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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

SUPLRIN

1

Ferha

A 4|1

T
No. 10 002774 00000 -0000

2000-0113 153850
L
nx\ﬂ PATLNITLIYN

PETITORIO

FLNDENTIA UL INDUSITRIA Y COMLRCIO

Dep 2020 DIR NUEVASCR
Lve 378 FASENACIONALI

FRLSLNTACION Folios. 14C

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

Combate De Los Pozos 1129,
Ciudad De Buenos Aires, CP 1222,
Argentina

. Marcelo CRISCUOLO
Guevara 349,
Ciudad De Buenos Aires, CP 1427,
Argentina

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE:
Patente de Invencion. . ] Patente de Modelo de Utilidad.
Capitulo . O] Capitulo Ii.
Nombre: STERRENBELD
BIOTECHNOLOGIE NORTH
. AMERICA, INC.
SOLICITANTE Sociedad constituida y existente bajo las :
(71) leyes del Estado de Delaware, Estados IDENTIFICACION
} Unidos de América. ]
c.C. ] NIT
‘4 Direccion: 1209 Orange Street, C.E. D Otro D
T _ Wilmington,
‘ Delaware 19801, . Cual
Estados Unidos de América NGmero
Domicilio: Wilmington,
Delaware,
Estados Unidos de América
@ Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
| Direccion:  -Carrera 42. No. 72-35 cC. NIT ]
‘ Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE | 1186 50 CE. [ oo [
O APODERADO E-mail: clientes@cavelier.com Cual ____
Domicilio: Bogota, Colombia.- Nimero 35.456.344 T.P 23.555
1. Andrés BERCOVICH 2. Aida PRYNG -
Valdenegro 3150 1st C, : - .
; . Remedios De Escalada De San Martin
Ciudad De Buenos Aires, 1086 7th
INVENTOR (ES) | Argentina Ciudad de Buenos Aires 1416,
(72) Argentina
3. Nahuel FERNANDEZ 4. Carlos MELO

Club De Campo Pueyrredon,

Ruta Panamericana Km 49, Pilar,
Provincia De Buenos Aires, CP 1629,
Argentina

PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2008/007398
Publicacién Internacional No. WO 2008/156668 A1

©

Fecha: 13 de junio de 2008
Fecha: 24 de diciembre de 2008

Titulo (54)

MAMIFEROS TRANSGENICOS QUE PRODUCEN PROTEINAS EXOGENAS EN LA

LECHE

@ Clasificacién Internacional (51) C12P 021/002




CAVELIER ABOGADOS ' COLO 15292-841-004-1 ID-163924
Prioridad | (33) Pais de Orj_gen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
= us 13 de junio de 2007 60/929.098

X = , OU/9£v,Udo
~si nold us 13 de junio de 2007 60/929.095
@ Comprobante de pago No.: 09-96,139 Fecha: 21 de diciembre de 2009
10- 200 5 de enero de 2010
10- 121 5 de enero de 2010
10- 307 : 5 de enero de 2010
10- 198 . 5 de enero de 2010
Anexos: |

¥ ONE OOO0 HECO0N ‘.‘ HHQ]

Comprobante de pago de la tasa de presentacidn de la solicitud por $ 554.000.00.

Comprobante de pago por 67 reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacion
por 1.742.000.00.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona|

Jundlca

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

_Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcidn, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.
Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de Conommlentos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de deposito del material biolégico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

>
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CAVELIER ABOGADOS COLO 15292-841-004-1 ID-163024 _ 4 :

DOCUMENTOS ANEXOS

1. Publicacion Internacional WO 2008/156668 A1

Descripcidn:
Paginas 33 en el idioma original
Paginas 50 eh espanol
Reivindicaciones: Nimero (s) 77

Figuras: Numero (s) 4

2. Forma PCT/ISA/210. Informe de Busqueda Internacional.
3. Certificado de Depésito de Microorganismos.

4. Extracto de publicacién.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA
FASE INTERNACIONAL



ESCRIBANIA PAMPLIEGA ©}39
Avenida Cérdoba 1215, 5 piso, Of. 9
C.P. C1055AAC Telefax {0054)(011) 4816-9444
Buenos Aires - ARGENTINA E - MAIL : escribaniapampliega@speedy.com.ar

RECIBI, de STERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTH AMERICA
INC,, la suma de Pesos TRESCIENTOS TREINTA Y CINCO en concepto de
pago de la factura N° 773. Buenos Aires, 24 de noviembre de 2006.-

Trinidaci) ourdieu

‘g:COMO “NOTARIA: SEXTA DEL CIRCULO DE-BOGHTAS 2
-D.C:HAGO GONETAR QUE (AT




ORIGINAL: BLANCO DUPLICADO:AMARILLO

ESCRIBANIA PAMPLIEGA C

N2 0001- 00000773

de Tomas Pampliega o4 Nov 6
L ]
_ BUBNOS AITES, eevvirceaicinsersreirisennes de200........
CORDOBA 12155°9 FACTURA
Tel./Fax: 4816-9444
(1055) Capital Federal CUIT: 20-25385625-5
ING. BR.: EXENTO
RESPONSABLE MONOTRIBUTO INICIO DE ACTIVIDADES: 04 / 2004

S TERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTH AMERICA INC.

Por la Bscritura de Poder BEspecial pasada al folio
2522¢=

Sellos, Matriz y Testimonio, Derechos « Honorarios $ 335 o=
Legalizacio Colegio de Escribanos y Apostilla (2)

ante factura importa la suma de

ramond & Co. de Rai! Pombo - CUIT: 20-04289333-2 - Habilitacién N+ 83375/36 - PARANA 883 C.AB.A. - Impr.: 08 / 2006
_1-00000701 al 800 - NVEVO PEDIDO A: Cel.: 15-5658-4272 - garamond@fibertel.com.ar - Tel./Fax: 4813-8324 - P.6842
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FOLIO 2522-PRIMERA COPIA-PODER ESPECIAL: STERRENBELUA?;

9

BIOTECHNOLOGIE NORTH AMERICA, INC., a FERRERO, Emilio y OTROS. >(K§
K’ -

h

ESCRITURA NUMERO MIL DOSCIENTOS SESENTA Y SEIS.- En la Ciudaci(-@
6

G

de Buenos Aires, Capital de la Republica Argentina, a dieciséis de noviembre de dosyg -
' el -

mil seis, ante mi, Escribano Autorizante comparece don Marcelo Luis ARGUELLE \%8
o)

e
UGARTEBURU, argentino, casado, Documento Nacional de Identidad 4.555.043& =

i

(
vecino de Capital Federal, mayor de edad, habil, de mi conocimiento, doy fe, quier.{r L3
; ' () I
manifiesta actuar en nombre y representacion y en su caracter de Director de léif) :

r\g@ s
(A9

entidad que gira en Wilmington, Condado de New Castle; Estado de Delaware%{
(

4

4

Estados Unidos de Norteamérica bajo la denominacion “de "STERRENBELD,‘XB
@

' 0o =
BIOTECHNOLOGIE NORTH AMERICA, INC", sin acreditar la personeria }%g I
I
LAY
caracter invocado y DICE: Que STERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTH%’%

/i @
AMERICA, INC.", Ratifica las solicitudes de patente No. 06039628 y NO?’%" -

el =
N

age . @ o
06039644 presentadas por Emilio FERRERO el dia 26 de abril de 2006 y nombra a} O

g
)

Emilio FERRERO, TPA 31929; Gonzalo PERDOMO, TPA. 831; Luz Clemencia d%%

PAEZ, TPA. 23555 y Daniel PENA, TPA. 65620, domiciliados en la Carrera 4

1 del articulo 543 del Codigo de Comercio, otorgandoles PODER ESPECIAL, eg(

notificaciones y nombrar apoderados ]

representante suplente reemplazara al princi

O
representante suplente haya de reemplazar al primero, o el tercero al segundo. Elf :
-, : t [ ‘i:: { )

\_ £ ( .
tales casos, el representante pﬁnciﬂ@{,.o el primero, 0 segundo suplente, en su caso
EQQ‘ * : T . * =

>

T

Upe

o
)
Mol =
numero 72 35, Bogota, Colombia y en obedecimiento a lo dispuesto en el parégrafcg%@ _

|

temporal o definitivo de aquel. La misma regla se aplicarda cuando el segundzgg '

%
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3 0 ambos, declararan su intencion de no ejercer la representacion mediante |26

W declaracion autenticada por Notario Publico en Colombia, o por Notario u otro |27
O
% Funcionario Publico, o Cénsul de Colombia en el extranjero, y si se tratara de |28

= (e

impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los nombrados faltare |29

) definitivamente, el siguiente tomara su lugar. Cuando cesare la ausencia o |30

@59@3,,(

<,

=

0% impedimento del representante principal, o de su primero o segundo suplentes, en su | 31

caso, podran ejercer la representacion, en su orden, uno u otros segun el caso, |32

=

) asumiéndola por el solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento el gjercicio de | 33
la representacion por el primero, ségundo o tercer suplente en su caso. Ademas |34
confiere PODER ESPECIAL a los abogados arriba nombrados, para obtener |3s
proteccion de lé propiedad industrial de la mandante y contra la competencia desleal, | 36
a cuyo efecto quedan autorizados para representar a la sociedad ante cualesquiera |37
entidades o personas, ejerzan o no jurisdiccion, especialmente ante las del orden | ag
) administrativo, contencioso administrativo y judicial, asi como los tribunales de |ag

arbitramento, en todo lo concermente a los siguientes asuntos: a) Obtencion de | 49

patentes de invenciéon, modelos de utilidad y disefios industriales, el registro de | 44
marcas de fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas comerciales, nombres | 45
comerciales, ensefias, nombres de domitﬁo, variedades vegetales y denominaciones | 45
de origen: Su renovacion, traspaso, cambio de nombre o domicilio, cancelacion | 44

voluntaria: y ¢l registro de {icendias de uso de esos derechos; b) Las acciones de | 45
. -‘X : %i‘ . e e L ) . .
R TN o oz . . 5 .
competenckz} 'desleal, proteccion del -consumidor, oposiciones u observaciones, | 44

&
T R .

f EA o
LN e . . .,
cancelac1o§%_dmﬁgstfqizva o judicial, nulidad, medidas cautelares, concesion de |,

licencias, la tu%i%p

L industriales y en general los juicios | 4o

- admuinistrativos relacionados con 49

amos O se nos promuevan. Y para | .,
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(@

] S : _ ol -
que en todos los asuntos arriba determinados, puedan sustituir este mandato, ( '(. z
6

o B

transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, (Jg
{6
Xovl

. . .. . ; (X0} =
renunciar y ratificar los actos de agentes oficios.- LEIDA vy ratificada, ast la otorga y&@- B
o -

Xy

firma, ante mi, doy fe.- Marcelo Luis ARGUELLES UGARTEBURU.- Hay uns\%‘

\
N

sello.- Ante mi: Maximo Pampliega- CONCUERDA con su escritura matriz quej;

N
(9
pasé al folio 2522 del Registro Notarial 553, de mi Adscripcion.- PARA LOS%@

noviembre de 2006 .-

.

oo

“on o

MAT. 4815 \;

d
A1
e SSCRIBANO 7

>

|
=

[ COMO:NOTARIA: SEXTA DEL CIRCLE 0-DF BOGGTAL
:D.C.; KRGO CONSTAR QUE LA FOTOCORIA GO

ON NAL :GUE - HE - TENIDOTA
OTAL.Cr ADE COLOMB

3 ENE. 2010 }

e

e s EaE =

P
N

SEEREER

e eEe

=

=<

HEESE




a

=

<

N 007057006

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

1
<t

42

43

44

45

46

47

48

49

50




L 007310906

EL COLEGIO DE ESCRIBANOS de la Ciudad de Buenos Aires, Capital Federal de la Republica
Argentina, en virtud de las facultades que le confiere la ley vigente, LEGALIZA la firma

y selle del escribano TOMAS:PAMPLIEGA:

obrantes en el documento anexo, presentado en el dia de la fecha bajo
el N° :061120494177/B ===+ La presente legalizacion no juzga sobre (g >

el contenido y forma del documento.

ARFO'ALBERTO CONFORT!

~ COLEGIO DEESCRIBANOS™ ™
CONSEJERO
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REPUBLICA

ARGENTINA (Convention de La Haye du 5 octobre 1961) A 0 0 0 g 3 2 4 8 :
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1. PAIS: REPUBLICA ARGENTINA

=

El presente documento publico

2. Ha sido firmado por martg

(¥ xény

XYL

)- g Quien actla en calidad de _gonsEJER

TrIk

7.Por __gr . COLEGIO DE ESCRIBANOS _—pp sn crupap-DrBUENOS-ATRES-
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES, COMERCIO INTERNACIONAL Y CULTO

(Convenio 02/09/2003)

8. Bajo el nimero: .. 151050965

9. Sello / Timbre

GRAFICA LATINA SRL,
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“FOLIO 2522-SEGUNDA COPIA-PODER ESPECIAL:

STERRENBELD

BIOTECHNOLOGIE NORTH AMERICA, INC., a FERRERO, Emilio y OTROS .-
ESCRITURA NUMERO MIL DOSCIENTOS SESENTA Y SEIS .- En‘ la Ciudad
de Buenos Aires, Capital de la Republica Argentina, a dieciséis de noviembre de dos
mil seis, ante mi, Escribaho Autorizante comparece don Marcelo Luis ARGUELLES
UGARTEBURU, argentino, casado, Documento Nacional de Identidad 4.555.043, ’
vecino de Capital Federal, mayor de edad, habil, de mi conocimiento, doy fe, quien
manifiesta actuar en nombre y representacion y en su caracter de Director de la
entidad que gira en Wilmington, Condado de New Castle, Estado de Deléware,
Estados Unidos de Norteamérica bajo la denominacion de "STERRENBELD ,
BIOTECHNOLOGIE NORTH AMERICA, INC", sin acreditar la personeria y
caracter invocado y DICE: Que STERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTH (]
AMERICA, INC.", Ratifica las sqlicitudes de patente No. 06039628 y No.

06039644 presentadas por Emilio FERRERO el dia 26 de abril de 2006 y nombra a

- Emilio FERRERO, TPA 31929; Gonzalo PERDOMO, TPA. 831; Luz Clemencia de

PAEZ, TPA. 23555 y Daniel PENA, TPAf

numero 72 35, Bogota, Colombia y en obed
1 del articulo 543 del Codigo de Comercig
primero como principal y los demdas co
representantes en todos los asuntos de propiedad industrial con facultad para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales. El primer
representante suplente reemplazafé al principal en caso de ausencia o impedimento
tempbral o definitivo de aquel. La misma regla se aplicara cuando el segundo
representante suplente hayé de reemplaz\ir:«ql%priméro, _ol ell;t'e,rg-:éro al segundo. En

. e ) .
tales casos, el representante principal, o el prﬁn‘ ero, o segundo suplente, en su caso,
T et T .
A




w N 007057039

¢ 0 ambos. declararan su intencion de no ejercer la representacidon mediante |26
) .y . . ’ . . .
+ declaracion autenticada por Notario Publico en Colombia, o por Notario u otro |27

m Funcionario Publico, o Consul de Colombia en el extranjero, y si se tratara de |28

)\il)
@{‘ impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los nombrados faltare |29

’”” definitivamente, el siguiente tomara su lugar. Cuando cesare la ausencia o |30

\)}D
:;w impedimento del representante principal, o de su primero o segundo suplentes, en su | 31
{ H

N
0y

)
f& caso, podran ejercer la representacion, en su orden, uno u otros segun el caso, |32
%)

Ql

01 asumiéndola por el solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento el ejercicio de | 33
n) })J\

‘(*

Qh\v la representacion por el primero, segundo o tercer suplente en su caso. Ademas |34

v) l\

Y

g)l i) confiere PODER ESPECIAL a los abogados arriba nombrados, para obtener |35
0

36
37

38

;)’ 0 administrativo, contencioso administrativo y judicial, asi como los tribunales de |39

‘))/
3\)\!)) arbitramento, en todo lo concerniente a los siguientes asuntos: a) Obtencion de |40
?\;’Y)

e patentes de invencic’)n, -modelos de utilidad y disefios industriales, el registro de | 41

0)
0§ marcas de fabnca colectlvas defenswas de servicio, lemas comerciales, nombres | 4o
'&?’3 \‘ NI :

) comer01a1es ensenas nombres de dominio, variedades vegetales y denommacwnes 43

?\j‘\ “ N " ~ _‘,’ ' Ty

b *

4
3 de ongefL/,:Suv*renovamon traspaso; cambio de nombre o domicilio, cancelacion | 44
fv H
[) )
A%» voluntaria: y el registro de licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de | 45
Q
%)4 \1 competencia desleal, proteccion del consumidor, oposiciones u observaciones, | 4¢
()\r\ .
) y o o . . .
o)) cancelacion administrativa o judicial, nulidad, medidas cautelares, concesion de |47
)
ol

4 .c \B

) licenci adan o @W‘wﬁ @%’& retos industriales y en general los juicios | 4g
o) :.memmai.xwems YENIDOA:

W i ocwnmmcmscomuam . o _

Mcmles, S, drmmstratlvos 2#cioso - administrativos relacionados con | 49
) 2010

)

f promovamos o se nos promuevan. Y para | g
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que én todos los asuntos arriba determinados, puedan sustituir este mandato,
transigir, conciliar, admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir,
renunciar y ratificar los actos de agentes oficios.- LEIDA y .ratiﬁcada, asilla otorgay
firma, ante mi, doy fe.- Marcelo Luis ARGUELLES UGARTEBURU .- Hay un
sello.- Ante mi: Maxirﬁo Pampliega.- CONCUERDA con su escritura matriz que
pasé al folio 2522 del Registro Notarial 553, de mi Adscripcion.- PARA LOS
APODERADOS expido la segunda copia en dos sellos de Actuacién Notarial
numerados N007057039 y el presente que sello y firmo en Buenos Aires a 21 de

noviembre de 2006 .-
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EL COLEGIO DE ESCRIBANOS de la Ciudad de Buenos Aires, Capital Federal de la Republica ({

Argentina, en virtud de las facultades que le confiere la ley vigente, LEGALIZA la firma

y selio del escribano FOMAS.PAMPLIEGA... -

obrantes en el documento anexo, presentado en el dia de la fecha bajo

el N° 96112249,94511A

-~ La presente legalizacion no juzga sobre
el contenido y forma del documento.

Buenos Aires, Miércoles:22-de:Noviembre.de.2006....

ESC. AMADEO GRAS GOYENA
COLEGIODEESCRIBANOS. ... ...
LEGALIZADOR

BOGGTA; )
OINCIDE

gmm:‘ BEXTA UEL CIRCULO-DE-
(5 CONSTAR QUE LAFOTOCOPLA
- ORIGINALZQUE :HE -TENIDO A’
BOGGYA D.C/ REPUBLICA DE COLOMB!




UBLICA - ' <=
N ENTIA (Convention de La Haye du 5 octobre 1961) A 00093448

. PAIS: REPUBLICA ARGENTINA

El presente documento publico

. Ha sido firmé_do por AMADEO GRAS GOYENA

. Quien actuia en calidad de _ MEGALIZADOR

. E ESCRIBANOS DE LA CIUDAD DE BUENOS
. Lleva €l sello / timbre de COLEGIO D

"En LA CIUDAD DE BUENOS AIRES g E|djg .. 23/11/2006 °

.Por ___EL_ COLEGIO DE ESCRIBANOS DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES
" MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES, COMERCIO INTERNACIONAL Y CULTO

(Convenio 02/09/2003)
. Bajo el nlmero: 061123051153

. Sello / Timbre

LANA S FUKS
soe LILIANA S FURS
b'i’(;;g,go OC ESGRIBANGS

LEGALIZADBORA

GRAFICA LATINA SRL

F(’:dmo":N’orAmA':'sEXTA‘DELE'CIRCUL'O" BOGOTAZ
:COMO:NQ; A'DEL: :DE-BOGOTA
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N+ (57) Abstract: The invention relates to a non-human transgenic mammal that is useful for the production of a protein of interest
O that may be toxic to the mammal. The mammal is characterized by the fact that it is transgenic for the production in its milk of
) an inactive form of the protein of interest, preferably recombinant human insulin. It is not possible to produce recombinant human
w={ insulin in transgenic mammals since this molecule has a certain degree of biological activity in the mammals and could be toxic to
E the mammal. Thus, the invention involves cloning a genetic construct comprising a sequence encoding a modified human insulin
& precursor under the control of a beta casein promoter in an expression vector. It also involves transfecting the expression plasmid into
& fetal bovine somatic cells, such as fibroblasts, and enucleating bovine oocytes by nuclear transfer to generate transgenic embryos.

The invention gives rise to transgenic bovine that will be able to produce a modified human insulin precursor in their mammary
glands. Afterwards, the milk of these transgenic mammals can be collected, the modified human insulin precursor can be converted in
vitro into recombinant human insulin, and the recombinant human insulin can be purified to homogeneity as a pure biopharmaceutical
product.
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TRANSGENIC MAMMALS THAT PRODUCE EXOGENOUS
PROTEINS IN MILK

BACKGROUND OF THE INVENTION

[0001] Protein factors and hormones involved in human health care have been currently
produced by the pharmaceutical industry by extraction or by recombinant technology in
past decades. Expression of genetic constructs involving the desired genes were
successfully accomplished in bacteria, yeast or mammalian cell lines. However, the use of
mammalian cell cultures to obtain complex proteins, such as those which reciuire a proper
glycosylation pattern, involves high cost procedures.

[0002] Recombinant DNA technology has been used increasingly over the past decade
for the production of commercially important biological materials. To this end, the DNA
sequences encoding a variety of medically important human proteins have been cloned.
These include insulin, plasminogen activator, alphal-antitrypsin and coagulation factors
VIII and IX. At present, even with the emergent recombinant DNA techniques, these
proteins are usually purified from blood and tissue, an expensive and time consuming
process which may carry the risk of transmitting infectious agents such as those causing
AIDS and hepatitis.

[0003] Although the expression of DNA sequences in bacteria to produce the desired
medically important protein looks like an attractive proposition, in practice the bacteria
often prove unsatisfactory as hosts because in the bacterial cell foreign proteins are
unstable and are not processed correctly.

[0004] Recognizing this problem, the expression of cloned genes in mammalian tissue
culture has been attempted and has in some instances proved a viable strategy. However,
batch fermentation of mammalian cells is an expensive and technically demanding
process. |

[0005] There is therefore a need for a high yield, low cost process for the production of
biological substances such as correctly modified eukaryotic polypeptides. The absence of
agents that are infectious to humans would be an advantage in such a process.

[0006] The possibility of obtaining transgenic mammals, like cattle, for a desired gene,

with the aim of getting large amounts of a human protein in milk, has been of great
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interest to the industry. Several groups in the 1itefature report their success on producing
human serum albumin, alpha anti-trypsin, and some other examples in transgenic cows or
goats.

[0007] Many experiments have been previously performed in mice or rats, and transgene
expression was always preferred to be confined to the mammary glands since beta casein
or lactalbumin promoters were employed, which respond only to mammary gland
transcription factors in lactating females.

[0008] The expression of a heterologous protein exclusively in milk is meant to avoid
undesired influence on the health of the host mammal and provide an easy method for
purification. ' '

[0009] Expression of heterologous proteins in bacteria or cell culture may be prevented or
impeded due to a toxic effect of the recombinant protein on the host mammal. Many
examples can be found in the literature where a certain protein, even a naturally non-toxic
one, cannot be expressed in a particular system because it is harmful to the host, even
causing its death. The cause of death may be the high concentration of the protein inside
the cell, the high concentration of secreted protein or a specific interaction with the
protein and some cellular component that causes cytopathic activity in the foreign host.

[0010] Several methods have been developed to overcome these drawbacks to achieve
heterologous gene expression of toxic proteins, including using fusion proteins,
modifying the original protein sequence, separately expressing the different polypeptides
of a protein, etc. (See Protein Expression and Purification, 2001 Aug; 22(3):422-9).

[0011] A similar effect may result when expressing recombinant proteins in' transgenic
cattle. In the generation of a transgenic mammal, a cell is transfected to obtain a
transgenic clone carrying the heterologous gene of interest and is then used to generate
the transgenic mammal. This process generally leads to the insertion of the sequence of
interest in the host genome, an event that in turn should lead to the expression of the
heterologous protein in the target tissue or gland if a specific promoter was used, or
systemically if a general promoter was employed. The level of protein expression will
depend on a variety of factors, including the location within the genome where the

insertion took place.
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Even when the gene expression is directed by a tissue specific promoter, leakage
of the foreign protein into the peripheral circulation system has been observed in many
different mammalian species with several proteins (See Life Sciences, 2006 Jan
25;78(9):1003-9. Epub 2005 Sep 15; and Journal of Biotechnology, 2006 Jul
13;124(2):469-72. Epub 2006 May 23). This leakage may have relevant biological
consequences depending on the level of expression, level of leakage, nature of the
heterologous protein, relation between species (host and foreign protein) and the ability of
the heterologous protein to interact with host receptors. Given the similarity to the host
homologous protein, some of these transgenically expressed proteins may exert their
natural biological activity on the foreign host and may cause a pathological effect that
could cause the death of the mammal (See Endocrinology 1997 Jul ;138(7):2849-55). In
addition, it is possible that the heterologous protein does not affect the mammal’s health
through an interaction with the corresponding homologous host receptors, but through a
toxic, non-specific effect that occurs when some heterologous proteins are expressed in
bacteria.

This invention provides innovative solutions to the drawbacks currently associated

with expressing a protein in transgenic mammals that has a toxic effect on the mammals.

SUMMARY OF THE INVENTION

The invention relates to a non-human mammal which is useful for the production
of a protein of interest that may be toxic to the mammal. This mammal is characterized by
the fact that it is transgenic for the production in its milk of an inactive form of the protein
of interest. The inactive form of the protein of interest is a form of the protein of interest
that is not toxic to the non-human transgenic mammal that expresses the protein of
interest. As used herein, toxic means causing serious harm or death. An inactive form of
the protein of interest may have some biological activity in the non-human transgenic
mammal that expresses the inactive form of the protein of interest; however, the inactive
form of the protein of interest is not toxic to the non-human transgenic mammal (i.e., the
mammal does not die and does not suffer serious harm). The inactive form of the protein

can be activated in vitro. This inactive protein, possibly a non-natural species of the
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protein, may be, but is not limited to, a recombinant modified human insulin precursor.
The protein of interest may be, but is not limited to, recombinant human insulin. The non-
human transgenic mammal may be, but is not limited to, a mammal of bovine species.

[0015] The invention further relates to a plasmid that provides for the expression of the
inactive form of the protein of interest in the mammary cells of mammals in which the
expression is regulated by the beta casein promoter.

{0016] The present invention further relates to a method of production, employing non-
human transgenic mammals, of a protein of interest that may be toxic to the non-human
transgenic mammals. The potential toxicity of the protein is avoided by expressing the
protein as an inactive protein. This inactive protein, possibly a non-natural species of the
protein, may be, but is not limited to, a recombinant modified human insulin precursor.
The protein of interest may be, but is not limited to, recombinant human insulin. The non-
human transgenic mammal may be, but is not limited to, a mammal of bovine species.

[0017] The invention also relates to a method of producing recombinant insulin,
comprising making a non-human transgenic mammal that produces a recombinant
modified insulin precursor in its milk, obtaining the milk from the non-human transgenic
mammal, purifying the precursor from the milk, subjecting the purified precursor to
enzymatic cleavage and transpeptidation in order to yield recombinant insulin, and
purifying the recombinant insulin. The recombinant insulin may be, but is not limited to,
recombinant human insulin. The transgenic mammal may be, but is not limited to, a

mammal of bovine species.

BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURES

[0018] Figure 1 shows a scheme of expression plasmid pSmhulP, containing the genetic
sequence which encodes the modified human insulin precursor (mhulP) and a promoter
that directs its expression to mammary cells.

[0019] Figure 2 shows a scheme Start Construction, comprising the sequence encoding
mhulP.

[0020] -  Figure 3 shows a scheme of expression plasmid pNJK IP, containing the genetic

sequence which encodes the modified human insulin precursor (mhulP), a promoter that
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directs its expression to mammary cells, and a fragment of the coding sequence of the
chicken B globin insulator.

[0021] Figure 4 shows a scheme of expression plasmid pBKLE IP, containing the genetic
sequence which encodes the modified human insulin precursor (mhulP), a promoter that
directs its expression to mammary cells, a large portion of the coding sequence of the

bovine alfa lactalbumin gene, and an enterokinase cleavage site.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

. [0022] " The invention relates to 2 non-human mammal which is useful for the production
of a protein of interest that may be toxic to the mammal. That mammal is characterized
by the fact that it is transgenic for the production of an inactive form of the protein of
interest in its milk. The term inactive protein refers to a form of the protein of interest that
is not toxic to the non-human transgenic mammal that expresses the protein of interest. In
a further embodiment of the invention, the term inactive protein refers to a protein that
lacks biological activity without further post-translational modification. Examples of
inactive proteins include precursor proteins (i.e., propeptides), proteins that contain
modifications (i.e., amino acid substitutions, additions or deletions when compared to the
native protein) that render the protein biologically inactive without further processing, or
modified precursor proteins (i.e., propeptides that contain amino acid substitutions,

‘ additions or deletions when compared to the native propeptide). In other words, the
potential toxicity of the protein of interest is avoided by expressing the protein as an
inactive protein that does not kill a non-human transgenic mammal that expresses the
protein of interest. This inactive protein, possibly a non-natural species of the protein,
may be, but is not limited to, precursors, modified precursors or modified forms of the
following: antibodies, hormones, growth factors, enzymes, clotting factors,
apolipoproteins, receptors, drugs, pharmaceuticals, bioceuticals, nutraceuticals,
oncogenes, tumor antigens, tumor suppressors, cytokines, viral antigens, parasitic
antigens, and bacterial antigens. Preferably, the inactive protein is a recombinant
modified insulin precursor that does not cause hypoglycemia in a non-human transgenic

mammal that expresses the modified insulin precursor. More preferably, the inactive
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protein is a recombinant modified mammalian insulin precursor, and most preferably, a
recombinant modified human insulin precursor. The protein of interest may be, but is not
limited to, a recombinant insulin, more preferably, a recombinant mammalian insulin,
and, most preferably, recombinant human insulin. This non-human mammal may be, but
is not limited to, a mammal of bovine species. Other species of transgenic mammals may
be, but are not limited to, porcine species, ovine species, caprine species, or rodent
species.

[0023] Insulin is the primary hormone responsible for controlling the transport, utilization
and storage of glucose in the body. The B-cells of the pancreas secrete a single chain
precursor of insulin, known as proinsulin. Proinsulin is made up of three domains: an
amino-terminal B chain, a carboxyl-terminal A chain, and a connecting peptide in the
middle known as the C peptide. Proteolysis of proinsulin results in removal of certain
basic amino acids in the proinsulin chain along with the connecting peptide (C peptide) to
yield the biologically active polypeptide insulin.

[0024] In embodiments, a modified protein is a form of the protein that is not the
naturally occurring form of the protein. In embodiments, the modified insulin precursor
contains an amino-terminal B chain and a carboxyl-terminal A chain. However, the
modified insulin precursor contains a modified C peptide. In the modified insulin
precursor, the amino acids encoding the connecting C peptide that is found in naturally
occurring proinsulin is replaced by amino acids that are not found in naturally occurring
proinsulin. In embodiments, the modified C peptide contains the following three amino
acids: Ala-Ala-Lys. Furthermore, the modified insulin precursor may contain a modified
B chain. In embodiments, the modified B chain contains all but the C-terminal amino
acid of the naturally occurring B chain.

[0025] In further embodiments, the modified insulin precursor is a modified human
insulin precursor consisting of 53 amino acids, with a molecular weight of about 6 kD.
The modified human insulin precursor contains a modified B chain that has amino acids
1-29 of the naturally occurring B chain, and a modified C peptide with three amino acids,

Ala-Ala-Lys. The modified human insulin precursor may be subjected to enzymatic
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cleavage and transpeptidation in order to yield human insulin, which is essential for the
treatment of diabetes and its applications are well established.

The invention also relates to a non-human mammal which is transgenic for the
production of a recombinant modified human insulin precursor in its milk, characterized
by the fact that the recombinant modified human insulin precursor does not render the
mammal non-viable.

The invention further relates to a transgenic mammal of bovine species that is
useful for the production of recombinant human insulin. Human insulin is known to be
active in cattle. Cattle that express human insulin in its mature form might be expected to
exhibit symptoms associated with hypoglycemia since transgenic protein can leak into the
bloodstream. Therefore, transgenic cattle that express recombinant human insulin may be
non-viable. However, the present invention overcomes this limitation and allows for
expression in a transgenic mammal of a protein that may be toxic to the transgenic
mammals. The present invention expresses an inactive form of a protein of interest. The
inactive protein is purified from the milk of the transgenic mammal, and converted in
vitro into the mature (i.e., active) form of the protein. Undoubtedly, a mammal, such as a
cow, which is useful as a means of producing a therapeutic protein (e.g., human insulin)
that when expressed is harmful to the mammal constitutes an unexpected and innovative
contribution.

The invention further relates to a non-human transgenic mammal that produces a
recombinant modified insulin precursor in its milk, whose genome comprises an
integrated plasmid, the plasmid comprising a nucleic acid sequence encoding a modified
insulin precursor operably linked to a promoter that directs the expression of the sequence
in mammary cells of the mammal. The non-human mammal may be, but is not limited to,
a mammal of bovine species. Other species of transgenic mammals may be, but are not
limited to, porcine species, ovine species, caprine species, or rodent species. The
modified insulin precursor may be a modified mammalian insulin precursor, more
preferably, a modified human insulin precursor, a modified bovine insulin precursor, a
modified porcine insulin precursor, a modified ovine insulin precursor, a modified
caprine insulin precursor, a modified rodent insulin precursor, and most preferably a

modified human insulin precursor. The promoter may be a beta casein promoter.
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Suitable beta casein promoters include, but are not limited to, a bovine beta casein
promoter or a caprine beta casein promoter. Other beta casein promoters include, but are
not limited to, a porcine beta casein promoter, an ovine beta casein promoter, or a rodent
beta casein promoter. The integrated plasmid may also contain an antibiotic resistance
gene such as the neomycin resistance gene. Further, the integrated plasmid may be
pPmhulP. The integrated plasmid can also be pNJK IP or pKLE IP.

The invention further relates to a non-human transgenic mammal in which the
above described integrated plasmid is found in both the somatic cells and the germ cells
of the mammal.

The invention further relates to a non-human transgenic mammal of bovine
species that produces a recombinant modified human insulin precursor in its milk, whose
genome comprises an integrated plasmid, the plasmid comprising a nucleic acid sequence
encoding the modified human insulin precursor and a beta casein promoter that directs
expression of the sequence in mammary cells of the mammal. Suitable beta casein
promoters include, but are not limited to, a bovine beta casein promoter or a caprine beta
casein promoter. Other beta casein promoters may be, but are not limited to, a porcine
beta casein promoter, an ovine beta casein promoter, or a rodent beta casein promoter.
The integrated plasmid may contain an antibiotic resistance gene such as the neomycin
resistance gene. Further, the integrated plasmid may be ppmhulP. The integrated
plasmid can also be pNJK IP or ppKLE IP.

The invention also relates to a plasmid comprising a nucleic acid sequence
encoding a modified insulin precursor operably linked to a beta casein promoter and an
antibiotic resistance gene that allows for the selection of antibiotic resistant cells.
Suitable beta casein promoters include, but are not limited to, a bovine beta casein
promoter or a caprine beta casein promoter. Other beta casein promoters include, but are
not limited to, a porcine beta casein promoter, an ovine beta casein promoter, or a rodent
beta casein promoter. In embodiments, the antibiotic resistance gene is a neomycin
resistance gene that allows for the selection of geneticin resistant cells. An example of
such a plasmid is pBmhulP, as shown in Figure 1. Additional examples of such a plasmid
are pNJK IP, as shown in Figure 3, and pBKLE IP, as shown in Figure 4.
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[0032] The invention further relates to a plasmid comprising a nucleic acid sequence
encoding a modified insulin precursor in which the modified insulin precursor is a
modified mammalian insulin precursor. The modified mammalian insulin precursor may
be a modified human insulin precursor, a modified bovine insulin precursor, a modified
porcine insulin precursor, a modified ovine insulin precursor, a modified caprine insulin
precursor, or a modified rodent insulin precursor. In embodiments, the modified
mammalian insulin precursor is a modified human insulin precursor.

[0033] The invention further relates to a plasmid comprising a nucleic acid sequence
encoding a modified insulin precursor that does not cause hypoglycemia in a non-human
transgenic mammal that expresses the modified insulin precursor.

[0034] The invention further relates to a plasmid comprising a nucleic acid sequence
encoding a modified human insulin precursor that contains a modified C peptide. In the
modified human insulin precursor, the amino acids encoding the connecting C peptide
that is found in naturally occurring human proinsulin is replaced by amino acids that are
not found in naturally occurring proinsulin. In embodiments, the modified C peptide
contains the following three amino acids: Ala-Ala-Lys. Furthermore, the modified
human insulin precursor may contain a modified B chain. In embodiments, the modified
B chain contains amino acids 1-29 of the naturally occurring B chain.

[0035] The invention further relates to a plasmid comprising a nucleic acid sequence
encoding a modified insulin precursor, which further comprises one or more additional
genetic elements that will enhance the stability of the plasmid, enhance the stability of the
mRNA transcribed from the plasmid, decrease degradation of the modified insulin
preéursor, and/or increase the expression of the modified insulin precursor. Suitable
genetic elements include, but are not limited to, a regulatory element (e.g., a promoter, an
enhancer, an insulator, or a transcription termination site), a fragment of the coding
sequence of a gene that is not insulin, or the coding sequence of a gene that is not insulin.
In embodiments, the genetic element is a fragment of the coding sequence of the chicken
B globin insulator. An example of of such a plasmid is pNJK IP, as shown in Figure 3. In
other embodiments, the genetic element is a fragment of the coding sequence of the
bovine alfa lactalbumin gene. An example of of such a plasmid is pBKLE IP, as shown in

Figure 4.
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[0036] The plasmids pBmhulP, pNJK IP and ppKLE IP were deposited under the terms
of the Budapest Treaty. The name and address of the depository are DSMZ - Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr. 7B, D-38124
Braunschweig, Germany. pBmhulP was deposited at the DSMZ on April 4, 2008 and
given DSMZ Deposit Number DSM 21359. pNJK IP was deposited at the DSMZ on
April 4, 2008 and given DSMZ Deposit Number DSM 21360. ppKLE IP was deposited
at the DSMZ on June 12, 2008.

[0037] The invention further relates to a method of transfecting the above described

. genetic constructs. In embodiments, the above described genetic constructs are
transfected into mammalian cells by inserting the genetic constructs into liposomes and
contacting the liposomes with the mammalian cells. The liposomes may be cationic
lipids.

[0038] Methods of selection of neomycin resistant cells in appropriate media are known
to those of skill in the art. Such cells must be picked carefully, so as to avoid cell
damage.

- [0039] The invention also relates to a method of nuclear transfer of cells arrested in Go, or
at different times of the cell cycle, into enucleated mammalian oocytes, most preferably
bovine oocytes.

[0040] The invention relates to a method of transgenic embryo transfer into the hormone
stimulated uterus of a mammal, most preferably the uterus of a cow .

[0041] The invention further relates to a method of making a non-human transgenic
mammal comprising cloning a nucleic acid sequence encoding the inactive protein of
interest into a plasmid whereby the sequence is operably linked to a promoter that will
direct the expression of the sequence in mammary cells, resulting in an expression
plasmid; transfecting somatic cells with the expression plasmid so that the plasmid is
incorporated into the genome of the cells, resulting in transgenic somatic cells;
enucleating a mature oocyte, resulting in an enucleated oocyte; fusing one transgenic
somatic cell with the enucleated oocyte resulting in a monocell embryo; implanting the
embryo in the uterus of a receptive mammal; and monitoring the pregnancy through the
birth of the transgenic mammal. The inactive protein of interest may be a modified insulin

precursor that does not cause hypoglycemia in the mammal. The modified insulin
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precursor is preferably a modified mammalian insulin precursor, more preferably, a
modified human insulin precursor, a2 modified bovine insulin precursor, a modified
porcine insulin precursor, a modified ovine insulin precursor, a modified caprine insulin
precursor, or a modified rodent insulin precursor, and, most preferably, a modified human
insulin precursor. The non-human transgenic mammal may be, but is not limited to, a
mammal of bovine species. Other species of transgenic mammals may be, but are not
limited to, porcine species, ovine species, caprine species, or rodent species. The
promoter may be a beta casein promoter. Suitable beta casein promoters include, but are
not limited to, a bovine beta casein promoter or a caprine beta casein promoter. Other
beta casein promoters include, but are not limited to, a porcine beta casein promoter, an
ovine beta casein promoter, or a rodent beta casein promoter. The plasmid may also
contain an antibiotic resistance gene such as the neomycin resistance gene. Further, the
expression plasmid may be pAmhulP. The expression plasmid may also be pNJK IP or
pBKLE IP.

[0042] The invention further relates to a method of making a non-human transgenic
mammal that expresses an inactive form of the protein of interest comprising a nucleic
acid sequence encoding a modified insulin precursor that contains a modified C peptide.
In the modified insulin precursor, the amino acids encoding the connecting C peptide that
is found in naturally occurring proinsulin is replaced by amino acids that are not found in
naturally occurring proinsulin. In embodiments, the modified C peptide contains the
following three amino acids: Ala-Ala-Lys. Furthermore, the modified insulin precursor
may contain a modified B chain. In embodiments, the modified B chain contains all but
the C-terminal amino acid of the naturally occurring B chain.

[0043] The invention further relates to a method of making a non-human transgenic
mammal that expresses an inactive form of the protein of interest in which the somatic
cells may be fibroblasts. Additionally, the transgenic somatic cells may be isolated from
a female transgenic that expresses an inactive form of the protein of interest in its milk.
The transgenic somatic cells may be fibroblasts.

[0044] The invention further relates to a method of making a non-human transgenic

mammal that expresses an inactive form of the protein of interest in which the nucleic
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acid sequence encoding the inactive form of the protein of interest is found in both the
somatic cells and the germ cells of the mammal

[0045] The invention further relates to a method of making a non-human transgenic
mammal of bovine species‘ that produces a recombinant modified human insulin precursor
in its milk, whose genome comprises an integrated plasmid, the plasmid comprising a
nucleic acid sequence encoding the modified human insulin precursor and a beta casein
promoter that directs expression of the sequence in mammary cells of the mammal.
Suitable beta casein promoters are described above. The integrated plasmid may contain
an antibiotic resistance gene such as the neomycin resistance gene. Further, the
integrated plasmid may be ppmhulP. The integrated plasmid may also be pNJK IP or
pBKLE IP.

[0046] The invention further relates to a method of producing an inactive form of a
protein of interest comprising making a non-human transgenic mammal which produces
the inactive form of the protein of interest in its milk; obtaining the milk from the non-
human transgenic mammal; purifying the inactive protein from the milk; converting the
inactive form of the protein of interest in vitro; and purifying the protein of interest,
wherein the protein of interest may be toxic to the non-human transgenic mammal. The
inactive protein may be, but is not limited to, precursors, modified precursors or modified
forms of the following: antibodies, hormones, growth factors, enzymes, clotting factors,
apolipoproteins, receptors, drugs, pharmaceuticals, bioceuticals, nutraceuticals,
oncogenes, tumor antigens, tumor suppressors, cytokines, viral antigens, parasitic
antigens, and bacterial antigens. Preferably, the inactive protein may be a recombinant
modified insulin precursor, more preferably, a recombinant modified mammalian insulin
precursor, and most preferably, a recombinant modified human insulin precursor. The
non-human transgenic mammal may be, but is not limited to, a mammal of bovine
species. Other species of transgenic mammals may be, but are not limited to, porcine
species, ovine species, caprine species, or rodent species.

[0047] The invention also relates to a method of producing an inactive form of a protein
of interest in a non-human transgenic mammal that is made by a process that comprises

cloning a nucleic acid sequence encoding the inactive form of the protein of interest into a
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plasmid whereby the sequence is operably linked to a promoter that will direct the
expression of the sequence in mammary cells, resulting in an expression plasmid;
transfecting somatic cells, optionally fibroblasts, with the plasmid so that the plasmid is
incorporated into the genome of the somatic cells, resulting in transgenic somatic cells;
enucleating a mature oocyte, resulting in an enucleated oocyte; fusing one transgenic
somatic cell with the enucleated oocyte resulting in a monocell embryo; implanting the
embryo in the uterus of a receptive mammal; and monitoring the pregnancy through the
birth of the transgenic mammal. The inactive protein of interest may be a modified insulin
precursor that does not cause hypoglycemia in the mammal. The modified insulin
precursor is preferably a modified mammalian insulin precursor, more preferably, a
modified human insulin precursor, a2 modified bovine insulin precursor, a modified
porcine insulin precursor, a modiﬁed ovine insulin precursor, a modified caprine insulin
precursor, or a modified rodent insulin precursor, and, most preferably, a modified human
. insulin precursor. The non-human transgenic mammal may be, but is not limited to, a
mammal of bovine species. Other species of transgenic mammals may be, but are not
limited to, porcine species, ovine species, caprine species, or rodent species. The
promoter may be a beta casein promoter. Suitable beta casein promoters are described
above. The plasmid can also contain an antibiotic resistance gene such as the neomycin
resistance gene. Further, the expression plasmid may be pSmhulP. The plasmid can also
contain one or more additional genetic elements that will enhance the stability of the
plasmid, enhance the stability of the mRNA transcribed from the plasmid, decrease
degradation of the modified insulin precursor, and/or increase the expression of the
modified insulin precursor. Suitable genetic elements include, but are not limited to, a
regulatory element (e.g., a promdter, an enhancer, an insulator, or a transcription
termination site), a fragment of the coding sequence of a gene that is not the protein of
interest, or the coding sequence of a gene that is not the protein of interest. The
expression plasmid can be pNJK IP or pBKLE IP.
[0048] In embodiments, the non-human transgenic mammal that expresses an inactive
form of the protein of interest is cloned using a nucleic acid sequence encoding a
modified insulin precursor that contains a modified C peptide. In the modified insulin

precursor, the amino acids encoding the connecting C peptide that is found in naturally
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occurring proinsulin is replaced by amino acids that are not found in naturally occurring
proinsulin. In embodiments, the modified C peptide contains the following three amino
acids: Ala-Ala-Lys. Furthermore, the modified insulin precursor may contain a modified
B chain. In embodiments, the modified B chain contains all but the C-terminal amino
acid of the naturally occurring B chain.

[0049] In further embodiments, the non-human transgenic mammal that expresses an
inactive form of the protein of interest is made by a process in which the sométic cells
may be fibroblasts. Additionally, the transgenic somatic cells may be isolated from a
female transgenic that expresses an inactive form of the protein of interest in its milk.
The transgenic somatic cells may be fibroblasts.

[0050] In further embodiments, the nucleic acid sequence encoding the inactive form of
the protein of interest is found in both the somatic cells and the germ cells of the non-
human transgenic mammal that expresses the inactive form of the protein of interest.

[0051] The invention further relates to a method of producing an inactive form of human
insulin in a non-human transgenic mammal that produces a recombinant modified human
insulin precursor in its milk, whose genome comprises an integrated plasmid, the plasmid
comprising a nucleic acid sequence encoding the modified human insulin precursor and a
beta casein promoter that directs expression of the sequence in mammary cells of the
mammal. Suitable beta casein promoters are described above. The integrated plasmid
may contain an antibiotic resistance gene such as the neomycin resistance gene. Further,
the integrated plasmid may be ppmhulP. The integrated plasmid can also contain one or
more additional genetic elements that will enhance the stability of the plasmid, enhance
the stability of the mRNA transcribed from the plasmid, decrease degradation of the
modified insulin precursor, and/or increase the expression of the modified insulin
precursor. Suitable genetic elements include, but are not limited to, a regulatory element
(e.g., a promoter, an enhancer, an insulator, or a transcription termination site), a fragment
of the coding sequence of a gene that is not insulin, or the coding sequence of a gene that
is not insulin. The integrated plasmid may be pNJK IP or pfKLE IP.

[0052] Additionally, the invention relates to a method of purifying an inactive form of the

protein of interest from the milk of a transgenic mammal that produces the inactive
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protein in its milk. The purification method can include chromatography and filtration
steps. Different types of chromatography can be employed, and include ion exchange
chromatography or reverse phase chromatography. The ion exchange chromatography
can be cation exchange chromatography. Further, multiple chromatography steps may be
performed.

[0053] The invention further relates to a method of purifying an inactive form of a protein
of interest from milk of a non-human transgenic mammal that produces the inactive
protein in its milk, comprising obtaining the milk from the non-human transgenic
mammal, clarifying the milk of the non-human transgenic mammal, resulting in clarified
milk, and subjecting the clarified milk to chromatography, resulting in pure inactive
protein. The chromatography steps may include ion exchange chromatography or reverse
phase chromatography. The ion exchange chromatography may be cation exchange
chromatography. The reverse phase chromatography may use reverse phase matrix such
as C4 or C18 reverse phase matrixes. Further, multiple chromatography steps may be
performed.

[0054] The invention further relates to a method of purifying an inactive form of a protein
of interest from milk of a non-human transgenic mammal which produces the inactive
protein in its milk, comprising obtaining the milk from the non-human transgenic
mammal, clarifying the milk of the non-human transgenic mammal, resulting in clarified
milk, subjecting the clarified milk to cation exchange chromatography, resulting in a
cation exchange chromatographed material, subjecting the cation exchange
chromatographed material to reverse phase chromatography, resulting in pure inactive.
protein.

[0055] The inactive protein of interest may be a recombinant modified insulin precursor,
preferably, a recombinant modified mammalian insulin precursor, more preferably, a
recombinant modified human insulin precursor, a recombinant modified bovine insulin
precursor, a recombinant modified porcine insulin precursor, a recombinant modified
ovine insulin precursor, a recombinant modified caprine insulin precursor, or a
recombinant modified rodent insulin precursor, and, most preferably, a recombinant
modified human insulin precursor. Additionally, the niodiﬁed insulin precursor does not

cause hypoglycemia in the non-human transgenic mammal that expresses the modified
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insulin precursor. In the modified insulin precursor, the amino acids encoding the
connecting C peptide that is found in naturally occurring proinsulin is replaced by amino
acids that are not found in naturally occurring proinsulin. In embodiments, the modified
C peptide contains the following three amino acids: Ala-Ala-Lys. Furthermore, the
modified insulin precursor may contain a modified B chain. In embodiments, the
modified B chain contains all but the C-terminal amino acid of the naturally occurring B
chain. The non-human transgenic mammals can be, but are not limited to, mammals of
bovine species. Other species of transgenic mammals may be, but are not limited to,
porcine species, ovine species, caprine species or rodent species.

The invention further relates to a method of converting an inactive form of the
protein of interest into the mature (i.e., active) form of the protein of interest, and then
purifying the protein of interest. The conversion can include enzymatic cleavage of the
precursor of the protein of interest. The enzymatic cleavage can involve trypsinolysis.
The purification of the protein of interest can include chromatography steps. These
chromatography steps may include reverse phase chromatography. The reverse phase
chromatography may use reverse phase matrix such as C4 or C18 reverse phase matrixes.
Further, multiple chromatography steps may be performed.

The invention further relates to a method of converting a recombinant modified
insulin precursor into recombinant insulin, and then purifying the recombinant insulin.
The conversion can include enzymatic cleavage and transpeptidation of the recombinant
modified insulin precursor. The enzymatic cleavage can involve trypsinolysis. The
purification of the recombinant insulin can include chromatography steps. These
chromatography steps may include reverse phase chromatography or ion exchange
chromatography. Further, multiple chromatography steps may be performed.

The invention also relates to a method of converting a recombinant modified
insulin precursor into recombinant insulin, and then purifying the recombinant insulin.
This method comprises subjecting the recombinant modified insulin precursor to
trypsinolysis and transpeptidation, resulting in a trypsinized and transpeptidated material,
subjecting the trypsinized and transpeptidated material to a first reverse phase
chromatography, resulting in a first reverse phase chromatographed material, subjecting

the first reverse phase chromatographed material to a second reverse phase
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chromatography, resulting in a second reverse phase chromatographed material, and
subjecting the second reverse phase chromatographed material to a third reverse phase
chromatography, resulting in pure recombinant insulin. The steps of reverse phase
chromatography include the use of reverse phase matrixes, preferably C4 or C18 reverse
phase matrixes.

[0059] The recombinant insulin and the recombinant modified insulin precursor may be,
respectively, a recombinant mammalian insulin and a recombinant modified mammalian
insulin precursor, more preferably, recombinant human insulin and a recombinant
modified human insulin precursor, recombinant bovine insulin and a recombinant
modified bovine insulin precursor, recombinant porcine insulin and a recombinant
modified porcine insulin precursor, recombinant ovine insulin and a recombinant
modified ovine insulin precursor, recombinant caprine insulin and a recombinant
modified caprine insulin precursor, or recombinant rodent insulin and a recombinant
modified rodent insulin precursor, respectively, and, most preferably, recombinant human
insulin and a recombinant modified human insulin precursor. Additionally, the modified
insulin precursor does not cause hypoglycemia in the non-human transgenic mammal that
expresses the modified insulin precursor. In the modified insulin precursor, the amino
acids encoding the connecting C peptide that is found in naturally occurring proinsulin is
replaced by amino acids that are not found in naturally occurring proinsulin. In
embodiments, the modified C peptide contains the following three amino acids: Ala-Ala-
Lys. Furthermore, the modified insulin precursor may contain a modified B chain. In
embodiments, the modified B chain contains all but the C-terminal amino acid of the
naturally occurring B chain.

[0060] The invention further relates to a method of producing a protein of interest
comprising making a non-human transgenic mammal that produces an inactive form of
the protein of interest in its milk, obtaining the milk from the non-human transgenic
mammal, purifying the inactive from milk, in vitro converting the inactive protein by
subjecting the purified inactive protein to enzymatic cleavage, and finally purifying the
protein of interest. .

[0061] The invention further relates to a method of producing recombinant insulin

comprising making a non-human transgenic mammal that produces a recombinant
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modified insulin precursor in its milk, obtaining the milk from the non-human transgenic
mammal, purifying the recombinant modified insulin precursor from milk, in vitro
converting the precursor into recombinant insulin by subjecting the purified precursor to
enzymatic cleavage and transpeptidation, and finally purifying the recombinant insulin.

Furthermore, the invention also relates to a method of producing recombinant
insulin, comprising making a non-human transgenic mammal which produces a
recombinant modified insulin precursor in its milk, obtaining the milk from the non-
human transgenic mammal, claﬁfying the milk, resulting in clarified milk, subjecting the
clarified milk to cation exchange chromatography, resulting in a cation exchange
chromatographed material, subjecting the cation exchange chromatographed material to
reverse phase chromatography, resulting in pure recombinant modified insulin precursor,
subjecting the pure recombinant modified insulin precursor to trypsinolysis and
transpeptidation, resulting in a trypsinized and transpeptidated material, subjecting the
trypsinized and transpeptidated material to a first reverse phase chromatography, resulting
in a first reverse phase chromatographed material, subjecting the first reverse phase
chromatographed material to a second reverse phase chromatography, resulting in a
second reverse phase chromatographed material, and subjecting the second reverse phase
chromatographed material to a third reverse phase chromatography, resulting in pure
recombinant insulin.

The recombinant insulin and the recombinant modified insulin precursor may be,
respectively, a recombinant mammalian insulin and a recombinant modified mammalian
insulin precursor, more preferably, recombinant human insulin and a recombinant
modified human insulin precursor, recombinant bovine insulin and a recombinant
modified bovine insulin precursor, recombinant porcine insulin and a recombinant
modified porcine insulin precursor, recombinant ovine insulin and a recombinant
modified ovine insulin precursor, recombinant caprine insulin and a recombinant
modified caprine insulin precursor, or recombinant rodent insulin and a recombinant
modified rodent insulin precursor, respectively, and, most preferably, recombinant human
insulin and a recombinant modified human insulin precursor. The non-human transgenic
mammal may be, but is not limited to, a mammal of bovine species. Other species of

transgenic mammals may be, but are not limited to, porcine species, ovine species,

2
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caprine species or rodent species. The steps of reverse phase chromatography include the
use of reverse phase matrixes, preferably C4 or C18 reverse phase matrixes.
[0064] The following examples are illustrative, but not limiting, of the various aspects

and features of the present invention.

EXAMPLE 1

Construction of the expression plasmid

[0065] A construct was generated that contained a large portion of the bovine beta casein
gene promoter, including a short fragment of the 5" non-coding beta casein gene region,
fused to the coding sequence of a modified human insulin precursor. The short non-
translated fragment is a fragment of the first exon of the beta casein gene. The beta
casein region employed was about 3.8 kb.

[0066] The construction of the expression plasmid ppmhulP (see FIG 1) was carried out
by inserting the coding sequence of the modified human insulin precursor (mhulP) and a
large portion of the bovine beta casein promoter gene (corresponding to 3,800 bp from
the 5’ region of the beta casein bovine gene) into an adequate vector. This promoter
ensures the tissue specific and developmentally regulated expression of genes under its
control, in this case heterologous modified human insulin precursor.

[0067] For a proper selection of transgenic cells, a gene encoding Neomycin
Phosphotransferase was included in the plasmid. This gene allows for the selection of
transgenic cells with the antibiotic Geneticin, and it is under the control of the SV40
promoter.

[0068] Other constructs can be derived from the original one to improve transfected cell
selection or DNA integration efficiency into the bovine cell genome.

[0069] Constructs were analyzed by restriction enzyme analysis and DNA sequencing.
The ability of the constructs to express mhulP was previously tested in a mammary gland
cell line by fluorescent antibody recognition.

[0070] The preparation of the plasmid pBmhulP is described below in detail.
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[0071] A Start Construction was was generated, which includes the sequence encoding

mhulP (human proinsulin containing a modified C peptide). mhulP is similar to human
proinsulin except that the C peptide in mhulP is shorter than the C peptide found in
naturally occuring proinsulin.

[0072] Figure 2 depicts a scheme of the Start Construction. At the beginning, a region
encoding a bovine signal peptide can be found, followed by the sequence encoding the B
Chain of insulin (lacking the C-terminal amino acid). Then, a region encoding a spacer of
three amino acids, Ala-Ala-Lys, can be found, which is followed by the sequence
encoding the full A Chain of insulin, and finally a region encoding the mRNA poly A.
The three amino acid spacer, Ala-Ala-Lys, replaces the C peptide found in naturally
occuring proinsulin.

[0073] The Start Construction was generated by rebuilding the mhulP sequence from 6
overlapping, chemically synthesized oligonucleotides containing the recognition sites for
restriction enzymes Bam HI and Not 1. The primers sequences are shown below:

Insl:
5'-ACTGGGATCCATGGCCCTGTGGACACGCCTGCGGCCCCTGCTGGCC
CTGCTGGCGC TCTGGCCCCCCCCCCCGGCCCG-3”

Ins2:
5-CTCCGCACACCAGGTACAGCGCCTCCACCAGGTGGGAGCCACACAG
ATGCTGGTTG ACGAAGGCGCGGGCCGGGGGGGGG-3’

Ins3: .
5’-ACCTGGTGTGCGGAGAGCGCGGCTTCTTCTACACGCCCAAGGCTGC
TAAGGGCATT G TGGAACAATGCTGTACCAG-3’

Ins4:
5'-GTGTGGGGCTGCCTGCAGGCTGCGTCTAGTTGCAGTAGTTCTCCAGC
TGGTAGAGG GAGCAGATGCTGGTACAGCA-3’

InsS:
5'-CAGGCAGCCCCACACCCGCCGCCTCCTGCACCGAGAGAGATGGAAT
'AAAGCCCTTG AACCAGCCCTGCTGTGCCGTCTGT-3"
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Insé6:
5-TGACGCGGCCGCAGCGTGGAGAGAGCTGGGAGGGGCTCACAACAG
TGCCGGGAAG

TGGGGCTTGGCCCAGGGCCCCCAAGACACACAGCAGGCACAGCA-3™

The rebuilding process was performed by PCR. PCR products were generated
from mixes of primers Insl and Ins2 (product f12), Ins3 and Ins4 (product f34) and Ins5
and Ins6 (product f56). The same process was then performed using f12 and 34
overlapping fragments in a single mix, which renders the product f14. Finally, the f14
product was used in a PCR in a mix containing f56 to amplify a fragment of
approximately 410 bp, comprising the full length mhulP (fragment f16).

Once the fragment f16 was obtained, it was cloned into an adequate vector and

transformed into competent E. coli bacterial cells for further amplification of the cloning

vector with its corresponding insert. The vector was derived from pBKCMV. pBKCMV

is an expression vector available from Invitrogen Co. (Carlsbad, CA), which encodes a
CMV promoter, a neomycin resistance gene, and a kanamycin resistance gene. The CMV
promoter was replaced with a 3.8 kb bovine beta casein promoter and fragment f16 was
cloned into the resulting vector using the Bam HI and Not I restriction sites.

After amplification, restriction tests were performed in order to check the identity
of the cloned insert. Final confirmation was achieved by sequencing.

Afterwards, the Start Construction was directionally inserted (Bam HI/NotI)ina
plasmid vector downstream to a bovine beta casein promoter of 4 kB. The plasmid vector
also contained a neomycin resistance gene. The resulting vector, pAmhulP, which is the
final construct, contained the beta casein promoter, the sequence encoding mhulP, and the
neomyecin resistance gene.

Human proinsulin is made up of three domains: an amino-terminal B chain (30
amino acids), a carboxyl-terminal A chain (21 amino acids), and a connecting peptide in
the middle known as the C peptide (31 amino acids). mhulP differs from the naturally
occurring form of human proinsulin in that the C-terminal amino acid of the B chain has
been removed and the amino acids encoding the C peptide have been replaced with three
amino acids that are normally not found in the C peptide, Ala-Ala-Lys. Mature human

insulin, which is made up of only the A chain and the B chain, is formed after cleavage of
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the C peptide. A transgenic mammal expressing human proinsulin is nonviable because
host peptidases can cleave and remove the C peptide, forming mature insulin. As
described above, expression of mature human insulin in a non-human transgenic mammal
may kill the mammal because the mature human insulin may leak into the blood stream of
the mammal. In contrast, a non-human transgenic mammal made using pBmhulP
expresses a modified human insulin precursor that will not cause the transgenic mammal
to develop any significant hypoglycemia and will not be toxic to the transgenic mammal.
Without being limited to the following, because the region encoding the three amino acid
spacer of the modified human insulin precursor differs from the C peptide found in
naturally occuring human proinsulin, host peptidases do not recognize and cleave the
three amino acid spacer. Consequently, the modified human insulin precursor remains
inactive and does not cause hypoglycemia in the transgenic animal, which is an important
advantage of the claimed invention.

[0079] Clones were selected which contain beta casein promoter and mhulP properly
fused to express mhulP only under the control of this promoter.

[0080] The size of this expression plasmid is about 8.4 kbp.

Transfection of somatic cells

[0081] The plasmid pSmhulP was then used for transfecting a primary culture of somatic
cells, using calcium phosphate or a liposome method. Fetal calf fibroblasts were generally
employed for the transfection.

[0082] The transfected cells were selected by adding Geneticin to the culture. After a
period of 2 to 8 weeks, the cells that were resistant to Geneticin were suitable for being
used as donor cells to obtain transgenic clones. Transfected selected cells were analyzed

by PCR to verify that the cells contained the expression cassette..
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EXAMPLE 2

Oocyte enucleation and metaphase nuclear transfer in mature enucleated oocytes

Collection and in vitro Maturation of bovine oocytes

[0083] Bovine oocytes were aspirated from slaughterhouse ovaries and matured in TCM-
199 + 5% FCS + 3 mM HEPES + antimycotics. The selected oocytes were then placed in
TCM-199 + Roscovitine, under atmosphere of 5 % CO, at 39°C for 20 hs. Afterwards,
oocytes were placed in TCM-199 + 5%FCS + FSH (follicle-stimulating hormone) +
antibiotics under atmosphere of 5 % CO; at 39°C for 24 hs. Mature oocytes were denuded

by vortexing for 2 minutes in PBS with 1 mg/ml bovine testis hyaluronidase.

EXAMPLE 3
Nuclear transfer with cumulus cells
Enucleation

[0084] Oocytes were mechanically enucleated using a Narishige hydraulic
micromanipulators and Nikon Diaphot microscopy. Enucleation was performed with 20
um beveled and sharpened pipettes. Qocytes were previously stained with 5 pg/ml
bisbenzimidine (Hoechst 33342") dye for 20 minutes. Metaphases were enucleated by
visualization of the stained chromosomes under ultraviolet light. Metaphase
chromosomes were assessed after aspiration inside the pipette. A transgenic somatic cell

was transferred into the perivitelline space and tightly opposed to the enucleated oocyte.

! Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA.
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Fusion, activation and embryo culture

[0085] A transgenic somatic cell and an enucleated oocyte were manually aligned in the
fusion chamber so that the membranes to be fused were parallel to the electrodes. This
was done using a glass embryo-handling pipette.

[0086] Fusion was performed using one electrical pulse of 180 volts/cm for 15 pus (BTX
Electro Cell Manipulator 200)? and monitored with a BTX Optimizer-Graphic Pulse
Analyzer. The chamber for pulsing embryos consisted of two 0.5 mm stainless steel wire
electrodes mounted 0.5 mm apart on glass microscope slide. Three hours after fusion,
activation was induced by incubation in TL-HEPES with 5 uM ionomycin for 4 min and

in TCM-199 with 2 mM 6-DMAP for 3 hours.

[0087] The activated oocytes were then cultured in SOF medium under atmosphere of 5%
CO; + 5% Oy + 90% N; for 6.5 days, until development of blastocysts.
[0088] Afterwards, embryo transfer into surrogate cows took place. Generally, two

blastocysts per recipient cow were non-surgically transferred, and pfegnancies at 30-35
days were determined by ultrasonography.

[0089] The implanted cows were allowed to normally pass the pregnancy up to a natural
delivery. Eventually a chirurgic approach (Caesarea) could be used for delivery. The
newborns were fed with Ig rich colostrum during the first 48 hours, and then synthetic,

later natural (all of them free of animal origin compounds) foods were used.

EXAMPLE 4
Tests performed on transgenic calves

[0090] In the current example, we present a full description of the tests performed on a
particular transgenic calf, which was obtained as a result of the procedure described in
Examples 1 to 3. Nonetheless, it should remain clear that the same set of assays could be
performed on bovine that are born as a consequence of other methods for obtaining
transgenic calves, such as subcloning of transgenic females, superovulation of a

transgenic female followed by artificial insemination, or artificial insemination of

U(O
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transgenic or non-transgenic females with semen from a bull which is transgenic for the
desired protein.

[0091] It was proved by means of PCR reé.ctions performed on DNA purified from the
calf’s white blood cells, using DNA from non-transgenic jersey calves as the negative
control, that bovine beta casein promoter and the sequence encoding modified human
insulin precursor are included in the transgenic calf cells genome. They can be found
together as a unique DNA fragment that is different from the homologue beta casein gene
of the calf.

[0092] It was corroborated, by using a Pharmacia automatic sequencer, that the inserted
sequence corresponds to the sequence encoding the modified human insulin precursor
contained in the cloning plasmid. The inserted sequence includes the secretion signal and
terminator. The bovine beta casein promoter that controls the expression of the modified
human insulin precursor sequence in- our calf was sequenced, too. All those elements
coincide exactly with the expected theoretical sequence from the genetic construct used to

transform the cells out of which the clones were generated.

EXAMPLE 5

Purification of recombinant mhulP from milk, conversion of mhulP into human insulin and
purification of human insulin

[0093] An amount of recombinant mhulP protein, necessary for the development of the
purification procedure of the precursor from milk, was obtained from fermentation of
transformed Pichia pastoris. For this purpose, the sequence encoding mhulP was
subcloned in an expression vector downstream a yeast secretion signal sequence, under
the control of a promotor inducible by methanol, and transformed in yeast cells.

[0094] After that, selection of a proper clone was performed and a liquid culture was
made from the selected clone. .

[0095] Fermentation of the transformed yeast clone was made in a medium containing
glycerol as the carbon source, oligoelements. Methanol was used for induction. This

fermentation rendered 0.5 grams of mhulP per liter of culture.

2 BTX Inc., San Diego, Ca, USA.

I\
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[0096] *Once the fermentation was over, purification steps were carried out to achieve a
pure product.

[0097] The initial goal was to obtain pure recombinant mhulP from the yeast culture.
Thus, the supernatant of a transformed Pichia pastoris culture was diluted tenfold with
purified water and its pH was adjusted to 3.0 using Glacial Acetic Acid. The conductivity
of this solution was verified so that it did not exhibit a value higher than 7 mS/cm. A
purification process was afterwards performed, in order to obtain the starting material for
the development of the purification process of the recombinant mhulP from milk of
transgenic mammals, and its ulterior conversion into recombinant human insulin.

[0098] First, the aforementioned solution was subjected to a cationic exchange
chromatography step employing SP Sepharose FF resin (Amersham), at a flow rate of
100 cvh. Loading (10 mL of supernatant were loaded per mL of resin) and equilibration
of the column were performed employing 5% Acetic acid. For the elution of the protein a
gradient of 5% Acetic acid:1M NaCl at pH 3 was applied, starting from a 100:0 ratio of
the solutions until a 0:100 ratio of the solutions in a total volume of 25 volumes of the
column was reached.

[0099] In a second purification step, the eluate from the cationic exchange
chromatography was subjected to reverse phase chromatography. The previous eluate was
diluted fivefold with purified water, and the pH was adjusted to 3 with trifluoroacetic acid
(TFA).

[0100] The resulting solution was loaded into a column containing C4 Baker Wide Pore
resin. The flow was set at a rate of 100 cm/h. For loading and equilibration, 0.1%
TFA/water was used. For elution, a gradient 0.1 % TFA/water - Acetonitrile was applied,
starting from a 100:0 ratio of the solutions until a 0:100 ratio in a total volume of 50
volumes of the column was reached.

[0101] The overall yield of the previous purification steps was approximately 42 % and
mhulP with a purity degree higher than 95% was obtained.

[0102] A process comprising the purification of the recombinant mhulP from milk (since
the transgenic mammals will secrete the precursor in their milk), the conversion of the
recombinant mhulP into recombinant human insulin and the final purification of

recombinant human insulin was developed. The starting material for this development
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was obtained by mixing the pure recombinant mhulP (obtained from Pichia pastoris, as
described above) with regular cow milk.

[0103] An exhaustive purification process was developed. This process comprised the
steps of: obtaining the skim of the milk by means of tangential filtration and dilution of
the obtained eluate to achieve a better solubility of recombinant mhulP eventually
retained in the micelles of casein (clarification); and passage of this solution through a
cationic exchange chromatography column. The resulting solution was subjected to a
reverse phase chromatography (C4) step and fractions rich in recombinant mhulP were
afterwards subjected to trypsinolysis and transpeptidation. Finally, purification of the
recombinant human insulin took place, since it is mandatory, when manufacturing a
biopharmaceutical product, that the protein of interest should be purified to homogeneity
in order to avoid the presence of possible contaminants in the product.

[0104] The procedure for the purification of the recombinant mhulP from milk, the later
conversion into recombinant human insulin and the final purification of recombinant
human insulin, comprises the following steps in order: (a) tangential flow filtration
(clarification), (b) cationic exchange chromatography, (c) reverse phase chromatography
(C4), (d) trypsinolysis and transpeptidation, (e) reverse phase chromatography (C4), (f)
reverse phase chromatography (C4) and (g) reverse phase chromatography (C18).

Clarification

[0105]) Fresh milk was mixed with a sufficient amount of pure recombinant mhulP,
produced in P. pastoris as described previously. Afterwards, the product was subjected to
a tangential flow filtration step. Filter pore size was 0.1 pm and the process yield was

80%.

Cationic Exchange Chromatography

[0106] The material resulting from the previous step was chromatographed employing a
cationic exchange matrix. The pH of the solution to be chromatographed was adjusted to
3.0 with Glacial Acetic Acid. The conductivity was checked so that it was not higher than

7 mS/cm.

e
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[0107] This chromatography step was performed employing SP Sepharose FF resin
(Amersham) at a flow rate of 100 c/h. Loading and equilibration of the column was
performed employing 5% Acetic acid. For the elution of the protein a gradient of 5%
Acetic acid - 1M NaCl at pH 3 was applied, starting from a 100:0 ratio of the solutions
until a 0:100 ratio of the solutions in a total volume of 25 volumes of the column was
reached.

[0108] The chromatography step had a yield of 90%. The selected recombinant mhulP
containing fractions were assayed for total proteins (by Bradford method) and for the

protein of interest (by Western Blot), and stored at 2 - 8 °C.

Reverse Phase Chromatography (1)

[0109] The material resulting from the previous step was then subjected to reverse phase
chromatography employing C4 Baker Wide Pore resin. The flow was set at a rate of 100
cm/h. For loading and equilibration, 0.1 % TFA/water was used. For elution, a gradient of
0.1 % TFA/water - Acetonitrile was applied, starting from a 100:0 ratio of the solutions

until a 0:100 ratio of the solutions in a total volume of 50 volumes of the column was

reached.
[0110] This step had a yield of 68%.
Trypsinolysis and Transpeptidation
[0111] The material resulting from the previous step was treated with trypsin.
[0112] _ For trypsinolysis, a 10 mM mhulP solution was incubated with Trypsin (in a
concentration of 200 uM) at 12 °C for 24 hours
[0113] Once the incubation was finished, the transpeptidation reaction was performed in

order to add the Threonine in position 30 of the B Chain of human insulin. For this
purpose, a solution containing 0.8 M Thr-Obu, 50% DME/EtOH (1:1), 26 % H20, Acetic
acid, 10 mM mhulP, and 200 pM Trypsin was prepared, and the transpeptidation reaction

was allowed to progress until completion.



WO 2008/156668 PCT/US2008/007398

-29-

[0114] Once the transpeptidation step had finished, the resulting solution was subjected to
three successive reverse phase chromatography steps in order to yield pure recombinant

human insulin.

Reverse Phase Chromatography (2)

[0115] The material resulting from the previous step was subjected to reverse phase
chromatography.
[0116] First, a dilution of the material of the previous digestion was up to 0.125 mg/mL

using 50 mM NaH,PO,, pH 5.0. Afterwards, 50 uL of Acetic acid per 100 mL of solution

was added. The sample was then clear, the pH was around 4.5, and the sample was ready

to be loaded.

[0117] Buffers compositions are described below:

[0118] Mobile Phase A (MPA): 210 mL sulfate buffer + 790 mL of purified water
(conductivity around 48 mS)

[0119] Mobile Phase B (MPB): 105 mL sulfate buffer + 40 % Acetonitrile, purified water
g.s.p.tol L.

[0120] 1 L of sulfate buffer contains 132.1 gr. of NH;SOs, 14 mL of H,SO, and its-pH is
adjusted at 2.00.

[0121] After loading, the elution was performed at a flow rate of 100 cm/h as follows:

first, a gradient MPA-MPB was applied, starting from a 100:0 ratio of the solutions until
a 55:45 ratio of the solutions in a total volume of 135 mL was reached; afterwards,
another gradient MPA-MPB was applied, starting from a 55:45 ratio of the solutions until
a 25:75 ratio of the solutions in a total volume of 360 mL was reached; and, last, a final
gradient MPA-MPB was applied, starting from a 25:75 ratio of the solutions until a 0:100
ratio of the solutions in a total volume of 50 mL was reached.

[0122] The obtained fraction contains recombinant human insulin with a purity of over

98 % and the yield of this step is around 85%.

43
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Reverse Phase Chromatography (3)

[0123] The material resulting from the previous step was conditioned for this step by
adjusting its pH to 7.4.
[0124] The resulting solution was then chromatographed employing a C4 Baker Wide

Pore matrix. The flow was set at a rate of 100 c/h. For loading and equilibration, 0.1%
TFA/water was used. For elution, a gradient of 0.1 % TFA/water - Acetonitrile was
applied, starting from a 100:0 ratio of the solutions until a 0:100 ratio of the solutions in a
total volume of 50 volumes of the column was reached.

[0125] This step had a yield of approximately 65%.

Reverse Phase Chromatography (4)

[0126] The material obtained in the previous step was conditioned for a final reverse
phase chromatography step by adjusting its pH to 3.0.

{0127] The conditioned material was then chromatographed employing a C18 reverse
phase matrix. The flow was set at a rate of 100 cm/h. For loading and equilibration, 0.1%
TFA/water was used. For elution, a gradient of 0.1 % TFA/water - Acetonitrile was
applied, starting from a 100:0 ratio of the solutions until a 0:100 ratio of the solutions in a
total volume of 50 volumes of the column was reached.

[0128] This step had a yield of approximately 61 %.

EXAMPLE 6
Construction of the expression plasmid pNJK IP

[0129] An alternative construct to express mhulP in transgenic bovine mammary glands
was generated, containing a large portion of the caprine beta casein gene promoter, fused
to a fragment of the coding sequence of the chicken B globin insulator. Insulators are
DNA sequence elements that shield a promoter from nearby regulatory elements,
including nearby silencing sequences that inhibit gene expression. This alternative
construct containing the chicken $ globin insulator was generated in order to block

inhibition of the beta casein promoter by any nearby silencing sequences.
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[0130] The construction of this alternative plasmid was carried out, first, by excising
from pBC1, which is a commercial vector available from Invitrogen Co. (Carlsbad, CA),
a 15 kb fragment containing: a 2.4 kb fragment of the chicken B globin insulator, a 3.1 kb
caprine beta casein promoter sequence, including the introns and the nontranslatable
exons from the caprine beta casein gene, a Xho I cloning site between the introns and the
nontranslatable exons from the caprine beta casein gene, and the poly A signal and the
flanking regions from the 3" beta casein genomic sequence.

[0131] This 15 kb fragment was cloned into the backbone of pBmhulP. First, the 3.8 kb
bovine beta casein promoter and the mhulP fragment from pSmhulP was excised. The 15
kb fragment was inserted into this vector using the Sal I and Not I restriction sites. Then,
‘the 410 bp mhulP f16 fragment was cloned into the Xho I cloning site located in the 15
kb fragment (between the introns and the nontranslatable exons from the caprine beta
casein gene, as described above).

[0132] The resulting vector (pNJK IP, Figure 3) was transformed into competent E. coli
bacterial cells for further amplification of the cloning vector with its corresponding insert.

[0133] After amplification, restriction site analysis was performed to check the

orientation of the mhulP f16 fragment insert. Final confirmation was achieved by

sequencing.
EXAMPLE 7
Construction of the expression plasmid ppKLE IP
[0134] An alternative construct to express mhulP in transgenic bovine mammary glands

was generated, containing a large portion of the bovine beta casein gene promoter,
including a short non-translated fragment of the first exon of the beta casein gene, fused
to the coding sequence of a large portion of the bovine alfa lactalbumin gene, followed by
an enterokinase cleavage site, which is followed by the coding sequence of the modified
human insulin precursor (mhulP). This alternative construct expresses an alfa
lactalbumin-mhulP fusion protein. Because of its larger sequence, this alternative

construct should yield mRNA with higher stability. In addition, because alfa lactalbumin
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is a protein naturally expressed in the bovine mammary gland, this alternative construct
should minimize mhulP degradation and increase mhulP expression

[0135] In order to generate this construct, first, a PCR reaction was performed using
DNA from leucocytes of bovine peripheral blood as template, to clone a large portion of
the alfa lactalbumin gene. The PCR product comprised about 700 bp of alfa lactalbumin

up to the end of the second exon and included the alfa lactalbumin signal sequence.

[0136] The first PCR reaction employed the following oligonucleotides:

[0137] NES: GGA GGT GAG CAG TGT GGT GAC

[0138] ALB: GAA GTT ACT CAC TGT CAC AGG AGA

[0139] Then, a second PCR reaction was performed, employing the following
oligonucleotides:

[0140] SIG: TCA CCA AAA TGA TGT CCT TTG TC

[0141] LAC: TGT CAC AGG AGA TGT TAC AGA

[0142] Through this procedure, a 620 bp fragment was obtained and cloned intp pUC
using the Sma I restriction site (pUC alfa lactalbumin).

[0143] The mhulP gene bearing fragment was obtained by PCR from an in-house IP
cloning plasmid, with the following oligonucleotides:

[0144] EKB: tag gct agc gat gat gat gat aaa ttc gtt aac

[0145] cag cac ctg

[0146] CadAr: tca gcg gee ge tta gtt gea gta gt

[0147] The resultant resultant 260 bp fragment included a short sequence coding for the

enterokinase recognition site upstream from the coding sequence of mhulP.  The
enterokinase cleavage site allows the separation of the IP from the rest of the peptide.
The 260 bp fragment was then digested with Nhel and inserted into compatible Xba I
restriction sites in pUC alfa lactalbumin. A resultant construct was selected in which the
260 bp fragment was positioned downstream from the alfa lactalbumin gene in the correct
orientation. This construct has the coding sequence of a large portion of the bovine alfa
lactalbumin gene, including the alfa lactalbumin signal sequence, followed by an
enterokinase recognition site, which is further followed by the coding sequence of the

modified human insulin precursor (mhulP).

Ao
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[0148] pUC alfa lactalbumin plasmid was first digested with EcoRI, and the resulting
cohesive end was Klenow treated. In addition, Notl digestion was performed and the
resulting gene fragment was isolated. The pBK plasmid bearing beta casein promoter was
digested in the unique BamHI site located at the 3' end of the said promoter region, for
the alfa lactalbumin gene fusion to be ligated. Therefore, BamHI site was also blunted to
ligate to the EcoRI blunted end from the fragment, but NotI digestion of pBK plasmid

was done before to provide homologous ends to the NotI end of the insert.

[0149] pBKLE IP was then transformed into competent E. coli bacterial cells for further
amplification of the cloning vector with its corresponding insert. .
. [0150] After amplification. final confirmation was achieved by sequencing.
[0151] Having now fully described the invention, it will be understood by those of

ordinary skill in the art that the same can be performed within a wide and equivalent
range of conditions, formulations and other parameters without affecting the scope of the
invention or any embodiment thereof. All patents and publications cited herein are fully

incorporated by reference herein in their entirety.

44
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WHAT IS CLAIMED IS:
1. A plasmid comprising a nucleic acid sequence encoding a modified insulin precursor

operably linked to a beta casein promoter.

2. The plasmid of claim 1, wherein the modified insulin precursor is a modified mammalian

insulin precursor.

3. The plasmid of claim 2, wherein the modified mammalian insulin precursor is a modified
human insulin precursor, a modified bovine insulin precursor, a modified porcine insulin
precursor, a modified ovine insulin precursor, a modified caprine insulin precursor or a

modified rodent insulin precursor.

4. The plasmid of claim 3, wherein the modified mammalian insulin precursor is a modified

human insulin precursor.

5. The plasmid of claim 4, further comprising an antibiotic resistance gene.

6. The plasmid of claim 5, wherein the antibiotic resistance gene is a neomycin resistance
gene.

7. The plasmid of claim 6, which is pBmhulP.
8. The plasmid ppmhulP.

9. The plasmid of claim 6, further comprising a nucleic acid sequence encoding a caprine
beta casein promoter and a nucleic acid sequence encoding a fragment of a chicken B
globin insulator, including a nucleic acid sequence encoding the introns and the non-

translatable exons from the caprine beta casein gene.
10.  The plasmid of claim 9, which is pNJK IP.

11.  The plasmid pNJK IP.
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The plasmid of claim 6, further comprising a nucleic acid sequence encoding a non-

translatable fragment of the first exon of the beta casein gene.

The plasmid of claim 12, further comprising a nucleic acid seqﬁence encoding a fragment
of the bovine alfa lactalbumin gene and a nucleic acid sequence encoding the

enterokinase cleavage site, which is upstream from the modified insulin precursor.
The plasmid of claim 13, which is pBKLE IP.
The plasmid pKLE IP.

The plasmid of claim 1, wherein the modified insulin precursor does not cause
hypoglycemia in a non-human transgenic animal that expresses the modified insulin

precursor in its milk.

The plasmid of claim 16, wherein the modified insulin precursor comprises a modified C

peptide.

The plasmid of claim 17, wherein the modified C peptide comprises amino acids that are

not normally found in naturally occurring proinsulin.

The plasmid of claim 18, wherein the modified C peptide comprises the following three

amino acids: Ala-Ala-Lys.

The plasmid of claim 16, wherein the modified insulin precursor further comprises a

modified B chain.

The plasmid of claim 20, wherein the modified B chain comprises all but the C-terminal

of the naturally occurring B chain.

A method for transfecting the plasmid of claim 1 into mammalian cells, comprising
inserting the plasmid into a liposome and contacting the liposome with the mammalian

cells.
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A method for transfecting the plasmid of claim 22 into mammalian cells, wherein the

liposomes are cationic lipids.

A non-human transgenic mammal which produces a modified insulin precursor in its

milk.

The non-human transgenic mammal of claim 24, wherein the mammal is of bovine

species, porcine species, ovine species, caprine species or rodent species.

The non-human transgenic mammal of claim 25, wherein the mammal is of bovine

species.

The non-human transgenic mammal of claim 24, wherein the modified insulin precursor

is a modified mammalian insulin precursor.

The non-human transgenic mammal of claim 27, wherein the modified mammalian
insulin precursor is a modified human insulin precursor, a modified bovine insulin
precursor, a modified porcine insulin precursor, a modified ovine insulin precursor, a

modified caprine insulin precursor or a modified rodent insulin precursor.

The non-human transgenic mammal of claim 28, wherein the modified mammalian

insulin precursor is a modified human insulin precursor.

The non-human transgenic mammal of claim 24, wherein the modified insulin precursor

does not cause hypoglycemia in the non-human transgenic animal.

The non-human transgenic mammal of claim 30, wherein the modified insulin precursor

comprises a modified C peptide.

The non-human transgenic mammal of 31, wherein the modified C peptide comprises

amino acids that are not normally found in naturally occurring proinsulin.

The non-human transgenic mammal of 32, wherein the modified C peptide comprises the

following three amino acids: Ala-Ala-Lys.
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The non-human transgenic mammal of claim 31, wherein the modified insulin precursor

further comprises a modified B chain.

The non-human transgenic mammal of claim 34, wherein the modified B chain comprises

all but the C-terminal of the naturally occurring B chain.

The non-human transgenic mammal of claim 24, whose genome comprises an integrated
plasmid, wherein the plasmid comprises a sequence encoding a modified insulin
precursor operably linked to a promoter that directs the expression of the sequence in

mammary cells of the mammal.

The non-human transgenic mammal of claim 36, wherein the mammal is of bovine

species, porcine species, ovine species, caprine species or rodent species.

The non-human transgenic mammal of claim 37, wherein the mammal is of bovine

species.

The non-human transgenic mammal of claim 24, wherein the modified insulin precursor

is a modified mammalian insulin precursor.

The non-human transgenic mammal of claim 39, wherein the modified mammalian
insulin precursor is a modified human insulin precursor, a modified bovine insulin
precursor, a modified porcine insulin precursor, a modified ovine insulin precursor, a

modified caprine insulin precursor or a modified rodent insulin precursor.

The non-human transgenic mammal of claim 40, wherein the modified mammalian

insulin precursor is a modified human insulin precursor.

The non-human transgenic mammal of claim 41, wherein the promoter is a beta casein

promoter.

The non-human transgenic mammal of claim 42, wherein the plasmid further comprises

an antibiotic resistance gene.

NG
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The non-human transgenic mammal of claim 43, wherein the antibiotic resistance gene is
a neomycin resistance gene.
The non-human transgenic mammal of claim 44, wherein the plasmid is pSmhulP.

A non-human transgenic mammal of bovine species which produces a modified human
insulin precursor in its milk, whose genome comprises an integrated plasmid, wherein the
plasmid comprises a sequence that encodes a modified human insulin precursor and a .
beta casein promoter that directs the expression of the sequence in mammary cells of the

mammal.

The non-human transgenic mammal of claim 46, wherein the plasmid further comprises a

neomycin resistance gene.
The non-human transgenic mammal of claim 47, wherein the plasmid is pmhulP.

The non-human transgenic mammal of claim 48, wherein the integrated plasmid is found

in somatic cells and germ cells of the mammal.

The non-human transgenic mammal of claim 46, wherein the modified human insulin

precursor does not cause hypoglycemia in the non-human transgenic animal.

The non-human transgenic mammal of claim 50, wherein the modified human insulin

precursor comprises a modified C peptide.

The non-human transgenic mammal of claim 51, wherein the modified C peptide

comprises amino acids that are not normally found in naturally occurring proinsulin.

The non-human transgenic mammal of claim 52, wherein the modified C peptide

- comprises the following three ar'ninol acids: Ala-Ala-Lys.

The non-human transgenic mammal of claim 51, wherein the modified human insulin

precursor further comprises a modified B chain.
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The plasmid of claim 54, wherein the modified B chain comprises all but the C-terminal
of the naturally occurring B chain.
A method of making a non-human transgenic mammal comprising:

a) cloning a nucleic acid sequence encoding a modified insulin precursor into a
plasmid whereby the sequence is operably linked to a promoter that will direct the

expression of the sequence in mammary cells, resulting in an expression plasmid;

b) transfecting somatic cells with the expression plasmid so that the plasmid is

incorporated into the genome of the cells, resulting in transgenic somatic cells;
c) enucleating a mature oocyte, resulting in an enucleated oocyte;

d) fusing one of the transgenic somatic cells with the enucleated oocyte resulting

in a monocell embryo;
¢) implanting the embryo in the uterus of a receptive mammal; and
f) monitoring the pregnancy through the birth of the transgenic mammal.

The method of claim 56, wherein the promoter is a beta casein promoter, and wherein the

modified insulin precursor is a modified human insulin precursor.

The method of claim 57, wherein the expression plasmid further comprises a neomycin

resistance gene.
The method of claim 58, wherein the expression plasmid is pSmhulP.

The method of claim 56, wherein the mammal is a bovine that produces a modified
human insulin precursor in its milk, whose genome comprises an integrated plasmid,
wherein the plasmid comprises a sequence that encodes for the modified human insulin
precursor and a beta casein promoter which directs the expression of the sequence in

mammary cells of the mammal.
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The method of claim 60, wherein the plasmid further comprises a neomycin resistance

gene.
The method of claim 61, wherein the plasmid is pmhulP.
The method of claim 56, wherein the somatic cells are fibroblasts.

The method of claim 56, wherein the transgenic somatic cells are obtained by isolation
from a female which is transgenic for the production of the modified insulin precursor in
its milk.

The method of claim 64, wherein the transgenic somatic cells are fibroblasts.

The method of claim 56 or 64, wherein the sequence encoding the modified insulin

precursor, operably linked to a promoter which directs the expression of the gene in

mammary cells, is found in somatic cells and germ cells of the mammal.

The method of claim 56 or 64, wherein the mammal is of bovine species, porcine species,

ovine species, caprine species or rodent species.
The method of claim 67, wherein the mammal is of bovine species.

The method of claim 56 or 64, wherein the modified insulin precursor is a modified

mammalian insulin precursor.

The method of claim 69, wherein the modified mammalian insulin precursor is a modified
human insulin precursor, a modified bovine insulin precursor, a modified porcine insulin
precursor, a modified ovine insulin precursor, a modified caprine insulin precursor or a

modified rodent insulin precursor.

The method of claim 70, wherein the modified mammalian insulin precursor is a modified

human insulin precursor.

The method of claim 56 or 64, wherein the modified insulin precursor does not cause

hypoglycemia in the non-human transgenic animal.

Ste
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The method of claim 72, wherein the modified insulin precursor comprises a modified C
peptide.

The method of claim 73, wherein the modified C peptide comprises amino acids that are

not normally found in naturally occurring proinsulin.

The method of claim 74, wherein the modified C peptide comprises the following three

amino acids: Ala-Ala-Lys.

The method of claim 73, wherein the modified insulin precursor further comprises a

modified B chain.

The method of claim 76, wherein the modified B chain comprises all but the C-terminal

of the naturally occurring B chain.

57
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Plasmid pSmhulP
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MAMIFEROS TRANSGENICOS QUE PRODUCEN PROTEINAS EXOGENAS EN

LA LECHE

ANTECEDENTE DE LA INVENCION

[0001] Los factores de la proteina y las hormonas involucradas en el cuidado

de la salud humana se han producido habitualmente en la industria farmacéutica

mediante la extraccién o por medio de tecnologia recombinante eh las décadas
pasadas. La expresion de las construcciones genéticas que involucran los genes
deseados que fueron exitosamente logrados en bacterias, levaduras o lineas
celulares de mamiferos. Sin embargo, el uso de cultivos celulares de mamiferos
para obtener proteinas en complejo, tal como aquellas que requieren un patron de

glicosilacion adecuado, involucran procedimientos de alto costo.

[0002] La tecnofogia de ADN recombinante se ha utilizado de manera creciente
durante la pasada década para la produccion de materiales bioldgicos
comercialmente importantes. Para este fin, se han clonado las secuencias de ADN
que codifican una vafiedad de proteinas humanas meédicamente importantes.
Estas incluyen insulina, activador de plasmindégeno, alfa 1-antitripsina y los
factores de coagulacién Vil y IX. Actualmente, auh con las técnicas de ADN
recombinante emergentes, estas profeinas se purifican usualmente de la sangre y
ei tejido, un proceso cos_tosq y que consume tiempo el cual puede llevar el riesgo
de transmitir agentes infecciosos tales como aquellos que originan el SIDA y la

hepatitis.

[0003] Aunque la expresién de las secuencias de ADN en bacterias para

producir las proteinas médicamente importantes deseadas parece una propuesta
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atractiva, en la practica las bacterias a menudo prueban ser insatisfactorias como
huéspedes debido a que las proteinas extrafias a las células bacterianas son

inestables y no se procesan de manera correcta.

[0004] Reccnociendo este problema, se ha intentado la expresion de genes
clonados en cultivos de tejido de mamiferos y en algunos casos se ha probado
como una estrategia viable. Sin embargo, la fermentacién en tanda de las células

de mamifero es un proceso costoso y de exigencia técnica.

[0005] Existe por lo tanto necesidad de un proceso de bajo costo y alto
rendimiento para la- produccién de sustancias biolégicas tales como los
polipéptidos eucaridticos correctamente modificados. La ausencia de agentes que

sean infecciosos a los humanos seria una ventaja en tales procesos.

[00068] La posiibilidad de obtener mamiferos transgénicos, como ganado, para
un gen deseado, con el objeto de conseguir grandes cantidades de proteina
humana en la leche, ha sido de gran interés para la industria. Varios grupos en la
literatura reportan su éxito en la produccion de sero albumina humana, anti-tripsina

alfa, y algunos otros ejemplos de vacas o cabras transgénicas.

[0007] Muchos experimentos se han efectuado previamente en ratones o ratas,
y la expresion del transgen se prefiere' siempre que se confinara a las glandulas
mamarias en razén a que se emplearon promotores de beta 'caseinal 0
lactoalbtimina, que corresponden solamente a los factores de trascripcion de la

glandula mamaria en hembras lactantes.
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[0008] La expresion de una proteina heterdloga exclusivamente en la leche
pretende evitar la influencia indeseada en la salud del mamifero huésped vy

suministrar un metodo facil para purificacion.

[0009] La expresidon de proteinas heterdlogas en bacterias o cultivos de células
se puede evitar o impedir debido a un efecto toxico de la proteina recombinante
sobre el mamifero huésped. Se pueden encontrar muchos ejemplos en la literatura
donde una cierta proteina, ain una naturalmente no téxica, no se puede expresar
en un sistema particular porque es riesgosa para el huésped, aun produciendo su
muerte. La causa de la muerte puede ser la alta concentracion de la proteina
dentro de la célula, la alta concentracién de la proteina secretada o una
interaccidn especifica con la proteina y algin componente celular que origina

actividad citopatica en el huésped extrario.

[0010] Se han desarrollado varios métodos para solucionar estos
inconvenientes para lbgrar una expresién de gen heteréloga de proteinas toxicas,
incluyendo el uso de proteinas de fusién, modificar la secuencia original de la
proteina, eXpre'sar separadamente los diferentes polipéptidos de una proteina, etc.

(Ver Protein Expression and Purification, 2001 Aug; 22(3).422-0).

[6011] Un efecto Similar puede resultar cuando se expresan proteinas

recombinantes en ganado transgenico. En la generacibn de un mamifero
transjgénico, se transfecta una célula para obtener un clon transgénico que lleva el
gen heterdlogo de interés y luego se utiliza para generar el mamifero transgénico.
Este proceso generalmente conduce a la insercion de I»a secuencia de interés en el
genoma del huésped, un evento que a su vez debe conducir a la expresion de la

proteina heteféloga en el tejido o glandula objetivo si se utiliza un promotor

o
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especifico, o sistematicamente si se emplea un promotor general. El nivel de

expresion de la proteina dependera de una variedad de factores, incluyendo la

localizacion dentro del genoma donde tuvo lugar la insercion.

[0012]  AUn cuando la expresion del gen esta dirigida a un promotor'especific‘o
de tejido, se ha observado escape de la proteina externa hacia el sistema de
circulacién pe‘riférico en muchas diferentes especies de mamiferos con varias
proteinas (Ver Life Sciences, 2006 Jan 25;78(9):1003-9. Epub 2005 Sep 15; y
Journal of Biotechnology, 2006 Jul 13;124(2):469-72. Epub 2006 May 23). Este
escape puede tener consecuencias bioldgicas relevantes dependiendo del nivel de
expresion, el nivel de escape, la naturaleza de la proteina heterdloga, la relacion
entre especies (proteina huésped y extrafia) y la capacidad de la proteina
heteréloga a interactuar con los receptores huésped. Dada la similaridad con Ié
proteina homoéloga huésped, algunas de estas proteinas transgénicamente
expresadas pueden ejercer su actividad biolégica natural sobre el huésped extrafio
y pueden originar un efecto patolégico que podria causar la muerte del mamifero
(Ver Endocrinology 1997 Jul; 138(7):2849-55). Ademas, es posible que la proteina
heterdloga no afecte la salud del mamifero a través de una interaccién con los
correspondientes receptores huéspedes homoélogos, sino a través de un efecto
téxiéo, no especifico que ocurra cuando se expresan en bacterias algunas

proteinas heterélogas.

[0013]  Esta invencién suministra soluciones innovadoras a los inconvenientes
habitualmente asociados con expresar una proteina en mamiferos transgénicos

que tengan un efecto téxico sobre los mamiferos.
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RESUMEN DE LA INVENCION

[0014] La invencién se relaciona con un mamifero no humano que es Util para
la produccién de una proteina de interés que puede ser toxica para el mamifero.
Este mamifero se caracteriza por el hecho de que es transgénico para la
produccion en su leche de una forma inactiva de la proteina de interés. La forma
inactiva de la proteina de interés es uﬁa forma de broteina de interés que no es
téxica al mamifero transgénico no humano que expresa la proteina de interés.
Como se utiliza aqui, téxica significa que causa serio riesgo o muerte. Una forfna
inactiva de la proteina de interés puede tener alguna actividad biologica en el
mamifero transgénico no humano que expresa la forma inactiva de la proteina de
interés; sin embargo, la forma inactiva de la proteina de intérés no es téxica para
el mamifero transgénico no humano (es decir, el mamifero no muere y no sufre
dafios serios). La forma inactiva de la proteina se puede activar in vitro. Esta
proteina inactiva, posiblemente una especie no natural de la proteina, puede ser,
pero no se limita a, un precursor modificado de inéulina‘ humana recombinante. La
proteina de interés puede ser, pero no se limita a, insulina humana recombinante.
El mamifero transgénico humano puede ser, pero no se limita a, un mamifero de la

especie bovina.

[0015] La invencién se relaciona ademas con un plasmido que suministra la
expresion de la forma inactiva de la proteina de interés en las células mamarias de

mamiferos en las cuales la expresion se regula por el promotor de caseina beta. .

[0016] La presente invencién se relaciona ademas con un método de
produccién, empleando mamiferos transgénicos no humanos, de una proteina de

interés que puede ser téxica para los mamiferos transgénicos no humanos. La
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toxicidad pétencial de la proteina se evita al expresar la proteina como una
proteina inactiva. Esta protéina inactiva, posiblemente una especie no natural de
la proteina, pgede ser, pero no se limita a, un precursor modificado de insulina
humana recombinante. La proteina de interés puede ser, pero no se limita a,
insulina humana recombinahte. El mamifero tfansgénico no humano puede ser,

pero no se limita a, un mamifero de la especie bovina.

[0017] La invencion también se relaciona con un metodo para producir insulina
recombinante, 'que comprende hacer un mamifero transgénico no humano que
produce un precursor modificado de insulina recombinante en su leche, obtener la
Iéche del mamifero transgénico no humano, purificar el precursor de la leche,
someter el precursor purificado a clivaje enzimatico y transpeptidacion con el fin de
producir insulina recombinante, y purificar la insulina recombinante. La insulina
recombinante puede ser, pero no se limita a, insulina humana recombinante. El
mamifero transgénico puede ser, pero no se limita a, un mamifero de la especie

bovina.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0018] La Figura 1 muestra un esquema del plasmido de expresion ppmhulP,
que contiene una secuencia genética que codifica el precursor modificado de
insulina humana (mhulP) y un promotor que dirige su expresion a células

mamarias.

[0019] La Figura 2 muestra un esquema Start Construction, que comprende la

secuencia que codifica mhulP.

7T
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[0020] La Figura 3 muestra un esquema del plasmido de éxpresién pNJK 1P,
gue contiene Ia secuencia genética que codifica el precursor modificado de
insulina humana (mhulP), un promotor que dirige éu expresion a células
mamarias, y un fragmento de la secuencia codificante del aislador de g globina de

pollo.

[0021] - La Figura 4 muestra un esquema de expresién del plasmido p8KLE P,
que contiene la secuencia genética que codifica el precursor modificado de
insulina hufnana (mhulP), un promotor que dirige su expresion a células
mamarias; una gran porcién de la secuencia codificante del gen de Iactalbﬁmina

alfa bovina, y un sitio de clivaje de enteroquinasa.
DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0022] La invencion se relaciona con un mamifero no humano que es util para
la produccién de una proteina de interés que puede ser téxica para el mamifero.
Ese mamifero se caracteriza por el hecho de que es transgénico para la
produ_ccién de una forma inactiva de la proteina de interés en su leche. El término
proteina inactiva se réfiere a una forma de la proteina de interés que es no tdxica
para el mamifero transgénico no humano que expresa la proteina de interés. En
una modalidad adicional de la invencion, el término proteina inactiva se refiere a
una proteina a la que le falta actividad biolégicalsin una modificacion post-
traduccional adicional. Ejemplos de proteinas inactivas incluyen proteinas
precursoras (es decir, propeptidos), proteinas que contienen modificaciones (es
decir, sustituciones, adiciones o supresiones de aminoacido cuando se comparan
con la proteina nativa) que hacen la proteina bioldgicamente inactiva sin

procesamiento adicional, o proteinas precursoras modificadas (es decir,

N
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propéptidos que contienen sustituciones, adiciones o supresiones de aminoacido

cuando se comparan con el propéptido nativo). En otras palabras, la toxicidad

potencial de la proteina de interés se evita al expresar la proteina como una
proteina que no mata un mamifero transgénico no humano que exprese la
proteina de interés. Esta proteina inactiva, posiblemente una especie no natural de
la proteina, puede ser, pero no se limita a, precursores, precursores modificados o
formas modificadas de los siguientes: anticuerpos, hormonas‘, factores del
crecimiento, enzimas, factores de coagulacion, apolipopfoteinas, receptores,
farmacos, farmacéuticos, biocéuticos, nutracéuticos, oncogenes, antigenos
tumorales, supresores de tumor, citoquinas, antigenos virales, antigenos
parasitarios, y antigenos bacteriano's. Preferiblemente, la proteina inactiva es un
precursor modificado de insulina recombinante que no originar hipoglicemia en un
mamifero transgénico no humano que exprese el precursor modificado de insulina.
Méas preferiblemente, la proteina inactiva es un precursor quiﬂcado de insulina
mamifera recombinante, y mas preferiblemente, un precursor -modificado de
insulina humana recombinante. La proteina de interés puede ser, pero no se Iimité
a, una insulina recombinante, mas preferiblemente, una insulina mamifera

recombinante, y, mas preferiblemente, insulina humana recombinante. Este

mamifero no humano puede ser, pero no se limita a, un mamifero de especies

bovinas. Otras especies de mamiferos transgénicos pueden ser, pero no se limitan
a, especies de porcinos, especies de ovinos, especies de caprinos, o especies de

roedores.

[0023] La insulina es la principal hormona responsable por controlar el

transporte, utilizaciéon y almacenamiento de la glucosa en el cuerpo. Las células
del pancreas segregan un precursor de insulina de cadena Unica, conocido como

proinsulina. La proinsulina se hace de tres dominios: una cadena B amino

=y
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terminal, una cadena A Caerxil terminal, y un péptido de conexién en el medio
conocido como péptido C. La protedlisis de la proinsulina da como resultado la
remocién de ciertos aminoacidos basicos en la cadena de proinsulina a lo largo de!
péptido de conexiéon (péptido C) para producir la insulina del polipéptido

bioldgicamente activo.

[0024] En modalidades, una proteina modificada es una forma de la proteina

que no es la forma de ocurrencia natural de la proteina. En algunas modalidades,
el precursor modificado de insulina contiene una cadena B amino terminal y una
cadena A carboxil terminal. Sin embargo, el precursor modificado de insulina
contiene un péptido C modificado. En el precursor modificado de insulina, los
aminoacidos que codifican el péptido C conectante que se encuehtra en 'Ia
proinsulina de ocurrencia natural se reemplaza por aminoacidos que no se
encuentran en la proinsulina de ocurrencia natural. En algunas modalidades, el
péptido C modificado contiene los siguientes tres aminoacidos: Ala-Ala-Lys.
Adicionalmente, el precursor modificado de insulina puede contener una cadena B
modificada. En algunas modalidades, la cadena B modificada contiene todos

excepto el aminoacido C Terminal de la cadena B de ocurrencia natural.

[0025] En modalidades adicionales, el precursor modificado de insulina es un
precursor modificado de insulina humana que consiste de 53 aminoacidos, con un
peso molecular de -aproximadamente 6 kD. El precursor modificado de insulina
humana contiene una cadena B modificada que tiene 1-29 aminoacidos de la
cadena B de ocurrencia natural, y un péptido C modificado con tres aminoécidos,
Ala-Ala-Lys. El precursor modificado de insulina humana se puede someter a

clivaje enzimatico y transpeptidacién con el fin de producir insulina humana, la cual



10

15

20

25

10

es esencial para el tratamiento de diabetes y sus aplicaciones estan bien

establecidas.

[0026] La invencidén también se relaciona con un mamifero no humano que es
transgénico para la produccién de un precursor modificado de insulina humana
recombinante en su leche, caracterizado por el hecho de que el precursor

modificado de insulina humana recombinante no hace al mamifero no viable.

[0027] La invencién se relaciona ademas con un mamifero transgénjco de las
especies bovinas qué es util para la produécién de insulina humana recombinante.
La insulina humana se conoce por estar activa en el ganado. El ganado que
expresa insuliha humana en su forma madura se podria expresar para. exhibir
sintomas asociados con hipoglicemia en razén a que la proteina transgénica
puede escaparse hacia el torrente sanguineo. Por lo tanto, el ganado transgénico
que expresa la insulina humana recombinante puede ser no viable. Sin embargo,

la presente invencion soluciona esta limitacidén y permite la expresion en un

.mamifero transgénico de una proteina que puede ser toxica a los mamiferos

transgénicos. La presente invenciéon expresa una forma inactiva de una proteina
de interés. La proteina inactiva se purifica de la leche de mamifero transgénico, y
se convierte in vitro en la forma madura (es decir, activa) de la proteina.
Indudablemente, un mamifero, tal como una vaca, que es utit como un medio para
producir una proteina terapéutica} (por ejemplo, insulina humana) que cuando se
expresa es dafiina para el mamifero constituye una contribucidén inesperada e

innovadora.

[0028] La invencién ademas se relaciona con un mamifero transgénico no

humano que produce un precursor modificado de insulina recombinante en su
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leche, cuyo genoma comprende un plasmido integrado, el plasmido comprende
una secvuencia de acido nucleico que codifica un precursor modificado de insulina
operablemente ligado a un promotor que dirige la expresiéon de la secuencia en las
células mamarias del mamifero. El mamifero no humano puede ser, pero no se
limita a, un mamifero de la especie bovina. Otras especies de mamiferos
transgénicos pueden ser, pero no se limitan a, especies porcinas, especies ovinas,
especﬁiés caprinas, o especies de roedores. El precursor modificado de insulina
puede sef un precursor modificado de insulina mamifera, mas preferiblemente, un
precursor modificado de insulina humana, un precursor modificado de insulina
bovina, un precursor modificado de insulina porcina, un precursor modificado de
insulina ovina, un precursor modificado de insulina caprina, un precursor
modificado de insulina de roedor, y mas preferiblemente un precursor modificado
de insulina humana. El promotor puede ser un promotor de caseina beta. Los
promotores de caseina beta adecuados incluyen, pero no se limitan a, un promotor
de caseina beta bovina o un promotor de caseina beta caprina. Otros promotores
da cacaina beta incluyen, pere no se limitan a, un promotor de casefné beta

porcina, un promotor de caseina beta ovina, 0 un promotor de caseina beta de

roedor. El plasmido integrado también puede contener un gen de resistencia -

antibiéticd tal como el gen de resistencia a neomicina. Ademas, el plasmido
integrado puede ser pgmhulP. El plasmido integrado también puede ser pNJK IP o

PRKLE IP.

[0029] La invencién se relaciona ademas con un mamifero transgenico no
humano en el cual el plasmido integrado anteriormente descrito se encuentra tanto

en células somaticas como en células germinales del mamifero.
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[0030] La invencion se relaciona ademas con un mamifero transgénico no
humano de las especies bovinas que produce un precursor modificado de insbulina
humana recombinante en su leche, cuyo genoma comprende un plasmido
integrado, el plésmido comprende una secuencia de acido nucleico que codifica el
precursor modificado de insulina humana y un promotor de céseina beta que dirige
la expresion de la secuencia en células mamarias de mamifero. Los promotores
de caséina beta adecuados incluyen, pero no se limitan a, un pro>_motor de caseina
beta bovina o un promotor de caseina beta caprina. Otros promotores de caseina
beta pueden ser, pero no se limitan a, un promotor de caseina beta porcina, un
promotor de .caseina befa ovina, o un promotor de caseina beta de roedor. El
plasmido integrado puede contener un gen de resistencia antibidtico tal como el
gen de resistencia a neomicina. Ademas, el plasmido integrado puede ser

pBmhulP. El pldsmido integrado también puede ser pNJK IP o ppKLE IP.

[0031]  La invencion también se relaciona con un plasmido que comprende unia
secuencia de acido nucleico que codifica un precursor modificado de insulina

operablemente ligado a un promotor de caseina beta y un gen de resistencia a

antibidtico que permite la seleccion de las células resistentes a antibiodtico. Los

promotores de caseina beta adecuados incluyen, pero no se limitan a, un promotor
de caseina beta bovina o un promotor de caseina beta caprina. Otros promotores
de caseina beta incluyen, pero no se limitan a, un promotor de caseina beta
porcina, un promotor de caseina beta ovina, 0 un promotor de caseina beta de
roedor. En algunas modalidades, el gen de resistencia a antibiético es un gen de
resistencia a neomici'na que permite la seleccidn de células resistentes a
geneticina. Un ejemplo de tal plasmido es el ppmhulP, como se muestra en la
Figura 1. Ejemplos adicionales de tal plasmido son el pNJK IP, como se muestra

en la Figura 3, y el pBKLE IP, como se muestra en la Figura 4.
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[0032] La in\‘/encién se relaciona ademas con un plasmido que comprende una
secuencié de acido nucleico que codifica un precursor modificado de insulina en:el
cual el precursor modificado de insulina es un precursor modificado de insulina de
mamifero.. El precursor modificado de insulina de mamifero puede ser un
precursor modificado de insulina humana, un precursor modificado de insulina
bovina, un precursor modificado de insulina porcina, un precursor modificado de
insulina ovina, un precurso modificado de insuiina caprina, 0 un precurso
modificado de insulina de roedor. En algunas modalidades, el precursor
modificado de insulina de mamifero es un precursor modificado de insulina

humana.

[0033] La invencidn se relaciona ademas con un plasmido que comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica un precursor modificado de insulina y

que no causa hipoglicemia en un mamifero transgénico que expresa el precursor

modificado de insulina.

[0034]  Lainvencion se relaciona ademas con un plasmido que comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica un precursor modificado de insulina
humana que contiene un péptido C modificado. En él precufsor modificado de
insulina humana, los aminoacidos que codifican el péptido C de conexidon que se
encuentra en la proinsulina humanakde ocurrencia natural se reemplaza por
aminoacidos que no se encuentran en la proinsulina de ocurrencia natural. En
algunas modalidades, el péptido C modificado contiene los siguientes tres
aminoacidos: Ala-Ala-Lys. Adicionalmente, el precursor modificado de insulinaA

humana puede contener una cadena B modificada. En algunas modalidades, la
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cadena B modificada contiene 1-29 aminoacidos de la cadena B de ocurrencia

natural.

[0035] La invencion se relaciona ademas con un plasmido que comprende una
secuencia de acido nucleico que codifica un precursor modificado de insulina, que
ademas comprende uno o mas elementos genéticos adicionales que mejoraran la
estabilidad del plasmido, mejoraran la estabilidad del mARN trascrito del plasmido,
disminuiran la degradacidn del precursor modificado de insulina, y/o incrementaran
la expresion del precursor modificado de insulina. Los elementos genéticos
adecuados incluyen, pero no se limitan a, un elemento regulatorio (por ejemplo, un
promotor, un mejorador, un aislador, o un sitio de terminaciéon de trascripcion), un

fragmento de la secuencia codificante de un gen que no es insulina, o la secuencia

. codificante de un gen que no es insulina. En algunas modalidades, el elemento

genético es un fragmento de la secuencia codificante del aislador de globina g de
pollo. Un ejemplo de tal pléémido es el pNJK IP, como se muestra en la Figura 3.
En otras modalidades, el elemento genético es un fragmento de la secuencia
codificante del gen de lactoalbimina alfa bovina. Un ejemplo de tal plasmido es el

pBKLE IP, como se muestra en la Figura 4.

[0036] Los plasmidos ppmhulP, pNJK IP y pBKLE IP se depositaron bajo los
términos del Tratado de Budapest. El nombre y la direccidon del depésito son
DSMZ — Deutsche Sammliung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Inhoffenstr. 7B,’d—3-8124 Braunschweig, Alemania. El ppmhulP se deposita en el
DSMZ en abril 4, 2008 y se le dfo el Numero de Depdsito DSMZ DSM 21359. El
pNJK [P se deposita en el DSMZ en abril 4, 2008 y se le dic el Numero de
Depésito DSMZ DSM 21360. El pBKLE IP se deposita en el DSMZ en junio‘12,‘

2008.
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[0037] La invencion se relaciona ademas con un meétodo para trasfectar las
construcciones genéticas anteriormente descritas. En algunas modalidades, las
construcciones genéticas anteriormente descritas se trasfectan hacia células de
mamifero al insertar las construcciones genéticas en liposomas y poner en
contacto los liposomas con las células de mamifero. Los liposomas pueden ser

lipidos catidnicos.
[0038] Los métodos de seleccion de células resistentes a neomicina en el
medio apropiado se conocen por aquellos expertos en la técnica. Tales células

pueden ser recolectadas cuidadosamente, con el fin de evitar el dafio de la célula.

[0039] La invencion también se relaciona con un meétodo de transferencia

‘nuclear de células con supresién en Gy, o en diferentes momentos del ciclo

celular, en oocitos de mamifero enucleados, mas preferiblemente oocitos de

bovino.

[0040] La invencién se relaciona con un método de transferencia de embridn
transgénico en el utero estimulado con hormona de un mamifero, mas

preferiblemente el Utero de una vaca.

[0041] La invencion se relaciona ademas con un método para elaborar un
mamifero transgénico no humano que comprende clonar una secuencia de &cido
nucleico que codifica la proteina inactiva de interés en un plasmido por medio del
cual la secuencia se liga op'erablemente a un promotor que dirigira la expresion de
la secuencia en células mamarias, dando como resultado un plésnﬁido de

expresion; transfectar las células somaticas con el plasmido de expresién de tal
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manera que el plasmido se incorbora en el genoma de las células, dando como
resultado células somaticas transgénicas; enucleando un oocito maduro, dando
como resultado un oocito enucleado; fusionar una célula somatica transgénica con
el oocito enucleado dando como resultado un embrion monocélula; implantar el
embrién en el Gtero de un mamifero receptor; y monitorear el embarazo a través
del nacimiento del mamifero transgenico. La proteina inactiva de interés puede ser
un precursor modificado de insulina que no causa hipdglicemia en el mamifero. El
precursor modificado de insulina es preferiblemente un precursor modificado de
insulina de mamifero, mas preferiblemente un precursor modificado de insulina
humana, un precursor modificado de insulina bovina, un precursor modificado de
insulina porcina, un precursor mbdificado de insulina ovina, un precursor
modificado de insulina caprina, o un precursor modificado de insulina de roedor, vy,
mas preferiblemente, un precursor modificado de insulina humana. El mamifero
transgénico no humano puede ser, pero no se limita a, un mamifero de las
especies bovinas. Otras especies de mamiferos trénsgénicos pueden ser, pe'ro no
se limitan a, especies porcinas, especies ovinas, especies caprinas, especies de
roedores. El promotor puede ser un promotor de beta caseina. Lds promotores de
beta casefna adecuados incluyen, pero no se limitan a, un promotor de beta
caseina bovina o un promotor de beta caseina caprina. Otros promotores de beta
caseing incluyen, pero no se limitan a, un promotor de beta caseina porcina, un
promotor de beta caseina ovina, o un promotor de beta caseina de roedor. El
plasmido también puede contener un gen de resistencia a antibidtico tal como el
gen de resistencia a neomicina. Ademas, el plasmido de expresién puede ser

pemhulP. El plasmido de expresion también puede ser pNJK IP o ppKLE IP.

[0042] La invencién se relaciona ademas con un método para elaborar un

mamifero transgénico no humano que exprese una forma inactiva de la proteina
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de interés que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un
precursor modificado de insulina que contiene un péptido C modiﬁcado. En el
precursor modificado de insulina, los aminoacidos que codifican el péptido C
conectante que se encuentra en la proinsulina de ocurrencia natural se reemplaza
por aminoacidos que no se encuentran en la proinsulina de ocurrencia natural. En
algunas modalidades, el péptido C modificado contiene los siguientes tres
aminoacidos: 'Ala—AIa-Lys. Adicionalmente, el precursor modificado de insulina
puede contener una cadena B modificada. En algunas modalidades, la cadena B
modificada contiene todos menos el aminoacido C terminal de la cadena B de

ocurrencia natural.

[0043] La invencion se relaciona ademas con un meétodo para elaborar un
mamifero transgénico no humano que expresa una forma inactiva de la proteina

de interés en la cual las células somaticas pueden ser fibroblastos.

_ Adicionalmente, las células somaticas transgénicas se pueden aislar de un

transgénico hembra que expresa una forma inactiva de la proteina de interés en

su leche. Las células somaticas transgénicas pueden ser fibroblastos.

[0044] La invencién se relaciona ademas con un método para elaborar un

“mamifero transgénico no humano que expresa una forma inactiva de la proteina

de interés en la cual la secuencia de acido nucleico que codifica la forma inactiva
de la proteina de interés se encuentra tanto en las células somaticas como en las

células germinales del mamifero.

[0045] La invencidon se relaciona ademas con un meétodo para elaborar un
mamifero transgénico no humano de las especies bovinas que produce un

precursor modificado recombinante de insulina humana en su leche, cuyo genoma
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comprende un plasmido integrado, el plasmido comprende una secuencia de acido
nucleico que codifica el precursor modificado de insulina humana y un promotor‘de
beta caseina que dirige la expresion de la secuencia en las células mamarias del
rhamifero. Los promotores de beta caseina adecuados se describieron
anteriormente. El plasmido integrado puede contener un gen de resistencia
antibiético tal como el gen de resistencia a neomicina. Ademas, el plasmido
integrado puede ser ppmhulP. El plasmido integrédo también puede ser pNJK IP o

pBKLE IP.

[0046] La invencidon se relaciona ademas con un método para producir una
forma inactiva de una proteina de interés que comprende elaborar un mamifero
transgénico no humano que produce la forma inactiva de la proteina de interés en

su leche; obteniendo la leche del mamifero transgénico no humano; purificando la

proteina inactiva de la leche; convirtiendo la forma inactiva de la proteina de

interés in vitro; y purificando la proteina de interés, en donde lé proteina de interés
puede ser téxica al mamfferd transgénico no humano. La proteina inactiva puede
ser, pero no se limita a, precursores, precursores modificados o formas
modificadas de los siguientes: anticuerpos, hormonas, factores de crecimiento,
enzimas, fac;tores de coagulacion, apolipoproteinas, receptores, farmacos,
farmacéuticos, biocéuticos, nutracédticos, oncogenes, antigenos de tumor,
supresores de tumor, citoquinas, agentes virales, antigenos parasiticos, vy
antigenos bacterianos. Preferiblemente, la proteina inactiva puede ser un
precursor modificado recombinante de insulina, mas preferiblemente, un precursor
modificado recombinante de insulina de mamifero, y mas preferiblemente, un
precursor modificado recombinante de insulina humana. EI mamifero transgénico

no humano puede ser, pero no se limita a, un mamifero de las especies bovinas.
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Otras especies de mamiferos transgénicos pueden ser, pero no se limitan a,

especies porcinas, especies ovinas, especies caprinas, o especies de roedores.

[0047] La invencién también se relaciona con un meétodo para producir una

forma inactiva de una proteina de interés en un mamifero transgénico no humano

que se hace mediante un proceso que comprende clonar una secuencia de acido

. nucleico que codifica la forma inactiva de la proteina de interés en un plasmido por

medio del cual la secuencia se liga operablemente a un promotor que dirigira la
expresion de la secuencia en células mamarias, dando como resultado un
plasmido de expresion; tranéfectar las células somaticas, opcionalmente los
fibroblastos, con el plasmido de tal manera que el plasmido se incorpora en el
genoma de las células somaticas, dando como resultado células somaticas
tranégénicas; enuclear un oocito maduro, dando como resultado un oocito
enucleado; fusionar una célula somatica transgénica con el oocito enucleado que
resulta en un embridn monocélula; implantar el embrién en el Gtero de un

mamifero receptor; y monitorear el embarazo a través del nacimiento del mamifero

transgénico. La proteina inactiva de interés puede ser un precursor modificado de

insulina que no origine hipoglicemia en el mamifero. El precursor modificado de
insulina es preferiblemente un precursor modificado de insulina de mamifero, mas
preferiblemente, un precursor modificado de insulina humana, ~uh precursor
modificado de insulina bovina, un precursor modificado de insulina porcina, un
precursor modificado de insulina ovina, un precursor modificado de insulina
caprina, 0 un precursor vmodificado de insulina de roedor, y, mas preferiblemente.,
un precursor modificad_o de insulina humana. El mamifero transgénico no humano
puede ser, pero no se limita a, un mamifero de las especies bovinas. Otfas
especies de mamiferos transgénicos pueden ser, pero no se limitan a, especies

porcinas, especies ovinas, especies caprinas, 0 especies de roedor. El promotor
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puede ser un promotor de beta caseina. Los promotores de beta caseina
adecuados se describieron anteriormente. El plasmido también puede contener un
gen de resistencia antibiético tal cofno el gen de resistencia a neomicina. Ademas,
el plasmido de expresion puede ser ppmhulP. El plasmido también puede
contener uno o mas elementos genéticos adicionales que mejoraran la estabilidad
del plasmido, mejoraran la estabilidad del mARN trascrito del plasmido,
disminuiran la degradacién del precursor modificado de insulina, y/o incrementaran
la expresion del precursor modificado de insulina. Elementos genéticos adecuadoé
incluyen, pero no se limitan a, un elemento regulatorio (por ejemplo, un promotor,
un mejqrador, un aislador, o un sitio de terminacién de trascripcion), un fragmento
de la secuencia codificante de un gen que no es la proteina de interés, 6 la
secuencia codificante de un gen que no es la proteina de interés. El plasmido de

expresion puede ser pNJK IP o pBKLE IP.

[0048] En algunas modalidades, el mamifero transgénico no humano que

expresa una forma inactiva de la proteina de interés se clona utilizando una
secuencia de acido nucleico qué codifica u}n precursor modificado de insulina que
contiene un péptido C modificado. En el precursor modificado de insulina, los
aminoacidos que codifican el péptido C cohectante que se encuentra en la
proinsulina de ocurrencia natural se reemplaza por los aminoacidos que no se
encuentran en la proinsulina de ocurrencia natural. En algunas modalidades, el
péptido C modificado contiene los siguientes tres aminoacidos: Ala-Ala-Lys.
Adi‘cionalmente, el precursor modificado de 2insu!ina puede contener una cadena B
modificada. En algunas modalidades, la cadena B modificadé contiene todos

excepto el aminoacido C terminal de la cadena B de ocurrencia natural.

2\
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[0049] En modalidades adicionales, el mamifero transgénico no humano que
expresa una forma inactiva de la proteina de interés se hace mediante un procesd
en el cual las células somaticas pueden ser fibroblastos. Adicionalmente, las
células somaticas transgénicas se pueden aislar de un transgénico hembra que
exprese una forma inactiva de la proteina de interés en su leche. Las células

somaticas transgénicas pueden ser fibroblastos.

[0050] En modalidades adicionales, la secuencia de acido nucleico que codifica
la forma inactiva de la proteina de interés se encuentra tanto en las células
somaticas como en las células germinales del mamifero transgénico no humano

que expresa la forma inactiva de la proteina de interés.

[0051] La invencion se relaciona ademas con un método para producir una
forma inactiva de la insulina humana en un mamifero transgénibo no humano que
produce un precursor modificado recombinante de insulina humana en su leche,
cuyo genoma comprende un plasmido integrado, el plasmido comprende una

secuencia de acido nucleico que codifica el precursor modificado de insulina

humana y un promotor de beta caseina que dirige la expresion de la secuencia en

células mamarias del mamifero. Los promotores de beta caseina adecuados se
describieron anteriormente. El plasmido integrado puede contener un gen de
resistencia antibidtico tal como el gen de resistencia a neomicina. Ademas, el
plasmido integrado puede ser ppmhulP. El plasmido integrado también puede
contener uno o mas elementos genéﬁcos adicionales que mejoraran la estabilidad
del plasmido, mejoraran la estabilidad del mARN transcrito del plasmido,
disminuiran.la degradacién del precursor modificado de insulina, y/o incrementaran
la éxpresién del précursor modificado de insulina. Los elementos genéticos

adecuados incluyen, pero no se limitan a, un elemento regulatorio (por ejemplo, un
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promotor, un mejorador, un aislador, o un sitio de terminacion de trascripcion), un

a

fragmento que codifica la secuencia de un gen que no es insulina, o la secuencia
codificante de un gen que no es insulina. El plasmido integrado puede ser pNJK IP

0 ppKLE IP.

[0052]  Adicionalmente, la invencién se relaciona con un método para purificar
una forma inactiva de la proteina de interés de la leche de un mamifero
transgénico que produce la proteina inactiva en su leche. EI método de
purificacién puede incluir las etapas de cromatografia y filtracién. Se pueden
emplear diferentes tipos de cromatografia, e incluye cromatografia de intercambio
de i6n o cromatografia de fase inversa. La cromatografia de intercambio de i6n
puede ser cromatografia de intercambio de cation. Adicionalmente, se pueden

efectuar multiples etapas de cromatografia.

[0053] La invencion se relaciona ademas con un método para purificar una
forma inactiva de una proteina de interés de la leche de un mamifero transgénico
no humano que produce la proteina inactiva en su leche, que comprende obtener
la leche .del mamifero transgénico no hum‘éno, clarificar la leche del mamifero
transgénico no humano, dando como resultado una leche clarificada, y someter la
leche clarificada a cromatografia, dando como resultado una proteina inactiva
pura. Las etapas de cromatografia pueden incluir cromatografia de intercambio de
iéh o cromatografia de fase inversa. La cromatografia de intercambio de i6n puede
sér cromatografia de intercambio de catidn. La cromatografia de fase inversa
puede utilizar matriz de fase inversa tal.cqmo matrices de fase inversa C4 o C18.

Ademas, se pueden efectuar etapas de cromatografia multiple.
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[0054] La invencion se relaciona ademas con un método para purificar una
forma inactiva de una proteina de interés de la leche de un mamifero transgénico
no humano que produce la proteina inactiva en su leche, que comprende obtener
la leche del mamifero transgénico no humano, clarificar la leche del mamifero
tran'sg_énico no humano, dando como resultado una leche clarificada, someter la

leche clarificada a cromatografia de intercambio de catién, dando como resultado

un material cromatografiado por intercambio de catiébn, someter el material -

cromatografiado por intercambio de catién a cromatografia de fase inversa, dando

como resultado una proteina inactiva pura.

[0055] La proteina inactiva de interés puede ser un precursor modificado
recombinante de insulina, preferiblemente, un precursor modificado recombinante
de insulina de mamifero, mas preferiblemente, un precursor modificado

recombinante de insulina humana, un precursor modificado recombinante de

insulina bovina, un precursor modificado recombinante de insulina porcina, un

precursor modificado recombinante de insuliné oviha, un precursor modificado
recombinante de insulina caprina, o un precursor modificado recombinante de
insulina de roedor, y, mas preferiblemente, un precursor modificado recombinante
de insulina humana. Adicionalmente, el precursor modificado de insulina no causa

hipoglicemia en el mamifero transgénico no humano que expresa el precursor

modificado de insulina. En el precursor modificado de insulina, los aminoacidos

que codifican el péptido C conectante que se encuentra en la proinsulina de

ocurrencia natural se reemplaza por aminoacidos que no se encuentran en la
proinsulina de ocurrencia natural. En algunas modalidades, el péptido C
modificado contiene los siguientes tres aminoacidos: Ala-Ala-Lys. Adicionalmente,
el precursor rﬁodificado de insulina puede contener una cadena B modificada. En

algunas modalidades, la cadena B modificada contiene todos excepto el
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arhinoécido C terminal de la cadena B de ocurrencia natural. Los marﬁiferos
transgénicos no humanos pueden ser, pero no se limitan a, mamiferos de las
especies bovinas. Otras especies de mamiferos transgénicos pueden ser, pero no
se limitan a, especies porcinas, especies ovinas, especies caprinas o espécies de

roedores.

[0056] La invencion se relaciona ademas con un método para convertir una
forma inactiva de la proteina de interés en la forma madura (es decir, activa) de la
proteina de interés, y luego purificar la proteina de interés. La conversién puede
incluir clivaje enzimatico del precursor de la proteina de interés. El clivéje
enzimatico puede involucrar tripsinolisis. La purificaciéon de la proteina de interés
puede incluir etapas de cromatografia. Estas etapas de cromatografia pueden
incluir cromatograﬁa de fase inversa. La cromatografia de fase inversa puede
utilizar matriz de fase inversa tal como matrices de fase inversa C4 o C18.

Ademas, se pueden efectuar etapas de cromatografia multiple.

[0057] La invencidn se relaciona ademas con un método para convertir el
precursor modificado recombinante de insulina en insulina recombinante, y Iuegé
purificarv la insulina recombinante. La conversién puede incluir clivaje enzimatico y
transpeptidacién del precursor modificado recombinante de _insulina. El clivaje
enzimatico puede involucrar tripsinolisis. La purificacion de la insulina
recombinante puede ihclﬁir etapas de cromatografia. Estas etapas de
cromatografia pueden incluir cromatografia de fase inversa o cromatografia de

intercambio de i6n. Ademas, se pueden efectuar etapas de cromatografia multiple.

La invencién también se relaciona con un método para convertir un

precursor modificado recombinante de insulina en insulina recombinante, y luego
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purificar la insulina recombinante. Este método comprende someter el precursor
modificado recombinante dé insulina a tripsinolisis y transpeptidacion, dando como
resultado un material tripsinolizado y transpeptidizado, someter el material
tripsinolizado y transpeptidizado a una primera cromatografia de fase inversa,
dando como resultado un primer material cromatografiado por fase inversa,
someter el primer material cromatografiado por fase inversa a una seguhda
cromatografia de fase inversa, dando como resultado un segundo material
cromatografiado por fase inversa, y someter el segundo material cromatografiado
ﬁor fase inversa a una tercer cromatografia de fase inversa, dando como resultado
insulina recombinante pura. Las etapas de la cromatografia de fase inversa
incluyen el uso de hatrices de fase inversa, preferiblemente matrices de fase

inversa C4 o0 C18."

[0059] La insulina recombinante y el precursor modificado recombinante de

~insulina pueden ser, respectivamente, una insulina recombinante de mamifero y

un precursor modificado recombinante de insulina de insulina de mamifero, mas
preferiblemente, insulina recombinante humana y un precursor modificado
recombinante de insulina humana, insulina recombinante bovina y un precursor
modificado recombinante de insulina bovina, insulina recombinante porcina y un
precursor modificado recombinante de insulina porcina, insulina recombinante
ovina y un precursor modificado recombinante de insulina ovina, insulina
recombinante caprina y un precursor modificado recombinante de insulina caprina,
o insulina recombinante de roedor y un precursor modificado recombinante de 4'
insulina de roedor, respectivamente, y, mas prefer‘iblemente, insulina
recombinante humana y un precursor modificado recombinante de insulina
humana. Adicionalmente, el precursor modificado de insulina no origina

hipoglicemia en el mamifero transgénico no humano que exprese el precursor
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modificado de insulina. En el precursor modificado de insulina, los aminoacidos

que codifican el péptido C conectante que se encuentran en la proinsulina de

ocurrencia natural se reemplazan por aminoacidos que no se encuentran en la
proinsulina de ocurrencia natural. En algunas modalidades, el péptido C
modificado contiene Ios.sigL'Jientes tres aminoacidos: Ala-Ala-Lys. Adicionalmente,
el precursor modificado de insulina puede contener una cadena B modificada. En
algunas modalidades, la cadena B modificada contiene todos excepto el

aminoacido C terminal de la cadena B de ocurrencia natural.

[0060] La invencion se relaciona ademas con un método para producir una

v

proteina de interés que comprende hacer un mamifero transgénico no humano

que produce una forma inactiva de la proteina de interés en su leche, obtener la

leche del mamifero transgénico no humano, purificar el inactivo de la leche,
convertir in vitro la proteina inactiva al someter la proteina inactiva purificada a

clivaje enzimatico, y finalmente purificar la proteina de interés.

[0061] La invencion se relaciona aderhés con un método para producir insulina
recombinante que comprende hacer un mamifero transgénico no humano que
produzca un precursor modificado recombinante de insulina en su leche, obtener
la leche del mamifero transgénico no humano, purificar e! precursor modificado
recombinante de insulina de la leche, convertir in vitro el precursor en insulina
recombinante al someter el precursor purificado a clivaje enzimatico y

transpeptidacidn, y finalmente purificar la insulina recombinante.

[0062] Adicionalmente, la invencidn también se relaciona con un método para
producir insulina recombinante, que comprende hacer un mamifero transgénico no

humano que produzca un precursor modificado recombinante de insulina en su

P
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Ieché, obtener la leche del mamifero transgénico no humano, clarificar la leche,
dando como resultado leche clarificada, someter la leche clarificada a
cromatografia de intercambio de catién, dando como resultado un material
cromatografiado por in'tercambio de catién, someter el material cromatografiado
por intercambio de catién a cromatografia de fase inversa, dando como resultado
un precursor modificado recombinante de insulina, someter el precursor
modificado recombinante de insulina a tripsinolisis y transpeptidacion, dando como
resultado un material tri'psinolizado y transpeptidizado, someter material
tripsinolizado y transpeptidizado a una primera cromatografia de fase inversa,
dando como resultado un primer material cromatografiado por fase inversa,
someter el primer material cromatografiado por fase invérsa a una segunda

cromatografia de fase inversa, dando como resultado un segundo material

cromatografiado por fase inversa, y someter el segundo material cromatografiado

por fase inversa a una tercera cromatografia de fase inversa, dando como

resultado una insulina recombinante pura.

[0063] La insulina recombinante y el precursor modificado recombinante de
insulina pueden ser, respectivamente, una insulina recombinante de mamifero y
un precursor modificado recombinante de insulina de mamifero, mas

preferiblemente, insulina recombinante humana y un precursor modificado

‘recombinante de insulina humana, insulina recombinante bovina y un precursor

modificado recombinante de insulina bovina, insulina recombinante porcina y un
precursor modificado recombinante de insulina porcina, insulina recombinante
ovina y un precursor modificado recombinante de insulina ovina, insulina
recombinante caprina y un precursor modificado recombinante de insulina caprina,
o insulina recombinante de roedor y un precursor modificado recombinante de

insulina de roedor, respectivamente, y, mas preferiblemente, insulina
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recombinante humana y un precursor modificado recombinante de insulina
humana. El mamifero transgénico no humano puede ser, pero no ée limita a, un
mamifero de las especies bovinas. Otras especies de mamiferos transgénicos
pueden sér, pero no se limitan a, especies porcinas, especies ovinas, esp»e_cies
caprinas, o especies de roedores. Las etapas de la cromatogréfia de fase inversa
incluyen el uso de matrices de fase inversa, preferiblemente matrices de fése

inversa C4 o C18.

[0064] Los siguientes ejemplos son ilustrativos, pero no limitantes, de varios

aspectos y caracteristicas de la presente invencion.

EJEMPLO 1

Construccién del plasmido de expresion

[0065]  Se genera una construccion que contenia una gran porcién del prombtor
del gen de beta caseina bovina, incluyendo.un fragmento corto de la régién del
gen de beta caseina no codificante 5°, fusionado a la secuencia codificante de un
precursor modificado de insulina humana. El fragmento corto no traducido es un
fragmento del primer exon del gen de beta caseina. La regién de befa caéeina

empleada fue de aproximadamente 3.8 kb.

[0066] Lé construccion del plasmido de expresién pemhulP (ver FIG. 1) se llevo
a cabo al insertar la secuencia codificante del precursor modificado de insulina
(mhulP) y una gran porciéon del gen promotor de beta caseina bovina (que

corresponde a 3,800 bp desde la regidn 5" del gen bovino de beta caseina) en un

vector adecuado. Este promofor asegura la expresion especifica de tejido .
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desarrolladoramente regulada de genes bajo su control, en este caso el precursor

modificado heterélogo de insulina humana.

[0067]  Para una seleccion adecuada de las células transgénicas, se incluye en

el plasmido un gen que codifica la Fosfotransferasa de Neomicina. Este gen

permite la seleccion de células transgénicas con el antibidtico Geneticina, y esta

bajo control del promotor SV40.

[0068] Otras construcciones se pueden derivar del original para mejorar la
seleccion de célula transfectada-o la integracion de ADN eficiente en el genoma de

la célula bovina.

[0069] Las construcciones se realizaron mediante analisis de enzima de
restriccion W secuenciaciéon de ADN. La capacidad de las construcciones a
expresar mhulP se prueba previamente en una linea celular de glandula mamaria

mediante reconocimiento de anticuerpo fluorescente.

[0070] La preparacion del p'Iésmido ppmhulP se describe adelante en detal.le.
Preparacion del ppmhulP

[0071] Se genera una construccion inicial, la cual incluye la sebuencia que

codifica mhulP (proinsulina humana que contiene un .péptido C modificado). La

mhulP es similar a la proinsulina humana excepto que el péptido C en mhulP es

mas corto que el péptido C hallado en la proinsulina de ocurrencia natural.

40
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[0072] La Figura 2 describe un esquema de la Construccidén de Inicio. Al inicio,
se puede encontrar una regién que éodifica un péptido con sefal bovina, seguido
por la secuencia que codifica la cadena B de insulina (a la que le falta el
aminoacido C terminal). Luego, se puede encontrar una regidén que codifica un
espaciador de tres aminoacidos, Ala-Ala-Lys, la cual esta seéuida por la secuencia
que codifica la Cadena de insulina A completa, y finalmente u-na region que
codifica el m_ARN poli A. Los tres aminoacidos espaciadores, Ala-Ala-Lys,

reemplazan el péptido C encontrado en la proinsulina de ocurrencia natural.

[0073] La Construccién de Inicio se genera al reconstruir la secuencia mhulP
de 6 oligonucledétidos traslapantes quimicamente sintetizados que contienen los
sitos de reconocimiento para las enzimas de restriccion Bam Hl y Not I|. Las

secuencias iniciadoras se muestran adelante:

Ins1:

5'-

- ACTGGGATCCATGGCCCTGTGGACACGCCTGCGGCCCCTGCTGGCCCTGCT

GGCGC TCTGGCCCCCCCCCCCGGLCLG-3

Ins2:

5"-CTCCGCACACCAGGTACAGCGCCTCCACCAGGTGGGAGCCACACAG

ATGCTGGTTG ACGAAGGCGCGGGCCGGGGGGGEGG-3”

Ins3:
5.
ACCTGGTGTGCGGAGAGCGCGGCTTCTTCTACACGCCCAAGGCTGCTAAGG

GCATT G TGGAACAATGCTGTACCAG-3’

A
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Ins4:
5 -GTGTGGGGCTGCCTGCAGGCTGCGTCTAGTTGCAGTAGTTCTCCAGC

TGGTAGAGG GAGCAGATGCTGGTACAGCA-3”

Ihs5: :
5'-CAGGCAGCCCCACACCCGCCGCCTCCTGCACCGAGAGAGATGGAAT

AAAGCCCTTG AACCAGCCCTGCTGTGCCGTCTGT-3°

Ins6:
5 ’-TGAC_GCGGCCGCAGCGTGGAGAGAGCTGGGAGGGGCTCACAACAG
TGCCGGGAAG

TGGGGCTTGGCCCAGGGCCCCCAAGACACACAGCAGGCACAGCA-3’

[0074] El proceso de reconstruccion se efectua mediante PCR. Los productos

PCR se géneraron de mezclas de los iniciadores Ins1 e Ins2 (producto f12), Ins3 e

Ins4 (producto f34) e Ins5 e Ins6 (producto f56). El mismo proceso se efectua
utilizando los fragmentos traslapantes f12 y f34 en una mezcla Gnica, que produce
el producto f14. Finalmente, el producto f14 se utiliza en un PCR en una mezcla
que contiene f56 para amplificar un fragmento de aproximadamente 410 bp, que

comprende el mhulP de longitud completa (fragmento f16).

[0075] Una vez que se obtiene el fragmento f16, éste se clona en un vector
adecuado y se transformo en células bacterianas de E. coli competentes para
amplificacion adicional del vector de clonacidén con su correspondiente inserto. El

vector se deriva de pBKCMV. El pPBKCMV es un vector de expresion disponible de

‘Invitrogen Co. (Carlsbad, CA), que codifica un promotor CMV, un gen de
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resistencia a la neomicina, y un gen de resistencia a la canamicina. El promotor
CMV se reemplaza con un promotor de beta caseina bovina de 3.8 kb y se clona

el fragmento 16 en el vector resultante utilizando los sitios de restriccion Bam Hl y

Not I.

[0076] Después de la amplificacion, se efectian pruebas de restriccion con el
fin de revisar la identidad del inserto clonado. Se logra la confirmacién final

mediante secuenciacion.

[0077] Posteriormente, la Construccidon de Inicio se inserta direccionaimente
(Bam HI/ Not I) en un vector de plasmido en direcciéon 3’ a un promotor de beta
caseina bovina de 4 kB. El vector plasmido también contenia un gen de

resistencia a la neomicina. El vector resultante, ppmhulP, que es la construccion

final, contenia el promotor de beta caseina, la secuencia que codifica mhulP, y el -

gen de resistencia a la neomicina.

[0078] La proinsulina humana se hace de tres dominios: una cadena B amino

" terminal (30 aminoacidos), una cadené A carboxil terminal (21 aminoacidos), y un

péptido conectante en el medio conocido como el péptido C (31 aminoacidos). El

mhulP difiere de la forma de ocurrencia natural de la proinsulina humana en que el

aminoacido C-terminal de la cadena B se ha removido y los aminoacidos que
codifican el péptido C se han reemplazado con tres aminoacidos que normalmente

no se encuentran en el péptido C, Ala-Ala-Lys. La insulina humana madura, que

se hace de solamente de la cadena A y la cadena B, se forma después de clivaje

del péptido C. Un mamifero transgénico que expresa la proinsulina humana es no
viable en razén a que las peptidasas huéspedes pueden clivar y remover ei

péptido C formando la insulina madura. Como se describe anteriormente, la

1>
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expresion de la insulina humana madura en un mamifero transgénico no humano
puede matar el mamifero porque la insulina humana madura puede escaparse al
torrente sanguineo del mamifero. En contraste, el mamifero »transgénico no
humano hecho utilizando ppmhulP expresa un precursor modificado de insulina
humana que no hara que el mamifero transgénico desarrolle ninguna hipoglicemia
significativa y no sera tdxica para el mamifero transgénico. Sin estar limitado a lo
siguiente, en razéon a que la‘ region que codifica el espaciador de tres aminoacidos
del precursor modificado de insulina humana difiere del péptido C encontrado en la
proinsulina humana de ocurrencia natural, las peptidasas huéspedes | no
reconocen y clivan el espaciador de tres aminoacidos. Por lo tanto, el precursor
modificado de insulina humana permanece inactivo y no causa hipoglicemia en el

animal transgénico, que es una ventaja importante de la invencion reivindicada.

[0079] Se seleccionaron clones que contenian promotor de beta caseina y
mhulP propiamente fusionado para expresar mhulP solamente bajo el control de

este promotor.

[0080]  Eltamario de este plasmido de expresion es apfoximadamente 8.4 kbp.
Transfeccidn de las células somaticas

[00811 El plasmido pBmhulP se utiliza entonces para transfectar un cultivo

primario de células somaticas, utilizando fosfato de calcio o un método de

liposoma. Los fibroblastos de becerro fetal se emplearon de manera general para

la transfeccion.
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[0082] Las células transfectadas se seleccionaron al agregar Geneticina al
cultivo. Después de un periodo de 2 a 8 semanas, las célulés que eran resistentes
a la Geneticina fueron adecuadas por ser utilizadas como células donadoras para
obtener clones transgénicos. Las células éeleccionadas transfectadas se
analizaron mediante PCR para verificar que las células contenian el cassette de

expresion.
EJEMPLO 2
Enucleacién de oocito y transferencia nuclear en metafase en oocitos enucleados
Recoleccion y Maduracion in vitro de oocitos bovinos

[0083] - Se aspiraron oocitos bovinos de ovarios de matadero y madurados en
TCM-199 + 5% FCS + 3 mM de HEPES + antimicéticos‘.. Los oocitos
s_elecciolnados se ubicaron entonces en TCM-199 + Roscovitina, bajo étm()sfera de
5% de CO, a 39°C durante 20 hs. Posteriormente, los oocitos se colocaron en
TCM-199 + 5%FCS + FSH (hormona estimulante de foliculo) + antibiéticos bajo
atmésfera de 5% de CO; a 39°C durante 24 hs. Los oocitos maduros se
desnudaron al someterlos a un vortice durante 2 minutos en PBS con 1 mg/ml de

hialuronidasa de testiculo de bovino.
EJEMPLO 3
Transferencia nuclear con células cumulus

Enucleacion
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[0084] Los oocitos se enuclearon mecanicamente utilizando
micromanipuladores hidraulicos Narishige y microscopia Nikon Diaphot. Lé
enulceacién se efectlia con pipetas biseladas y puntudas de 20 ym. Los oocitos se
tiﬁéron previamente. con 5 pg/mi de tinte de bisbenzimidina (Hoechst 33342")
durénte 20 minutos. Las metafases se enuclearon mediante visualizacién de los
cromosomas tefiidos bajo luz ultravioleta. Los cromosomas de metafase se
evaluaron después de aspiracion dentro de la pipeta. Se transfiere una célula
somatica transgénica hacia el espacio de perivitelina y opuestos herméticamente

al oocito enucleado.
Fusion, activacion y cultivo de embrién

[0085] Se alinearon manualmente una célula somatica transgénica y un oocito
enucleado en la camara de fusién de tal manera que [as membranas que se iban a
fusionar estuvieran paralelas a los electrodos. Esto se realizo utilizando una pipeta

de vidrio para manejo de embrion.

[0086] La fusiéon se efectuo thilizando un pulso eléctrico de 180 voltios/cm
durante 15 us (BTX Electro Cell Manipulator 200)? y monitoreada con un
Analizador de Pulso Grafico BTX Optimizar. La camara para pulsar embriones
consiste de dos electrodos de alambre de acero inoxidable de 0.5 mm montados a
una distancia de 0.5 mm sobre una lamina de vidrio de microscopio. Tres horas
después de la fusién, se indujo la activacion mediante incubacién en TL-HEPES
con 5 uM de ionomicina durante 4 min y en TCM-199 com 2 mM de 6-DMAP

durante 3 horas.

! Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA.
2 BTX Inc., San Diego, Ca, USA.
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[0087] Los oocitos activados se cultivaron entonces en medio SOF bajo__'
atmosfera de 5% de CO, + 5% de O, + 90% de N, durante 6.5 dias, hasta el

desarrolio de los blastocistos.

[0088]  Posteriormente, tuvo lugar la transferencia de embridon en vacas
transferidas. Generalmente se transfirieren dos blastocistos por vaca receptora no
quirargicamente, y los embarazos a los 30-35 dias se determinaron mediante

ultrasonografia.

[0089] A las vacas implantadas se les permite normalmente pasar el embarazo
hasta un suministro natural. Eventualmente se podria utilizar una aproximacién
quirdrgica (cesarea) para el suministro. Los recién nacidos se alimentan con
calostro rico én lg durante las primeras 48 horas, y luego se utilizan alimentos
sintéticos, y posteriormente naturales (todos los cuales estaban libres de

compuestos de origen animal).
EJEMPLO 4
Prueba efectUada en becerros transgénicos

[0090] En el ejemplo actual, presentamos una descripcidon corhpleta de las
pruébas efectuadas sobre un becerro transgénico particular, que se obtiene como
resultado del procedimiento descrito en los Ejemplos 1 a 3. Sin embargo, debe
permanecer claro que el mismo conjunto de enéayos se podria efectuar sobre un
bovino que es nacido como consecuencia de otros métodos para obtener becerros

transgénicos, tal como subclonar las hembras transgénicas, la superovulacion de
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una hembra transgénica seguido por la inseminacién artificial, o la inseminacién
artificial de las hembras transgénicas o no transgénicas con semen proveniente de

un toro que seatransgénico para la proteina deseada.

[0091] Se prueba por medio de reacciones PCR efectuédas‘ sobre ADN
purificado de las células sanguineas blancas de becerro, utilizando ADN de !os
becerros jersey no transgénicos como el control negativo, que el promotor de beta
caseina bovina y la secuencia que codifica el precursor modificado de insulina
humana se incluyen en el genoma de las células de becerro transgénicas. Ellas se
pueden encontrar juntas como un fragmento de ADN Uunico que es diferente del

gen de beta caseina homoélogo del becerro.

[0092]  Se corrobora, al utilizar el secuenciador automético de farmacia, que la
secuencia insertada corresponde a la secuencia que codifica el precursor
modificado de insulina humana contenido en el plasmido de clonacién. La
secuencia insertada incluye la sefial de secrecion y el terminador. El promotor de
beta céseina bovina qué controla la expresion de la secuencia del precursor
modificado de insulina humana en nuestro becerro también fue secuenciado.
Todos aquellos elementos coinciden exactamente con la secuencia teérica
esperada de la construccién genética utilizada para transformar las células fuera

de las cuales se generaron los clones.
EJEMPLO 5

Purificacion de mhulP recombinante de leche, conversiéon de mhulP en insulina

humana y purificacion de insulina humana
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[0093] Una cantidad de proteina mhulP recombinante, necesaria para el
desarrollo del procedimiento de purificacion del precursor de la leche, se obtiene

de fermentacion de Pichia pastoris transformada. Para este propésito, se subclona

la secuencia que codifica mhulP en un vector de expresién en direcciéon 3’ de una

secuencia de sefial de secrecion de levadura, bajo el control de un promotor

inducible mediante metanol, y transformado en células de levadura.

[0094] Después de esto, se efectia la seleccion de un clon adecuado y se

elaboro un cultivo liquido proveniente del clon seleccionado.

[0095] [.a fermentacidn del clon de levadura transformado se hizo en un medio
que contiene glicerol como la fuente de carbono, oligoelementos. Se utilizo

metanol para induccion. Esta fermentacion produjo 0.5 gramos de mhulP por litro

de cultivo.

[0096] Una vez que termina la fermentacion, se llevaron a cabo las etapas de

purificacién para lograr un producto puro.

[0097] La meta inicial és obtener mhulP recombinante puro del cultivp de
Ievadurai Asi, el sobrenadante de un cultivo transformado de Pichia pastoris se
diluye diez veces con agua purificada y su pH se ajusta a 3.0 utilizando Acido
Acético Glacial. La conductividad de esta solucidn se verifica de tal manera que
ésta no exhibe un valor mayor de 7 mS/cm. Se efectia un proceso de purifiéacién
pbsteriormente, con el fin de obtener el material de partida para el desarrollo del
proceso de purificacidn del mhulP recombinante de la leche de mamiferos

transgénicos, y su ulterior conversion en insulina humana recombinante.

9
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[0098] Primero, la solucién anteriormente mencionada se somete a la etapa de
cromatografia de intercambio catidénico que emplea resina SP Sefarosa FF
(Amersham), a una tasa de flujo de 100 cm/h. La carga (10 mL de sobrenadante
se carga por mL de resina) y el equilibrio de la columna se efectian empleando
5% de acido acético. Para la elusidén de la proteina se aplica un gradiente de 5%
de acido acético: 1M de NéCl a pH 3, iniciando desde una proporcién 100:0 de
soluciones hasta que se alcanza una proporcién 0:100 de soluciones en un

volumen total de 25 volUmenes de la columna.

[0099] En una segunda etapa de purificacion, el eluado proveniente de la
cromatografia de intercambio catidnico se somete a cromatografia de fase inversa.
El eluado previo se diluye cinco veces con agua purificada, y el pH se ajusta a 3

con acido trifluoroacético (TFA).

[0100] La solucién resultante se carga en una columna qué contiene una resina
C4 Baker Wide Pore. El flujo se ajusta a una tasa de 100 cm/h. Para la carga y el
equilibrio, se utiliza 0.1% de TFA/agua. Para la elusién, se aplica un gradiente de
0.1% TFA/agua — Acetonitrilo, iniciando desde una proporcién- 100:0 de las
soluciones hasta q'ue se alcanza una proporcion 0:100 en un volumen total de 50

voliumenes de la columna.

[0101] El rendimiento total de las etapas de' purificacion previas fue de
aproximadamente 42 % y se obtiene mhulP con un grado de pureza mayor del

95%.

[0102] Un proceso que comprende la purificaciéon del mhulP recombinante de la

leche (en razén a que los mamiferos transgénicos secretaran el precursor en su
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leche), la conversion del mhulP recombinante en insulina humana recombinante y

se desarrollo la purificacion final de la insulina humana recombinante. El material

~de partida para este desarrollo se obtiene al mezclar el mhulP (obtenido de Pichia

pastoris, como se describe anteriormente) con leche de vaca regular.

[(;103] Se efectia un p'roceso de purificacion exhaustivo. Este proceso
comprende las etapas de: obtener el deséremado de la leche por medio de
filtracion transgénica y dilucion del eluado obtenido para lograr una mejor
solubilidad del mhulP recombinante retenido eventualmente en las micelas de
caseina (clarificacion); y el pasaje de esta solucion a través de una columna de
cromatografia de intercambio catiénico. La solucién resultante se somete a una
etapa de cromatografia de fase inversa (C4) y las fracciones ricas en mhulP
recombinante se sometieron posteriormente a tripsinolisis y transpeptidacion.
Finalmente, tuvo lugar la purificacion de la insulina humana recombinante, en
razon a que es obligatorio, cuando se elabora un producto biofarmacéutico, que la
proteina de interés se debe purificar hasta homogeneidad con el fin de evitar la

presencia de posibles contaminantes en el producto.

[0104] El procedimiento de la purificacion del mhulP recombinante de la leche,
la posterior conversion en insulina humana recombinante y la purificacion final de
la insulina humana recombinante, comprende las siguientes etapés en orden: (a)
filtracion de flujo tangencial (clarificacion), (b) cromatografia de intercambio de
cation, (c) cromatografia de fase inversa (C4), (d) tripsinolisis y transpeptidacion,
(e) cromatografia de fase inversa (C4), (f) cromatografia de fase inversa (C4) vy (9)

cromatografia de fase inversa (C18).

Clarificacion



10

15

20

25

41

[0105] Se mezcla leche fresca con una cantidad suficiente de mhulP puro
fecombinante, producido en P. pastoris como se describe previamente.
Posteriorrhente; el producto se somete a una etapa de filtracién de flujo tangencial.

El tamafio de poro del filtro fue de 0.1 um y el proceso produjo 80%.
Cromatografia de Intercambio Catidnico

[0106] El material resUItante de la etapa previa se cromatografia empleando
una matriz de intercambio catiénico. El pH de la solucidn que se iba a
cromatografiar se ajusta a 3.0 con Acido Acético Glacial. La conductividad se

revisa de tal manera que no fue mayor de 7 mS/cm.

[0107] Esta etapa de cromatografia se efectia empleando una resina de SP
sefarosa FF (Amersham) a una tasa de flujo de 100 cm/h. La carga y el equilibrio
de la columna se efectua empleando 5% de acido acético. Para la elusion de la
proteina se aplica un gradiente de 5% de acido acético — 1M de NaCl a pH 3, |
iniciando desde una proporcién 100:0 de las soluciones hasta qué se alcanza una
proporcidén 0:100 de las séluciones en un volumen total de 25 volumenes de la

columna.

[0108] La etapa de cromatografia tuvo un rendimiento del 90%. EI mhulP
recombinante seleccionado que contenia fracciones se ensayaron para proteinas
totales (mediante el método Bradford) y para la proteina de interés (mediante

Western Blot), y se almacena a 2 — 8°C.

Cromatografia de Fase Inversa (1)
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[0109] EI material resultante de la etapa previa se somete entonces a
cromatografia de fase inversa empleando una resina C4 Baker Wide Pore. El flujo
se ajusta a una tasa de 100 cm/h. Para carga y equilibrio, se utiliza 0.1% de
TFA/agua. Para elusién, se aplica un gradiente de 0.1% TFA/agua — Acetonitrilo,
iniciando desde una proporciéon 100:0 de las soluciones hasta que se alcanza una
proporcién 0:100 de las soluciones en un volumen total de 50 volimenes de la

columna.
[0110] Esta etapa habia producido 68%.
Tripsinolisis y Transpeptidacion
[0111]  El material resultante de la etapa previa se trata con tripsina.

[0112] Para la tripsinolisis, se incuba una solucion de 10 mM de mhulP con

Tripsina (en una concentracién de 200 uM) a 12°C durante 24 horas.

[0113] Una vez que se termina la incubacién, se efectia la reaccién de
transpeptidacion con el fin de agregar la Treonina en la posicion 30 de la Cadena
B de la insulina humana. Para este propdsito, se prepara la solucién que contenia
0.8 M de Thr-Obu, 50% DMF/Eth (1:1), 26% de H20, Acido acético, 10 mM de
mhulP, y 200 pM de Tripsina, y se permite la reaccién de transpeptidacion hasta

que se completa su progreso.

\O5
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[00114] Una vez que habia terminado la etapa de transpeptidacion, se somete la
solucién resultante a tres etapas sucesivas de cromatografia de fase inversa con

el fin de producir insulina humana pura recombinante.
Cromatografia de Fase Inversa (2)

[0115]  El material resultante de la etapa previa se somete a cromatografia de

fase inversa.

[0116] Primero, una dilucién del material de la digestion previa fue hasta de
0.125 mg/mL utilizando 50 mM de NaH,PO,, pH 5.0. Posteriormente, se agrega 50
uL de Acido acético por 100 mL de solucién. La muestra se esclara, el pH estuvo

alrededor de 4.5, y la muestra se alista para ser cargada.
[0117] Las composiciones amortiguadoras se describen adelante:

[0118]  Fase Movil A (MPA): 210 mL de amortiguador de sulfato + 790 mL de

agua purifiCada (conductividad alrededor de 48 mS).

[0119] Fase Moévil B (MPB): 105 mL de amortiguador de sulfato + 40 % de

Acetonitrilo, agua purificada q.s.p. a 1 L.

[0120] 1 L de amortiguador de sulfato contiene 132.1 gr de NH;SO4, 14 mL de

H,SO4 y su pH se ajusta a 2.00.

[0121] - Después de la carga, se efectlua la elusiéon a una tasa de flujo de 100

cm/h como sigue: primero, se aplica un gradiente MPA-MPB, iniciando desde una
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proporci(’jn 100:0 de las soluciones hasta que se alcanza una propqrcién 55:45 de
las soluciones en un volurﬁen total de 135 mL; posteriormente,'se aplica otro
gradiente MPA-MPB, partiendo desde una proporcidn 55:45 de las soluciones
hasta que se alcanza una proporcién 25:75 de las soluciones en un volﬁmen total
de 360 mL; vy, finalmente, se aplica un gradiente final MPA-MPB, iniciando desde
una proporcion 25:75 de las soluciones hasta que se alcanza una proporcién

0:100 de las soluciones en un volumen total de 50 mL.

[0122]  La fraccion obtenida contiene insulina humana recombinante con pureza

de mas del 98% y el rendimiento de esta etapa es de alrededor del 85%. :
Cromatografia de Fase Inversa (3)

[0123] El material resultante de la etapa previa se acondiciona para esta etapa

al ajustar su pH a 7.4.

[0124]  La solucién resultante se cromatografia entonces empleando una matriz
C4 Baker Wide Pore. El flujo se ajusta a una tasa de 100 cm/h. Para carga y
equilibrio, se utiliza 0.1% de TFA/agua. Para elusion, se aplica un gradiente de
0.1% de TFA/agua — Acetonitrilo, partiendo desde una proporciévn de' 100:0 de las

soluciones hasta que se alcanza una proporciéon 0:100 de las soluciones en un

volumen total de 50 volimenes de la columna.
[0125]  Esta etapa tuvo un rendimiento de aproximadamente 65%.

Cromatografia de Fase Inversa (4)

(O
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[0126] EI material obtenido en la etapa previa se acondiciona para una etapa

de cromatografia de fase inversa final al ajustar su pH a 3.0.

[0127] EI material acondicionado se cromatografia entonces empleando una
matriz de fase inversa C18. 'EI flujo se ajusta a una tasa de 100 cm/h. ‘Para cargay
equ’ilibrio, se utiliza 0.1% de TFA/agua. Para elusién, se aplica un gradiente de
0.1% de TFA/agua — Acetonitrilo, partiendo desde una proporcion 100:0 de las
soluciones hasta que se alcanza una proporcién 0:100 de las soluciones en un

volumen total de 50 volimenes de lg columna.
[0128] Esta etapa tuvo un rendimiento de aproximadamente 61%.
EJEMPLO 6
Construccion del plasmido de expresion pNJK IP

[0129] Se genera una construccién alternativa para expresar mhulP en
glandulas mamarias de bovino transgénico, que contiene una gran proporcion del
promotor del gen de beta caseina de caprino, fusionado a un fragmento dé la
secuencia codificante del aislador de 3 globina de pollo. Los aisladores son
elementos de la secuencia de ADN que escuda un promotor de elementos
regulatorios circundantes, incluyendo secuencias silenciantes circundantes que
inhiben la expresién del gen. Esta construccién alternativa que contiené el aislador
de B globina de pollo se genera con el fin de bloquear la inhibicién del promotor de

beta caseina mediante cualquier secuencia silenciante circundante.
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[0130] La construccién de este plasmido alternativo se lieva a cabo, primero, al

escindirse de pBC1, el cual es un vector comercial disponible de Invitrogen Co.

(Carlsbad, CA), un fragmento de 15 kb que contiene: un fragmento de 2.4 kb del
aislador de p globina de pollo, una secuencia promotora de beté caseina de
caprino de 3.1 kb, que incluye los intrones y los exones no traducibles del gen de
beta caseina de caprino, un sitio de clonacion Xho | entre los intrones y los exones
no traducibles del gen de beta caseina de caprino, y una sefal poli A y las

regiones de flanqueo desde la secuencia gendmica de beta caseina 3.

[0131] Este fragmehto de 15 kb se clona en la estructura del ppmhulP.
Primero, el promotor de beta caseina de bovino de 3.8 kb y el fragmento mhulP

del ppmhulP se escindierbn. El fragmento de 15 kb se inserta en este vector

utilizando los sitios de restriccion Sal I'y Not I. Luego, el fragmento mhulP f16 de

410 bp se clona en el sitio de clonacién Xho | localizado en el fragmento de 15 kb
(entre los intrones y los exones no traducibles del gen de beta caseina de caprino,

como se describe anteriormente).
[0132] A’El vector resultante (pNJK IP, Figura 3) se transforma en células
bacterianas de E. coli competentes para amplificacion adicional del vector de

clonacién con su correspondiente inserto.

[0133] Después de la amplificacién, se efectia un analisis del sitio de

restriccion para revisar la orientacién del inserto del fragmento mhulP f16. Se Iogra '

la confirmacion final mediante secuenciacion.

EJEMPLO 7
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Construccion del plasmido de expresién pBKLE IP

[0134] Se genera una construccion alternativa para expresar mhulP en
glandulas mamarias de bovino transgénico, que contiene una gran porcién del

promotor del gen de beta caseina de bovino, que incluye un fragmento no

‘traducido corto del primer exon del gen de beta caseina, fusionado a la secuencia

codificante de una gran porcién del gen de alfa lactalbumina de bovino, seguido
por un sitio de clivaje de enteroquinasa, que es seguido por la secuencia
codificante el precursor modificado de insulina humana (mhulP). Esta construccién

alternativa expresa una proteina de fusion de alfa lactalbumina — mhulP. En razén

de su mayor secuencia, esta construccién alternativa debe producir mARN con

mayor estabilidad. Ademas, debido a que la alfa lactalbumina es una proteina
naturalmente expresada en la glandula mamaria bovina, €sta construccidn
alternativa debe minimizar la degradacién de mhulP e incrementar la expresion de

mhulP.

[0135] Con el fin de generar esta construccién, primero, se efectua una
reaccién de PCR utilizando ADN de los leucocitos de la sangre periférica de
bovino como plantilla, para clonar una gran porcién del gen de alfa lactalbimina.
El producto PCR comprende aproximadamente 700 bp de alfa lactalbumina hasta

el final del segundo exén e incluye la secuencia de sefal de la alfa lactalbumina.
[0136] La primera reaccion PCR empleada por los siguientes oligonucleétidos:
[0137] NES: GGA GGT GAG CAG TGT GGT GAC

[0138] ALB: GAA GTT ACT CAC TGT CAC AGG AGA
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[0139] Entonces, se efectia una segunda reaccion de PCR, empleando los

siguientes oligonucledétidos:

[0140]  SIG: TCACCAAAATGATGT CCTTTG TC

[0141] LAC: TGT CAC AGG AGA TGT TAC AGA

[0142] A través de este procedimiento, se obtiene un fragmento de 620 bp y se

clona intp pUC utilizando un sitio de restriccion Sma | (pUC alfa lactalbumina).

[0143] El gen de mhulP que lleva el fragmento se obtiene mediante PCR de un

plasmido de clonacion IP‘dentro del sitio, con los siguientes oligonucléotidos:
[0144] EKB: tag gct agc gat gat gat gat aaa ttc gtt aac

[.0145] cag cac ctg

[0146]  CadAr: tca gcg gee ge tta gtt gea gta gtt

[0147] | El fragmento de 260 bp resultante incluye una secuencia corta que
codifica para el sitio de reconocimiento de enteroquinasa en direccién 5’ desde la
secuencia codificante de mhulP. El sitio de clivaje de la enteroquinasa permife la
separacion del IP del resto del péptido. El fragmento de 260 bp se digiere
entonces con Nhel y se inserta en los sitios de restriccion Xba | compatibles en la
alfa lactalbimina de pUC. Se selecciona una construccion resultante en la cual el

fragmento de 260 bp se ubica en direccidén 3’ del gen de alfa lactalbumina en la
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orientacién correcta. Esta construccidn tiene la secuencia codificante de una gran

porcion del gen de alfa lactalbimina de bovino, incluyendo la secuencia de sefial

de alfa lactalbimina, seguido por un sitio de reconocimiento de enteroquinasa; que
es ademas seguido por la secuencia codificante del precursor modificado de

insulina humana (mhulP).

[0148] El plasmido de alfa lactalbimina pUC se digiere primero con EcoRl, y el
extremo cohesivo resultante se trata con Klenow. Ademas, se efectua la digestion
Notl y se aisla el fragmento del gén resultante. El plasmido pBK que lleva el
promotor de beta caseina se digiere en el sitio Unico BamHlI localizado en el
extremo 3° de dicha region promotora, para que sea ligada la fusion del gen de
alfa lactalbumina. Por lo tanto, el sitio BamHI también se recorta para ligar- al
extremo recortado EcoRI del fragmento, pero se hizo la digestion Notl del
plasmido pBK antes de suministrar los extremos homologos al extremo Notl del

inserto.

[0149] EIl pRKLE IP se transforma entonces en las células bacterianas de E.

coli competentes para la amplificacién adicional del vector de clonacién con su -

correspondiente inserto.

[0150] Después de la amplificacién, se logra la confirmacion final mediante

secuenciacion.

[0151] Habiendo ahora descrito completamente la invencion, se entendera por
aquellbs expertos en la técnica que la misma se puede efectuar dentro de un
rango amplio y equivalente de condiciones, formulaciones y otros parametros sin

afectar el alcance de la invencion en cualquier modalidad de ésta. Todas las

O
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REIVINDICACIONES:

Un plasmido que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un
precursor modificado de insulina operablemente ligado a un promotor de beta

caseina.

El plasmido de la reivindicacidén 1, en donde el precursor modificado de

bl

insulina es un precursor modificado de insulina de mamifero.

El plasmido de la reivindicacion 2, en donde el precursor modificado de
insulina de mamifero es un precursor modificado de insulina humana, un

precursor modificado de insulina bovina, un precursor modificado de insulina

porcina, un precursor modificado de insulina ovina, un precursor modificado

de insulina caprina o un precursor modificado de insulina de roedor.

El plasmido de la reivindicacion 3, en donde el precursor modificado de

insulina de mamifero es un precursor modificado de insulina humana.

El plasmido de la reivindicaciéon 4, que comprende ademdas un gen de

resistencia a antibiético.

El plasmido de la reivindicacién 5, en donde el gen de resistencia a antibiético

es un gen de resistencia a neomicina.
El plasmido de la reivindicacién 6, que es ppmhulP.

El plasmido pmhulP.
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El plasmido de la reivindicacion 6, que comprende ademas una secuencia de
acido nucleico que codifica un promotor de beta caseina caprino y una
secuencia de acido nucleico que codifica un fragmento de un aislador de B
globina de pollo, que incluye una secuencia de acido nucleico que codifica los

intrones y los exones no traducibles del gen de beta caseina de caprino.
El plasmido de la reivindicacién 9, el cual es pNJK IP.
El plasmido pNJK IP.

El plasmido de la reivindicacion 6, que comprende ademas una secuencia de
acido nucleico que codifica un fragmento no traducible del primer exon del

gen de beta caseina.

El plasmido de la reivindicacién 12, que comprende ademas una secuencia
de acido nucleico que codifica un fragmento del gen de alfa lactalbumina
bovina y una secuencia de acido nucleico que codifica él sitio de clivaje de la
enteroquinasa, que esta en direccidon 5 desde el precursor de insulina

modificado.

El plasmido de la reivindicacion 13, el cual es ppKLE IP.

‘El plasmido pBKLE [P.
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20.

21,

22.

23.
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El plasmido de la reivindicacién 1, en donde el precursor modificado de
insulina no origina hipoglicemia en un animal transgénico no humano que

expresa el precursor modificado de insulina en su leche.

El plasmido de la reivindicacién 16, en donde el precursor modificado de

insulina comprende un péptido C modificado.

El plasmido de la reivindicacion 17, en donde el péptido C modificado
comprende aminoacidos que no se encuentran normalmente en la proinsulina

de ocurrencia natural.

El plésmid.o de la reivindicacién 18, en donde el péptido C modificado

comprende los tres siguientes aminoéacidos: Ala-Ala-Lys.

El plasmido de la reivindicacion 16, en donde el precursor mc;dificado de

insulina comprende ademas una cadena B modificada.

El plasmido de ‘la reivindicaciéon 20, en donde la cadena B modificada

comprende todos excepto el C terminal de la cadena B de ocurrencia natural.

Un método para transfectar el plasmido de la reivindicacién 1 en células de
mamifero, que comprende insertar el plasmido en un liposoma y poner en

contacto el liposoma con las células de mamifero.

Un meétodo para trasfectar el plasmido de la reivindicacion 22 en células de

mamifero, en donde los liposomas son liquidos catidnicos.

BA\Y
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24.

25,

26.

27.

28.

29.

54

Un mamifero transgénico no humano que produce un precursor modificado

de insulina en su leche.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacion 24, en donde el
mamifero es de las especies bovinas, especies porcinas, especies ovinas,

especies caprinas o especies de roedores.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicaciéon 25, en donde el

mamifero es de las especies bovinas.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicaciéon 24, en donde el
precursor modificado de insulina es un precursor modificado de insulina de

mamifero.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacién 27, en donde el

precursor modificado de insulina de mamifero es un precursor modificado de

insulina humana, un precursor modificado de insulina de bovino, un precursor

modificado de insulina de porcino, un precursor modificado de insulina de
ovino, un precursor modificado de insulina de caprino 0 un precursor

modificado de insulina de roedor.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacién 28, en donde el
precursor modificado de insulina de mamifero es un precursor modificado de

insulina humana.

S
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31.

32.

33.

34.

35.

36.
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El mamifero transgénico no humano de la reivindicacion 24, en donde el
precursor modificado de insulina no causa hipoglicemia en el animal

transgénico no humano.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacion 30, en donde el

precursor modificado de insulina comprende un péptido C modificado.

El mamifero transgénico no humano de 31, en donde el péptido C modificado

-comprende aminoacidos que no se encuentran normalmente en la proinsulina

de ocurrencia natural.

El mamifero transgénico no humano de 32, en donde el péptido C modificado

comprende los siguientes tres aminoacidos: Ala-Ala-Lys.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacion 31, en donde el
precursor modificado de insulina comprende ademas una cadena B

modificada.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacién 34, en donde la
cadena B modificada comprende todos excepto el terminal C de la cadena B

de ocurrencia natural.

El mamifero trans‘génico no humano de la reivindicacion 24, cuyo genoma
comprende un pIéSmido integrado, en donde el plasmido }comprende una
secuencia que codifica un precursor modifica\do de insulina operablemente
ligado a un promotor que dirige la expresion de la secuencia en las céluias

mamarias del mamifero.
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37.

38.

39.

40.

41.

42.
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El mamifero transgénico no humano de la reivindicacion 36, en donde el
mamifero es de las especies bovinas, especies porcinas, especies ovinas,

especies caprinas o especies de roedores.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacién 37, en donde el

mamifero es de las especies bovinas.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacion 24, en donde el
precursor modificado de insulina es un precursor modificado de insulina de

mamifero.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacion 39, en donde el
precursor modificado de insulina de mamifero es un precursor modificado de
insulina humana, un precursor modificado de insulina de bovino, un precursor
modificado de insulina de porcino, un precursor modificado de insulina de
ovino, un precursor modificado de insulina de caprino o un precursor

modificado de insulina de roedor.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacidon 40, en donde el
precursor modificado de insulina de mamifero es un precursor modificado de

insulina humana.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacion 41, en donde el

promotor es un promotor de beta caseina.
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43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.
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El mamifero transgénico no humano de la reivindicacion 42, en donde el

plasmido comprende ademas un gen de resistencia a antibiético.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacion 43, en donde el gen

de resistencia a antibitico es un gen de resistencia a neomicina.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacion 44, en donde el

plasmido es ppmhulP.

Un mamifero transgénico no humano de las especies bovinas que produce
un precursor modificado de insulina humana en su leche, cuyo genoma

comprende un plasmido integrado, en donde el plasmido comprende una

secuencia que codifica un precursor modificado de insulina humana y un

promotor de beta caseina que dirige la expresidon de la secuencia en células

mamarias del mamifero.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacion 46, en donde el

plasmido comprende ademas un gen de resistencia a la neomicina.

N

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacién 47, en donde el

plasmido es ppmhulP.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicaciéon 48, en donde el
plasmido integrado se encuentra en células somaticas y células germinales

del mamifero.
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54.
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El mamifero transgénico no humano de la reivindicaciéon 46, en donde el
precursor modificado de insulina humana no causa hipoglicemia en el animal

transgénico no humano.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicaciéon 50, en donde el
precursor modificado de insulina humana comprende un péptido C

modificado.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacion 51, en donde el
péptido C modificado comprende aminoacidos que no se encuentran

normaimente en la proinsulina de ocurrencia natural.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacion 52, en donde el

péptido C modificado comprende los siguientes tres aminodacidos: Ala-Ala-

Lys.

El mamifero transgénico no humano de la reivindicacién 51, en donde el
precursor modificado de insulina humana comprende ademas una cadena B

modificada.

El plasmido de la reivindicacidn 54, en donde la cadena B modificada

comprende todos excepto el terminal C de la cadena B de ocurrencia natural.

Un método para elaborar un mamifero transgénico no humano que

comprende:



59

a) clonar una secuencia de acido nucleico que codifica un precursor
modificado de insulina en un plasmido por medio del cual la secuencia se liga
operablemente a un promotor que dirigira la expresiéon de la secuencia en células

mamarias, que resultan en un plasmido de expresién;
b) transfectar células somaticas con el plasmido de expresién de tal
manera que el plasmido se incorpore en el genoma de las células, dando

como resultado células somaticas transgénicas;

10 ¢) enuclear el oocito maduro, que resultan en un oocito enucleado;

d) fusionar una de las-células somaticas transgénicas con el oocito

enucleado que resulta en un embrién monocélula;
15 e) implantar el embrién en el Utero de un mamifero receptor; y

f) monitorear el embarazo a través del nacimiento del mamifero

transgénico.

20 57. El método de la reivindicacién 56, en donde el promotor es un promotor de
beta caseina, y en donde el precursor modificado de insulina es un precursor

modificado de insulina humana.

58. El método de la reivindicacién 57, en donde el plasmido de expresion

25 comprende ademas un gen de resistencia a neomicina.
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- 60.

61.

62.

63.

64.

65.
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El método de la reivindicacion 58, en donde el plasmido de expresion es

pRmhulP.

El método de la‘ reivindicacién 56, en dondé el mamifero es un bovino que
produce un precursor modificado de insulina humana en su leche, cuyo
genoma comprende un plasmido integrado, en donde el plasmido comprende
una secuencia que codifica para el precursor modificado de insulina humana
y un promotor de beta caseina que dirige la expresion de la secuencia en las

células mamarias del mamifero.

El método de la reivindicacion 60, en donde el plasmido comprende ademas

un gen de resistencia a la neomicina.
El método de la reivindicacién 61, en donde el plasmido es ppmhulP.

El método de la reivindicacion 56, en donde las células somaticas son

fibroblastos.

El método de la reivindicacion 56, en donde las células somaticas

transgénicas se obtienen mediante aislamiento de una hembra que es
transgénica para la produccién del precursor modificado de insulina en su

leche.

El método de la reivindicacion 64, en donde las células somaticas

transgénicas son fibroblastos.

(2}



10

15

20

25

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.
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El método de la reivindicacién 56 o 64, en donde la secuencia que codifica el
precursor modificado de insulina, operablemente ligado a un promotor que
dirige la expresién del gen en las células mamarias, se encuentra en células

somaticas y en células germinales del mamifero.

El método de la reivindicacién 56 o 64, en donde el mamifero es de las
especies bovinas, especies porcinas, especies ovinas, especies caprinas o

especies de roedor.

El metodo de la reivindicacién 67, en donde el mamifero es de las especies

bovinas.

El método de la reivindicacion 56 o 64, en donde el precursor modificado de

insulina es un precursor modificado de insulina de mamifero.

El método de la reivindicacién 69, en donde el precursor modificado de
insulina de mamifero es un precursor modificado de insulina humana, un
precursor modificado de insulina de bovino, un precursor modificado de
insulina de porcino, un precursor modificado de insulina de ovino, un
precursor modificado de insulina de caprino o un precursor modificado de

insulina de roedor.

El método de la reivindicacidon 70, en donde el precursor modificado de

insulina de mamifero es un precursor modificado de insulina humana.

El método de la reivindicacion 56 o 64, en donde el precursor modificado de

insulina no origina hipoglicemia en el animal transgénico no humano.

(-
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El método de la reivindicaciéon 72, en donde el precursor modificado de

insulina comprende un péptido C modificado.

El método de la reivindicacion 73, en donde el péptido C modificado
comprende los aminoacidos que no se encuentran normalmente en la

proinsulina de ocurrencia natural.

El método de la reivindicacién 74, en donde el péptido C modificado

comprende los siguientes tres aminoacidos: Ala-Ala-Lys.

El método de la reivindicacién 73, en donde el precursor modificado de

insulina comprende ademas una cadena B modificada.

El método de la reivindicacion 76, en donde la cadena B mod}_ificada

comprende todos excepto el terminal C de la cadena B de ocurrencia natural.
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MAMIFEROS TRANSGENICOS QUE PRODUCEN PROTEINAS EXOGENAS EN

LA LECHE
RESUMEN

La invencion se relaciona con mamiferos trasgénicos no humanos que son Uutiles
en la produccién de una proteina de interés que puede ser téxica para los
mamiferos. El mamifero se caracteriza por el hecho de que es transgénico para la
produccion en su leche de una forma inactiva de la proteina de interes,
preferiblemente insulina humana recombinante. No es posible producir insulina
humana recombinante en mamiferos transgénicos en razoén a que esta molécula
tiene un cierto grado de actividad biologica en los mamiferos y podria ser toxica
para el mamifero. Asi, la invencién involucra clonar una construccién genética que
comprende una secuencia que codifica un precursor modificado de insulina
humana bajo el control de un promotor de caseina beta en un vector de expresion.
Esto también involucra transfectar el plasmido de expresion en las células
somaticas bovinas fetales, tal como los fibroblastos, y enuclear los oocitos bovinos
mediante transferencia nuclear para generar embriones transgénicos. La invencién
da origen a un bovino transgénico que sera capaz de producir un precursor
modificado de insulina humaﬁa en sus glandulas mamarias. Posteriormente, la
leche de estos mamiferos transgénicos se puede recolectar, el precursor
modificado de insulina humana se puede convertir in vitro en insulina humana
recombinante, y la insulina humana recombinante se puede purificar para

homogenizarla como un producto biofarmacéutico puro.

1271
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issucd pursuant to Rule 10,2 by the
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
identified at the bottom of this page

‘| DEPOSITOR -

| 1L IDENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

- Ad@msr * 1254 Buenos Aires

‘Bio Sidus'S.A. -

%A’Na‘m'c:
Consticion 4234

Ac«.asxon number given. by the
L\"I‘ERNATIONAL DEPOSI{TARY AUTHORITY:

&rgeﬁtma" v o e DSM 21360
. - S Date of the deposit or the transfer":
2008-04-04
MVIABILITY STATEMENT

1The viability ofithe rmcmorgnmsm xdennfed under If above:was tested on

10m that date, the said: mlcroorgamsm was

(x-)’ viable:

2008-04-07

Hi:

.|V. INTERNATIONAL DEPOSITARY, AUTHORITY

' Name: DSMZ- DEUTSCHE SAMMLUNG VON
- MIKROORGANISMENUND ZELLKULTUREN GmbH

-Address::  Inhoffenstr. 7B
D-38124 Bravaschiweig

Signature(s) of person(s) baving the power to reprcscnt the
International Depositary Authority or of autherized official(s):

U (el

Date: 2008-06-03

! Indlcate thc datc of ongma] deposit or, where a new dq;os:t ora tr:msfcr has bocn made, the most recent relevant date (date of the new dcposnl or date

of the transfer)a

2 Inthe cases referred to in Rule 10,2(a) (ii) and (iii). refer to thc most recent vyabxhty test.

' Mark with a cross the applicable box;

4 Fill in if the information has been requwcd a.nd if the resulis of the test were negative,

" Form DSMZ-BP/2 (solc page) 08/2006




- {Mark with a-cross where agpli'cal‘:k:)_:J

PCT/US2008/007398

BUDAPEST TREATY ON THE INTERNATIONAL
RECQGNITION OF THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS

e s C - FOR THEPURPOSES OF PATENT PROCEDURE
INTERNATIONAL FORM
‘Bio Sidus S:A.
.Constitucion 4234 _ . .
1254 Buenos Aires RECEIPT IN THE CASE OF AN ORIGINAL DEPOSIT

issued pursuant to Rule 7,1 by the

' ' o : h - INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY
ATgentma identified at the bottom of this page

3.

s
5

T2

'Idcnuﬁcanu'\ rcfcrcucc gwen bythc DEPOS]TOR o " : Accession number given by the
" ) ) IN'I'FRNATIONAL DEPOSlT 'ARY AUTHORITY:
mehu‘ ~E R T ;

! e _ DSM 21359

i, SCIENTIFIC DESERIPTION AND/OR PROPOSED TAXONOMIC DESIGNATION

Coa =

'l'he mlcroorgamsm identified under L above was nccompamed by:
5 we ooy ’

{x) ascientific description .
() a propcsed taxonomic des:gnanon

® FEE i e L . . .

S, REGET 4D ACCEFTANCE

+This International Depositary Authority accepts the.microorganisi identified under [.abave, which was reccived by it on 2008 04-04
" {Date of the original dcpom)

V. RECEIPT OF R.EQUEST FOR CONVERSION .

¥ " The microorgenism idéatified under Fabove was received by this Intemational Depositary Authérity on {date of original deposit)

: .and a request 19 convert thc ariginal deposit to a deposit under the Budapcst Treaty was received by iton (date of receipt of request
 for convcmon)

* V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY?

- Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON E Signaturc(s) of person(s) having the power to represent the
: ’ MIKROORGANISMEN UND!ZELLKULTUREN GmbH International Depositary Authority or of authorized official(s):

| Address: Inhoffenstr. 7B
) “D-38124 Braunschweig -

3

Daee: 2008-06-03

f

' Where Rule 6.4 (d)ﬁappliers,msucb date is the date on which the status of i.htemm;érﬁl deﬁc;éiiary authority was acquired, .

Form DSMZ-BP/4 (sole page) 0872006
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FOR THE PURPOSES OF PATENT PROCEDURE
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INTERNATIONAL FORM

« - Bio Sidus S.A.
Constitucion 4234 S '
!254Buenos Au'cs R '

VIABILITY STATEMENT )

Argentma " issued pursuant to Rulc 10,2 by the
’ INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHO RYW
. D identificd at the bottom of this page
2 'é & . H
ES #

| 1. DENTIFICATION OF THE MICROORGANISM

Carlllmriaans Tas oo

. 7St.imc:'. ‘ Bio“Sid‘{S SA.- Coo o ; _.Accéésioﬁ numbecr given by the
f#- - = Constitucion 4234 N INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY:
Address: 1254 Buenos Aires
' B, ’ ‘DSM 21359
. Argentina .
; . Date of the deposit or the transfer':
2008-04-04
" The vmbxlxty of the’ mxcroorgamsm |dcnt1ﬁed undcr.ﬂ above was tested on 2008-04-07 :,
‘On thiat date; the said mxcmorganmm was - Lo :

B P N I S

(x) wisble

{ P moléngefviaBle ¢

Ci g fin g en 8« et snen e oronme e mten s

4

V. INTERNATIONAL-DEPQSITARY AUTHORITY'

‘Name: - DSMZ.DEUTSCHE SAMMLUNG VON

Signature(s) of person(s) having the power to rcpresent the
MIKROORGANISMEN UND Z‘ELLKUL'IURI.'.N GmbH International Depositary Authority or of euthorized official(s):’

Address:  Inhoffenstr. 7B B
' " D-38124 Braunschweig o : V -~
Y d/z. p o

Date: 2008-06-03

e e et

P

Indicate the-date of ongmal dcpout or, 3 thrc a new deposu ora trapsfer has bcen mndc, the most 1c’cnt relevant date (date of thc new dep051t or datc
of the tranisfer).

In,the cases referred m in Rule 10,2(2) (n) and (m), refer to the most recent vishility test.

Mark with a cross the applicable box.

Fill in if the information has been requested.and if the results of the test were negative;,

- Form DSMZ-BP/9:(sole page) 08/2006




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.
PCT/US 08/07398

A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER

USPC - 800/7, 800/21, 435/6, 435/320.1

IPC(8) - C12P 21/02; C12N 15/00; C12Q 1/68 (2008.04)

According to Intemational Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B.  FIELDS SEARCHED

IPC(8) - C12P 21/02; C12N 15/00; C12Q 1/68 (2008.04)
USPC - 800/7, 800/21, 435/6, 435/320.1

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

USPC - 800/24

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulted during the intemational search (name of data base and, where practicable, search terms used)
PubWEST(USPT,PGPB,EPAB,JPAB); Google Patents; Google Scholar

Search terms: plasmid, proinsulin or insulin precursor, beta casein, bovine, transgenic, milk, liposome, C peptide, hypoglycemia, Ala-Aly-
Lys, B chain, B29, lactalbumin, enterokinase, neomycin resistance, chicken globin insulator

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

425-33 (p 425, col 2, para 2).

A completely inactive analogue, Journal of Molecular Biology, 20 July 1991, Vol 22, No 2, pp

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.
Y US 20050177878 A1 (MELO et al.) 11 August 2005 (11.08.2005) para {0003}, [0022]-[0023], 1-77
[0032], [0035]-{0036], [0040)-[0041], [0046]-{0047], [0053], [0059), [0082] and [0087]-{0088];
claim 48.
Y US 7,105,314 B2 (KJELDSEN) 12 September 2006 (12.09.20086) col 1, In 65-66. col 2, In 12 col | 1-77
5, In 19-26; col 7, In 9-11 and 37-38; col 9, In 59-62; and col 11, In 13-14.
Y US 20060179500 A1 (MEADE et al.) 10 August 2006 {10.08.2006) para [0002] and {0006]. 9-11
Y US 20020146779 A1 (COTTINGHAM et al.) 10 October 2002 (10.10.2002) para [0004], [0021) | 13-15
and [0031].
Y DEREWENDA et al., X-ray analysis of the single chain B29-A1 peptide-linked insulin molecule. | 16-21, 30-35, 50-55 and

72-77

D Further documents are listed in the continuation of Box C.

[

* Special categories of cited documents:

“A” document defining the general state of the art which is not considered
to be of particular relevance

“E” earlier application or patent but published on or after the international
filing date

“L” document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of another citation or other
special reason (as specified)

“0" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other
means

“P”  document published prior to the international filing date but later than
the priority date claimed

“T" later document published after the international filing date or priority
date and not in conflict with the application but cited to understand
the principle or theory underlying the invention

“X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive
step when the document is taken alone

“y” document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered 10 involve an inventive step when the document is
combined with one or more other such documents, such combination
being obvious 10 a person skilled in the art

“&" document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

22 August 2008 (22.08.2008)

Date of mailing of the international search report

99 AUG 2008

Name and mailing address of the ISA/US

Mail Stop PCT, Attn: ISA/US, Commissioner for Patents
P.0. Box 1450, Alexandria, Virginia 22313-1450

Facsimile No. 571-273-3201

Authorized officer:
Lee W. Young

PCT Helpdask: 571-272-4300
PCT OSP: 571-272-7774

Form PCT/1SA/210 (second sheet) (April 2007)
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitua: (57) IntCl. C12P 0211002

22) Fecha de solicitud:

(71)Solicitante(s)

STERRENBELD BIOTECHNOLOGIE
NORTH AMERICA, INC.

(30) Prioridad ~ (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais
60/929,098 13/06/2007 ]
60/929,095 13/06/2007 (72) Inventor(es) = ANDRES BERCOVICH
. Y OTROS
(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
(85) Fecha limite inicio fase nacional: ~ 13/01/2010 (87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la‘presentacion de la solicitud PCT Fecha: 24/12/2008
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 13/06/2008 N° publicacion: WO 2008/156668 A1
No. de solicitud PCT/US2008/007398
(54) Titulo: ~ MAMIFEROS TRANSGENICOS QUE PRODUCEN PROTEINAS EXOGENAS EN LA LECHE

Reivindicacion(es):

1.

10.

Un.plasmido que comprende una secuencia de &cido-

nucleico que codifica un precursor modificado de

. insulina operablemente ligado a un promotor de beta

caseina.

El plasmido de la reivindicacion 1, en donde el
precursor ' modificado de insulina es un precursor
modificado de insulina de mamifero.

El pldsmido de la reivindicacion 2, en .donde el
precursor modificado de insulina de mamifero es un
precursor modificado de insulina humana, un precursor
modificado de insulina bovina, un precursor modificado
de insulina porcina, un precursor modificado de
insulina ovina, un precursor modificado de insulina
caprina o un precursor modificado de insulina de
roedor.

El plasmido de la reivindicacion 3, en donde el
precursor modificado de insulina de mamifero es un
precursor modificade de insulina humana.

El plasmido de la reivindicacién 4, que comprende
ademas un gen de resistencia a antibiético.

El plasmido de la reivindicacion 5, en donde el gen de
resistencia a antibidtico es un gen de resistencia a

neomicina.

El plasmido de la reivindicacion 6, que es ppmhulP.
El plasmido pBmhulP.

El plasmido de la reivindicacion 6, que comprende
ademas una secuencia de &cido nucleico que codifica
un promotor de beta caseina caprino y una secuencia
de &cido nucleico que codifica un fragmento de un

_aislador de B globina de pollo, que incluye una

secuencia de acido nucleico que codifica los intrones vy
los exones no traducibles del gen de beta caseina de
caprino.

El plasmido.de la reivindicacion 9, el cual es pNJK IP.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

E! plasmido pNJK IP.

El plasmido de la reivindicaciéon 6, que comprende
ademas una secuencia de acido nucleico que codifica
un fragmento no traducible de! primer exon del gen de
beta caseina. '

El plasmido de la reivindicacién 12, que comprende
ademas una secuencia de &cido nucleico que codifica
un fragmento del gen de alfa lactalbimina bovina y una
secuencia de acido nucleico que codifica el sitio de
clivaje de la enteroquinasa, que esta en direccion &'
desde el precursor de insulina modificado.

El plasmido de la reivindicacion 13, el cual es ppKLE
IP.

El plasmido ppKLE IP.

El plasmido de la reivindicacion 1, en donde el
precursor modificado . de insulina no origina
hipoglicemia en un animal transgénico no humano que
expresa el precursor modificado de insulina en su
leche.
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No. 10-002774- -00000-0000

Fecha 2010-07-13 153850 Dap. 2020 DIR NULVASTR
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Act. 411 PRESENTACION Folios. 140

’ G LISTA DE CHEQUEO
Imdustria y Comercio ADMISION A TRAMITE - NUEVAS CREACIONES
SUPERTNTENBENCTA

 PATENTE DE INVENCION [ ] MODELO DE UTILIDAD ] Art 33 Decisién 486/00

Indicacion que se solicita una patente.
Oatos de identificacidn del solicitante o de Ia persona que p " solicitud
Descripcidén de la invencion '

Dibujos de ser estos pertinentes

LA

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa D : Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT Q/MODELQ DE UTILIDAD PCT D Art.33 Declsién 486/00, Circular Unica
: /

Indicacidn que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capfltulo descriptivo

ﬁ reivindicatorio, resumen)
~ Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago as tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa Incompleta D
DISENO INDUSTRIAL [ ] (Art. 119 Declsién 486/00)
[:l Indicacion que se solicita Disefio industrial
D Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
L___J Representacién grafica y fotogréfuca del Disedo industrial © muestra del material que incorpora el
disefio
[:] Comprobante de pago de las tasas establecidas
Completa [:] , Incompleta [:]
ESQUEMA DE TRAZADO [_| | (Art, 92 Declsién 486/00)

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion gréfica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D ' Incompleta D
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

I
i**§
SICENTENARID
Bogota,

2020

Doctor (a)

SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA

Apoderado(a) y/o Representante de

STERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTH AMERICA, INC

REFERENCIA Radicacidén No. 10 2774
Solicitud internacional PCT/US2008/007398
Fecha inicio fase nacional 13/01/2010
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430
Ooficio No. 2704

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesidén del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la Comisidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberan legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacidén en Materia de Patentes
PCT., el alcance de 1las tales declaraciones se determinard seglin indiquen
claramente una cesién de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perdera su prelacidn.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto d titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA CES®EDES DE{VERGEL
Directora de Nuefas Creaciones (c)
d
El anterior” requerimiento fue notificado por fijacién en lista de
fecha

adpall f g FEB. 2010

(41

Al contestar favor indique el ndmero Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000

de radicacidn consignado en el rdétulo Sede CAN: Av. Carrera 50 No. 26 - 55 int.2. Tel 5880070
Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogotd D.C. Colombia



