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DESCRIPCIÓN 
 
Proteína de fusión que tiene actividad del factor VII 
 
Campo técnico 5 
 
La presente invención se refiere a una proteína de fusión que tiene actividad del factor VII (FVII); y, más 
particularmente, a una proteína de fusión que comprende FVII y transferrina y que tiene 0,7 o más de la actividad 
específica del FVII en comparación con el FVII de tipo natural no fusionado, un ADN que lo codifica, un vector 
recombinante que comprende en ADN y una célula hospedadora que comprende el vector recombinante. 10 
 
Antecedentes de la técnica 
 
Diversos trastornos hemorrágicos están provocados por la falta de factores de coagulación sanguínea. Los trastornos 
más comunes son la hemofilia A y B provocada por deficiencias o anomalía de los factores de coagulación sanguínea 15 
VIII y IX, respectivamente. 
 
La hemofilia A es un trastorno hemorrágico genético provocado por un rasgo recesivo ligado al cromosoma X de un 
gen del factor VIII defectuoso. Se ha usado un concentrado de un factor VIII procedente de plasma o recombinante 
para el tratamiento de la hemofilia A. La hemofilia B está provocada por una deficiencia o disfunción del factor IX, que 20 
se trata usando un concentrado de factor IX procedente de plasma o recombinante. Sin embargo, la aparición de 
aloanticuerpos contra los factores de reemplazo sigue siendo un problema médico grave en el tratamiento de la 
hemofilia A y B. Se generan anticuerpos contra el factor VIII en hasta el 30 % de los pacientes con hemofilia A. Aunque 
se producen menos anticuerpos contra el factor IX, estos son menos sensibles a una terapia de inducción de tolerancia 
inmunitaria, lo que conduce a resultados más graves. 25 
 
La coagulación sanguínea se inicia por la formación de un complejo entre el factor tisular expuesto a sangre en 
circulación después del daño de una pared vascular y una forma activada del factor VII (FVIIa). Dicho complejo activa 
el factor IX y el factor X y el factor Xa resultante produce la cantidad limitada de trombina. En un bucle de 
retroalimentación positiva, la trombina activa diversos factores (tales como factor VIII, factor V, factor XI, etc.) de 30 
cascada de coagulación sanguínea y los factores activados constituyen un complejo de factor Xasa o un complejo de 
protrombinasa. Estos complejos amplifican adicionalmente su propia generación y la producción de trombina. Esta 
cantidad suficiente de trombina denominada "estallido de trombina" convierte fibrinógeno en sitios de hemorragia en 
fibrina, consiguiendo de este modo hemostasia completa. Sin embargo, en caso de enfermos de hemofilia que tienen 
una alta concentración de anticuerpos neutralizantes contra el factor VIII o el factor IX, no se consigue hemostasia 35 
suficiente ya que no pueden producirse los complejos de factor Xasa mencionados anteriormente. Se ha usado FVIIa 
como un producto terapéutico importante para los pacientes que tienen anticuerpos neutralizantes contra el factor VIII 
o el factor IX, debido a que puede activar el factor X, incluso en ausencia del factor VIII y el factor IX, produciendo de 
este modo en última instancia una cantidad suficiente de trombina para conseguir los efectos terapéuticos deseados. 
 40 
El FVII es una glucoproteína monocatenaria que consiste en 406 aminoácidos, tiene un peso molecular de 50 kDa y se 
secreta al torrente sanguíneo como un zimógeno. El FVII consiste en cuatro dominios distintos, es decir, un dominio de 
ácido carboxiglutámico (Gla) amino terminal, dos dominios de tipo factor de crecimiento epidérmico (EGF) y un 
dominio de serina proteasa (Hagen FS et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83(8):2412-2416, 1986). El FVII se convierte 
en su forma activada, FVIIa, formando dos cadenas polipeptídicas unidas por un enlace disulfuro, es decir, cadena 45 
ligera N terminal (24 kDa) y cadena pesada C terminal (28 kDa) mediante la proteólisis de un único enlace peptídico 
localizado en Arg 152-Ile 153. FVII está presente a una concentración de 500 ng/ml en plasma y 1 % (es decir, 5 ng/ml) 
de FVII está presente como FVIIa. 
 
Al mismo tiempo, se ha indicado que la semivida de FVII en plasma es de aproximadamente 4 horas (3~6 horas), 50 
mientras que la de FVIIa es de aproximadamente 2,5. Debido a la corta semivida, es necesario administrar FVIIa 
mediante múltiples inyecciones intravenosas o inyección continua. Sin embargo, esto limitaría los usos terapéuticos de 
FVIIa con respecto a altos gastos de tratamiento y a la incomodidad del paciente. 
 
Para solucionar estos problemas, se han proporcionado métodos para preparar proteínas de fusión que comprenden 55 
FVII y un compañero de fusión unido al mismo, pero las proteínas resultantes tuvieron el problema de perder sus 
actividades biológicas, incluso aunque la semivida in vivo corta mejoró en cierta medida en comparación con la 
proteína no fusionada. 
 
En consecuencia, existe la necesidad de proporcionar y obtener una proteína de fusión de FVII que tenga una 60 
semivida in vivo mejorada que conserve al mismo tiempo la actividad biológica del FVII de tipo natural. 
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Divulgación de la invención 
 
Problema técnico 
 
Es un objeto de la presente invención proporcionar una proteína de fusión que tenga la actividad biológica del FVII de 5 
tipo natural. 
 
Es otro objeto de la presente invención proporcionar un gen que codifique la proteína de fusión. 
 
Es un objeto adicional de la presente invención proporcionar un vector recombinante que comprenda el gen. 10 
 
Es un objeto adicional de la presente invención proporcionar una célula hospedadora que comprenda el vector 
recombinante. 
 
Solución al problema 15 
 
De acuerdo con un aspecto de la presente invención, se proporciona una proteína de fusión que comprende factor VII 
(FVII) y transferrina, en la que la transferrina se une con el extremo C del FVII, en la que dicha proteína de fusión 
comprende además un enlazador entre el FVII y la transferrina, en la que dicho FVII es un polipéptido que tiene una 
secuencia de aminoácidos con al menos 95 % de homología con un polipéptido representado por la secuencia de 20 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 1, y en la que dicha transferrina es un polipéptido que tiene una secuencia de 
aminoácidos con al menos 95 % de homología con un polipéptido representado por la secuencia de aminoácidos de la 
SEQ ID NO: 2. 
 
De acuerdo con otro aspecto de la presente invención, se proporciona un ADN que codifica la proteína de fusión. 25 
 
De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invención, se proporciona un vector recombinante que comprende 
el ADN. 
 
De acuerdo con un otro aspecto adicional de la presente invención, se proporciona una célula hospedadora que 30 
comprende el vector recombinante. 
 
Efectos ventajosos de la invención 
 
La proteína de fusión según la presente invención tiene una semivida in vivo mejorada en comparación con el FVII de 35 
tipo natural conservando al mismo tiempo una alta actividad biológica de FVII y por lo tanto puede emplearse 
eficazmente en la terapia que usa FVII. 
 
Breve descripción de los dibujos 
 40 
Los anteriores y otros objetos y características de la presente invención se harán evidentes a partir de la siguiente 
descripción detallada de la invención, cuando se tome junto con los dibujos adjuntos, que muestran respectivamente: 
 

la Fig. 1 es un diagrama esquemático que muestra un procedimiento de clonación para construir un vector de 
expresión de FVII-Tf a partir de un vector que comprende un ADNc que codifica la secuencia de FVII y un vector 45 
que comprende un ADNc que codifica la secuencia de transferrina (Tf); 
la Fig. 2 es un diagrama esquemático que muestra un procedimiento para construir un vector de expresión de 
FVII-GS1 (enlazador)-Tf mediante PCR solapante; 
la Fig. 3 es un diagrama esquemático que muestra un procedimiento de construcción de vectores de expresión de 
FVII-enlazador de GS-Tf que comprenden GS3, GS5, GS7, GS9, GS11, GS13, GS15 o GS-l-T como un enlazador; 50 
la Fig. 4 presenta resultados de transferencia de Western de proteínas de fusión de VII-Tf, FVII-GS1-Tf, 
FVII-GS3-Tf, FVII-GS5-Tf, FVII-GS7-Tf, FVII-GS9-Tf, FVII-GS11-Tf, FVII-GS13-Tf, FVII-GS15-Tf, FVII-GS1-T-Tf y 
FVII-Hélice-Tf de la presente invención, proteína de fusión de FVII-albúmina (FVII-Alb) y FVII (NovoSevenTM); 
la Fig. 5 es un gráfico que muestra actividades específicas de proteínas de fusión de FVII-Tf, FVII-GS1-Tf, 
FVII-GS3-Tf, FVII-GS5-Tf, FVII-GS7-Tf, FVII-GS9-Tf, FVII-GS11-Tf, FVII-GS13-Tf, FVII-GS15-Tf, FVII-GS1-T-Tf y 55 
FVII-Hélice-Tf, y proteína de fusión de FVII-albúmina (FVII-Alb); 
la Fig. 6 presenta la estructura de un enlazador y secuencias de reconocimiento de restricción en ambos extremos 
en la proteína de fusión de FVII-GS1-T-Tf; y 
la Fig. 7 muestra resultados de transferencia de Western de proteínas de fusión de FVII-Tf, FVII-GS1-Tf, 
FVII-GS1-T-Tf, FVII-GS3-Tf y FVII-GS15-Tf purificadas de la presente invención, NovoSevenTM y FVII. 60 

 
Mejor modo para llevar a cabo la invención 
 
La presente invención proporciona una proteína de fusión que comprende factor VII (FVII) y transferrina, en la que 
dicha transferrina se une con el extremo C de dicho FVII, en la que dicha proteína de fusión comprende además un 65 
enlazador entre el FVII y la transferrina, en la que dicho FVII es un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos 
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con al menos 95 % de homología con un polipéptido representado por la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 
1, y en la que dicha transferrina es un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos con al menos 95 % de 
homología con un polipéptido representado por la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 2. Más 
preferentemente, FVII tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1 y transferrina tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 2. 5 
 
FVII o transferrina usados en la proteína de fusión de la presente invención pueden ser un equivalente funcional o un 
derivado funcional de tipo natural del mismo que tiene una actividad funcional sustancialmente equivalente, siempre 
que satisfaga los requisitos de identidad de secuencia descritos anteriormente en el presente documento. Los 
equivalentes funcionales ejemplares incluyen mutantes inducidos por supresión, inserción o sustitución no 10 
conservativa o conservativa de cualquier resto de aminoácido, o una combinación de las mismas en secuencia de 
aminoácidos representadas por las SEQ ID NO: 1 y 2, respectivamente, en las que dichos cambios no alteran 
sustancialmente los sitios o dominios activos que proporcionan actividades biológicas a FVII. 
 
En algunos casos, la proteína de fusión de la presente invención puede modificarse, por ejemplo, mediante 15 
fosforilación, sulfatación, acrilación, glucosilación, metilación, farnesilación, acetilación, amidación y otras, para la 
mejora o reducción de sus propiedades físicas o químicas y dichos derivados funcionales también quedan dentro del 
alcance de la presente invención siempre que la actividad biológica de FVII se conserve sustancialmente. 
 
En la proteína de fusión de la presente invención, la transferrina se une con el extremo C del FVII. La proteína de fusión 20 
en el orden de FVII-transferrina es superior a una proteína de fusión en el orden de transferrina-FVII, probablemente 
debido a la exposición del extremo N del FVII (véase tabla 3). 
 
La proteína de fusión de la presente invención puede comprender además secuencia o secuencias de reconocimiento 
para una enzima de restricción entre FVII y transferrina para facilitar la inserción de un enlazador como se describe 25 
posteriormente. La secuencia de reconocimiento de restricción puede ser cualquier secuencia de reconocimiento de 
restricción conocida por un experto habitual en la materia y puede usarse preferentemente secuencia de 
reconocimiento de AgeI (A/CCGGT). En otras palabras, las proteínas de fusión, en las que la secuencia de 
reconocimiento de restricción está unida al extremo C de FVII y la transferrina está unida a la secuencia de 
reconocimiento de restricción, están incluidas dentro del alcance de la presente invención. 30 
 
La presente invención proporciona una proteína de fusión que comprende un enlazador entre FVII y transferrina. 
 
El enlazador puede tener de 1 a 100 aminoácidos, preferentemente de 1 a 75 aminoácidos, más preferentemente de 5 
a 25 aminoácidos y puede ser cualquier péptido que pueda separar funcionalmente FVII y transferrina. El enlazador 35 
puede tener una estructura secundaria estable tal como una hélice u originarse de una región bisagra de IgG. 
Preferentemente, el enlazador puede rotar libremente en solución acuosa y no tiene una estructura fija y, por lo tanto, 
no sería inmunogénico y aumentaría las actividades de FVII de proteínas de fusión minimizando la interferencia 
potencial entre dos compañeros de fusión. Como ejemplo, dicho enlazador puede ser un enlazador helicoidal 
representado por la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 11. Además, dicho enlazador flexible puede contener 40 
glicina (G) y serina (S) en un patrón repetido o aleatorio. Por ejemplo, el enlazador comprende (GGGGS)N (en el que N 
es un número entero comprendido entre 1 y 20) y preferentemente tiene una cualquiera del grupo que consiste en las 
secuencias de aminoácidos de las SEQ ID NO: 3 a 11 (véase tabla 1). Además, puede usarse también cualquier 
secuencia de aminoácidos que no tenga menos del 80 % de homologías con el enlazador, preferentemente que no 
tenga menos del 85 % de homologías en la proteína de fusión de la presente invención. 45 
 
Asimismo, el enlazador también puede incluir sitio o sitios de escisión de proteasa que son reconocidos por proteasa o 
proteasas en un tejido no lesionado. El sitio de escisión puede escindirse mediante una proteasa seleccionada entre el 
grupo que consiste en trombina, factor Xa, factor IXa y factor VIIa. La proteína de fusión que tiene dicho sitio de 
escisión de proteasa se escinde en el sitio de trabajo para producir cada proteína, es decir, FVII y transferrina, y las 50 
proteínas resultantes actúan como proteínas individuales. Preferentemente, el enlazador tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 12 (véase tabla 1). 
 
El enlazador puede insertarse en una proteína de fusión más fácilmente mediante la secuencia de reconocimiento de 
enzimas de restricción que se localiza entre FVII y transferrina. En consecuencia, la secuencia de reconocimiento de 55 
enzimas de restricción puede estar presente en un extremo cualquiera o ambos extremos del enlazador y traducirse a 
su vez en aminoácidos codificados por la secuencia. Por ejemplo, cuando se usa la secuencia de reconocimiento de 
enzimas de restricción de AgeI, Thr puede estar presente en el extremo N del enlazador y Thr-Gly puede estar 
presente en el extremo C del enlazador. Es decir, cuando se usa un enlazador (GGGGS)3, la secuencia de 
reconocimiento y el enlazador pueden estar presentes en una forma de --T(GGGGS)3TG--. Los aminoácidos 60 
traducidos en los extremos N y C del enlazador pueden variar dependiendo de la secuencia de reconocimiento de 
enzimas de restricción empleada, pero la presencia de la misma no influye en las actividades de las proteínas de fusión 
(véase tabla 5). 
 
La proteína de fusión de la presente invención no muestra menos de 0,7 de la actividad específica del FVII en 65 
comparación con el FVII de tipo natural no fusionado. 
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En un aspecto de la presente invención, la proteína de fusión, que comprende FVII representado por la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 1 y transferrina representada por la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 2, 
tiene de aproximadamente 0,82 a aproximadamente 0,92 de la actividad específica de FVII en comparación con el FVII 
de tipo natural no fusionado (véase tablas 2 y 3). 
 5 
Además, la proteína de fusión, que comprende FVII representado por la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 
1, el enlazador representado la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 3 y transferrina representada por la 
secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 2, tiene aproximadamente 0,97 de la actividad específica de FVII en 
comparación con el FVII de tipo natural no fusionado (véase tabla 2). 
 10 
Las proteínas de fusión según la presente invención, en las que se insertan otros enlazadores entre FVII y transferrina, 
también tienen de aproximadamente 0,74 a aproximadamente 1 de las actividades específicas de FVII en comparación 
con el FVII de tipo natural no fusionado (véase tabla 2). 
 
Asimismo, la proteína de fusión de la presente invención tiene una semivida 3~4 veces más larga que la de FVII sin 15 
transferrina unida al mismo (véase tabla 6). 
 
La presente invención también proporciona un ADN que codifica la proteína de fusión. 
 
El ADN que codifica la proteína de fusión puede someterse a diversos cambios y modificaciones debidos a la 20 
degradación del codón o teniendo en cuenta los codones preferidos en el organismo para expresar la proteína de 
fusión, a no ser que la secuencia de aminoácidos de la proteína de fusión se altere sustancialmente, y los ADN 
modificados también se incluyen en el alcance de la presente invención. En la presente invención, el ADN que codifica 
la proteína de fusión puede representarse preferentemente mediante una cualquiera de las secuencias de nucleótidos 
de las SEQ ID NO: 13 a 24. El ADN que codifica la proteína de fusión de la presente invención puede ser 25 
proporcionado por un vector para expresar el ADN. 
 
La presente invención proporciona un vector recombinante que comprende el ADN que codifica la proteína de fusión. 
 
El término "vector" usado en el presente documento se refiere a un medio para introducir un ADN que codifica dicha 30 
proteína de fusión en una célula hospedadora y expresar la proteína de fusión en la misma. El vector puede incluir 
todos los vectores convencionales tales como vectores plasmídicos, vectores cosmídicos, vectores de bacteriófagos, 
vectores víricos y otros, preferentemente un vector plasmídico. 
 
Un vector de expresión adecuado contiene elementos reguladores de la expresión tales como promotores, codones de 35 
inicio, codones de terminación, señales de poliadenilación y potenciadores, así como secuencias de señal o 
secuencias líder para dirección a membrana o secreción y puede prepararse de forma diversa según los fines. El 
codón de inicio y codón de terminación deberían actuar con seguridad en un organismo en el que se administra la 
construcción génica y deberían estar en fase con la secuencia codificante. Además, el vector de expresión contiene un 
marcador selectivo para seleccionar una célula hospedadora que contiene el vector y un origen de replicación si el 40 
vector de expresión es reproducible. El vector puede autorreplicarse o integrarse en el ADN de una célula 
hospedadora. 
 
Específicamente, el vector de expresión recombinante según la presente invención puede prepararse insertando un 
ADN que codifica la secuencia de proteína de fusión en el vector pcDNA3.1-hygro. 45 
 
Además, la presente invención proporciona una célula hospedadora que produce la proteína de fusión por 
transformación con dicho vector de expresión recombinante. 
 
Ya que los niveles de expresión y modificaciones de las proteínas varían dependiendo del tipo de células 50 
hospedadoras, se prefiere elegir una célula hospedadora más adecuada para el fin. Los ejemplos de células 
hospedadoras incluyen células de mamífero, por ejemplo, células de ovario de hámster chino (CHO), células de riñón 
embrionario humano (HEK293), células de riñón de hámster (BHK 21), células de cáncer de hígado humano (Hep G2) 
y otros, pero no están limitados a los mismos. 
 55 
Para transformar una célula hospedadora con el vector de expresión recombinante según la presente invención, puede 
emplearse cualquier método conocido por los expertos habituales en la materia y el ejemplo de dicho método incluye, 
pero sin limitación, electroporación, fusión de protoplastos, precipitación con fosfato de calcio (CaPO4), precipitación 
con cloruro de calcio (CaCl2) y otros. 
 60 
Modo para la invención 
 
Los ejemplos siguientes se proporcionan con fines ilustrativos únicamente y no se pretende que limiten el alcance de la 
presente invención. 
 65 
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Ejemplo 1: Preparación de vector plasmídico del factor VII (FVII) (pcDNA3.1-hygro-FVII) 
 
Se usó ARN total purificado a partir de células Hep G2 (KCLB N.º 88065) como un molde para transcripción inversa. El 
transcrito de ADN complementario (ADNc) se amplificó mediante PCR usando cebadores específicos del gen del FVII, 
FVII-F y FVII-R (SEQ ID NO: 25 y 26) para obtener la fase abierta de lectura del gen del FVII humano. La PCR se 5 
realizó tratando 50 µl de solución de reacción (0,5 µl de ADNc, 0,4 µM (10 pmol/µl) de cebadores de las SEQ ID NO: 25 
y 26, 0,2 mM de dNTP, 5 unidades de ADN polimerasa Taq y agua) en la siguiente condición: 1 ciclo de 
desnaturalización a 94 °C durante 5 min, 35 ciclos de amplificación a 94 °C durante 1 min, a 60 °C durante 1 min y a 
72 °C durante 2,5 min y 1 ciclo de extensión final a 72 °C durante 5 min. El producto de PCR purificado se clonó en el 
vector pGEM-T easy (Promega, Cat n.º: A1360). Los clones positivos se seleccionaron por digestión de restricción 10 
usando EcoRI y NcoI. Los clones seleccionados se verificaron adicionalmente por secuenciación de ADN. Para 
transferir la ORF del FVII (FVII-ORF) a un vector de expresión, FVII-ORF escindido con NotI se hizo romo mediante 
ADN polimerasa T4 y se ligó con el vector pcDNA3.1-hygro (Invitrogen) digerido con HindIII/XbaI y se hizo romo. El 
vector ligado se confirmó mediante digestión de restricción con ApaI, XbaI, EcoRI, NcoI, Rst I y secuenciación de ADN. 
Este vector se designó 'pcDNA3.1-hygro-FVII'. 15 
 
Ejemplo 2: Construcción del vector de expresión de FVII-Tf (pcDNA3.1-hygro-FVII-Tf) 
 
Se fusionó ADNc del FVII preparado en el ejemplo 1 con ADNc de transferrina humana (Tf) para expresar como un 
único zimógeno en una célula animal. Se obtuvo ADNc de transferrina humana de Origene (Cat n.º: SC322130) y se 20 
verificó si es igual a la secuencia del n.º de referencia de GenBank: NM_001063.2. Los cebadores usados en la fusión 
se diseñaron para retirar el codón de terminación del FVII y el péptido de señal de la transferrina. Para facilitar la 
inserción de los diversos tamaños de enlazadores entre el FVII y la Tf, el sitio AgeI (ACCGGT), que se traducirá a 
treonina (Thr) y glicina (Gly), se añadió a los cebadores de enlace. La proteína de fusión resultante tendría la siguiente 
estructura: (péptido líder)-(FVII maduro)-(Thr-Gly)-(Tf madura) (en la que el péptido líder consiste en un péptido de 25 
señal (prepéptido) no presente en el FVII maduro y un propéptido para escindir por una enzima de procesamiento, que 
está compuesta de 38 aminoácidos y corresponde a aminoácidos que varían de las posicione 1 a 38 en la secuencia 
de aminoácidos de la SEQ ID NO: 1). Los ADNc del FVII y la Tf se amplificaron usando cebadores FVII-S1, FVII-AS1, 
Tf-S1 y Tf-AS1 (SEQ ID NO: 27 a 30) y se usó el vector como se describe en el ejemplo 1. Los cebadores de las SEQ 
ID NO: 27 y 30 contienen los sitios NheI y XhoI, respectivamente. 30 
 
Una estrategia de clonación para la unión de ADNc del FVII y ADNc de la Tf se representa en la Fig. 1. En primer lugar, 
se amplificó ADNc del FVII a partir del vector pcDNA3.1-hygro-FVII por PCR. La PCR se realizó tratando 50 µl de 
solución de reacción (1 µl de molde de vector, 1 µl de un conjunto de cebadores, FVII-S1 y FV11-AS1 (10 µM), 10 µl de 
tampón Phusion HF 5x, 200 µM de dNTP, 0,5 µl de ADN polimerasa Phusion (FINNZYMES, n.º F-530S, 2 unidades/µl) 35 
y 35,5 µl de agua) en la siguiente condición: 1 ciclo de desnaturalización a 98 °C durante 30 s, 30 ciclos de 
amplificación a 98 °C durante 10 s, a 60 °C durante 45 s, y a 72 °C durante 30 s, y 1 ciclo de extensión final a 72 °C 
durante 7 min. 
 
A continuación, Se amplificó usando ADNc de transferrina como un molde. El procedimiento de PCR anteriormente 40 
mencionado se repitió excepto por el uso de un conjunto de cebadores (Tf-S1: 10 µM; Tf-AS1: 10 µM). 
 
El ADNc de FVII y Tf amplificado se unieron por una serie de restricción y ligamiento. Cada ADN amplificado por PCR 
se digirió con AgeI y XhoI, o con NheI. Los ADN digeridos se purificaron y se ligaron a una relación molar 1:1. El ADN 
ligado se subclonó en el vector pcDNA3.1-hygro vector (Invitrogen) digerido con NheI/XhoI. El tamaño y la secuencia 45 
del inserto se verificó adicionalmente mediante secuenciación de ADN. 
 
Ejemplo 3: Construcción del vector de expresión FVII-enlazador GS-Tf 
 
Como una unidad de enlazador básica se usó un péptido que consistía en 5 aminoácidos que comprendían glicina y 50 
serina. La unidad de enlazador básica comprende cuatro glicinas y una serina con la siguiente secuencia: 'GGGGS'. 
La unidad de enlazador básica (en lo sucesivo en el presente documento, denominada "enlazador GS-X" en la que X 
es el número de repeticiones de la unidad de enlazador GS básica) se utilizó para constituir los enlazadores de GS 
más largos. En este ejemplo, se construyeron los enlazadores que variaban de GS-1 a GS-15. 
 55 
1) Construcción del vector de expresión FVII-enlazador GS-1-Tf 
 
Se sintetizó un conjunto de cebadores, GS-FV-AS1 y GS-Tf-S1 (SEQ ID NO: 31 y 32), que contenía la unidad de 
enlazador GS básica y se insertó entre FVII y Tf por PCR solapante (véase Fig. 2). 
 60 
El enlazador GS-1 se unió a FVII mediante PCR usando un conjunto de cebadores FVII-S1 y GS-FV-AS1 (SEQ ID NO: 
27 y 31) y ADN polimerasa Phusion (FINNZYMES, n.º F-530S). La PCR se realizó tratando 50 µl de solución de 
reacción (1 µl de vector pcDNA3.1-hygro-FVII-Tf, 1 µl de FVII-S1 (10 pmol/1 µl), 1 µl de GSFV-AS1 (10 pmol/µl), 1 µl de 
dNTP 10 mM, 10 µl de tampón Phusion HF 5x, 35,5 µl de agua y 0,5 µl de ADN polimerasa Phusion (2 unidades/µl)) en 
la siguiente condición: 1 ciclo de desnaturalización a 98 °C durante 30 s, 35 ciclos de amplificación a 98 °C durante 10 65 
s, a 64 °C durante 30 s, y a 72 °C durante 45 s, y 1 ciclo de extensión final a 72 °C durante 7 min. Al mismo tiempo, 
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para conectar el enlazador GS-1 con Tf, se repitió el procedimiento de PCR anterior excepto por el uso de un conjunto 
de cebadores GS-Tf-Sl y Tf-AS1 (SEQ ID NO: 32 y 30). Los productos de PCR amplificados se utilizaron como moldes 
de PCR solapante. La PCR solapante se realizó tratando la solución de reacción (1 µl de productos de PCR 
amplificados, 1 µl de FVII-S1 (10 pmol/µl, SEQ ID NO: 27), 1 µl de cebador antisentido (Tf-AS1 10 pmol/µl, SEQ ID NO: 
30), 10 µl de tampón Phusion HF 5x, 1 µl de dNTP 10 mM, 34,5 µl de agua, 0,5 µl de ADN polimerasa Phusion (2 5 
unidades/µl)) en la siguiente condición: 1 ciclo de desnaturalización a 98 °C durante 1 min, 45 ciclos de amplificación a 
98 °C durante 10 s, a 66/68 °C durante 30 s, y a 72 °C durante 45 s, y 1 ciclo de extensión final a 72 °C durante 7 min. 
El producto de PCR solapante amplificado se clonó en pcDNA3.1-hygro-lacZ digerido con NheI y XhoI. 
 
2) Construcción del vector de expresión FVII-enlazador GS-3-Tf 10 
 
Se sintetizó un conjunto de cebadores, GS3-S y GS3-AS (SEQ ID NO: 33 y 34), que contenían GS-3 y un sitio AgeI. 
Para preparar un enlazador bicatenario GS-3, los cebadores se hibridaron calentando una mezcla (5 µl de GS3-S (100 
pmol/µl), 5 µl de GS3-AS (100 pmol/µl), 2 µl de tampón de hibridación 10X (Tris-Cl 100 mM [pH 8,0], NaCl 1 M, EDTA 
10 mM) y 8 µl de agua) a 98 °C durante 10 min y enfriando a 25 °C durante 1 hora. El enlazador hibridado se digirió con 15 
AgeI y el vector pcDNA3.1-hygro-FVII-Tf preparado en el ejemplo 2 también se digirió con AgeI. El vector digerido se 
trató con 1 µl de CIP (fosfatasa intestinal de ternero; NEB, n.º M0290S) a 37 °C durante 1 hora y se sometió a un 
procedimiento de extracción en gel (QIAGEN, n.º 28704), seguido de ligamiento a una relación molar de 1:3 (vector: 
inserto) usando ADN ligasa T4 (TAKARA, n.º 2011A). 
 20 
3) Construcción de vectores de expresión FVII-enlazador GS-5-Tf a FVII-enlazador GS-15-Tf 
 
Para construir un vector de expresión de proteínas de fusión que contuviera un enlazador GS-5, se implementó una 
nueva estrategia. Se construyeron vectores de fusión FVII-Tf que contenían enlazadores extendidos siguiendo dos 
etapas. 25 
 
La primera etapa es la adición de un enlazador GS2 bicatenario (bc) al enlazador previamente obtenido. Después de 
asegurar la extensión del enlazador, el enlazador se cortó y se insertó entre los genes de FVII y Tf en el vector 
pcDNA3.1-hygro-FVII-Tf. Por ejemplo, para extender el enlazador GS-3 al enlazador GS-5, la unidad de enlazador 
GS-2bc sintetizada de la SEQ ID NO: 35 se digirió con BglII y se ligó con el vector pcDNA3.1-hygro-FVII-GS3-Tf 30 
tratado con BamHI y StuI. A continuación, después de confirmar la extensión del enlazador mediante digestión con 
BamH1 y AgeI, el enlazador extendido se cortó con AgeI y se subclonó en el vector pcDNA3.1-hygro-FVII-Tf tratado 
con AgeI y CIP. Se construyeron vectores de expresión de fusión de FVII-Tf que contenían enlazadores GS-7, GS-9, 
GS-11, GS-13 y GS-15 mediante la misma estrategia (véase Fig. 3). 
 35 
Ejemplo 4: Construcción de vector de expresión de FVII-Tf (pcDNA3.1-hygro-FVII-GS1-T-Tf) que contiene un 
enlazador que comprende un sitio de escisión de trombina 
 
Se preparó un enlazador que contenía un sitio de escisión de trombina uniendo una unidad de GS-1 a ambos extremos 
de la secuencia de reconocimiento de trombina (en lo sucesivo en el presente documento, denominada "enlazador 40 
GS1-T"). El enlazador GS1bc-T de SEQ ID NO: 36 (con sentido) se diseñó y se sintetizó para contener sitios AgeI en 
ambos extremos. El enlazador GS1bc -T se digirió con AgeI y se purificó usando un kit de purificación de PCR (Qiagen, 
cat n.º: 28104). El enlazador purificado se ligó en el vector pcDNA3.1-hygro-FVII-Tf tratado con CIP/AgeI. 
 
Ejemplo 5: Construcción del vector de expresión de FVII-Tf (pcDNA3.1-hygro-FVII-Hélice-Tf) que contiene un 45 
enlazador helicoidal 
 
Se preparó un ADN de enlazador helicoidal por el método desvelado en la publicación de los Estados Unidos abierta a 
inspección pública N.º 2009/0170163. Se añadió un sitio AgeI a ambos extremos del ADN de enlazador de helicoidal 
preparado usando cebadores, enlazador helicoidal S y enlazador helicoidal AS (SEQ ID NO: 37 y 38). Los cebadores 50 
enlazador helicoidal S y enlazador helicoidal AS se hibridaron y digirieron con AgeI, seguido de inserción en el vector 
pcDNA3.1-hygro-FVII-Tf con AgeI y CIP. El vector construido se confirmó mediante secuenciación de ADN. 
 
Ejemplo comparativo 1: Construcción del vector de expresión de fusión de FVII-albúmina (FVII-Alb) 
 55 
Se construyó la proteína de fusión de FVII-albúmina desvelada en la patente de EP N.º 1816201. Se obtuvo ADNc de 
albúmina humana mediante RT-PCR usando ARNm de hígado humano (Clontech) como un molde y cebadores 
específicos de genes de albúmina, Albúmina-S y Albúmina-AS (SEQ ID NO: 39 y 40). Se realizó RT-PCR usando el kit 
del sistema de RT-PCR de alta fidelidad AccuScript (Cat n.º 600180) según el manual del fabricante. En primer lugar, 
10 µl de solución de reacción de transcripción inversa (1 µl de tampón de transcriptasa inversa10X, 0.6 µl de cebador 60 
de oligo-dT, 1 µl de dNTP, 0,4 µl de agua, 5 µl de ARNm de hígado humano (10 ng/µl)) se mantuvieron a 65 °C durante 
5 min y a una temperatura ambiente durante 5 min, y se sometió a una reacción con 1 µl de DTT 100 mM y 1 µl de 
transcriptasa inversa a 42 °C durante 1 hora. Se obtuvo una secuencia de albúmina humana mediante PCR usando el 
ADNc sintetizado como un molde y los cebadores Albúmina-S y Albúmina-AS. La PCR se realizó tratando 50 µl de una 
solución de reacción (1 µl de ADNc, 10 µl de tampón Phusion HF 5x, 1 µl de cebadores Albúmina-S y Albúmina-AS, 65 
respectivamente, 1 µl de dNTP 10 mM, 0,5 µl de ADN polimerasa Phusion (FINNZYMES, n.º F-530S; 2 unidades/µl) y 
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35,5 µl de agua) en la siguiente condición: 1 ciclo de desnaturalización a 98 °C durante 1 min, 30 ciclos de 
amplificación a 98 °C durante 10 s, a 62°C durante 30 s, y a 72 °C durante 60 s, y 1 ciclo de extensión final a 72 °C 
durante 7 min. Los oligonucleótidos sintetizados de SEQ ID NO: 41 y 42 se hibridaron con el enlazador GS 
[SS(GGS)9GS] (SEQ ID NO: 45) divulgada en la Patente de EP n.º 1816201. Para conectar el ADNc de FVII en el 
ejemplo 1 con el enlazador anterior, el codón de terminación de FVII en el vector pcDNA3.1-hygro-FVII se reemplazó 5 
con el sitio de XhoI mediante mutagénesis basada en PCR usando los cebadores mut FVII(XhoI)-S y mut 
FVII(XhoI)-AS (SEQ ID NO: 43 y 44). Usando sitios XhoI/ApaI, el enlazador GS [SS(GGS)9GS] se fusionó con el 
extremo 3' de ADNc de FVII en el vector pcDNA3.1-hygro-FVII. Finalmente, el ADNc de albúmina humana digerido con 
BamHI se insertó en el vector pcDNA3.1-hygro-FVII-enlazador GS. El vector de expresión 
pcDNA3.1-hygro-FVII-enlazador GS-albúmina se verificó por secuenciación de ADN. 10 
 
Las características de vectores de expresión construidos en los ejemplos 2 a 5 y el ejemplo comparativo 1 se muestran 
en la tabla 1. 
 
Tabla 1 15 
 

[Tabla 1] 
Proteína de fusión de 
FVII 

Extremo C de 
FVII 

Secuencia de enlazador (SEQ ID NO) Extremo N del 
compañero de 
fusión 

Número de 
aminoácidos 
en el 
enlazador 

FVII-Tf APFP  VPDKTV 0 

FVII-GS1-Tf APFP GGGGS (SEQ ID NO: 3) VPDKTV 5 

FVII-GS3-Tf APFP (GGGGS)3 (SEQ ID NO: 4) VPDKTV 15 

FVII-GS5-Tf APFP (GGGGS)5 (SEQ ID NO: 5) VPDKTV 25 

FVII-GS7-Tf APFP (GGGGS)7 (SEQ ID NO: 6) VPDKTV 35 

FVII-GS9-Tf APFP (GGGGS)9 (SEQ ID NO: 7) VPDKTV 45 

FVII-GS11-Tf APFP (GGGGS)11 (SEQ ID NO: 8) VPDKTV 55 

FVII-GS13-Tf APFP (GGGGS)13 (SEQ ID NO: 9) VPDKTV 65 

FVII-GS15-Tf APFP (GGGGS)15 (SEQ ID NO: 10) VPDKTV 75 

FVII-GS1-T-Tf APFP GGGGSLVPRGSGGGS (SEQ ID NO: 12) VPDKTV 15 

FVII-Hélice-Tf APFP GA(EAAAK)4A (SEQ ID NO: 11) VPDKTV 23 

FVII-Alb APFP SS(GGS)9GS (SEQ ID NO: 45) DAHK 31 

* Para FVII-Tf, está presente Thr-Gly obtenido de AgeI.* Para los enlazadores de las SEQ ID NO: 4 a 12, está presente 
Thr obtenido de AgeI en el extremo N y está presente Thr-Gly obtenido de AgeI en el extremo C. 

 
Ejemplo experimental 1: Medición de actividades específicas de proteínas de fusión de FVII 
 20 
Las proteínas de fusión de FVII construidas en los ejemplos 2 a 5 y el ejemplo comparativo 1 se expresaron en una 
célula CHO (CHO(VK2)) que expresa de forma estable VKORC1 (subunidad 1 del complejo de vitamina K epóxido 
reductasa). 
 
Los vectores de expresión construidos en los ejemplos 2 a 5 y el ejemplo comparativo 1 se purificaron usando el maxi 25 
kit de plásmidos Endo-free (Qiagen, n.º 27104). Se usó β-galactosidasa como un control interno para transfección. Se 
sembraron células CHO (VK2) a una densidad de 1,5x106 células/pocillo en placas de 6 pocillos. Las células se 
incubaron en α-MEM (Lonza, n.º 12-169F) complementado con FBS 10 % (Lonza, n.º 14-501F), HT 1X (Invitrogen, n.º 
11067-030), L-glutamina 4 mM (Lonza, n.º 17-605E) y 200 µg/ml de higromicina (Invitrogen, n.º 10687-010) durante 24 
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horas, y después se transfectaron usando lipofectamine 2000 (Invitrogen) según el manual del fabricante. Cuatro 
horas después de la transfección, el medio se reemplazó con medio sin suero (OptiMEM) y se complementó con 5 
µg/ml de vitamina K. Después de 48 horas de incubación, se tomaron muestras del medio de cultivo y se almacenó a 
-70 °C. 
 5 
Se analizaron las proteínas de fusión de FVII con respecto a sus actividades cromogénicas y cantidades de antígeno 
usando el kit de ensayo del factor VII COATEST (Chrmogenix, n.º 821900-63) y el kit de ELISA de FVII (Cedarlene Lab, 
n.º CL20030K), respectivamente. Los ensayos se realizaron según el manual del fabricante. Se usó plasma humano 
convencional normalizado frente al patrón de la OMS como un FVII de control en ambos ensayos. La proteína de 
expresión se evaluó mediante análisis de transferencia de Western. Se cargaron cantidades iguales de proteínas de 10 
fusión de FVII basándose en los resultados de ELISA. Se descubrió que las proteínas de fusión de FVII expresadas 
tenían los tamaños esperados sin fragmentación detectable (véase Fig. 4). 
 
Al mismo tiempo, las actividades específicas de proteínas de fusión de FVII-transferrina fueron de 0,74 a 1, que eran 
mayores en comparación con la de la proteína de fusión de FVII-albúmina (0,52) (véase tabla 2). Las proteínas de 15 
fusión de FVII-transferrina que contenían enlazadores también conservaron no menos del 70 % de actividades de FVII. 
No hubo ninguna relación entre las longitudes de los enlazadores y las actividades específicas, pero las proteínas de 
fusión de FVII con enlazadores GS más cortos mostraron actividades específicas algo mayores que las proteínas de 
fusión con enlazadores GS más largos. En particular, las proteínas de fusión FVII-GS1-Tf y FVII-GS1-T-Tf mostraron 
actividades específicas (véase Fig. 5). 20 
 
Tabla 2 
 

[Tabla 2] 
Proteína de fusión de 
FVII 

Antígeno (%) Actividad (%) Actividad específica 
(actividad/antígeno) 

FVII-Tf 53,2 ± 5,0 43,9 ± 0,3 0,82 

FVII-GS1-Tf 53,4 ± 3,1 52,0 ± 0,5 0,97 

FVII-GS3-Tf 61,9 ± 8,0 57,7 ± 0,2 0,93 

FVII-GS5-Tf 69,3 ± 5,6 55,9 ± 1,4 0,81 

FVII-GS7-Tf 70,9 ± 8,2 59,3 ± 1,1 0,84 

FVII-GS9-Tf 64,2 ± 8,6 47,5 ± 0,7 0,74 

FVII-GS11-Tf 59,1 ± 3,9 45,3 ± 0,9 0,77 

FVII-GS13-Tf 59,7 ± 5,1 49,1 ± 0,8 0,82 

FVII-GS15-Tf 59,2 ± 6,0 50,2 ± 0,5 0,85 

FVII-GS1-T-Tf 70,8 ± 8,7 71,0 ± 2,6 1,00 

FVII-Hélice-Tf 89,0 ± 5,7 78,9 ± 2,2 0,89 

FVII-Alb 106,6 ± 5,4 54,9 ± 3,3 0,52 

 25 
Ejemplo 6: Caracterización de proteínas de fusión de FVII según la dirección de fusión de Tf 
 
En este ejemplo, se preparó una proteína de fusión en la que la transferrina humana (Tf) está unida al extremo N de 
FVII y se comparó con una proteína de fusión en la que la transferrina se une con el extremo C del FVII, para examinar 
el cambio de características según la dirección de fusión en proteínas de fusión. El procedimiento detallado es el 30 
siguiente. 
 
<6-1> Construcción de vectores de expresión de Tf-FVII y Tf-GS1-T-FVII 
 
Se diseñaron dos proteínas de fusión con Tf unida al extremo N de FVII de la siguiente manera: (1) (péptido líder de 35 
Tf)-(Tf madura)-(Thr-Gly)-(FVII maduro); y (2) (péptido líder de Tf)-(Tf madura)-(Thr)-(GS1-T; SEQ ID NO: 
12)-(Thr-Gly)-(FVII maduro). 
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En primer lugar, para obtener una secuencia génica de Tf que contuviera un péptido líder, se diseñó un cebador directo 
(Nhe-Tf: SEQ ID NO: 46) para contener un sitio NheI con el fin de clonar y se diseñó un cebador inverso (Tf-Age: SEQ 
ID NO: 47) para contener un sitio AgeI con el fin de retirar el codón de terminación de transferrina y clonar. Para clonar 
el FVII maduro con el péptido líder retirado, se diseñó un cebador directo (Age-FVII: SEQ ID NO: 48) para contener un 
sitio AgeI y se diseñó un cebador inverso para contener un sitio XhoI. 5 
 
Para el gen de Tf, se usó ADNc obtenido de Origene (Cat n.º SC322130) como en el ejemplo 2 como un molde de 
PCR. La PCR se realizó tratando 50 µl de una solución de reacción (1 µl de molde de vector, 2 µl de cebadores Nhe-Tf 
y Tf-AgeI (10 µM), 10 µl de tampón Phusion HF 5x, 1 µl de dNTP 10 mM, 0,5 µl de ADN polimerasa Phusion 
(FINNZYMES, n.º F-530S, 2 unidades/µl) y 33,5 µl de agua) en la siguiente condición: 1 ciclo de desnaturalización a 10 
98 °C durante 30 s, 25 ciclos de amplificación a 98 °C durante 10 s, a 70 °C durante 30 s, y a 72 °C durante 36 s, y 1 
ciclo de extensión final a 72 °C durante 10 min. FVII se amplificó mediante PCR usando un vector 
pcDNA3.1-hygro-FVII-GS1-T-Tf como un molde como en el ejemplo 4. Las condiciones de PCR fueron iguales que las 
condiciones de PCR de Tf anteriores, excepto por el uso de cebadores Age-FVII (10 µM) y VH-Xho (10 µM). 
 15 
El gen de Tf amplificado se insertó en el vector pcDNA3.1-hygro-FVII-GS1-T-Tf usando NheI/AgeI para obtener el 
vector pcDNA3.1-hygro-Tf-Tf. El vector de pcDNA3.1-hygro-Tf-Tf y el producto de PCR de FVII se digirieron con 
AgeI/XhoI y se ligaron para construir un vector de expresión que contenía la proteína de fusión 
pcDNA3.1-hygro-Tf-FVII. El vector de expresión pcDNA3.1-hygro-Tf-GS1-T-FVII se construyó insertando la secuencia 
de GS1bc-T sintetizada en el ejemplo 4 mediante AgeI. Los vectores de expresión construidos se confirmaron por 20 
mapeo de restricción y secuenciación de ADN. 
 
<6-2> Expresión de proteínas de fusión y caracterización 
 
Para caracterizar las proteínas de fusión con Tf unida al extremo N de FVII, los vectores de expresión de las mismas, 25 
es decir, pcDNA3.1-hygro-FVII-Tf, pcDNA3.1 -hygro-FVII-GS1-Tf-VII, pcDNA3.1-hygro-Tf-FVII y 
pcDNA3.1-hygro-Tf-GS1-T-FVII, se expresaron de forma transitoria en células CHO. 
 
Los cuatro ADN plasmídicos construidos se aislaron usando el kit de maxipre Endo-free (Qiagen). Un día antes de la 
transfección, se aislaron células CHO (DG44) cultivadas en matraces T75 mediante tripsina y se sembraron a una 30 
densidad de 1,5x106 células/pocillo en placas de 6 pocillos. Después de 24 horas, las células se transfectaron según el 
manual del fabricante. 
 
Cuatro horas después de la transfección, el medio en cada pocillo se retiró y se reemplazó con 2 ml de un medio de 
cultivo complementado con 5 µg/ml de vitamina K. Después de la transfección, la placa de 6 pocillos se incubó en un 35 
incubador de CO2 5 %, a 37 °C, y, después de 48 horas, se recogió el medio. El sobrenadante recogido se transfirió a 
tubos de 1,5 ml y se almacenó a -70 °C para ensayo cromogénico y ELISA de FVII. La placa con el medio retirado se 
lavó con 2 ml de HBSS por cada pocillo y se lisó con 250 µl de una solución de lisis (Tropix, n.º ABX210LM, adición de 
DTT 1 mM), seguido de almacenamiento a -70 °C para ensayo de β-galactosidasa. 
 40 
El ensayo cromogénico y ELISA de FVII se realizaron como en el ejemplo experimental 1. Se prepararon muestras 
para análisis descongelando el medio almacenado congelado después de la transfección justo antes del experimento 
y obteniendo el sobrenadante mediante centrifugación. Se usó plasma humano (Dade Behring, n.º ORKL13, Lote n.º 
503216F) como un patrón en el ensayo. 
 45 
Los resultados de la medición se muestran en la tabla 3. Para Tf-FVII y Tf-GS1-T-Tf con Tf unida al extremo N del FVII, 
no se midieron actividades a diferencia de FVII-Tf y FVII-GS1-T-Tf con Tf unido al extremo C del FVII. Además, se 
detectaron cantidades bajas de proteínas de fusión con Tf unida al extremo N en ELISA del FVII. Sin embargo, las 
proteínas de fusión mostraron sensibilidades de detección similares, independientemente de las direcciones de fusión, 
en resultados de transferencia de Western usando anticuerpos policlonales de Tf. Estos resultados indican que, 50 
cuando Tf está unida al extremo N del FVII, se generaron proteínas de fusión sin actividades de FVII, incluso aunque 
se realizaran normalmente traducciones de aminoácidos. 
 
Tabla 3 
 55 

[Tabla 3] 
Proteína de fusión Actividad de FVII (%) Antígeno de FVII (%) Actividad específica 

(actividad/antígeno) 

FVII-Tf 33,8 ± 0,73 37,0 ± 2,17 0,92 

Tf-FVII no detectado 8,0 ± 1,51 - 

FVII-GS-l-T-Tf 46,6 ± 0,29 43,0 ± 4,75 1,08 
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Proteína de fusión Actividad de FVII (%) Antígeno de FVII (%) Actividad específica 
(actividad/antígeno) 

Tf-GS-l-T-Tf no detectado 13,5 ± 1,01 - 

 
Ejemplo 7: Caracterización de proteínas de fusión según la supresión de secuencias de reconocimiento de enzimas de 
restricción usadas en la fusión 
 
En el ejemplo 2, se usaron secuencias de reconocimiento de enzimas de restricción (AgeI) para facilitar la inserción de 5 
diversos enlazadores entre FVII y Tf. Como consecuencia, algunas proteínas de fusión llegaron a tener Thr y Gly que 
están codificadas por la enzima de restricción anterior, en ambos extremos de los enlazadores. En este ejemplo, se 
examinó si las propiedades de proteínas de fusión son alteradas o no por la presencia de la secuencia de 
reconocimiento de enzimas de restricción (AgeI). 
 10 
Las secuencias de reconocimiento de enzimas de restricción se suprimieron de la proteína de fusión FVII-GS1-T-Tf 
que contenía enlazador GS1-T, mediante mutagénesis dirigida basada en PCR usando cebadores mutagénicos. 
Como se muestra en la Fig. 6, este experimento se diseñó para suprimir "Thr" en el extremo N y "Thr-Gly" en el 
extremo C y se enumeran cebadores usados en el experimento en la tabla 4. 
 15 
Tabla 4 
 

[Tabla 4] 
Cebador Secuencia (5'→3') SEQ ID NO 

TG del-S CAG CGG AGG CGG TTC AGT CCC TGA TAA AACTG 50 

TG del-AS CAG TTT TAT CAG GGA CTG AAC CGC CTC CGC TG 51 

T del-S CGA GCC CCA TTT CCC GGT GGA GGC GGA TC 52 

T del-AS GAT CCG CCT CCA CCG GGA AAT GGG GCT CG 53 

 
<7-1> Supresión de Thr-Gly 20 
 
Se realizó mutagénesis basada en PCR. La PCR se realizó tratando una solución de reacción (1 µl de vector 
pcDNA3.1-hygro-FVII-GS1-T-Tf, 0,2 µl de cebador con sentido (TG del-S 10 µM), 0,2 µl de cebador antisentido (TG 
del-AS 10 µM), 1 µl de dNTP 10 mM, 4 µl de tampón de PCR 5X, 14 µl de agua y 0,2 µl de ADN polimerasa Phusion 
(FINNZYMES,# F-530S)) en la siguiente condición: 1 ciclo de desnaturalización a 98 °C durante 30 s, 18 ciclos de 25 
amplificación a 98 °C durante 10 s, a 58 °C durante 30 s, y a 72 °C durante 3 min, y 1 ciclo de extensión final a 72 °C 
durante 7 min. Para retirar el ADN molde original, el producto de PCR amplificado se trató con 1 µl de DpnI (NEB, n.º 
R0176S) y se incubó a 37 °C durante 1 hora. Se transformaron 50 µl de célula HIT competente (DH5α, RH617) usando 
10 µl del ADN tratado con DpnI y se incubaron en un medio sólido de LB+amp (10 mg/ml) durante una noche. Se 
analizaron cuatro clones obtenidos de este modo mediante secuenciación de ADN y se verificaron dos clones como 30 
mutantes. 
 
<7-2> Supresión de Thr 
 
Para suprimir Thr, se realizó un método similar al del ejemplo <7-1> usando diferentes cebadores. Brevemente, se 35 
realizó mutagénesis basada en PCR usando, como molde, 1 µl de ADN plasmídico de los clones en los que la 
mutación se confirmó en el ejemplo <7-1> y 1 µl de cebador con sentido (T del-S; 10 pmol) y 1 µl de cebador 
antisentido (T del-AS; 10 pmol), en la misma condición. Por secuenciación de ADN de cuatro clones que se 
seleccionaron, se confirmó que tres clones tenían mutaciones. El vector de expresión obtenido se denominó 
"pcDNA3.1-hygro-FVII-GS1-T-Tf(M3)". 40 
 
<7-3> Caracterización de proteínas de fusión con secuencias de reconocimiento de enzimas de restricción suprimidas 
 
Se transfectaron células CHO con vectores de expresión FVII-GS1-T-Tf y FVII-GS1-T-Tf(M3) y vector de expresión 
FVII-Alb como un control, y se obtuvieron los sobrenadantes del medio. Los sobrenadantes obtenidos se sometieron a 45 
un ensayo cromogénico de FVII (Chromogenix) y ELISA de FVII (cedarlane) para verificar el cambio en la relación de 
actividad/antígeno. Como se muestra en la tabla 5, las cantidades de antígenos y actividades de proteínas de fusión 
FVII-GS1-T-Tf y FVII-GS1-T-Tf(M3) fueron casi iguales entre sí y las relaciones (actividades específicas) tampoco 
variaron. Además, se confirmó que las actividades específicas eran significativamente mayores que la de la proteína 
de fusión FVII-Alb. 50 

E11790052
09-07-2018ES 2 676 874 T3

 



12 

Tabla 5 
 

[Tabla 5] 
 Antígeno de FVII (%) Actividad de FVII (%) Actividad específica 

(actividad/antígeno) 
FVII-GS1-T-Tf 34,1 ± 2,1 39,6 ± 2,2 1,16 

FVII-GS1-T-Tf(M3) 33,5 ± 4,7 38,0 ± 0,7 1,14 

FVII-Alb 50,1 ± 1,2 26,3 ± 0,8 0,53 

 
Ejemplo 8: Medición de la semivida de proteínas de fusión 5 
 
Para examinar el aumento de la semivida en las proteínas de fusión según la presente invención, FVII-Tf, FVII-GS1-Tf, 
FVII-GS3-Tf, FVII-GS15-Tf y FVII- GS1-T-Tf se usaron como grupos experimentales y FVII de tipo silvestre y FVIIa 
disponible en el mercado (NovoSeven®; Novo Nordisk) se usaron como grupos de control. 
 10 
<8-1> Preparación de muestras 
 
1) Obtener medio de expresión 
 
La proteína de FVII de tipo silvestre y cinco proteínas de fusión de FVII fusionadas con Tf se expresaron en la línea 15 
celular CHO-S FreeStyle™ (Invitrogen, Cat. n.º R800-07). Las células CHO-S se cultivaron en suspensión en un 
matraz de agitación con medio de expresión de CHO freestyle complementado con L-glu 8 mM (GIBCO, L-glutamina 
200 mM (100X), Cat. N.º 25030-081). Las células cultivadas se sembraron a una densidad de 4x105 células/ml 24 
horas antes de la transfección y se transfectaron cuando la densidad llegó a 1 x 106 células/ml. 
Los ADN usados en la transfección se prepararon usando el kit de maxi prep Endo-free (QIAGEN, Cat. N.º 12362) o kit 20 
de mega prep plasmídico Endo-free (QIAGEN, 12381), y la transfección se realizó en referencia al protocolo de 
transfección de reactivo FreeStyle MAX (Invitrogen, Cat. N.º 16447-100). Se añadieron 500 µg de ADN a 8 ml de 
OptiPRO SFM (Invitrogen, Cat. N.º 12309-019) y se mezclaron. A otro tubo, se añadieron 8 ml de OptiPRO SFM 
(Invitrogen, Cat. N.º 12309-019) y 500 µl de reactivo FreeStyle Max, y después los dos anteriores se mezclaron 
lentamente y se almacenaron a temperatura ambiente durante 10 min. Después de 10 min, se transfectaron células 25 
CHO-S FreeStyle™ con la mezcla. Las células transfectadas se cultivaron en un incubador de CO2 5 %, a 37 °C, 
durante 3~5 días y después se obtuvo el sobrenadante. 
 
2) Purificación del medio de expresión 
 30 
El medio obtenido por un cultivo de matraz de agitación se filtró a través de un filtro de 0,22 µm (Corning) para retirar 
las células y los residuos restantes. El medio filtrado se concentró 10 veces por ultrafiltración usando membrana de 
flujo tangencial (satorius, 30 KDa). El medio concentrado se aplicó a una columna XK16/20 (GE healthcare) cargada 
con resina de hidroxiapatita cerámica (BIO-RAD, 157-0040). La columna de hidroxiapatita cerámica se equilibró con 
más de 10 volúmenes de columna de tampón de equilibrado (imidazol 25 mM, Tween 80 0,02 % y NaCl 150 mM, pH 35 
6,5). Después de cargar el medio concentrado, la columna se lavó con el tampón de equilibrado y tampón de lavado-1 
(imidazol 25 mM, Tween 80 0,02 %, fosfato de sodio 100 mM, pH 6,3) y tampón de lavado-2 (imidazol 25 mM, Tween 
80 0,02 %, fosfato de sodio 100 mM, NaCl 1 M, pH 6,3). Tras el lavado, la proteína de fusión capturada en la columna 
se eluyó con un tampón de elución (imidazol 25 mM, Tween 80 0,02 %, fosfato de sodio 500 mM, pH 6,3). La proteína 
eluida se analizó mediante ensayo cromogénico de FVII, ensayo de ELISA de FVII y SDS-PAGE/transferencia de 40 
Western. 
 
<8-2> Ensayo de transferencia de Western 
 
Se confirmó que las proteínas de fusión de FVII y FVII/Tf purificadas parcialmente mediante columnas de dos etapas 45 
tenían 45 % o más de purezas por SDS-PAGE/tinción con azul de Coomassie. La presencia de fragmentos obtenidos 
de FVII en las proteínas purificadas se evaluó por transferencia de Western, ya que los FVII fragmentados en proteínas 
de fusión purificadas podrían tener semivida más corta que la proteína de fusión de FVII intacta y producir un error en 
la determinación de la semivida de cada proteína de fusión de FVII. NovoSeven® (Novo Nordisk, 1,2 mg/vial, 60 KUI) 
y las muestras purificadas se prepararon a 0,1 UI (actividad de FVII)/10 µl, y después se realizó SDS-PAGE usando gel 50 
bis-Tri 4-12 % NuPage (Invitrogen). Después de finalizar la electroforesis, el gel se transfirió a una membrana de PVDF 
y la membrana se bloqueó a temperatura ambiente durante 1 hora añadiendo 10 ml de tampón de bloqueo (Tris 25 
mM, NaCl 150 mM (pH 7,2), leche desnatada al 5 % y Tween 80 0,1 %). La solución de bloqueo se decantó y se 
añadieron 10 ml (leche desnatada al 5 % en PBS-T) de anticuerpo anti FVII (Cat. N.º F8146, Sigma) o anticuerpo 
antitransferrina (sc52256, santa cruz) a una relación de 1:5000 y 1:500, y se incubó durante 1 hora en un agitador 55 
oscilante. La membrana se lavó cuatro veces con una solución de lavado (Tris 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7,2) y se 
incubó durante 1 hora en 10 ml (leche desnatada al 5 % en PBS-T) de solución en la que se había añadido anticuerpo 
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de cabra anti IgG de ratón-HRP (Cat. No. G21040, Invitrogen) como un anticuerpo secundario a una relación de 
1:50.000. Después de lavarse la membrana cuatro veces con una solución de lavado (Tris 25 mM, NaCl 150 mM, pH 
7.2), se añadieron 2 ml de mezcla Femto de west Super-signal (Thermo) a ella durante 5 min. Tras finalizar la reacción, 
se reveló la película. 
 5 
Los resultados de transferencia de Western se muestran en la Fig. 7. Como se muestra en la Fig. 7, no se detectaron 
fragmentos obtenidos de FVII en las proteínas purificadas. No se detectaron transferrinas fragmentadas en la mancha 
de transferencia explorada mediante anticuerpo antitransferrina. 
 
<8-3> Medición de la semivida 10 
 
Las semividas de la proteína de fusión que no tienen ningún enlazador, las proteínas de fusión que tienen cuatro 
enlazadores (GS1, GS1-T, GS3 y GS15), y un FVII de tipo silvestre expresado y purificado en la misma condición y un 
NovoSeven disponible en el mercado como controles se midieron y se compararon entre sí en ratas. El análisis 
cuantitativo de la cantidad de FVII en muestras para administrar y muestras recogidas de un experimento animal se 15 
realizó mediante ELISA de FVII humano (Cedarlane, anticuerpos emparejados para ELISA de factor VII, n.º 
CL20030K), según las instrucciones del fabricante. Las concentraciones de muestras para administrar se 
determinaron promediando los valores de tres diluciones diferentes de una muestra. La solución de dilución de 
administración (NaCl 3 mg/ml, CaCl2 dihidrato 1,5 mg/ml, glicilglicina 1,3 mg/ml, polisorbato 80 0,1 mg/ml y manitol 30 
mg/ml, pH 5,5) se usó como un diluyente. Después de la cuantificación de ELISA de FVII, cada proteína se diluyó con 20 
la solución de dilución de administración y la muestra diluida se administró por vía intravenosa a ratas (250~300 g de 
Sprague Dawley, tres ratas por grupo) a través de la vena de la cola a 150 UI/kg basándose en los pesos de las ratas 
medidos el día del experimento. Las sangres se tomaron en un total de once puntos temporales, es decir, 0 min, 5 min, 
15 min, 30 min, 60 min, 1,5 horas, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas y 24 horas después de la administración del 
fármaco. Se mezclaron 225 µl de la sangre y 25 µl de citrato de sodio 3,2 % y se centrifugaron a 4 °C y 13.000 rpm 25 
durante 1 min, seguido de almacenamiento del sobrenadante a -70 ºC. Se analizó plasma de rata mediante dilución de 
1/50 o 1/100 con un tampón de lavado usado en un kit de ELISA de FVII (cedarlane). Se obtuvo una curva de regresión 
representando el logaritmo de la concentración de antígeno de FVII humano frente a los puntos temporales de toma de 
muestras. La semivida de cada FVII se determinó calculando a partir de la fórmula 'semivida = ln2 / pendiente de curva 
de regresión'. Como se muestra en la tabla 6, las proteínas de fusión de la presente invención mostraron una semivida 30 
mejorada 3~4 veces en comparación con el FVII de tipo silvestre. 
 
Tabla 6 
 

[Tabla 6] 35 
Tipo Semivida (min) 

FVII-GS1-Tf 254,2 ± 19,1 

FVII-GS3-Tf 227,4 ± 23,5 

FVII-GS1-T-Tf 235,4 ± 27,4 

FVII-GS15-Tf 257,0 ± 23,9 

FVII-Tf 277,0 ± 24,5 

NovoSeven 80,3 ± 27,4 

FVII de tipo natural 59,6 ± 2,9 

 
<110> SK CHEMICALS CO., LTD. 
 
<120> Proteína de fusión que tiene actividad del factor VII 
 40 
<130> PCB105030 
 
<150> KR 10-2010-0052719 
<151> 04-06-2010 
 45 
<160> 53 
<170> KopatentIn 1.71 
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<210> 1 
<211> 444 
<212> PRT 
<213> Homo sapiens 
 5 
<220> 
<221> PÉPTIDO 
<222> (1)..(444) 
<223> Proteína del factor VII 
 10 
<400> 1 
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<210> 2 
<211> 679 
<212> PRT 5 
<213> Homo sapiens 
 
<220> 
<221> PÉPTIDO 
<222> (1)..(679) 10 
<223> Proteína de transferrina 
 
<400> 2 

E11790052
09-07-2018ES 2 676 874 T3

 



16 

 

E11790052
09-07-2018ES 2 676 874 T3

 



17 

 

E11790052
09-07-2018ES 2 676 874 T3

 



18 

 
 
<210> 3 
<211> 5 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Enlazador GS-1 
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<400> 3 
 

 
 
<210> 4 5 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 10 
<223> Enlazador GS-3 
 
<400> 4 

 
 15 

<210> 5 
<211> 25 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 20 
<220> 
<223> Enlazador GS-5 
 
<400> 5 

 25 
 
<210> 6 
<211> 35 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 30 
 
<220> 
<223> Enlazador GS-7 
 
<400> 6 35 

 
 
<210> 7 
<211> 45 
<212> PRT 40 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Enlazador GS-9 
 45 
<400> 7 
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<210> 8 
<211> 55 
<212> PRT 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Enlazador GS-11 
 10 
<400> 8 

 
 
<210> 9 
<211> 65 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Enlazador GS-13 20 
 
<400> 9 

 
 
<210> 10 25 
<211> 75 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 30 
<223> Enlazador GS-15 
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<400> 10 

 
 
<210> 11 
<211> 23 5 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Enlazador helicoidal 10 
 
<400> 11 

 
 
<210> 12 15 
<211> 15 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> Enlazador GS1-T 
 
<400> 12 

 
 25 
<210> 13 
<211> 3378 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 30 
<220> 
<223> secuencia génica que codifica la proteína FVII-Tf 
 
<400> 13 
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<210> 14 
<211> 3387 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia génica que codifica la proteína FVII-GS1-Tf 
 10 
<400> 14 
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<210> 15 
<211> 3426 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia génica que codifica la proteína FVII-GS3-Tf 
 10 
<400> 15 
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<210>    16 
<211>    3456 
<212>    ADN 
<213>    Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223>    secuencia génica que codifica la proteína FVII-GS5-Tf 
 
<400>    16 10 
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<210> 17 
<211> 3486 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia génica que codifica la proteína FVII-GS7-Tf 
 10 
<400> 17 
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<210> 18 
<211> 3516 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> secuencia génica que codifica la proteína FVII-GS9-Tf 
 
<400> 18 10 
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<210> 19 
<211> 3546 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> secuencia génica que codifica la proteína FVII-GS11-Tf 
 
<400> 19 10 
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<210> 20 
<211> 3576 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> secuencia génica que codifica la proteína FVII-GS13-Tf 
 
<400> 20 10 
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<210> 21 
<211> 3606 
<212> ADN 5 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> secuencia génica que codifica la proteína FVII-GS15-Tf 
 10 
<400> 21 
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<210> 22 
<211> 3450 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> secuencia génica que codifica la proteína FVII-Hélice-Tf 
 
<400> 22 10 
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<210> 23 
<211> 3426 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> secuencia génica que codifica la proteína FVII-GS1-T-Tf 
 
<400> 23 10 
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<210> 24 
<211> 3417 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223>    secuencia génica que codifica la proteína FVII-GS1-T-Tf(M3) 
 
<400> 24 10 
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<210> 25 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 5 
 
<220> 
<223> Cebador de FVII-F 
 
<400> 25 10 

 
 
<210> 26 
<211> 25 
<212> ADN 15 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de FVII-R 
 20 
<400> 26 

 
 
<210> 27 
<211> 31 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de FVII-S1 30 
 
<400> 27 
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<210> 28 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Cebador de FVII-AS1 
 
<400> 28 

 10 
 
<210> 29 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Cebador de Tf-S1 
 
<400> 29 20 

 
 
<210> 30 
<211> 34 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de Tf-AS1 
 30 
<400> 30 

 
 
<210> 31 
<211> 36 35 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de GS-FV-AS1 40 
 
<400> 31 

 
 
<210> 32 45 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 50 
<223> Cebador de GS-Tf-S1 
 
<400> 32 

 
 55 
<210> 33 
<211> 48 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 60 
<220> 
<223> Cebador de GS3-S 
 
<400> 33 

 65 
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<210> 34 
<211> 48 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Cebador de GS3-AS 
 
<400> 34 

 10 
 
<210> 35 
<211> 50 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Unidad de enlazador GS-2 
 
<400> 35 20 

 
 
<210> 36 
<211> 60 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Enlazador GS1bc 
 30 
<400> 36 

 
<210> 37 
<211> 58 
<212> ADN 35 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de enlazador helicoidal S 
 40 
<400> 37 

 
 
<210> 38 
<211> 46 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de enlazador helicoidal AS 50 
 
<400> 38 

 
 
<210> 39 55 
<211> 31 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 60 
<223> Cebador de albúmina-S 
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<400> 39 

 
 
<210> 40 
<211> 35 5 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de albúmina-AS 10 
 
<400> 40 

 
 
<210> 41 15 
<211> 55 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 20 
<223> oligonucleótido 1 
 
<400> 41 

 
 25 
<210> 42 
<211> 74 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 30 
<220> 
<223> oligonucleótido 2 
 
<400> 42 

 35 
 
<210> 43 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 40 
 
<220> 
<223> Cebador de mut FVII(XhoI)-S 
 
<400> 43 45 

 
 
<210> 44 
<211> 33 
<212> ADN 50 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador de mut FVII(XhoI)-AS 
 55 
<400> 44 

 
 
<210> 45 
<211> 31 60 
<212> PRT 
<213> Secuencia artificial 
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<220> 
<223> Enlazador GS (dcoumento EP1816201) 
 
<400> 45 

 5 
 
<210> 46 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 10 
 
<220> 
<223> Cebador Nhe-Tf 
 
<400> 46 15 

 
 
<210> 47 
<211> 28 
<212> ADN 20 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador Tf-Age 
 25 
<400> 47 

 
 
<210> 48 
<211> 25 30 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador Age-VII 35 
 
<400> 48 

 
 
<210> 49 40 
<211> 28 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 45 
<223> Cebador VII-Xho 
 
<400> 49 

 
 50 
<210> 50 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 55 
<220> 
<223> Cebador TG del-S 
 
<400> 50 

 60 

E11790052
09-07-2018ES 2 676 874 T3

 



52 

<210> 51 
<211> 32 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 5 
<220> 
<223> Cebador TG del-AS 
 
<400> 51 

 10 
 
<210> 52 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 15 
 
<220> 
<223> Cebador T del-S 
 
<400> 52 20 

 
 
<210> 53 
<211> 29 
<212> ADN 25 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador T del-AS 
 30 
<400> 53 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Una proteína de fusión que comprende factor VII (FVII) y transferrina, en la que 
dicha transferrina se une con el extremo C de dicho FVII, en la que dicha proteína de fusión comprende además un 
enlazador entre el FVII y la transferrina, en la que dicho FVII es un polipéptido que tiene una secuencia de aminoácidos 5 
con al menos 95 % de homología con la SEQ ID NO: 1, y en la que dicha transferrina es un polipéptido que tiene una 
secuencia de aminoácidos con al menos 95 % de homología con la SEQ ID NO: 2. 
 
2. La proteína de fusión de la reivindicación 1, en la que dicho FVII es un polipéptido que tiene la secuencia de 
aminoácidos de la SEQ ID NO: 1. 10 
 
3. La proteína de fusión de la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en la que dicha transferrina es un polipéptido que 
tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID NO: 2. 
 
4. La proteína de fusión de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende además un sitio de escisión de 15 
proteasa entre el extremo C de dicho FVII y dicha transferrina y en la que dicha proteasa es abundante en un tejido 
lesionado. 
 
5. La proteína de fusión de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el enlazador consiste en de 1 a 100 
aminoácidos, de 1 a 75 aminoácidos o de 5 a 25 aminoácidos. 20 
 
6. La proteína de fusión de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el enlazador tiene la secuencia de 
aminoácidos de una cualquiera de las SEQ ID NO: 3 a 11 o en la que el enlazador comprende un sitio de escisión de 
trombina, factor Xa, factor IXa o factor VIIa. 
 25 
7. La proteína de fusión de la reivindicación 6, en la que el enlazador tiene la secuencia de aminoácidos de la SEQ ID 
NO: 12. 
 
8. Un ADN que codifica la proteína de fusión de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7. 
 30 
9. El ADN de la reivindicación 8, en el que el DNA tiene la secuencia de nucleótidos de una cualquiera de las SEQ ID 
NO: 13 a 24. 
 
10. Un vector recombinante que comprende el DNA de la reivindicación 8. 
 35 
11. Una célula hospedadora que comprende el vector recombinante de la reivindicación 10. 
 
12. La célula hospedadora de la reivindicación 11, en la que la célula se selecciona entre el grupo que consiste en 
célula CHO, célula BHK21, célula HEK293 y célula Hep G2. 
 40 
13. La proteína de fusión de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para su uso en terapia. 
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