que tenía la secuencia de bases de SEQ ID NO: 3 
por secuenciación de ADN.

<1-2> Construcción del vector de expresión del factor VII recombinante (pX0GC-FVII)
45

Para colocarlo bajo el control de un promotor de CMV, el producto de PCR del factor VII, preparado en el ejemplo 
<1-1>, se ligó al vector de expresión en animales pX0GC. El vector pX0GC es un vector de expresión en el que un 
promotor de DHFR que carece de una o más secuencias repetitivas CCGCCC está operativamente unido a un gen 
DHFR de modo que se induce alta expresión de una proteína recombinante de interés (referencia a la patente 
coreana No. 880509).50

El gen del factor VII de 1,3 kb de longitud obtenido por PCR se digirió a 37ºC durante 2 horas con BamHI y XhoI y se 
purificó usando un kit de purificación de PCR (Qiagen USA). Por separado, el vector de expresión en animales 
pX0GC también se digirió con las mismas enzimas de restricción, es decir, BamHI y XhoI en las mismas condiciones 
mencionadas anteriormente, y se purificó por electroforesis. Estos segmentos de ADN se ligaron entre sí en 55
presencia de ADN ligasa de T4 para formar un vector recombinante pX0GC-FVII.

Ejemplo 2: Establecimiento de una línea celular que expresa factor VII humano

<2-1> Transformación de la línea celular60

Para preparar una nueva línea celular que produce factor VII humano a gran escala, el vector de expresión del factor 
VII humano recombinante (pX0GC-FVII), construido en el ejemplo 1 se introdujo en la línea de células CHO que 

E11836619
13-10-2016ES 2 597 966 T3

 



8

mostraba síntesis 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 continuación, los dos tubos recibieron 5 µg de ADN y 20 µl de 5
lipofectamina, respectivamente y se dejaron reposar durante 30 min. Estas dos soluciones se mezclaron, y el 
complejo ADN-lipofectamina así formado se dejó caer sobre las células que se habían lavado previamente tres 
veces con medio Opti-MEM. Las células se incubaron a 37ºC durante 18 horas en un incubador con CO2 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 habían crecido hasta casi confluencia 10
completa, las células se recogieron por tripsinización. Para seleccionar transformantes, las células se sembraron en 
nuevas botellas de cultivo que contenían un medio de selección MEM-α (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 días hasta que las 
células transformadas sobrevivieron para formar colonias.15

<2-2> Identificación de expresión de factor VII humano usando inmunoensayo enzimático

Las células transformadas del ejemplo <2-1> se sembraron a una densidad de 2×104 células/pocillo en placas de 24 
pocillos. Cuando las células habían crecido hasta casi confluencia completa, CHO-A-SFM sin suero (Gibco, No. de 20
cat. 05-5072EF) suplementado con butirato de sodio 0,3 mM (Sigma, No. de cat. B5887) se alicuoteó en una 
cantidad de 200 µl/pocillo, seguido por incubación a 33ºC durante 48 horas en un incubador con CO2 al 5%. El 
cultivo celular se transfirió a tubos de 1,5 ml y se centrifugó. Se midieron los niveles de expresión del factor VII 
humano en los sobrenadantes tomando medidas usando un kit de inmunoensayo enzimático (American Diagnostica, 
no. de cat. 877) según las instrucciones del fabricante. En detalle, el cultivo celular y la sustancia estándar contenida 25
en el kit se diluyeron a ciertas concentraciones en solución salina fisiológica que contenía Tween-20 al 0,05%, y las 
diluciones se añadieron en una cantidad de 100 µl a cada pocillo del kit y se dejó reaccionar a temperatura ambiente 
durante una hora en un agitador de placas. Después de lavarlos cuatro veces con la solución de lavado contenida en 
el kit, cada uno de los pocillos se incubó a temperatura ambiente durante 1 hora con 100 µl de un anticuerpo anti-
factor VII humano en un agitador de placas. Cada pocillo se lavó de nuevo cuatro veces con la solución de lavado y 30
después se incubó a temperatura ambiente durante 30 min con 100 µl de un anticuerpo conjugado de HRP 
(peroxidasa de rábano) contra el anticuerpo anti-factor VII humano. Posteriormente, los pocillos se lavaron cuatro 
veces, y se incubaron con 100 µl de un sustrato por pocillo a temperatura ambiente. Cinco minutos después, se 
añadieron 50 µl de una solución de parada a cada pocillo, seguido por medir la absorbancia a 450 nm. Se obtuvieron 
una curva estándar y una función de las concentraciones de la solución estándar y los valores de absorbancia 35
obtenidos. La curva se usó para cuantificar el factor VII humano, que indica que las células seleccionadas 
expresaban un cierto nivel de factor VII humano.

<2-3> Selección de una línea celular que expresa factor VII humano
40

Para aumentar el nivel de expresión de factor VII humano en las células que se identificaron que expresaban factor 
VII humano en el ejemplo <2-2>, las células seleccionadas por un medio de selección que contenía MTX 10 nM 
(metotrexato, Sigma, No. de cat. M8407) se cultivaron durante dos semanas en botellas de cultivo T75 con un pase 
cada tres días. 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 determinación de los niveles de expresión de factor VII humano. 45
Puesto que el nivel de expresión del factor VII humano no aumentó a una concentración de 10 nM o mayor, se 
aislaron clones de células individuales por el método de la dilución limitante para reducir la heterogeneidad en este 
punto. Es decir, se separaron clones con niveles de expresión heterogéneos de factor VII humano en clones de 
células individuales cuyo factor VII humano tenía un nivel de expresión homogéneo y que mostraron alta 
productividad. A este respecto, las células en el pocillo que se habían identificado como que muestran el mayor nivel 50
de expresión entre las células de las placas de 6 pocillos se diluyeron a una densidad de no más de una célula por 
pocillo de placas de 96 pocillos, y solo una célula sembrada por pocillo se cultivó 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 expresión de factor VII humano por un método de inmunoensayo enzimático (figura 2). Entre 
las líneas celulares separadas por el método de la dilución limitante, una CHO recombinante que mostró un rasgo de 55
proliferación estable y alta productividad de factor VII humano en presencia de MTX 10 nM se seleccionó finalmente 
y se nombró HMF708. La cepa HMF708 se depositó con el KTCT (Centro de Recursos Genéticos, KRIBB, 111 
Gwahak-ro, Yuseong-gu, Daejeon, Corea) el 25 de octubre, 2010, con el número de registro KCTC 11779BP. La 
línea celular seleccionada se asimiló a un cultivo en suspensión usando un medio sin suero (medio EX-CELL CHO, 
Sigma, EE UU, No. de cat. 14360C).60

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

<3-1> Siembra y cultivo principal
65
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Se tomó un vial (1×107 células/ml) de la línea celular que expresa hFVII que se había seleccionado y asimilado a un 
cultivo en suspensión en el ejemplo <2-3> de un tanque de nitrógeno líquido y se descongeló tan rápido como fue 
posible en un baño a 37ºC. 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 centrifugó a 90×g durante 5 
min y después se inoculó en 50 ml de un medio de cultivo de siembra en un matraz Erlenmeyer (Corning, EE UU 5
cat# 431144). Cuando habían crecido durante 1-2 días a una densidad de 10×105 células/ml en un incubador de 
CO2 (37ºC, CO2 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 siguió hasta 
que hubo un número suficiente de células.

10
<3-2> Crecimiento de la línea celular en medio de producción que contiene butirato de sodio y medida del nivel de 
hFVII

Se examinó el efecto del butirato de sodio en la producción de hFVII. Para esto, primero, la línea celular CHO 
recombinante que se había cultivado se inoculó a una densidad de 5,0×106 células/ml en 50 ml de un medio de 15
producción en cada uno de tres matraces Erlenmeyer que contenían 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 comparación. Las células se cultivaron a 30,0ºC durante 
cuatro días para producir hFVII. El día 4, se examinaron la concentración de células y actividad celular de los 
cultivos celulares. No hubo cambios en la densidad celular y actividad celular entre los cultivos celulares de 20
diferentes concentraciones de butirato.

Además, después de la centrifugación de los cultivos celulares el día 4, los niveles de hFVII en los sobrenadantes se 
midieron usando un método de inmunoensayo enzimático como en el ejemplo <2-2>. Las medidas se expresan 
como % de producción comparada con el control y se resumen en la tabla 2, a continuación.25

Tabla 2

Nivel de producción de hFVII según la concentración de butirato de sodio (%)
Conc. de butirato Na 

(mM)
Nivel de FVII (% 

comprado al control)
Densidad celular final (% 

comparado al control)
Actividad celular (% 

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

30
Como se puede ver, la producción de hFVII aumentó de una manera dependiente de la dosis de butirato de sodio.

Ejemplo 4: Crecimiento de la línea celular en presencia de butirato de sodio y medida del nivel de hFVII (2)

<4-1> Siembra y cultivo principal35

Se tomó un vial (1×107 células/ml) de la línea celular que expresa hFVII que se había seleccionado y asimilado a un 
cultivo en suspensión en el ejemplo <2-3> de un tanque de nitrógeno líquido y se descongeló tan rápido como fue 
posible en un baño a 37ºC. 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 centrifugó a 90×g durante 5 40
min y después se inoculó en 50 ml de un medio de cultivo de siembra en un matraz Erlenmeyer (Corning, EE UU 
cat# 431144). Cuando habían crecido durante 1-2 días a una densidad de 10×10

5
células/ml en un incubador de 

CO2 (37ºC, CO2 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 siguió hasta 
que hubo un número suficiente de células.45

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

Se examinó el efecto del butirato de sodio en la producción de hFVII cuando las células se cultivaron a escala en 50
masa. Para esto, primero, la línea de células CHO recombinante que se había cultivado se inoculó a una densidad 
de 1,2×107 células/ml en 4 l de un medio de producción en cada uno de tanques de incubación que contenían 
butirato de sodio (No. de cat. B5887, SIGMA, EE UU) a concentraciones de 0,3, 1,0, 1,5 y 2,0 mM, respectivamente. 
Las células que crecieron en presencia de butirato de sodio 0,3 mM se usaron como control para comparación. Para 
producir hVII, las células se cultivaron a 30,0ºC durante 11-18 días con el medio alimentado continuamente a 0,5-1,0 55
VVD. El cultivo se paró cuando la actividad celular se redujo a menos del 80%. Durante el cultivo, un volumen 
predeterminado del cultivo celular se tomó a intervalos regulares de tiempo y se examinó la densidad celular y 
actividad celular.
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Además, 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 enzimático como en el ejemplo <2-2>. Las 
medidas se expresan como % de producción comparada con el control y se resumen en la tabla 3, a continuación.

Tabla 35

Nivel de producción de hFVII según la concentración de butirato de sodio (%)
Conc. de butirato Na (mM) Nivel de FVII (% comprado al 

control)
Periodo de tiempo de producción 

(% 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 añadieron 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 producción de FVII, lo que indica que 10
el butirato de sodio contribuye a una mejora en la productividad de FVII.

Ejemplo 5: Purificación de factor VII de medio de cultivo

Se lavó una membrana de ultrafiltración (SARTOCON Slice Cassete, PESU, Sartorius, MWCO 30 K) durante una 15
hora con 1 L de NaOH 1 M, lavada con 5 L de agua esterilizada. A continuación, después de que se equilibrara la 
membrana de ultrafiltración con un tampón de equilibrio de columna de purificación primaria, se cargó el cultivo de 
células que expresan factor VII en la membrana y se concentró 10 veces. El concentrado se diluyó dos veces con el 
mismo volumen del tampón de equilibrio de la columna de purificación primaria y después se concentró a su 
volumen original. Este procedimiento de dilución-concentración se repitió siete veces con el tampón de equilibrio de 20
columna de purificación primaria para la diafiltración del cultivo celular. No hubo pérdida del factor VII durante la 
diafiltración. Se midió que el factor VII tenía una concentración final de 0,3 mg/ml. La ultrafiltración y diafiltración se 
llevaron a cabo en una condición de 4ºC. La solución de factor VII diafiltrada se filtró por último a través de un filtro 
de 0,22 µm (NALGENE, PES) y se cargó en una columna para cromatografía de intercambio aniónico. En la 
presente divulgación, se usó una columna rellena de resina Sepharosa Q (Fast Flow, GE Healthcare) para 25
cromatografía de intercambio aniónico. Después de cargar las muestras en la columna, la elución se realizó con 
tampón de equilibrio A (Tris 20 mM pH 8,0 + benzaminida 2 mM), tampón de lavado B (Tris 20 mM pH 8,0 + 
benzamidina 2 mM + NaCl 0,2 M), tampón de lavado C (Tris 20 mM pH 8,0 + benzamidina 2 mM + NaCl 0,1 M) y 
tampón de elución D (Tris 20 mM pH 8,0 + benzamidina 2 mM + NaCl 25 mM + CaCl2 35 mM) de tal manera que la 
pureza de la proteína eluída mejoró usando elución en gradiente con un gradiente lineal desde tampón de lavado C 30
a tampón de elución D a lo largo de 2,5 volúmenes de columna. Inmediatamente después de la elución por 
cromatografía de intercambio aniónico, la fracción que contenía el factor VII se sometió a cromatografía de exclusión 
molecular para realizar un intercambio de tampón con Tris 20 mM pH 8,0 + benzaminida 2 mM. La filtración, la 
cromatografía de intercambio aniónico y la cromatografía de exclusión molecular se llevaron a cabo a 4ºC. La 
muestra en la que intercambió el tampón por cromatografía de exclusión molecular se cargó en una columna para 35
cromatografía de intercambio aniónico. La columna se llenó con resina Sepharosa Q (High Performance, GE 
Healthcare). Después de equilibrar la columna con tampón de equilibrio A (Tris 20 mM pH 8,0 + benzaminida 2 mM), 
la muestra cargada se eluyó usando elución en gradiente con un gradiente lineal del 20%-35% de tampón de elución 
B (Tris 20 mM pH 8,0 + benzamidina 2 mM + NaCl 1 M) a lo largo de 15 volúmenes de columna. El eluato de factor 
VII se formuló con fosfato de potasio 20 mM, pH 5,5, mediante cromatografía de exclusión molecular. Todos los 40
procedimientos se llevaron a cabo a 4ºC. Como se ha explicado anteriormente, el factor VII se puede almacenar 
después de purificarse como una forma inactiva. Si es necesario, el factor VII se puede convertir a la forma activa 
factor VIIa como se ilustra en el ejemplo 6, a continuación.

Ejemplo 6: Activación del factor VII purificado45

Para activar el factor VII, la muestra de factor VII purificado se cargó en una columna de cromatografía de 
intercambio aniónico previamente equilibrada con tampón A (Tris 20 mM pH 8,0 + benzaminida 2 mM). La columna 
se llenó con resina Source 15Q (GE Healthcare). Después de equilibrar con tampón A, la muestra se sometió a 
activación en la columna usando tapón de elución B (Tris 20 mM pH 8,0 + benzamidina 2 mM + NaCl 25 mM + CaCl250
35 mM) a una concentración de 5%, seguido por elución isocrática usando el tampón de elución B para eluir la 
proteína. La activación del factor VII se llevó a cabo a temperatura ambiente.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la producción en masa de factor de coagulación VII humano, que comprende:
5

a) construir un vector de expresión que tiene i) un promotor de dihidrofolato reductasa que carece de una 
o más secuencias de repetición CCGCC de la región 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 coagulación VII humano operativamente unido al mismo;

b) transfectar el vector de expresión del paso a) en una línea de células animales;10
c) cultivar la línea de células animales transfectada del paso b) en presencia de un inhibidor de 

dihidrofolato reductasa para seleccionar células que expresan el factor de coagulación VII humano con 
alta eficacia; y

d) añadir butirato de sodio a las células animales seleccionadas del paso c), en donde la línea de células 
animales seleccionada carece de gen de dihidrofolato reductasa y es HMF708 (No. de registro KCTC 15
11779BP),

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

2. El método de la reivindicación 1, en donde el butirato de sodio varía en concentración desde 0,3 a 1,5 mM.20

3. El método de la reivindicación 1, que comprende además purificar el factor de coagulación VII humano.

4. El método de la reivindicación 1, que comprende además activar el factor de coagulación VII humano.
25

5. Una línea celular HMF708 para producir factor de coagulación VII humano, que tiene el número de registro 
KCTC 11779BP.
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