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@ clear transfer into enucleated bovine oocytes, generaling thus imansgenic embryos, The mathod also includes other procedures to
—] gonarste trapsgenic embryos for the further expansion of the transganic herd, sach as the sabcloning of transgenic female bovines,
™~ the superovulation of transgenic cows and their insemination with semen from & non-transgeric or a transgenic male bovine, and
o nmmormn-mmmurmmwhmm-mmmmw

embryos give rise to transgenic cattle that produce uman growth hormone in huge amounts in their milk, from which the hormone
3 is completely purified and analysed to fulfill all the requiraments for the mannfactore of & pore biopharmaceutical product.
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A PROCESS FOR PRODUCING BEXOGENOUS PROTEIN IN THE MILK
OF TRANSGENIC MAMMALS AND A PROCESS FOR PURIFYING
FROTEINS THEREFROM

BACKGROUND OF THE INVENTION

[0001] Protein factors end hormones involved in bumen health care have been
currently produced by phemmaceutical induostry by extraction or by
recombinart technology in the last decades. Expression of genetic constructs
involving the desired genas were succesafully expressed in bacteria, yeast or
mammalian cell lines, However, the use of mammalian cell cultures to obtain
complex proteins, such as those which require a proper glycosylation pattern,
involves high cost procedures.

[0002] RmomhnmtDNAtmhmlogyhsbemmedmaumglymﬂu
past decade for the production of commercially important biological materials.
Tolhismd,ﬁr.DNAlequﬂi?elmdipg__n varisty of medically important
boman proteins have boon cloned. These inchide imsulin, plasminogen
mmm:l-mtypmmmmﬁmmﬂDLAtm
mwﬂhﬂmmgmtmombmmtDNA techniques, these proteins are
usually purified from blood and tissue, an expensive and time consmming
process which may carry the risk of transmitting infectious agents such as
those cansing AIDS and hepatitis.

[0003) Although the expression of DNA sequences in bacteria to produce the -

desired medically important protein looks an attractive proposition, in practice
the bacteria often prove unsatisfactory as hosts becanse in the bacterial cell
forcign proteins are unstable and are not processed carrectly.

[0004] Recognizing this problem, the expression of cloned gencs in
matomalian tissue culture has been attempied and has in some instances
proved a visble strategy. However, batch fermentation of animal 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 comrectly modified eukaryotic
polypeptides. The absance of agents that are infections to humans would be an
advantage in such s process.

PRE TS S
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[0006] The possibility of obtaiming transgenic animals, liks cattle, for a
desired gene, with the sim of getting large amounts of a human protein in
milk, has been of great interest to the industcy. Several groups in the literature
and some other examples in transgenic cows or goats.

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

[0003] The expression of a heterologous protein exchusively in milk is meant
to avoid undesired influence on the host animal heslth and provide sn easy
method for purification.

10009] People are now devoted to set up scveral systems to improve the yield
of cell transfection or selection, aud choose the source of homologous fetal
somatic cell to improve survival and immunity conditions of cloned animals.

o010} On the other hand, there is enormious interest in somatic cell muclear
trensfer, maimly to make possible the propegation of elite domestic animals
purposes. Briefly, nuclear transfer (NT) involves the enucleation of a recipient
ococyte, followed by the trensfer of donor cell to the perivitelline space in close
apposition of the recipient cytoplast, and their fusion. Development is induced
artificially by chemical or physical activation. Production of cloned offspring
by somatic cell muclear transfer has been succossfnlly attained in sheep
(Campbell, K. H., &t al, Nature 380_:64-66 (1996), 1996; Wells, D. N., et al,
Biol Reprod 57:385-393 (1997); Wilmut, 1, et al Nature 385:810-813
(1997)); gost (Bagxisi, A., f al., Nat Biotechnol 17:456-461 (1999)) end in
cow (Cibelli, J. B,, et al, Science 280:1256-1258 (1998); Kato, Y., ef al,
Science 282:2095-2098 (1998); Wells, D. N., et al,, Reprod Fertil Dev 10:369-
378 (1998)).

[oo11] Thero are several factors that influence the results of NT including the
methods of emmclestion, fusion, activation and donor-recipient cell cycle



WO 2005/033274 ) PCT/US2004/031819

-3-

synchrony. High efficiencios in eumcleation of recipicut cocytes have been
achieved using DNA. specific vital dyes to visualize chromatin (Stice, S. L.,
and Keefer, C. L., Biol Reprod 48:715-719 (1993); Westiusin, M. B., et al.,, J
Reprod Fertil 95:475-480 (1992)). Fusion of the donor cell with the recipient
oocyte depends on the accuracy of cell alignment in the pulss field, contact of
the donor cell with the recipient cocyte and gize of the donar cells (Collas, P.,
et al, Anal Biochem 208:1-9 (1993)). Activation of NT recanstructed embryo
bas been refined and rates of development to blastocysts are equivalent to in
vitro festilized oocytes (Lin, L., ef al, Mol Reprod Dev 49:298-307 (1998)).

{0012] Susceasful development of NT embryos has been accomplished using
matore oocytes (Willadsen, S. M., Natwre 320:63-65 (1986)), zygoies
(MoGrath, J., and Solter, D., Dev Biol N Y 4:37-55 (1985)), and cloxvago-stage
embryos (Teunods, Y., ef al.,, J Reprod Fertil 96:275-281 (1992)) ws recipiont
cyioplasts; however, this is dependent on the source of the donor mucleus.

_ Compatibility of the cell cyclo between the recipiant cytoplasts and the donar

_ cellls is one of the important fictors that influence the development of NT
embryos. Appropriste synchronization is necessary to preserve the ploidy of
the reconstituted embryo.

[0013] The mitotic cell cycle bas the following consecutive phases: pro-
replication gap (Gq), synthesis of DNA (S), pre-mitotic gap (G,) and mitosis
(M). During a single cell cycle, all genomic DNA replicates ance prior to
mitosis. An interpbase donor puclens tomsferred into an enucleste mature
oocyte (metaphase IT) undergoes several morphological changes. After fusion,
but prior to donor muclear envelope breakdown (NEBD), the chromosome
condenses (PCC). Those changes wre induced by the activity of
protein kinase (MAPK) (Collas, P., and Robl, J. M., Biol Reprod 45:455-465
(1991)). MPF and MAPK activities are found in all meiotic and mitotic cells
and are highest at metaphase and in mammalian oocytes these high levels also
induce arrest in metaphase IL Reduction of MPF and MAPK by fertilization or
activation with calcium ionophore is the signal for completion of meiosis,

- igealS W AEAR L mmaws b TSR mams L3
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formation.

[0014) The direct effect of NEBD and PCC on donor chromatin is dependent
on the cell cycle of the donor nocleus at the time of the transfer. Diploid Gy/
Gy muclei condense to form single chromatids, but tetraploid G, muclei
condense to form double chromatids. However, nuclei in S phase at the time
of the transfer show a characteristic “pulverized™ appesrance; POC produces
extensive DNA damage. Therefore, comrect ploidy can be produced by
transferring & Gy or Gy muclei into metaphase II oocytes at the time of
sctivation or befora. A second method is to ttansfer anclei in previously
activated oocyte; in S phase, in this case is possible to use s donor cell in G;,
Gy or S phase. Because MPF and MAPK are low; the chromatin decondenses,

[o015] A third synchronization scheme has been reported in mice, where
dovelopment of s live offspring was produced by embryo reconstruction using
8 G; ar metsphase donor cell and ean enncleatad metsphase 2 oocyte (Cheong,
H. T, et al, Biol Reprod 48:958-963 (1993); Kwom, O. Y., and Kono, T., Proc
Natl Acad Sci U S A 93:13010-13013 (1996)). The extrusion of a polar body
from -the NT reconstructed ambryo was reported, resulting in single diploid
embryo snd a diploid polar body (Kwon, O, Y., and Kono, T., Proc Natl Acad
Sci U S A 93:13010-13013 (1996)). However, there is no report of polar body
formation after NT into eguclested MII oocytes in cattle, sheep or pigs,
suggesting differences between species in the mechanics controlling formation
of intact spindles and extrusion of polar bodies.

[e016) The cell cycle stuges of the donar cell and the recipicot have been
suggested to be also important to reprogram the donar cell muclei. Incressing
micleus reprogramming. For this reason, several anthors activated the ogcyte
soveral hours after fusion (Cibelli, 1. B., ef al, Science 280:1256-1258 (1998);
Wakayama, T., ef al, Nature 394:369-374 (1998); Wells, D. N., ef al, Biol

ek
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Reprod 60:996-1005 (1999)). Other reports applied sequential nuclesr tranafer
(Stice, S. L., and Keefer, C. L., Biol Reprod 48:715-719 (1993)).

[oo17] An unexplored procedure to increaso the time of domor micleus
reprogramming is by nnclear transfer before motaphase IL After germinal
vesicle breakdown (GVBD), all the nuclei events are regnlated by a substantial
increase in oocyte cytosolic MPF and MAPK, which prevent reconstruction of
the noclear envelope and entrance in the S phaso until fextilization or
activation. Therefore, a maturing oocyte may be a universal recipient for
metaphase or G; donor cell. Even G; or Gp can be used as domor cells if
activation induces an S phase before cell division.

[o018] When blastomeres in ‘Gz or M are used as domor cells, muclear
reprogramming is poasible (Cheong, H. T., e al, Biol Reprod 48:958-963
(1993); Kwon, O. Y., and Kono, T., Proc Natl Acad Sci U S 4 93:13010-
13013 (1996); Lin, L., & al, Mol Reprod Dev 47:255-264 (1997)). One
explanation is that some factors are displaced from the chromatin as a result of
chromosome condensation. In fact, for onclear tranafer, NEBD and PCC have
been considered morphological signs of nucleus reprogramming. Additionally,
at the time of fertilization sperm chromatin is extremely condensed, and its
volame is considerably amaller than that of muclei of somatic cells, and oocyte
has the ability to remove sperm mmclear protein. Qocyte chromosomes, during
sperm-cocyte fusion, are also condensed. It is possible that condensed
chromatin conformation may have some biological relevance. Consequently,
by mimicking this situation by metaphase nuclear transfer, a metaphase-
enucleated recipient could improve NT result. However, few researchers have

. used this spproach in domestic animals and using biastomeres as donor cells
(Lin, L., et al., Mol Reprod Dev 47:255-264 (1997)).

[0019] One goal of this invention is to cheracterize and refine existing somatic
cell nuclear transfer to a relisble and economical technique to produce
gencetically identical calves from adult donor cells,

SUMMARY OF THE INVENTION
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{00208 The invention relstes to a nonbnman transgemic mammal
characterized by the production of unexpectedly high levels of a recombinant
growth hormone in its milk, The recombinant growth hormone may be, but is
not limited to, luman growth bormone. The non-human transgenic memmal
may be, but is not limited to, an animal of bovine spocies.

[oo21] The invention further relates to a plasmid that provides the expression
of a protein of interest in the mammary cells of mammals in which the
expressiom is regulsted by the bota cascin promoter. Tho protein of imterest
may be, but is not limited to, human growth hormone.

[0022) The invention also relstes to different methods of making & non-hmman
transgenic mammal that produce a recombinent growth hormone in its milk.
The recombinant growth hormone may be, but is not limited to, lntnen growth
hommone. The non-human transgenic mammal may be, but is not limited to, an
animal of bovine species.

[e023] The invention also relates to & method of producing a protein of*
interest, comprising making a non-hnman transgenic manumal that produces
said protein in its milk, obtaining said milk from the non-human transgenic
mammsal and purifying said protein of interest from the milk. The protein of
interest may be, but is not limited to, hbnman growth hormone. The non-human
transgenic mummal may be, but is not limited to, an animal of bovine species.

[o024] The invention also relates to & method of producing and purifying 2
reoombinant growth hormone from the milk of a transgenic mammsl, The
recombinant growth hormone may be, but is not limited to, human growth
hormona. The transgenic mamms] may be, but is not limited to, an snimal of

BRIEF DESCRIPTION OF THE FIGURES

[0025] Figures 1A-1B show the daily milk volume collected from a transgenic-
cow obtained by the fusjon of an emcleated cocyte and a fibroblast previously
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transfected with a plasmid containing the gene which encodes the human
growth hormone (hGH) and a promoter that directs its expression to mammary
celh .

[0026] Figares 2A-2C show tho bacteria count found in the milk collected
from the same tranagenic cow.

[0027] Figures 3A-3B show the biological activity of the hGH contained in
the milk of the same tranagenic cow.

[0028] Fignre 4A shows the daily mass of hGH produced in the milk of the
eame transgenic cow. This magnitude and the daily milk volume collected
from ths tranagenic cow are plotted together in Figure 48.

[0029] Figure S5A shows the conceniration of hGH and insnlin-like growth
factor-1 (JGE-1) in the scrum of tho same transgenic cow, and the daily mass
of hGH produced in the milk of the sams transgenic cow. The concantration of
hGH in the transgenic cow’s sertmm and the deily mass of hGH produced in the
milk of the transgenic cow are plotied together in Figure SB. In Figure 5C, the
time profiles of the transgenic cow’s scrum concentrations of hGH and IGF-1
are plotted together,

[0030] Figure 6A and 6B show the serum concentration of hGH and
insulin-like growth factor-1 (IGF-1) in two transgenic calves obtained by
subcloning of a cow which is transgenic for the production of hGH in its milk.
In Figures 6C and 6D, the time profiles of serum concentrations of hGH and
IGF-1 are plotted together for each of these transgenic calves.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

[0031] The invention relates to s nonduman trapsgenic mammal
characterized by the production of unexpectedly high levels of a recombinant
growth hormone in its milk. This memmal may be, but is not limited to, an
animal of bovine species. Other species of transgenic mammals may be, but
#re not limited to, porcine species, ovine species, caprine species, or rodent
species.
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{0032}) The recombinant growth hormone can be, but is not limited to, lumean
growth hormone. This molecule, also known as somatotropin, is a protein
consisting in 191 amino acids, with a molecular weight of sbout 22 kD. It is

[0033] The invention also relaies to a transgenic mammal, characterized by
the fact that the recombinant growth hormons produced in its milk
self-stinmlates the animsl’s memmary glands in order to produce more milk

[0034] The invention also relates to a plasmid comprising & gens encoding &
protein of interest operebly linked to a beta casein promoter and a f lactamase
geno. This protein of interest can be, but is not limited to, bumsn growth
hormons. This plasmid can be pRERGH.

[0035] ° In a firther embodiment, the plagmid additionally inchades a neamrycin
resistance gene for selection of geneticin resistant cells. An example of such
plazmid is pRNeo. '

10036) In a farther embodiment, the plesmid includes the gene coding for &
green fluorescent protein such as GFP, which is under comtrol of the
cytomegalovirus (CMV) promoter. An example of such a plasmid is
pRNeoGreen.

[0037] The invention further relates to a plasmid such us those described
sbove, which has been linearized by restriction digestion. In particular, use of
restriction enzime Apall is employed and the B lactamase gene is excised.

[0038] The deposit procedure under the Budapest Treaty of the plasmids
mencioned sbove is under way. The name snd address of the depositary are
DSMZ - Deutache Sammlung von Mikroorganismen und Zellknltaren GmbH,
Mascheroder Weg 1b, 38124 Brnschweig, Germany. The correspondent
accession numbers will be provided in due course.

[0039] The invention further relstes to the plasmid constructed on basis of &
Neo resistance gene-containing plasmid, info which a modified shorter beta
casein promoter region was inserted upstresm & hGH coding region, such as
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pVEPcashGH. A linesr fragment may be obtmined from the plasmid
pVEpcashGH by excising the beta lactamase gene.

[o040] The invention further relates to a method for the tranafection of genetic
trocts using & combination of cationic livids for ki silizati
[0041] Maethods of selection of neomycin resistant cells in appropriate media

are also described, as are methods of selecting green fluorescent transgenic
cells. These cells are picked carefiilly, so as to avoid cell damage.

[0042) The invention also relsies to a method of miclear transfer of cells
amrested in Gy, or at different times of the cell cycle, into enncleated bovine
oocytes.

[0043) The invention relates to & method of transgenic embryo transfir into
hormone stimulsted cow weri.

[0044] According to the invention, a method of determining animsl health

' paremeters is disclosed. Analyaes are performed on both the animal’s seram
and milk in order to determine such parameters. :

[0045) The invention further relates to a method of making a non-homaen
transgenic mammal comprising obtaining a gane which encodes a growth
hormone, cloning the genc into a plasmid whereby the gene is operably linked
to a promoter that will direct the expression of the gene in mammary cells,
resulting in an expression plasmid, trensfecting 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
enucloated oocyte resulting in a monoceil embryo, implanting the embryo in
the uterus of & roceptive mammal, and monitoring the pregnancy firough the
bixth of the transgenic mammal.

{0046] The invention further relates to a method of making a non-human
transgenic mammal comprising extracting soroatic cells from a female
mammal which is transgenic for the production of a recombinant growth
hormone in its milk, optionally fibroblasts, enucleating a matare ococyte,
resulting in an enucleated oocyts, fusing one transgenic somatic cell with the
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caclested oocyte resulting in a monocell embryo, implanting the embryo in
thelmﬂuuofnruupﬁvenmnnnnﬂ,undznnnﬁnﬁngIﬁnpnqnuncylhnmmh1he
birth of the transgenic mammal.

[0047] The invention further relates to a method of making a non-buman
transgenic mammal comprising superovulating a female nop-tuman mammal
which is transgenic for the production of a recombinant growth hormone in its
milk, artificially inseminsting the manmal with semen obtained from a male
non-luman, non-transgenic mammal, to produce embryos, collecting the
embryos, implanting the embryos in the uterus of a receptive mammal, and
monitoring the pregnancy through the birth of the transgenic mammal.

[0048] The imvention further relates to a method of making a non-human
transgenic mammal comprising superovalating a female non-human mammal
which is tranagenic for the production of a recombinant growth hormons in its
milk, artificially inseminsting the mammal with semen obtained from a male
non-lmmsn memmsl which is transgenic for the production of said
recombinant growth hormons, to produce einbryos, collecting the embryos,
implanting the embryos in the uterus of a receptive mammal, und monitoring
the pregnancy through the birth of the transgenic mammal.

[0049] The invention firther relates to a method of making a non-human
transgmsic mammal comprising superovulsting & fomsle non-lmmsn, non-
transgenic mammal, artificially inseminating the mammal with semen
obtained from a male non-human mammal which is transgenic for the
production of a recombinant growth hormone, to produce embryos, collecting
the embryos, implanting the embryos in the uterus of a receptive mammal, and
monitoring the prognancy throngh the birth of the transgenic mammal.

[oaso] Thenxnnﬂﬁmnngnnﬂhhnnﬁnnanuw1x;butinuuIhnﬂadukhmnun
growth hormone. The non-humsn transgemic memmal may be, but is not
limited to, an animal of bovine species.

[o0s1) The invention fimther relates to 2 method fo produce a protein
comprising making a non-human transgenic memmal thst produces s protein
of interest in unexpectedly high yields in its milk, obtaining the milk from the




WO 2005033274 PCT 119

-11-

pop-lnxman transgenic mammal, and purifying the protein of interest from the
milk.

[0052] The invention also relates to a method to produce a protein of interest
in a non-hnman transgenic mammal made by a process comprising obtaining a
mwbiehencodunidpmﬁnoﬁnhwhdmingﬁesmeinﬁoaphlmid

- whereby the gens is opersbly linked to a promoter that will direct the
expression of the gene in mammary cells, resulting in an expression plasmid,
transfecting samatic cells, optionally fibroblasts, with the plasmid so that the
plasmid is incorporated into the genome of said somatic cells, .resulting in
trensgenic somatic cells, enucleating a majure oocyte, resulting in an
oocyte resulting in a monocell embryo, implanting the embryo in the uterns of
a receptive mammal, and monitoring the prognancy through the birth of the
trapsgenic mammal.

o053} The invention further also relates to 2 method to produce a protein of
hhutinnmn—hlmmlgﬂﬁcmmdmndnbynptmwﬁmiﬁng
extracting somatic cells from a female mammnal which is transgenic for the
production of said protein of interest in its milk, optionally fibroblasts,
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 & receptive mammal, and
monitoring the pregnancy through the birth of the transgemic mammal

[0054] The invenition also relates to a method to produce a protein of interest
in a non-human transgenic mammal made by a process comprising
superovulating & female non-human memmal which is tranegenic for the
production of said protein of inferest in its milk, artificially inseminating the
mammal with semen obtained from a male non-hmman, non-transgenic
mammal, to produce embryos, collecting the embryos, implanting the embryos
in the uterus of a receptive mammal, and monitoring the pregnancy through
the birth of the transgenic mammal.

[ (LI

- sl *
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[005s5) The invention also relates to & method to prodnce a protein of interest
in 2 nonhmmen transgenic mammal made by a process comprising
superovulating a fomale non-bumsn mammal which is trensgenic for the .
production of said protein of interest in its milk, artificially inseminating the
mammal with semen obisined from a male non-humsn mammal which is
transgenic for the prodaction of said protein of interest, to produce embryos,
collecting the embryos, implanting the embryos in the uterus of & receptive
mammal, and monitoring the pregnancy through the birth of the transgenic
mammal.

[0056] The invention also relates to a method to produce a protein of interest
in a2 non-bnman tramagenic mammsl~made by a process comprising
superovulating a femals mon-homen, non-trensgenic mammal, artificially
inseminating the mammal with semen obtaimed from a mals pon-homan
mammsl which is transgenic for the production of seid protein of interest, to
produce embryos, collecting the embryos, implanting the embryos in the :_
uterus of a receptive mammal, and monitoring the pregeancy fhrough the birth ' ¥
of the transgenic mamnmal.

[0057] The transgenic mammals characterized by the production of
unexpectedly high levels of a protein of interest in their milk, can be, but are
not hEmited to, animals of bovine species. Other species of tranagenic
mammails may be, but are not limited to, porcine species, ovine species,
caprine species or rodent spocies. The protein of intercst can be, but is not
limited to, human growth hormone.

[0058] The invention forther relates to a non-human transgenic mammal of
bovine species thst produces recombinant human growth hormone in ifs milk,
whose genome comprises an integrated plasmid, ssid plasmid comprising the
humsn growth hormono gene and a beta casein promoter that direcis
expression of said gene in mammary cells of the mammal.

[0059] The invention further relates to a transgenic mammal that produces
bGH in unexpectedly high levels, yet does not show the physical growth
expected with such a high level of hGH production. Since transgenic bovines

FJ.. [
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are affected by the presence of human growth hormanes, it would be expected
that the animals would grow beyond non-transgenic growth rates, and to saffer
from conditions such as disbetes mellitns, hypertension, increased risk of
cardiovascular disease and enlargement of body organs, including the Liver,
spleen, kidnoys and heart. Such high levels of hGH should render the animal,
theoretically, non-viable. However, this is not the case. A mammal, such as a
cow, with alarmingly kigh levels of a fixreign hormone in its blood, but which
is perfectly healthy and yields an outstanding productivity of a recombinant
protein constitutes an unexpected and innovative coniribution.

[0060] ‘The recombinant buman growth hormone of the invention is produced
at mexpectedly high levels. The Jevel of human growth hormone produced is
groater-than about 1.0 g/ L milk. The level of hGH can be greater than about
2.0 g/L mikk. The lovel of hGH produced can also be greater than about 3.0
gL milk. In another embodiment, the level of hGH prodnced can be greater :
then sbout 4.0 g/l milk In yet another embodiment, the level of hGH )
produced can be greater than about 5.0 /L. milk. In a farther embodiment, the ¥
level of hGH produced can be greater than sbout 6.0 g/L milk. In yet a farther
ambodiment, the level of hGH produced is about 1.0 g/L milk to about 7.0 g/L
milk. In a further embodiment, the lovel of hGH produced is sbout 2.0 g/L
milk to asbout 6.0 g/L. milk. In yet another embodiment, the level of hGH
produced is about 2.0 to about 5.0 g/L milk.

{0061} Additionally, the invention rclates to 2 method of purifying a
recombinaut growth hormone from the milk of a transgenic mammal, as well
s essays of said hormone. The purification methods can include
chromatography and concentration steps. Different types of chromsatography
can be employed and include jon exchange chromatography, reverse phase
chromatography, molecular exclusion chromstography or  affimity
chromatography. The ion exchange chromstography can be anion exchange
chromatography. The affinity chromatography can be immunoaffinity
¢ﬁmnmhmnmhmﬁmmﬂungnmﬁwadummﬂmgnphynqunuybopuﬁnnwi
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[0062) ‘The invention further relstes to a method of purifying a recombinant
growth hormone from milk of a non-tuman transgenic mammal that produces
a recombinant growth hormone comprising clarifying the milk of & non-human
transgenic mamme!, resulting in a clarified milk, and subjecting the clarified
milk to chromatography, resulting in purified recombinant growth hormaone.

[0063] The invention farther relates to a method of purifying @ recombinant
growth harmone from milk of a non-humnan transgexic mammal that produces
a recombinant growth hormane comprising clarifying the milk of a non-lnman
transgenic mammal, resulting in s clarified milk, subjecting the clarified milk
to expanded-bed amion exchange chromatogrephy, resulting in sn anion
chromatogrephed material to reverse phase chromatography, resulting in a
chromatogrsphed material to anion exchange chromatography, resulting in an
chromatographéd material to moleculsr excinsion chromatography, resnlting
in a moleculsr exclusion chromstogrephed material, concentrating the
molecular exclusion chromatographed material, resulting in a concentrated
material, and subjecting the concentrated material to molecular exclusion
chromatography, resulting in pure recombinant growth hormone.

[0064] The invention also relates to a method of purifying a recombinant
growth hormone from milk of a non-human trensgenic mammal that produces
a recombinant growth hormone comprising clarifying milk obtained from =
transgenic mmnmal, resulting clarified milk, subjecting the clarified milk to
imnunoaffinity chromatography, _ resulting in  an  immumoeffinity
material to reverse phase chromatography, resulting in a revemse phase
material to snionic exchange chromatography, resulting in an aniomic
chromatogrsphed materisl to molecular exclusion chromatography, resulting
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in a moleculsr exclusion chromatographed material, subjecting the molocular
exclusion chromatographed material to concentration, resulting in a
concentrated material, and subjecting the concentrated material to molecular
exclusion chromatogrsphy, resulting in pure recombinant growth hormone.
[0065] The recombinant growth hommone of the purification methods
described sbovo may be, but is not limited to, lnmman growth hormone. The
transgenic mammal may be, but is not lmited to, a mammal of bovine species.

[0066] The following examples are illustrative, but not limiting, of the method
adaptations of the variety of conditions and parameters normally encountered
in enzymatic production of chemicals and protein purification procedures
which are obvious to thoso skilled in the srt ave within the spirit and scope of -

the invention.
EXAMPIE 1
Caonstruction of expresgion plasmids
[0067] We generated a construct bearing a large portion of the bovine beta

casein gene promoter, including e short fragment of the 5° non-coding beta
casein gene rogion, fiused to the coding sequence of the human growth
hormone gene. The beta casein region employed in different constructs was
decreased from 3.8 kbp to about 1.3 kbp. The hGH gens encompasses about 2
to 2.2 kbp depending on whether the intrinsic polyA signal is included.

[0068) The expression cassette was accommodated in the polylinker of 8 usnal
cloning vector of the pUC or pBS type.
[0069} This promoter ensures the tissue specific and developmentally

regulated expression of genes under its control, like beta casein, and the
heterologous hGH in this case.
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[0070] The most representative plesmid is pRBhGH, which carries the
fall-lenght bovine beta casein promoter, fused to the coding sequence of the
homsn growth hormone gene.

[0071] Other constructs disclosed are mainly desived from the original ons, as
depisted, to improve tranafected cell selection or DNA integration efficiency
into the bovine ceil genome.

[0072] In the first period, co-tranafisction with a geneticin resistance gene-
containing plasmid was performed to help selection, but next, other constructs
wero used, bearing NPT geno for acomycin resistance in the same vector
contmining the hGH expression cassetts. An example of such plasmid is
pPRNeo.

[0073] Another plasmid for constitative expression of green flnorescent
protein was obtained, which includes the CMV promoter, an enhacer of
vogetal origin (alfalfs), and the green finorescent protein gene from the
jellyfish A, victoria. An examples of such plasmid is pRNeoGreen.

[0074] Besides, another plasmid was generated. This wes constructed on basis
of a Neo resistance gene-containing plasmid, into which a modified shorter
beta casein promoter region was inserted upstream a hGH coding region. This
plasmid is pVEBcashGH.

[0075) Other constructs were generated in which the B lactamase region was
excised by Apall restriction and the linear fragment comtnining the entire
extraction.

foe76} Constructs were analyzed by restriction enzymes amd DNA
sequencing, snd their ability to conduct h(GH expression was previously testad
inlmmnyglmdulllinebyﬂmu:mmmﬂ:odymubmiﬁm

foo77] The preperation of the plasmid pVEScashGH will be described in
detail as an example of this part involving genetic constructa.
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Preparation of pVE PeashGH

[0078] The aim of this constroct is to provide the minimal extension of beta
casein promoter region to direct specific rogulated transcription of the hGH
gene fused immediately downstream, along with its polyA signal in a host
organism.

[0079] The use of pVEX as the ariginal vector permits the use of neomycin
registance gene regulated by a tk promoter already present in this plasmid. The
early SV40 promoter comprising 554 bp was eliminated by restriction with
Stul and Ndel, and the last site filled in with Klenow, and self-ligation of the
resulting vector.

[0080] Beta casein short promoter was obiained after PCR amplification of &
13 kbp fragment from the 3.8 kbp original gens promoter region, by using the
following oligos as primers:

PBl 5" TCTACTCGAGGATCATCTATCTGTCCCAAAG (SEQ ID
NO: 1)
and

PB2 5 CTAGGATCCAATGATCTGATTTTGTGOG (SEQ ID NO: 2)
This frapment encompasses 1230 bp of tho canonical promoter plus 49 bp of
the first non coding exon of the beta casein gene.

foos1) The hGH gens fragment was obtained by PCR techmiques on the
original bovine genomic hGH clone using the following oligos as primers:

, PB4 5‘CTAGGATCCATGGCTACAGGTAAGCGCC (SEQ ID
NO: 3) '

and
GHTE 5" ATGCTGTGTCTGGACGTCCT (SEQ ID NO: 4)

The beta casein promoter fragment was blunted with Klenow enzyme and

inserted into the BamHI filled-in site of pVEX. After selecting recombinant

clones, we chose a certain direction appropriate to use fhe unique HindIII site
located downstream in pVEX to insert the hGH coding region.

\>
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[oo82] To this aim, the hGH fragment was also blunted and the plasmid
HindIll site wes filled in as well. Clones were selected which contain beta
casein promoter and hGH properly fused to express hGH only under the
control of this promoter.

[o083] The size of this plasmid is about 8.5 kbp.

Transfection of somatic cells

[0084] The plasmids pRBhGH (along with another plasmid with the geneticin
resistance gene), pRNeo, pRNeoGreen, or pVEBcashGH were then used for
transfecting a primary culture of somatic cells, using calcium phosphate or
liposome method. Fetal calf fibroblasts were genenlly employed to be
tranafected.

[0085] The transfectsd cells were selected adding geneticin to the culture.
After a period of 2 to 8 weeks, the cells thet were resistant to geneticin were
suitable for being used 18 domor celis to obtsin trensgenic clones. Transfected
sclected cells were anatyzed by PCR to contain the expression casseite, to
ensure the appropriate miclei transfer to generate transgenic embryos.

EXAMPLE 2

Oocyte enucleation and metephase nuclesr transfer in mature epucleated
oocytes

Collection and In vitro Mamration of bovine oocytes

{0086} Bovine oocytes were aspirmted from slanghterhouse ovaries and
matared in TCM-199 + 5% FCS at 39°C for 24 hs. The maturation medium
was equilibrated with CO; for at least 2 hours prior to use. Mature cocytes
were demuded by vortexing for 2 minntes in warm TL-HEPES with 1 mg/ml
bovine testis hyaluronidase,

P L]

Fl- .
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Nuclear transfar with comulus cells
Enucleation

[0087] Oocytes were mechanically enncleated using a Narishige hydraulic
performed with 20 pm beveled and sharpened pipettes. Oocytes were
previously stained with 5 pg/ml bisbenzimidine (Hoechst 33342") dye for 20
mimtes. Motaphases wero emmucleated by visualization of the stained
chromosomes under unltraviolet light. Metaphase chromosomes were assessed
into the perivitelline space and tightly opposed to the enmcleated cocyte.

Fusion

fooss) A transgenic somatic cell and an enncleated ‘oocyte were mammally
aligned in the fusion chamber so that the membranes to be fosed were parallel
to the electrodes. This was done using a glass embryo-handling pipette.

Fusion by Electrical Means

[0089] Fusion wes performed using one clectrical pulse of 180 volts/c for 15
us (BTX Electro Cell Manipulator 2002 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. Presumptive zygotes were monitored for fusion,
lysis, and fragmentation. ' '

Asseasment of Developmental Competence

1 Sigma Chemical Co., St. Lotis, MO, USA.
2 BTX Inc., Sen Diego, Ca, USA.
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[0090] Zygotes wero evaluated ot 48 hours after festilization for cleavage and
after 7 to 9 days for development to morulas or blastocysts.

EXAMPLE 3
Cell and embryo culture

[0091] Different donor cells, culture systems and oocyts recipient treatments
were tested in an experiment simed at simplifying procedures and increasing
embryo survival ratc in a bovine cloning program. Three culture systems for
recanstructed embryos were used when adult fibroblasts were used as donor
cells: TCM-199 + 5% FCS, Menezo + 5% FCS (both with VERO cells as co-
culture) and SOF without co~culture but with lower Oz concentration. SOF
medium was also used to culture reconstructed embryos when donor cell were
geuetically and non-genetically modified fetal fibroblasts. Finally, when
genctically modified fetal fibroblasts were used as domor cells, recipient
ovarics and matured in TCM-199 + 5% FCS at 39°C for 24 bours. For R
treated group, cocytes were incubated with 25 uM R in TCM 199 + 5% FCS
for 24 hours at 39°C prior to the maturation. Mature cocyies were denuded by
vortexing for 3 mimutes in TL HEPES with 1 mg/ml bovine testis
hyaloronidase. Mctaphases were assessed and oocytes were emucleated by
visualization with Hoechst 33342 (5 pg/mi) under UV light (<6 seconds).
Adult fibroblasts from an Angus bull and fetal fibroblasts from a 45-day old
Jersey famale foins wero used as donor cells, Transfection with constructs
selection with geneticin for 10-15 days, donor cells at Gp/G1 stages were fused
to enucleated oocytes by an electrical pulse. After 3 hours, activation was
induced by incubation in TL-HEPES with 5 pM ionomycin for 4 min and 2
mM 6-DMAP for 3 hours. The oocytes were then washed with TL- HEPES
and co-cultured in cither TCM-199 + 5% FCS + 10g/1 albumin or Menszo +
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2% FCS both with VERO calls, or in SOF medium and stmosphere of 5%
COz + 5% O3 + 950% N;. Genenully, two blastocysts were transferred non-
surgically per recipient cow, end pregnancics at 30-35 days determined by
ultragomography. Cleavage (48 hours), development to blastocysts (days 7 to
9) weore recorded and mnalyzed by Chi-square. Cleavage rates and
development to blastocysts were higher when embryos were cultured in SOF.,
However, no differences were observed in pregnancy rates due to different
culture conditions or source of donor cells. Suspension of meiotic maturation
for 24 hours did not compromiss the developmental competence of recipient
oocytes. Therefore, treatment with roscovitine might be used to increase the
availability of cocytes for NT procedures. See Table 1 below.

Tsble ]l
implmind .
‘Treatment
n Claavegn(%) DBhstocyst(%) = Prog.(%)
Adnlt  fibeohiast
TC195+ 204 156 (539 220795 13 50384)
Adalt A BKT23)" 9
Fhroblast . 29(8.9)" 17 5(294)
:;" a 108 si(75.0™ U i 5(454)
F fibroblast
s:: 197 122619  3U6T* 16 5(31.6)
fotal 47 b 8
“"'"'“'md S(73.7) 128(19. 56 25(44.6)
fotal 191 5 b
nd“sopd " @7 s51(3) 30 16(533)
Total 1797 1262(702)  28%(159) 143 61{44.5)

Percentages within columns with different superscripts are diffirent (P<0.05)

ANy
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[0092] mimlmdmmﬂmedhmlﬂypauhpmmwh
a natural delivery. Eventually a chirargic approach (Caessrea) could be used
for delivery. ‘The newboms are fied with Ig rich colostrum during the first 48.
hours, and then synthetic, Ister natural (all of them free of animal origin
compounds) foods are used.

EXAMPLE 4

Tosts performed on tranagenic calves and the recombinant protein produced

[0093] In the cmrent example, we present s full description of the tests
pecfonmed on a particolar transgenic calf, which was obtained as a result of the
procedure described in Bxamples 1 to 3, and on the recombinant protein
produced by it. Nonstheless, it should romein clear that the same set of assays
is performed on animals that are barn as a consequence of other methods for
obtaining transgenic calves, such as those that will be described in Exangples 5
and 6 below.

[0094] It was proved by means of PCR reactions performed on DNA purified
from the calf's white blood cells, nsing DNA from non-transgenic jersey
calves as the negative control, that bovine beta casein promoter and the hGH
encoding gene are inchuded in the transgenic csif cells genome. They can be
found together as & unique DNA fregment different to the homologue beta
casein geno of the animal.

[009S] It was corroborsted, by using a Pharmscia automatic sequencer,‘that
the inserted gene sequence corresponds 100 % to the hGH encoding gene. It
promoter that controls that gsame hGH gene expression in our calf was
sequenced, too. All those eclemonis coincide exactly with the expected
theoretical sequence from the genetic construct used to transform the cells out
of which the clones were generated.

et e e T Ty oea ata
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[0096] Once known the exactitude of tho genetic phase of the experiment, we
passed to prove the recombinant protein produced is the expected one and
coincides in every one of its physical and chemical characteristics with the
natural hGH.

[0097] Far this purpose, we bad to obtain milk from the calf, since the beta
casein pramoter allows the expression of the recarubinant protein only in the
mammary glands, when the animal is at its milk producing tims.

[0098] The transgenic calf was then induced by a hommone treatment to
produce milk by the time it completed her tenth month. By that time the calf
weighed 240 kg (approximately 530 Ibs).

[0100) The first phase of said treatment involved the cambined administration,
by subcutaneous routs, of estrogens (estradiol bemzoate, Historen®, Instituto
Rosenbusch) and progestagens (medroxyprogesterone acetats, Pronal®, Aton),
mmpﬁ:ingsmnppﬁnﬁomofunhdmg,hadmomlmmmd
025 mg/kg, respectively, overy 48 hours (ic., on days 1, 3, 5, 7 =md 9,
assuming that the treatment commences on day 1).

[0101] mmmmmmmbym
route, of dexamethasone (Decadron, Sidus) and oxytocin (Orasthin®, Hoechst
MaﬁonRousael);atolnlamountonOmgoftheformerbdngiq’ectedovua
paiodeompiaingdnysmmm(nﬂ:i:dofnidmulmmhday).md3
applications of 50 IU of the latter, on days 21 to 23.

[0102] The information sbove is summarized in Table 2:
JTable2

Day 1.2 3 4 5 6 7 0 9 10()17 180 15 20 21 2 =
Histersn (mg/kg)} 0.10 0.10 a1 60 o1
Pronsl {mg/kg) 025 0% 035 o 02
Decadron (mg) 458" aor 000"
-] . o o @

* Approximately a Hﬂdhlﬂn—mmhﬂnﬂﬁdﬂhm

[0103]) mmhmwmmhmmmm
ﬂwuemmhudﬁniahed,mdﬂ:m,pmgru:ively,thnqmﬁtyofhpoduced

\e
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finid tumed to milk. The collected finid was properly stored and thoroughly
analyzed. .

[0104) Several tests, whose results are shown in Figures 1-4, were performed
on the colostrum and milk (for simplicity, both colostrum and milk will be
hereinafter referred to as “milk”, except when a distinction should be made).
Firgt, the volume of the collected milk was measured. The initisl milk
productivity (first five lactating days) was spproximatsly 1,650 ml/day.
During the first productive month, two msmal milkings per day were
pexformed, one in the moming and one in the aftemoon (the contribution of
each udder to the finsl volume can be noticed); wheress from ths second
month forth, as the production of milk siaited to increase, three milkings per
day were performed (in the moming, st noon, and in the aftexnoon). The daily
volumes increased in a more or less continnous way, until resching close to
the 10,000 ml firee months afier the first milking. Detsiled information
rogarding this topic (Figare 1A) can be visualized in the curve of daily milk
vohmne va. date (Figare 1B).

[0105] In parallel with the measurements of milk volume, microbiological
assays were performed on the milk, whose results (Figure 2A) are shown in
the corresponding plots of CFU (Colony-forming umits) per ml vs date and
(Figures 2B-2C).

[0106] Biological activity (of hGH) was also assessed by a biological activity
asgay in vitro in NB2 cells culture (Figures 3A-3B). It was proved that the
biological activity of the recombinant hGH produced in the heifer’s milk is
within the method’s emxor rank, at tho normal values for human natural hGH.
Moreover, the obtained milk was studied by Westem blot, in which a main
band, comresponding to intact hGH, was detected. Additions! minor bends
correspanding to cleaved variants and aggregates were also found, as expected
in these productive systams.

[0107} With the information regarding the biological activity and the daily
volumes, it waa possible to calculate the daily production of hGH using
Bquation 1, where mhGH is the dsily produced mass of hGH in milligrams;
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BA, the biological sctivity in International Units; SA, the specific activity of
hGH (3 IU/mg); and V, the daily volume of collected milk. The data is shown
in Figure 4A. A plot of the duily maes of hGH is shown in Figure 4B. In order
to establish a visnal correlation between the daily mass of hGH and daily
volume of milk, the latter was also plotted in Figure 4B.

BRA
g = SAxV (Bq. 1)

[0108] As it can be observed from this information, the daily mass of hGH in
milk and the daily volume of milk tend to angment as the cow develops (the
former in a greater proportion, though), which constitutes an apward trend in
the recombinant hormons productivity (grams-of hGH per milk liter), It can be
noticed that this productivity passed from .around 2 g of hGH per liter (first
milking), when the prodnct was colostrum, 40 an average amount of 5 g hGH
per milk liter from the second lactating month forth. Thus, an unexpectedly
high yield of humnan growth honmone was obteined as productivity increased,
in a wey more or less. continnous as the fluid quality turned from colostrum to
milk.

[0109] Althongh at present the mass of hGH produced per day is outstanding
indeed, it should be noted that, as the cow is not fully grown yet, the upward
trend in mass of recombinant protein produced per day should continue in the
future, until a maximum is reached.

[0110] In paalle]l with the tests performed on milk, a different set of sssays
wore carried out an the cow’s serum, whose results sre shown in Figures
5A-5C. First, measurements of the concentration of hGH in the cow’s serum
were performed. The results (Figure 5A) are plotted in a graphic together with
the daily mass of hGH in milk, to allow a comparison of both magnitndes
(Figure 5B). |

[0111}) The reference range for GH in serum (in humans) is 0.06 ~ 5 ng/ml
Assuming a hypothetical similar range for bovines, it can be noticed that,
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except for the beginning, the whole curve of hGH in the transgenic cow’s
serum versus dato lics well over the upper limit of said range. This fact
notwithstanding, it muat be taken info accoomt that, althongh hGH and the
acid sequence and 3D-structure, the former, although fully finctional, is not
fully active in cattle.

[0112] Therefore, in order to assess the potentia] risk to the cow’s health due
to these high levels of hGH in its serum, measurements of serum concentration
of IGF-1 (fnsulin-like Growth Factor 1, also known as Somatomedin C) were
performed in paralle]l (Figure 5A). Growth hormone performs its finctions
primarily through IGF-1, which is made in the liver. Becanse IGF-1 mediastes
many of the in vivo cell division and metabolic effects of growth hormone,
IGP-1 assesament ig & veluabls diagnostic tool for the indirect evaluation of
suspected growth hormone disordems. Thus, IGF-1 represents a dependable
indicator of bioavsilsble growth hormone. The results of theso anzlyses are
shown in Figure 5C, together with the ones corresponrding to hGH, to permit
the simnltaneous visualization of both magnitndes.

[0113] Moreover, JGF-1 and hGH were measured in the serum of a group of
non-transgenic cows in order to have a control group and thus to establish a
comparison with the data corresponding to the transgenic cow. The averages
of the messurements of both proteins for the non-transgenic group and the
transgenic cow are displayed in Table 3 below.

Table 3

Averages
[IGF—i] mSerom [hGH] in senun
Non-transgeni 123.40 0.28

Transgenic 484.02 65698
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[0114] It is worth noticing that the average scrum concentration of hGH in the
non-transgenic group lies within the hypothetical reference range, whereas the
averago for the transgenic cow is wel over the upper limit of said range.
Besides, it i3 undoubted that the aversge level of IGF-1 in the transgenic
enimal’s serum is categorically higher than the one comresponding to non-
tmansgenic cows, which constitutes a fondamental difference.

[0115] Therefore, although the high concentration of hGH in the transgenic
cow's serum (which in bumans is known to cause disorders with sevexe
consequences, such as diabetes meliitus, hypertension, incressed risk of
candiovascular' diseaso and enlsrgement of body argans, including the liver,
spleen, kidneys and beart) should render the animal, theoretically, non-visble,
this wouald not be representing, apparenily, an obstacle to its health and well
being. A cow with alarmingly kigh levels of a foreign hormone in its blood,
but which is pexfectly healthy and yields an outstending productivity of a
. recombinant protein constitutes sn unexpected and innovative contribution.

fo116] Another innovative aspect of the presext invention is that the
recombinant hGH which enters the cow’s bloodstream, stinulsies the
mammary gland to prodace more milk. This effect is indirectly achieved, ic.,
through the action of ¥GF-1. This molecule increases the blood flow through
the mammary gland, providing critical precursors for the synthesis of milk fat,
protein, and lactose. Thus, IGF-1 acts to direct natrients throagh the blood to
the cells in the udder where they aid in the production of milk. Therefore, a
self-stimulating animsl is attained, since the recombinant hGH produced in the
milk of the transgenic cow is promoting a sustained increase in the vohune of
milk produced by the animal through the stimuiation of its mammary glsnd,
with the corresponding secretion of mare hGH in its milk.



WO 2005033274 PCT/US2004/031819
-28-
EXAMPLE §
Obtaining transgenic calves by subcloning

[0117) Five samples of tissue from the ear of a transgenic calf were taken
employing a 1.5-mm-diameter needle, whose end had been previously beveled
for this pmpose. The samples were shipped under refrigeration to the
laboratory in a PBS-based medium containing antibiotics and antimycofica.

[0118] Afterwards, the tissue semples were incubated for 72 hours in MEM
medium with 10 % bovine fotal serum and antibiotics at 39°C and atmosphere
of 5 % CO; Bventually, the tissue samples were removed, and fibroblasts at
the periphery of the plate were allowed to grow until confluence. Once this
had been achisved, the fibroblasis wero incubated for at least 5 days without
changing the colture medinm in order to aftein fheir synchronization in Gy
stage, which was assessed by means of visualization with a microscopy.

[0119] _After trypainization, individua! fibroblasts wero fused with exmcloated
bovines oocytes according to Bxample 2, and embryos thus obtained were
cultored in SOF mediom and atmosphere of 5 % CO; + 5 % O3 + 90 % N; up
o the stage of biastocyst. Afterwanis, generslly two blastocysts were
tranafrered non-surgically per recipient cow, and pregnancies were determined
at 30-35 days by uitrasonography.

[0120] The implanted cows are allowed to normally pass the pregnancy up to
a natoml delivery. Evenhmlly a chirurgic approach (Caeaares) could be used
for delivery. The newborns are fied with Ig rich colostrum during the firat 48
hours, and then synthetic, later natural (all of them free of animal origin
compounds) foods are uged.

fo121] Figures GA aud 6B show messurements of sarum concentration of
hGH and IGF-1 performed in parallel for two of the transgenic animals
obtained by subcloning of a transgenic cow, and the resulis of these analyses
are depicted in Figures 6C and 6D, respectively, to permit the simultaneous
visualization of both magnitudes for cach animal. Since at present the calves
are young, the values for both hGH and IGF-1 still lie within the respective
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range of reference, but it is expected that they will rise the szme way they did
in the transgenic cow out of which these two clones were obtained.

EXAMPLE 6
Obtaining transgenic calves by artificial insemination of a superovulated
transgenic cow
[0122] An alternative spproach for obtsining transgemic bovines will be
disclosed in this example. This method comprises superovulating a transgenic
cow by means of & hormonal trestment; artificially inseminating said cow;
recollecting the embryos thos generated; the implantation of said embryos in
surrogate cows; and the development of the pregnancy up to the birth of the
animals. A description of this procedure is presented bolow.

s it

[0123] In the moming of day 1 (i.c., the day the procedure siarted), 150 g of
prostagiandins (D(+)~clorprostancl, Arsaprost®, Ares) were sdministered to
the transgenic cow by intramuscular route. The animal was subjected to a 4-kg
daily diet containing approximately 15 % of proteims (before day 1, the animal
had been given 2 kg of food, with the same content of proteins). In the
moming of day 8, a CIDR (controlled internal drug release) device of
progesterons was placed iniravaginally. Besides, 50 mg of progesterone and
estradiol were administered by intramuscular route. The amount of food the
animal was fed rose to 6 kg/day, with the same content of proteins. Then, two
intrammscular injections of FSH and LH (PLUSET®,, Calier) were
edministared on days 12, 13 and 14 (one in the morming and the other in the
aftemoon). The following day (day 15), the treatment went on with the
administration, by intramuscular roate, of two injections of PLUSET® (one in
the moming and the other in the afternoon) and two injections of 150 pg of
prostaglandine each (same administration regimen). In the moming of day 16,
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the CIDR was removed. The total amount of PLUSET® administered
throughout the superovulation phass was 350 ItJ.

i nati

[0124) This phase comprised three successive administrations (the first and
second, in the morning and in the afteroon of day 17, respectively, and the
last, in the moming of day 18) of semen from a donor jersey bull, which had
been obtained previcusly and kept frozen to preserve the visbility of the
spermatozoids.

Collection of Embryos and their implantation in Sumogate Cows

[o125] The collection of embryos by flusliing of both homs of the cow’s
uterus with 1 1 of DMPBS (Nutricell®) took place in the moming of day 26.
Immediately afterwards, two embryos were transferred non-surgically per
recipient cow, ' and pregnencies were determinined at 30-35 days by
ultrasonography.

[0126] The implanted cows are allowed to normally pass the pregnancy up to
& nzatural delivery. Eventually a chinmrgic approach (Caesarea) could be used
for delivery. The newboms are fed with Ig rich colostrom during the first 48
hours, and then synfhetic, later natural (all of them free of animal origin
compounds) foods are used.

[0127] Since the generation of biological offspring obeys Mendel's law, balf
of the animals being born as a consequence of the procedure describoed above
should be transgenic, and, of these, haif shonld be malcs and the other half,
fornales. Therefore, there is & high probability of obteining a transgenic male
(founder animal), whose semen could be useful for setting up a Master Bank
of jersey transgenic semen to be used for the insemination of superovulated
transgenic/non-transgenic cows in order to expand the transgenic herd.
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EXAMPIE 7
Purification of recombinant hGH from milk

[0128] Once verifisd the approximate molecular weight, the Western blot
results and the biological activity of the recombinant hGH produced in the
calf's milk are correct, an exhanstive purification process was performed, for it
is imperstive, when mamnfacturing a biophsrmaceutical product, that the
protein of interest shonld be purified to homogeneity, in order to avoid the
presence of possible contaminants in said prodoct. This process comprised the
steps of: obtaining the skim of tho milk by mesns of centrifogation and
dilution of the sopematant obtained to achiove a better solubility of

¢ recombinant hGH eventually retuined in the micelles of casein (clarification);
and passage of this solution through en expanded-bed anionic exchange
chromstography column (an alternative to this step is the employ of an
immunoaffinity column, see Example 8 below); the resulting sokution is
subdued to a reverse phase. HPLC (CA) step; fractions rich in recombinent
hGH are afterwards subjected to am anionic interchange chromatography.

{0129) Purified material is desalted, concentrated snd subjected to molecular
exclusion chromatography. This separates by a molecular weight in order to
obtain the pure recombinant hGH.

[0130] The procednre for the purification of human growth hormone (hGH)
from milk comprises the following steps in order: (a) clarification (b)
expsnded-bed snionic exchange chromatography, (c) reverse phase
chromstography, (d) snionic exchangs chromatogrephy, (¢) molecular
exclusion chromatography (denlti_ng). () concentration and (g) molecular
exclusion chromatography.

Clarificati
[0131] Fresh milk was mixed with a sufficient amount of Tween 80 in order to
obtain & 0.5 % solution. After addition of Tween 80, 2 M Tris-HCl was edded
to get a pH of 7.3 + 0.1. Afterwards, the product was homogeneized for 30

53
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minutes, and then centrifogated at 14000 g in order to separate the fat layer.
Later, the resulting solution was dilnted with 0.5 % Tween 80 up to a
conductivity of less than, or equal to, 1500 uS/cm. The pH was adjusted to
7.3£0.1 with 2 M Tris-HC] and then the product was filtered through a
0.8 pm pore membrane and stored conveniently.

Expanded-bed Anionic Exchange Chromatography
[0132] The material resulting from the previous step is chromatographed
using an anionic exchange matrix according to the following paremeters:
1.  Bquipment:
A Cohmn:
1) Diameter: 5 cm
2) Bed height: 30 an (compacted bed)
3) Matrix:
a Streamline Q X1. (Amersham)
b. Volume: 600 ml
2 Solutions and buffers:
0.5 NNaCH
20 % Bthanol
Buffer A: 20 mM Tris.HCI, pH 7.3
Buffer B: 500 mM Tris.HCL, pH 7.3
Buffer C: 20 mM Tris.HCI, 150 mM NaCl, pH 7.3
Buffer D: 20 mM Tris. HCl, 500 mM NaCl, pH 7.3
i Materiel to be chromatographed
A.  Clerified milk.
B.  Sample conditions:
1) Volume: 25+ 51
2)  Conductivity: <1500 uS/cm
3) pH:7.3%0.1
[0133] To equilibrate the column, 1.5 volunes of the column (“vc™) (900 mL)
of purified water were passed through it, at a flow of 11535 em/hour

mEo 0wy
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(descending flow). Afterwards, the following solutions or buffers in the
quantitics hercinafter detailed were sequentially passed through it, at an flow
of 230 & 30 cm/hour (ascending flow): 3.0 ve (1,800 ml) of 0.5 N NaOH; 3.0
ve (1,800 ml) of purified water; 1.0 ve (600 mi) of Buffer B; and, finally, 3.0
ve (1,800 mI) of Buffer A.

[0134] Once the column wes equilibrated, the material to be chromatographed
was loaded. Said loading was performed at 12 + 3°C and at a flow of
230+ 30 cm/bour. Thercafier, the clution was performed at a
115+ 15 cm/bour flow and at the same temperuture. Firstly, a sufficient
amount of Buffir A was passed through the column (ascending flow), and
secondly the solutions and buffers hereinafier detailed were passed in the
following order (descending flow): 1.5 vc (900 ml) of Buffer A; 2.0 vc (1,200
ml) of Buffer C; and, finally, 2.0 vc (1,200 ml) of Buffer D.

[0135] Once the step had finished, the following solutions or buffers in the
quantifies hereinaftar detsiled were sequentially passed through the column, in
order to clean it 1.5 vc (900 mil) of purified water; 1.5 vc (900 ml) of 0.5 N
NaOH; 2.0 ve (1,200 ml) of purified water; 1.0 vc (600 ml) of Buffer B; 1.5 vc
{900 ml) of purified water; and, finally, 1.5 vc (300 ml) of 20 % Rthanol.

[0136] The selected hGH containing fractions were asgayed for total proteins
(by Bradford method) and for the protein of interest (by RIA), and stored at
2-8°C.

Reverse Phase Chromatography

[0137] The miterial resglting from the previous step is chromatographad

according to the following parameters:
L Equipment:
A Column:

1)  Dismeter: 4 cm
2)  Bedheight: 48 cm
3)  Matrix
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L BakerBond Wide-Pore Butyl (C4) 15 pm
prop LC Packing (Baker)
b.  Volme: 600 mi
2.  Soltions and buffers:
A Mobile Phase 1 (MP1: 30 mM NaHCO,
PH 7.2:Purified water:Acetonitrile (35:55:10)
B. Mobile Phase 2 (MP2): 30 mM NaHCOs,
pH 7.2:Purified water:Acetonitrils (20:10:70)
C. 50 % Methanol
3. Material to be chromatographed
A.  Pool of selected fractions resulting from the previous

B.  Sample conditions:
1) Volme:30x151
2) pH:73%03
[0138] To equilibrate the column, the following solutions or buffers in the
quantities hereinafter detailéd were sequentially passed through it, at a flow of
less than, or equal to, 478 c/hour: 0.3 vc (180 mi) of 50 % methanol;
thereafier, a gradient of 50 % methanol-MP2 was applied starting from a
100:0 ratio of said solutions until a 0:100 ratio of said =olutions in a total
volume of 1.0 vc (600 mI) was resched; once the gradient was finished, 1.0 vc
(600 ml) of MP2 was passed through the column; thereafter, a gradient of
MP2-MP1 was applied starting from a 100:0 ratio of said solutions until a
0:100 ratio of said solutions in a total vohmne of 1.0 vc (600 ml) was reached;
and, finally, 2.0 ve (1,200 mi) of MP1 were passed through the cohmn.
[0139) Once the columm wag equilibrated, the msaterial to be chromatographed
was filtered through a 0.45 um pore membrane, end loaded immediately
afterwards. Said loading was performed at 20 + 5°C and at a flow of less than,
or equal to, 238 cmm/hour. Thereafier, the elution was performed at a 478 + 78
cm/hour flow and at the sams temperature, and the solutions and buffars
hereinafter detailed were passed in the following order: 1.0 ve (600 mi) of
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MP1; a gradient of MP1-MP2, starting from a 65:35 matio of said solutions
until a 45:55 ratio of said solutions in a total volums of 18.0 ve (9,000 ml) was
reached; 1.0 vc (600 ml) of MP1-MF2 in a 45:55 ratio; and, finally, 2.0 ve
(1,200 ml) of MP2.

[0140] Once the step had finished, in order to clean the column, a gradient of
MP2-50 % Methanol was spplied, starting from a 100:0 ratio of said sohitions
until a 0:100 mtio of said solutions in & total volume of 1.0 ve (600 mi) was
reached; and, finally, 2.0 vc (1,200 ml) of 50 % methanol were passed through
the column.

[0141] The fractions resulting from this chromatography were sssayed by
SDS-PAGEhnmogmeonsZO%mdﬁ:rlheoxidizethH,and,dapmding-m_
tho resolts, 2 sclection was performed. Aficrwards, the selected hGH
containing fractions were assayed for total protains (by Bradford method), and
stored at 2-8°C.

Anionic Bxchange Chromatography
[0142) 'lhematerialtuulﬁngﬁomlhepreviouautqilchmmw
using mn enionic exchange matrix, as follows;
1. Equipment:
A.  Column:
1) Diameter: 5 cm
2) Bed height: 25 cm
3) Matrix
a  Source 30Q (Phammacis)
b. Volume: 500 ml
2. Solutions and buffers:
A. 20 % Ethanol
B.  Solution K: 0.5 N NaOH, 3M NaCl
C.  Solution L: 50 mM Tris, pH 7.50
D. Sohtion M: 0.1 NHC] 3 M NaCl

2(2-
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B.  Mobile Phase 3 (MP3): Solution L:Acetonitrile (70:30)
F.  Mobile Phass 4 (MP4): 50 mM Trs, 0.1 M NaCl,
pH 7.50:Acotonitrile (70:30)
3 Mstarial to be chromatographed
A.  Selected fractions resulting from the previous step.
B. Sample conditions;
1) Vohme:45%11
2) pH: 7202

[0143) To equilibrate and samitize the colunm, the following solutions or
buffess in the quantities hereinafier detniled were sequentially passed through
it, at a flow of less than, or equal to, T83 '+ 20 em/hour: 1.0 vc (500 ml) of
purified water; 1.0 v (500 mi) of Solntion X; 1.0 vc (500 ml) of Solution L;
and, finalty, 1.0 vc (500 mL) of MP3.

[0144] Once the colurmm was equilibrated, the material to be chromatographed
loaded. Said loading wes performed at 20 + 5°C and at a flow of less than, or
oqual to, 183 cm/hoor. Thereafier, the elution was performed at a 183 + 20
em/hour flow and at the same temperature, and the solutions and buffers
hereinafter dotailed were passed in the following order: 1.0 ve (500 ml) of
MP3; a gradient of MP3-MP4, sturting fiom a 15:85 ratio of szid solutions
until a 25:75 ratio of said solutions in a total volumse of 5.0 ve (2500 ml) was
reached; and, finally, 2.0 ve (1000 ml) of MP4 was passed through the
cohmmn.

[0145)] Oncethesuphadﬁninhed,theﬁ)llowing_nhnimorhxﬂ'uuinthe
quantities horeinafter detailed were sequentially passed through the column, in
order to cloan it: a gradient of MP4-purified water, starting from a 100:0 ratio
of said solutions until a 0:100 ratic of said solntions in a total volume of 0.5 vc
(250 ml) was reached; 0.5 vc (250 mi) of purified water; a gradient of purified
water-Solution K, starting from a 100:0 ratio of said solutions until a 0:100
ratio of said solutions in a total volume of 0.5 vc (250 ml) was reached; 1.0 ve
(500 ml) of Solution K; a gradient of Solution K-purified water, starting from
a 100:0 ratio of said solutions until a 0:100 ratio of said solutions in a total

- s
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vohume of 0.5 vc (250 ml) was reached; 0.5 vc (250 ml) of purified water; a
gradient of purified water-Solution M, stariing from a 100:0 ratio of said
solutions until a 0:100 ratio of aaid solutions in a total volume of 0.5 ve (250
ml) was reached; 1.0 vc (500 mil) of Solution M; a gradient of Solntion M-
purified water, starting from a 100:0 ratio of said solutions until a 0:100 ratio
of said solutions in a total volume of 0.5 vc (250 ml) was reached; 1.0 ve (500
ml) of purified water; a gradient of purified water-Solution L, starting from &
100:0 ratio of said solntions until a 0:100 ratio of said solutions in a total
volume of 0.5 vc (250 ml) was reached; 0.5 vc (250 ml); 0.5 vc (250 ml) of
Solution L; a gradient of Solution L-purified watez, starting from a 100:0 ratio
of said solutions until a 0:100 ratio of said solutions in a total volume of 0.5 vc
(250 ml) was reached; and, finally, 1.5 vc (750 ml) of purified water.

[0146) The selected hGH containing fractions were assayed for total proteins
(by Bradford method), and stored at 2 - 8°C.

Molecular Exclusion Chromatography
[0147) The material resvlting from the previous step is chromatographed
using a molecular exclusion matrix, as follows:
1.  Bquipment:
A Column:
1) Diameter: 5 cm
2) Bedheight: 25cm
3) Matx
'R Cellufine GH25 (Millipore)
b.  Volume: 500 ml
2. Solutions and buffers:
A. 05NNaOH
B. 20 % Ethanol
C.  Buffer C: 150 mM NaH,PO,, pH 7.2
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D.  Buffer G: 320 mM Glycins, 10 mM NaH;POy, 0.1 %
Tween 80, pH 6.9
3. Material to be chromatographed
A.  Selected fractions resulting from the previous step.
B. Sample conditions: ’
1) Volume:05+021
2) PpH:75x05
[0148] To equilibrate and samitize the columm, the following sohitions or
buffors in the quantities hereinafter detailed were sequentially pessed fhrough
it, at a flow of less than, or equal to, 180 cvhour: 1.0 ve (500 mi) of purified
water; 1.0 ve (500 mi) of 0.5 N NaOH; 0.5 ve (250 ml) of purified water; 0.5
ve (250 ml) of Buffer C; and, finally, 2.0 vc (1000 ml) of Buffer G.
[0149] Once the column was equilibrated, the material to be chromatographed
was loaded. Said loading was performed at 20 = 5°C and at a flow of
183 + 20 cm/hour. Thereafier, the clution was performed at the same flow mate
and temperature, and 1.0 ve (500 ml) of Buffer G was passed throngh the
column, as many times as the mumber of runs which was necessary to perform.
[0150] Once the step had finished, the following solutions or buffers in the
quantities hereinafier detailed were sequentially passed through the column, in
order to clean it: 0.5 vc (250 ml) of purified water; 1.0 ve (500 ml) of 0.5 N
NaOH: 0.5 vc (250 ml) of purified water; 0.5 ve (250 ml) of Buffer C; 0.5 ve
(250 ml) of purified water; and, finally, 1.5 vc (750 ml) of 20 % ethanol.
[0151] The selected hGH containing frections were assayed for total proteins,
and stored st 2-8°C.

Concentration
[0152] The fractions resulting from the previous example were concentrated
according to the conditions described below:
1. Equipment:
A.  Peristaltic pump: Watson Marlow - Cat. No. 3023
B.  Tubing: Watson Mariow - Cat. No. 902.0080.016
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C. Concentrator: Prep Scale Millipare — Cat No. CDU
FOO6LC
2. Solations and buffers:
A 028 % Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
B.  0.06 % Triton
C. 0.125 N NaOH
D.  Buffer G: 320 mM Glycine, 10 mM NaH,PQ,, 0.1 %
Tweon 80, pH 6.9
3. Material to be processed:
A Selected fractions rosulting from the previous example.
B. Sample conditions: -
1) Volmme:1.03051
2) Conductivity: 1200 % 100 pS/cm
3) pH:69%0.1
[0153] The equipment was first cleaned, sanitized and equilibrated, and the
following sequence of solutions and buffers were flowed through the
equipment: 2 1 of 0.125 N NaOH; 10 1 of purified water; and, finally, 2 1 of
Buffer G. The equipment was then ready to be used for concentration on the
sclected fractions, following the usual methodology. The concentration
procedure was performed until a protein concentration of 15 mg/ml (assessed
by Bradford method) was reached.
[0154) The selected fractions were filtered through a 0.22 pm pore membrane,
aasayed for total proteins (by Bradford method), and stored at 4°C.
[0155]) The conductivity and the pH of the selected fractions were
1,100-1,300 uS/cm and 6.9 + 0.1, respectively.

Molecular Exclusion Chromatography
[0156] The material resulting from the previous step is chromatographed
using a molecular exclugion matrix, as followa:
1 EBquipment:
A. Column:

74
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1) Diameter: 5 cm
2) Bed heoight: 92 cm
3) Matrix
L Sephacryl S-200 High Resolution
(Amersham Pharmacin)
b.  Volume: 1,800 ml
2, Solutions and buffers:
A 05NNsOH
B. 20 % Ethanol
C.  Buffer B: 320 mM Giycine, 2.2 mM NaH,PO,, 1.8 mM
NaHPO,, pH 7.30
3. Material to be chromatographex
A.  Practions selected from the previaus step, concentrated
B.  Sampie conditions:
1) Volume; 40 £ 20 ml
2)  Conductivity: 1,200+ 100 pS/cm
3) pH:73x0.1
[0157] To equilibrate and sanitize the column, the following solutions or
buffers in the quentities hereinafter detailed were sequentially passed through
it, at a flow of leas than 46 cm/hour: 1.0 ve (1,800 mI) of purified water; 1.0 vc
(1,800 ml) of 0.5 N NaOH; and, finally, 2.0 vc (3,600 ml) of Buffer H.
[0158] Once the column was equilibrated, the material to be chromatographed
was loaded. Said loading was performed at 20 + 5°C and at a flow of
46 = 15 cm/hour. Thereafier, the chition was performed at the same flow mte
lndtlmpnhm,mdl.OW(l,soo_ml)oanﬂu'Hmpl-adﬂnmghlhe
column, as many times as the number of rons which was necessary to perform.
{0159) Once the step had finished, the following solutions or buffors in the
qusntities hereinafter detailed were sequentially passed through the column, in
order fo clean it: 1.0 ve (1,800 ml) of purified water; and 1.5 ve (2,700 mf) of
20 % ethanol.
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[0160] The fractions conteining pure hGH were aseptically filtered through a
0.22 pm pore membrane into sterile, depyrogenated plastic bottles, assayed for
total proteing, and stored at —20°C.

EXAMPLE 8

Alternative Procedure for the Purification of hGH from milk

[0161} Instead of the purification method previously described, an altemative
scheme can be employed in order to purify the recombinant hGH contained in
the mifk. The main difference betwean the procedure described in Examplo 7
andlhealtamﬁveme_pmsmtedinﬂ:i:ﬂumphilﬁltﬂmncmdltquﬂn
former involves expended-bed amionic exchange chromatograplty, whereas the
mpmdhglhpofﬁnlﬂ&mlﬁ]ninmumaﬁ:.ﬁtymm.m
clarification steps of both procedures are also elightly diffierent Since the rest
-of both purification schemes are identical, only the first two steps of the
alternative procedure will be described below.

Clarification

[0162] Fresh milk was mixed with a sufficient amount of Tween 80 in order to
obtain a 0.5 % solution. After addition of Tween 80, 1 M Tris was added to
get a pH of 7.3 & 03. Afierwards, the product was homogeneized for 30
minutes, and then centrifugated at 14000 g in order to separats the fat layer.
Later, the resulting solution was diluted 20-fold with Buffer S
(50 mM Tris HCI, 500 mM NaCl, 0.5 % Tween 80, pH 7.3), and then filtered
through a 0.45 um pore membrane and stored conveniently.

Immunoaffinity Chromatography
[0163] The material resulting from the previous step is chromatographed
using an immunoaffinity interaction matrix (Affigel 10 Bster Agaross,
manufactured by BioRad, with covalently attached anti-GH Momoclonal
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ics, mamfectured by Bio Sidns) according to the following
parameters:
1. Bquipment:
A Column:
1)  Diameter: 30cm
2) Bed height: 15 ecm
3) Matrix:
a Affigel 10 Ester Agarose (BioRad), with
covalently attached anti-GH Monoclonal Antibodies (Bio Sidus)
) b.  Volume: 101
2. Solutions and buffers:
A.  Buffer A: 50 mM Tris HC], 500 mM NaCl, pH 7.2
B.  Buffer B: 100 mM Citric Acid, pH 3.0
C.  Buffer C: 150 mM NaH;POy, pH 7.2
D. Buffer D: 50 mM TyrisHCl, 500 mM NaCl, 500 mM
Guanidina HCl, pH 7.2
R Boffer B: 50 mM TrisHC], 500 mM NaCl, pH 7.2,
0.2% Sodium Azide, 0.1 g/l Gentsmicine.
3. Material to be chromatographed
A, Clarified milk.
B. Sample conditions:
1) Volume: 30-501
2)  Conductivity: 45 2 15 mS/cm
3) pH:7.3+03
[0164)  To oquiibrate and sanitize the cohmm, if it had not been used in the
last seven days, the following solutions or buffers in the quantities hereinafter
detailed were sequentially passed through it, at a flow of less than 51 cm/hour:
1.0 volume of the colomn ("vc™) (10 I) of Buffer A; 2.0 ve (20 1) of Buffer D;
2.0 ve (20 1) of Buffer A; 1.0 vec (10 I) of Buffer B; 2.0 ve (20 1) of Buffer C;
and, finally, 1.0 ve (10 1) of Buffer A
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[0165] On the other hand, if the colmm had been nsed in the last seven days,
the following solutions or buffers in the quantities hereinafier detailed were
sequentially passed through it, at & flow of less than 51 emvhoar: 1.0 ve (10 T)
of Buffer C; and, finally, 2.0 vc (20 ) of Buffer A.

[0166] Onco the column was equilibrated, the material to be chromstographed
was loaded. Said loading was performed at 5 + 3°C and at a flow of less than
51 cm/hour. Thereafter, the chution wes performed at a 42 + 9 cm/hour flow
and at the same temperature, and the solutions and buffiers hereinafter detailed
mwnedinthefoﬂwingordmlOvc(ZOl)ofBu&A;mdl.Svr.(lSl)
of Buffer B.

[o167] Once the step had finished, the following sohutions or buffers in the
qnlnﬁﬁeuhmimﬁ'udeuﬂdmuqumﬁnﬂypmedthwghﬂmwhmin
Gﬂﬂ‘toclmitZ.OW(ZOl)oanﬂ'urD;Z.Ovc(ZOl)ofBuﬁrA;lnd.
finally, 2.0 vc (20 1) of Buffer E.

[0168] The salected hGH contsining fractions were asssyed for total proteins
(byBrldﬁndmﬂhod)mdﬂrﬁepmtdnoﬁumm(byRIA),mdmdat
4°C. ’

EXAMPLE 9
Quality Control of Pure Recombinant hGH

[0169] 'I‘wobatchesofpmemombinmthGHmsubjectedtonsuiesof
lmyswveﬂfythatthepmductiaindilﬁnglﬁshableﬁmnmtmathH.Smh
ptooeduruimhded,butmmtlimimdﬁo.SDSIPAGB.mebt,
biological activity in vitro (cells nh2) end in vivo (lypophysectomized ats),
peptide mapping, determination’ of the complete amincacid sequence,
isoclectric focusing (IEF), and reverso-phase and size exclusion HPLC
anﬂyses.Themﬂhobhinedinnﬂthuemylmmﬂyﬂwmﬁr
bothrwombinantandnatmnthELwhichpmvuthntﬂ:epuremombinm
hGHmupondaencﬂymﬁenmthH.beingﬂmsnﬁhbhﬁr
mm:ﬁctm:ingabimhmmﬁmumdln

:
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[0170] Having now fully described the invention, it will be understood by
those of ordinary akill in the art that the sxma can be performed within a wide
and equivalent range of conditions, formmlations snd other parameters without
affecting the scope of the invention or any embodiment thereof. All patents
and publications cited herein are fully incorparated by reference herein in their
eutirety.

.
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WHAT IS CLAIMED IS:
| A method of producing a protein comprising:

8) making a non-buman transgenic mammal that produces a
protein of interest in its milk;

b) obtaining said milk from said non-human transgenic
mammal; and

¢) purifying said protein of interest from said millkc

2. The method according to claim 1, wherein said non-human
tmanggenic mammal is made by a process comprising:
a) obtaining a gene which encodes a protein of interest;

b) cloning said geno into a plasmid whereby said gene is
operably linked to a promoter that will direct the expression of
said gene in mammary cells, resulting in an expressjon plasmid;

c) transfecting somatic cclls with said expression plasmid so
that said plasmid is incorporated into the genome of said
somatic cellg, resulting in transgenic somatic cells;

d)mnclﬂtingamam.reoocyln,mltinghmamnlmhd
oacyte;

¢) fusing one of said transgenic somatic cells with said
emcleated oocyte resulting in a monocell embryo;
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_ﬂhnplmﬁnguidenhyointlnﬂamofamepﬁvommnl;
and

£) manitoring the pregnancy through the birth of the transgenic
mammal.

3. The method of claim 2, wherein said promoter is a beta casein
promoter, and wherein szid protein of interest is Imman growth hormone.

4 The method of clarm 3, wherein the expression plasmid is
PRALGH.

5. The method of claim 4, wherein said expression plasmid forther
comprises a neomycin resistance gene.

.
k)
.
-

6. The method of claim 5, wherein asid expression plasmid is
pRNeo.

7. The method of claim 2, wherein said mammal is a bovine that
produces recombinant humen growth hormone in its milk, whose genome
comprises an integrated plasmid, wherein said plasmid comprises the human
growth hormone gene and a beta casein promoter that directs expression of
said gene in mammary cells of said mammal

8.  Thomethod of claim 7, whercin said plasmid is pREMGEL

9. The method of claim 8, wherein said plasmid further comprises
a neomycin resistance gene.

10.  The method of claim 9, wherein said plasmid is pRNeo.

e
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11. The method of claim 2, wherein said somatic cells are
fibroblasts, '

12. The method of claim 2, wherein ssid transgenic somatic cells
are obtained by isolation from a female transgemic for the production of said
protein of interest in its milk.

13. The method of claim 12, wherein said trmsgenic somatic cells
are fibroblasts.

14. . The method according to claim 1, wherein said non-human
transgenic mammal is made by a process comprising:

a) superovulating a female non-homan mammal which is
tramsgenic for the production of said protein of interest in its
milk;
b) artificially inseminating said mammal with semen obtained
from a male non-human, non-transgenic mammal, to produce
embryos;
) collecting said embryos;

d) implanting ssid embryos in the uterns of a receptive
mammal; and

¢) monitoring the pre.gnmcy through the birth of the transgenic
mammal,

15. The method according to claim 1, wherein said non-human
transgenic mammal is made by a process comprising:

1y ey .t A e .
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) superovulsting a female non-lmmen mammal which is
tramagenic for the production of seid protein of interest in its
milk;

b) artificially inseminnting eaid mammal with semen obtainad
from a male non-luman mammal which is trensgenic for the
production of said protein of interest, to produce embryos;

¢) collecting said embryos;

d) implanting said embryos in the uterus of a receptive
mammal; and

¢) monitoring the pregnancy through the birth of the transgenic .
mammal.

* e, e .

16. The method according to clsim 1, wherein ssid non-human
transgenic mammal is made by a process comprising:
" &) superovulsting a female non-human, mnon-transgenic
mammal;

b) artificially inseminating said mammal with semen obtained
from a male non-humanp mammal which is transgenic for the
production of said protein of intarest, to produce embryos;

c) collectingnidenh;'yol;

d) implanting said embryos in the uterus of a receptive
mammal; and

?l .
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¢) monitoring the pregnancy through the birth of the transgenic
meammal

17. The method of amy one of claims 2, 12, 14, 15 or 16, wherein
said mammal is of bovine species, porcine species, ovine species, caprine
species or rodent species.

18. The method of claim 17, wherein said mammal is of bovine
species.

19. The method of any one of claims 2, 12, 14, 15 or 16, wherein
said protein of interest is a mammalisn growth hormane.

20. The method of claim 19, wherein said mammalisn growth
hormone is human growth hormons, bovine growth hormone, porcine growth
hormons, ovine growth hormaone, caprine growth hormone or rodent growth
hormone.

21. The method of cisim 20, wherein said mammalisn growth
hormane is human growth hormone.

22. The method of claim 21, wherein said mammal produces
human growth hormone at a level of greates than about 1.0 g hGH/L milk.

23, Themeﬂ:odofclﬁpzz,whﬁnsﬁdmmalpmdtw
human growth hormone at a level of greater than about 2.0 g hGH/L milk.

24. The method of claim 23, wherein said mammal produces
human growth hormone at a level of greater than about 3.0 g hGH/L milk.
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25. The method of claim 24, wherein ssid mammal prodoces
Iuman growth hormone at a level of greater than about 4.0 g hGH/L milk.

26. The method of claim 25, wherein ssid mammal produces
human growth hormone at a level of grester than about 5.0 g hGH/L milk.

27. The method of claim 26, wherein said mammal produces
. hnmnngmwﬂlhomonelulenlofmﬂnnlbomé.OghGﬂlLinﬂh

28. The method of claim 19, wherein production of eaid
mammalisn growth hormone by said mamimal stinmlates sxid mammal to

29. The method of any one of claims 2, 12, 14, 15 or 16, wherein
the gene encoding said protein of interest (linked to s promoter that directs the
axpreasion of said gene in mammary cells) is found in somatic cells and gorm
cells of said mammal. :

-.
]
"

30. A method of purifying a recombinant growth hormone from
miilk of & non-human transgenic mammal that produces a recombinant growth
honmone comprising:

8) clarifying the milk of a non-human transgenic mammal,
resulting in a clarified milk; and

b) subjocting said clarified milk to chromatograplry, resulting in
parified recombinant growth hormone.

31. The method of claim 30, wherein said chromatography is ion
exchange chromatography, rcverse phase chromatography, molecular
exclusion chromatography or affinity chromatography.




WO 2005/033274

-51-

32. The method of claim 31, wherein mmltiple chromatography
steps are performed.

33. The method of claim 31, wherein ssid ion exchange
chromatography is anion exchange chromatography.

34. The method of claim 31, wherein the affinity chromatography
is immmochromatography.

35. The method of claim 31, farther comprising a concentration
step.

36. A method of purifying a recombinant growth hormone from
milk of a non-humsan tranagenic mammal that produces a recombinant growth
! . .

&) clarifying the milk of & non-buman trensgenic mammal,
regulting in & clarified milk; ’

b) subjecting sxid clarified milk to expanded-bed anion
exchange chromstography, resulting in an anion exchange
clromstographed material;

c) subjecting said anion exchange chromatographed material to
roverse phase chromatography, resulting in a reverse phase

d) subjecting said roverso phase chromatographed material to
lnionﬂlﬂblngcchmnﬂomby,mﬂﬁnginmmim
cxchange chromatographed material;

PCT/US2004031819
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to molecular exclugion chromatography, resulting in a
molecular exclusion chromatographed masterial; '

f) concentrating said molecular exclusion chromatographed
material, resulting in a concentrated material; and

¢) subjecting said concentrated material to molecular exclusion
chromatography, resulting in puore recombinamt growth
hormone.

37. A method of purifying s recombinant growth hormope from
mﬂkofamn-hnmmtmsyﬁcmmnlﬂmt;mdmaamb&nmtm
hommone comprising:

1) clarifying milk obtained from a tranegenic mammal, resalting

b) subjecting said clarified milk to immmnoaffinity
chromatography, resulting in an immunoaffmity
chromatographed material;

c) subjecting said immuncaffinity chromatographed material
reverse phase chromstography, resnlting in a reverse phase
chromatographed material;

d) subjecting said roverse phase chromatographed materil to
anjonic exchangs chromatography, resulting in an snionic
exchange chromatographed material;
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¢) subjecting said anionic exchangs chromatographed matesial
to molecular exclusion chromatography, resulting in a
molecular exclusion chromatographed material;

f) subjecting said molecular exclusion chromatographed
material to concentration, resulting in 2 concentrated material;
and

g) subjecting sxid concentrated material to molecular exchusion
chromatography, resulting in pure recombinant growth

hormone.

38. The method of either of claims 36 or 37, wherein said growth

hommons is a mammalian growth hormone.

39. The method of claim 38, wherein said mammalian growth
hmishmnmgmwﬂ:hormmr,bwimmﬂahmnom,pmuimgmwﬂ:
hormune,ovinegrowﬂahonnone.uprinegmwﬂ:hormoneorrodentgmwﬂn
hormone.

40, "I'hemethodofchim39,wheminnidmammaliangmwﬂn
hormone is human growth hormone.

4]1. 'I‘hemelhodofchimm,whﬂ'einuidmm.mnlpmdncu
human growth hormons st a level of greater than about 1.0 g hGH/L milkc.

42. The method of claim 41, wherein ssid mammal produces
hmnangmwthhonnoneatalevelofgrmﬂmnlboutz.OghGl‘ULmﬂk.

43. The method of claim 42, wherein said mammal produces
lnnnnngmwﬂ:hommutalevalofmhnnaboutS.OghGl-m.mﬂh

PCT/US2004/031819
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44, The method of claim 43, wherein said mammal produces
human growth hormone st a level of greater than about 4.0 g hGH/L_ milk.

45. The method of clsim 44, whercin aaid mammal produces
Iuman growth hornmone st a level of greater than about 5.0 g hGH/L. milk.

46. The method of claim 45, wherein suid mammal produces
human growth hormone at a leve] of greater than about 6.0 g hGE/L. milk.

47. The method of cither of claims 36 or 37, whereiny said non-
bumean transgenic mammal is of bovine species.

48. The method of eifher of claims 36 or 37, wharein said non-
human transgenic mammal is a pig, sheep, goat or rodeat.
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UN PROCESO PARA PR DUCIRPR TEINA EXOGENA EN LA LECHE DE
MAMIFEROS TRANSGENICOS Y UN PROCESO PARA PURIFICAR
PROTEINAS DE ESTA MANERA

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0001] Los factores de proteina y las hormonas involucradas en el cuidado de la
salud humana han sido habituaimente producidas por la industria farmacéutica
mediante la extracci5n o mediante tecnologla recombinante en las (ltimas
décadas. La expresiéon de las construcciones genéticas que involucran los genes
deseados fueron expresados exitosamente en bacterias de levadura o lineas
celulares de mamifero. Sin embargo, el uso de cultivos de células de mamfifero
para obtener protelna de complejo, tal como aquellas que requieren un patrén de

glicolizacién adecuado involucran procedimientos de afto costo.

[0002] La tecnologlia de ADN recombinante se ha utilizado crecientemente durante
la pasada década para la produccion de materiales biolégicos comerciaiments
importantes. Para este fin, las secuencias de ADN que codifican una variedad de
proteinas humanas médicamente importantes han sido clonadas. Estas incluyen
insulina, activador plasminégeno, los factores aifa 1-antritipsina y de coagulacién
Vill y IX. Actualmente, atin con las técnicas de ADN recombinantes emergentes,
ofras proteinas son usualmente purificadas de la sangre y el tejido, y son un
proceso costaso y que consume tiempo que puede conllevar el riesgo de transmitir

agentes infecciosos tales como aquellos que causan el sida y la hepatitis.

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

la proteina deseada médicamente importants parece una proporcién atractiva, en

£
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la practica las bacterias a menudo no son satisfactorias como huéspedes en razén
a que las protelnas extrafias de la célula bacterial son inestables y no se procesan

comrectamente.

{0004] Reconociendo este problema, se ha implantado la expresion de genes
cionados en cultivo de tejido de mamifero y ha probado en algunos casos ser una
estrategia viable. Sin embargo, la fermentacion de tanda de las células animales

as un proceso costoso y técnicaments exigente,

[0005] Existe por lo tanto necesidad de un proceso de alta produccién, y bajo costo
para la produccién de sustancias biolégicas tales como polipéptidos eucarioticos
correctamente modificados. La ausencia de agentes que son infecciosos para los

humanos serfia una ventaja en tales procesos.

[0008]La posibilidad de obtener animales transgénicos, como ganado, para un
gen deseado, con el objetivo de conseguir grandes cantidades de una proteina
humana en la leche, ha sido de gran interés para la industria. Varios grupos en la
literatura reportan sus éxitos en la produccién de sero albimina humana, alfa anti-

tripsina, y algunos otros ejemplos en vacas y cabras transgénicas.

[0007] Muchos experimentos se han desarrollado previamente en ratones o ratas,
y la expresién transgénica fue siempre preferida para ser confinada a las
glandulas mamarias en razéon a que fueron empleados promotores de beta

caselna o lactalbimina, que responden solamente a factores de transcripcion de la

glandula mamaria en hembras lactantes.

34
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[0008]La expresion de una protefna heterdloga exclusivamente en la leche
pretende evitar la influencia indeseada sobre la salud del animal huésped y

suministrar un método fécil de purificacion.

[0009]La gente estd ahora dedicada a configurar varios sistemas para mejorar el
rendimiento de la transfeccién o seleccion de células, y escoger la fuente de célula
somatica fetal homdloga para mejorar la supervivencia y las condiciones de

inmunidad de los animales clonados.

[0010]De ofra parte, existe enorme interés en la transferencia nuclear de célula
somatica, principalmente para ser posible la propagacién de animales domésticos
elite y trabajo con ingenierla de animales transgénicos, para propésitos de
agricultura y biomedicina. En resumen, la transferencia nuclear (NT), involucra la
enucleacion de un oocito receptor, seguido por la transferencia de una célula
donante al espacio perivitelino en oposicién cercana del citoplasto receptor, y su
fusién. El desarrollo se induce artificialmente mediante activacion quimica o fisica.
La produccion de descendencia clonada mediante transferencia nuclear de célula
somaética ha sido exitosamente obtenida en ovejas (Campbell, K.H.,et al., Nature
380:64-66 (1896), 1996; Wells, D. N., ot al, Biol Reprod 57:385-393 (1997);
Wilmut |. ef al, Nature 385:810-813 (1997); gota (Baguisi, A., of al, Science

280:1256-1258 (1888); Kato, Y., et al., Science 282:2005-2008 (1998); D. N. et al.,
Reprod Fértil Dev 10:369-378 (1988)).

{0011] Existen varios factores que influencian los resultados del NT que incluyen
meétodos de enucleacion, fusién, activacién, y sincronla de ciclo celular donador-

receptor. Se han logrado altas eficiencias en la enucleacitn de oocitos receptores

utilizando tintes vitales especificos de ADN para visualizar cromatina (Stice, S. L.,



WO 2005/033274 4 PCT/US2004/031819

and Keefer, C. L., Biol Reprod 48:715-719 (1993); Westhusin, M. E., ef al, J.
Reprod Fértil 95: 475-480 (19982)). La fusién de la célula donante con el oocito
receptor depende de la precision del alineamiento celular en el campo del pulso,
contacto de la célula donante con el oocito receptor y el tamafio de las células
donantes. (Collas, P., ef al., Anal Biochem 208:1-9 (1993)). La activacién del
embrién reconstruido NT ha sido refinado y las proporciones de desamollo a
blastocistos son equivalentes a oocitos fertilizados en vitro (Liu, L., ef al, Mo/
Reprod Dev 49:298-307 (1998)).

[0012] El desarrollo exitoso de los embriones NT ha sido logrado utilizando oocitos
maduros (Willadsen, S. M., Nature 320:63-85 (1888)), zigotos, (MacGrath, J., and
Solter, D., Biol N Y 4:37-55 (1985)), y (Tsuncda, Y., et al., J Reprod Fértil 98:275-
281 (1992)) y embriones en etapa de clivage (Tsunoda, Y., ef al, J Reprod Fértil
96:275-281 (1 9?2)) como citoplastos receptores; sin embargo, esto depende de la
fuente del ndcleo donador. La compatibilidad del ciclo celular entre los citoplastos
receptores y las células donantes es uno de los factores importantes que
influencian el desarrolio de los embriones NT. La sincronizacién apropiada es

necesaria para preservar el ploide del embridn reconstituido.

[0013] El ciclo de la célula mitética tiene las siguientes fases consecutivas:
intersticio pre-replicacion (Gs), sintesis de ADN (S), intersticio pre-mitético (G2) y
mitosis (M). Durante un ciclo celular simple, todos los ADN genémicos se replican
una vez antes de la mitosis. Un nucleo donador de interfase transferido hacia un
oocito maduro y enucleado (metafase Il) sufre varios cambios morfolégicos.
Después de la fusién, pero antes de que se rompa la cubierta nuclear donante
(NEBD), el cromosoma se condensa (PCC). Estos cambios son inducidos

mediante la actividad del factor que promueve la maduracién/mitosis/miosis (MPF)

Af



WO 2005/033274 5 PCTNUS2004/031819

 y la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK) (Colias, P., y Robl, J. M., Biol
Reprod 45:455-465 (1991)). Las actividades MPF y MAPK se encuentran en todas
las células meitticas y mitéticas y son mas altas en la metafase y en los oocitos de
mamifero estos altos niveles también inducen disminucioén en la metafase |l. La
reduccion de! MPF y el MAPK mediante fertilizacién o activacién con iondforo de
calcio es la sefial para completar la meiosis, segunda emision del cuerpo polar,

condensacion del nicleo del esperma y formacion pronuciear.

[0014] Ei efecto deseado del NEBD y el PCC sobre la cromatina donante depende
del ciclo celular del nucleo donador al momento de ta transferencia. Los nicleos
Go/G, diploides se condensan para formar crométidos simples, pero los nicleos
G, tetraploides se condensan para formar dobles crométidos. Sin embargo, los
nicleos en la fase S al momento de la transferencia muestran una apariencia
“pulverizada” caractaristica: el PCC produce dafio extensivo al ADN. Por lo tanto,
el ploide comrecto se puede producir al transferir unos nicleos Gi 0 Gg a los
oocitos de la metafase [l al momento de la activacién o antes. Un segundo método
es transferir nicleos en el oocito previamente activado, en la fase S, en este caso
es posible utilizar una célula donante en Gy o Gy, o la fase S. En razon a que el

MPF y el MAPK son bajos; la cromatina se condensa, y sufre replicacién de ADN
sin PCC y NEBD.

[0015] Un tercer esquema de sincronizacién se ha reportado en ratones, en donde
el desarrolio de una descendencia viva fue producida mediante reconstruccién de
embridn utilizando un G, o una célula donante de metafase y un oocito de
metafase || enucleado (Cheong, H. T., ot al, Bio/ Reprod 48:958-963 (1993);
Kwon, O. Y. y Kono, T., Proc Natl Acad Sci U S A 93:13010-13013 (10986)). La

extrusion de un cuerpo polar proveniente de un embrién reconstruido NT se

AL
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reportd dando como resultado un embrién dipioide simple y un cuerpo polar
diploide (kwon, O. Y., y Kono, T., Proc Nat! Acad Sci U S A 93: 13010-13013
{1998)). Sin embargo, no existe reporte de formacién de cuerpo polar después del
NT en los oocitos Mil enucleados en ganado, ovejas o cerdos, sugiriendo
diferencias entre especies en la formacién de control mecénica de husos intactos y

extrusién de cuerpos polares.

[0016] Las etapas del ciclo celular de la célula donante y el receptor han
sido sugeridas por ser también importantes para reprogramar los nicleos de la
célula donante. Incrementando el tiempo entre la transferencia entre los nicleos
donadores y la transcripcion zigética se puede mejorar la reprogramacion del
nucleo. Por esta razén, varios autores activaron el oocito varias horas después de
la fusién (Cibelli, J. B., ot al,, Science 280;1256-1258 (1998); wakayama, T, ef al,,
Nature 384:369-374 (1898); Wells, D. N., et al., Biol Reprod 80:908-1005 (1909));
(Stice, S. L., y Keefer, C. L. Biol Reprod 48:715-719 (1993)).

[0017] Un procedimiento inexplorado para incrementar el tiempo de la
reprogramacion del nicleo donador se hace mediante transferencia nuclear antes
de la metafase Il. Después de la ruptura de la vesicula germinal (GVBD), todos los
eventos de los nicleos se regulan por un incremento sustancial en el MPF y en el
MAPK citosélico del cocito, lo que evita la reconstruccion del envoltura nuclear y la
entrada en la fase S hasta la fertilizacién o activacién. Por lo tanto, un oocito
madurante puede ser un receptor universal para la célula donante en metafase o

Gz. Aunque G; 0 Go se pueden utilizar como células donantes si la activacién

induce una fase S antes de la division celular.

A3
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[0018] Cuando los blastémeros en G2 0 M son utilizados como células donantes,
es posible la reprogramacién nuclear (Cheong, H. T. at al., Biol Reprod 48:958-
963) (1993); Kwon, O. Y., and Kono, T., Proc Nat! Acad Sci U S A 93:13010-13013
(1996); Liu L., ef al., Mol Reprod Dev 47:255-264 (1997)). Una explicacion es que
algunos factores son desplazados de [a cromatina como resultado de la
condensacién del cromosoma. De hecho, para la transferencia nuclear, NEBD y
PCC han sido considerados signos morfolégicos de la reprogramacién nuclear.
Adicionalmentse, en el momento de la fertilizacion la cromatina de la esperma es
extremadamente condensada, y su volumen es considerablemente mas pequefio
que aquel de los nicleos de las células sométicas, y el oocito tiene la capacidad
de remover la proteina nuclear de la esperma. Los cromosomas del oocito,
durante la fusiobn del esperma-oocito, también estédn condensados. Es posible que
la formaciéon de cromatina condensada pueda tener alguna relevancia bioldgica.
Consecuentemente, al semejar esta situacion mediante la transferencia nuclear de
metafase, un receptor enucleado de metafase puede mejorar el resultado NT. Sin
embargo, pocos investigadores han utilizado esta aproximacién en animales

domésticos y'utilizan blastbmeros como células donantes (Liu, L., of al., Mol

Reprod Dev 47:255-264 (1897)).

{0018) Una meta de esta invencion es caracterizar y refinar la transferencia nuclear
de la célula somética existente & una técnica confiable y econdmica para producir

temeros genéticamente idénticos de las células donantes de adulto.

[0020]La invencién se relaciona con un mamifero transgénico no humano
caracterizado por la produccién de niveles inesperadamente altos de una hormona
del crecimiento recombinante en su leche. La hormona de crecimiento

recombinante puede ser, pero no esta limitado a hormona de crecimiento humano.
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El animal transgénico no humano pueds ser, pefo no esta limitado a, un animal de

las espacies bovinas.

[0021]La invencién ademas se relaciona con un plésmido que suministra la
expresion de una proteina de interés en las células mamarias de mamiferos en las
cuales la expresitn se regula mediante un promotor de beta caseina. La proteina

de interés puede ser, pero no estd limitada a, hormona del crecimiento humano.

[0022] La invencién también se relaciona con diferentes métodos para elaborar un
mamifero transgénico no humano que produce una hormona de crecimiento
recombinante en su leche. La hormona de crecimiento humano puede ser, pero no
esta limitada a, hormona de crecimiento humano. El mamifero transgénico no

humano puede ser, pero no esté limitado a, un animal de las especies bovinas.

[0023]La invencién también se relaciona con un método para producir una
proteina de interés, que comprende elaborar un mamifero transgénico no humano
que produce dicha protelna en su leche, obteniendo dicha leche del mamifero
transgénico no humano y purificando dicha proteina de interés de la leche. La
proteina de interés puede ser, pero no esta limitada a, hormona del crecimiento
humano. E| mamifero transgénico no humano puede ser, pero no esta limitado a,

un animal de las especies bovinas.

[0024]La invencién también se relaciona con un método para producic y purificar
una hormona de crecimiento recombinante proveniente de la leche de un
mamifero transgénico. La hormona de crecimiento recombinante puede ser, pero
no esté limitada a, hormona del crecimiento humano. El mamifero transgénico

puede ser, pero o estd limitado a, un animal de especies bovinas.

AS
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0025] Las figuras 1A-1B muestran el volumen de leche diaria recolectado de una
vaca transgénica obtenida mediante la fusién de un oocito enucleado y un
fibroblasto previamente transfectado con un plasmido que contiene el gen que
codifica la hormona de crecimiento humano (hGH) y un promotor que dirige su

expresion a las células mamarias.

[0026] Las figuras 2A-2C muestran el conteo de bacterias encontrado en la leche

recolectada de la misma vaca transgénica.

[0027]Las figuras 3A-3B muestran la actividad bioldgica del hGH contenido en

leche de la misma vaca transgénica.

[0028]La figura 4A muestra la masa diaria de hGH producida en la leche de ia
misma vaca transgénica. Esta magnitud y el volumen de leche diaria recolectada

de la vaca transgénica son graficados juntos en la figura 4B.

[0028]La figura 5A muestra la concentracién de hGH y de factor-1 de crecimiento
similar a insulina (IGF-1) en el suero de la misma vaca transgénica, y la masa
diaria del hGH producida en la leche en la misma vaca transgénica. La
concentracién del hGH en el suero de la vaca transgénica y la masa diaria del
hGH praducido en la leche de fa vaca transgénica son graficados juntos en la
figura 5B. En la figura 5C, se grafican juntos los perfiles de tiempo de la

concentraciones de suero de la vaca transgénica de hGH IGF-1.

"
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[0030] La figura 6A y 6B, muestran la concentracidn de suero de hGH y del factor-
1 de crecimiento similar a insulina (IGF-1) en dos temeros transgénicos obtenidos
al sub clonar una vaca que es transgénica para la produccién de hGH en su leche.
En la figuras 6C y CD, los perfiles de tiempo de las concentraciones de suero de

hGH IFG-1 son graficados juntos para cada uno de estos temeros transgénicos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0031]La invencién se relaciona con un mamlfero transgénico no humano
caracterizado por la produccién de niveles inesperadamente altos de una hormona
de crecimiento recombinants en su leche. Este mamifero puede ser, pero no ests
limitado a, un animal de las especies bovinas. Otras especies de mamiferos
fransgénicos pueden ser, pero no estén limitados &, especies porcinas, especies

bovinas, especies caprinas o especies de roedores.

[0032] La hormona de crecimiento recombinante puede ser, pero no esté limitada
a, hormona de crecimiento humano. Esta molécula, también conocida como
somatotropina, es una proteina que consiste de 191 aminodcidos, con un peso
molecular de aproximadamente 22 kD. Es esencial para el crecimiento lineal y sus

aplicaciones también se establecen.

{0033]La invencidn también se relaciona con un mamifero transgénico,
caracterizado por el hecho de que la hormona de crecimiento recombinante
producida en su leche autoestimula las glandulas mamarias del animal con el fin

de producir més leche que contiene dicha hormona.
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[0034] La invencion también se relaciona con un piasmido que comprende un gen
que codifica una proteina de interés operablemente ligado a un promator de beta
caseina y a un gen de p lactamasa. Esta proteina de interés puede ser, pero no
estd limitada a, hormona de crecimiento humano. Este plasmido puede ser de

pRBHGH.

[0035]En una modalidad adicional, el pldsmido incluye adicionaimente un gen de
resistencia a la neomicina para la seleccion de células resistentes a geneticina. Un

ejemplo de tales plasmidos es el pPRNeo.

[0036] En una modalidad adicional, el plasmido incluye un gen que codifica para
una proteina fluorescente verde tal como GFP, que esta bajo control del promotor

de citomegalovirus (CMV). Un ejemplo de tal plasmido es el pPRNeoGreen.

[0037]La invencién se relaciona ademds con un plasmido tal como aquellos
descritos anteriormente, que ha sido linealizado mediante digestion de restriccién.

En particular, se utiliza enzima de restriccion ApaLl y el gen de B lactamasa se

escinde.

[0038] El procedimiento de depésito bajo el tratado de Budapest de los plasmidos
mencionados anteriormente esta en camino. El nombre y direccion del depésito es
DSMZ-Deutsche Sammiung von Mikroorganismen und Zellkuturen GmbH,
Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig, Alemania. El nOmero de acceso

comrespondiente se suministrar& en su debido momento.

[0039] La invencién se relaciona ademéas con el plasmido construido sobre la base

de un plasmido que con tiene gen de Neo resistencia, en el cual la regién
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promotora de beta caseina més ‘corta modificada se insertd corriente arriba de una
region que codifica hGH, tal como pVEBcasGH. Un fragmento lineal se puede

obtener del plasmido pVEBcasGi-! al extinguir el gen de beta lactamasa.

[0040] La invenci6n se relaciona ademés con un método para la transfeccién de
construcciones genéticas que utilizan una combinacién de Iipidos catiénicos para

utilizacién de liposoma.

[0041]Los métodos de seleccion de células resistentes a neomicina en medios
apropiados también se describe, como son los métodos de seleccionar células
transgénicas fluorescentes verdes. Estas células son escogidas cuidadosamente,

con el fin de evitar el dafio celular.

[0042] La invencion también se relaciona con un método de transferencia nuclear
de células disminuidas en Gp, 0 en momentos diferentes del ciclo celular, en

oocitos de bovino enucieados.

[0043]La invencién se relaciona con un método de transferencia de embriones

transgénicos en Utero de vaca estimulado con hormona.

[0044] De acuerdo con la invencion, se describe un método para determinar los
parametros de salud del animal. Los anélisis se desarrolian tanto en el suero del

animal como en la leche con ei fin de determinar tales pardmetros.

[0045]La invencitn se relaciona ademés con un método para hacer un mamifero
transgénico no humano que compraende obtener un gen que codifica una hormona

de crecimiento, clonar el gen en un plasmido por medio del cual el gen esta
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operablemente ligado a un promotor que dirigird la expresion del gen en las
células mamarias, que resultan en un pldsmido de expresion, que transfectan las
células somédticas con el plasmido de expresién de tal forma que el pldsmido de
expresion de tal forma que el plésmido se incorpora en el genoma de las células,
lo que resulta en células sométicas transgénicas, enucleando un oocito maduro, lo
que resulta en un oocito enucleado, fusionando una célula somética transgénica
con el oocito enucleado dando como resultado un embridn monocéiula,
implantando el embrién en el (tero de un mamifero receptor, y monitoreando la

gestacién a través del crecimiento del mamifero transgénico.

[0046] La invencién ademés se relaciona con un método para hacer un mamifero
transgénico no humano que comprende extraer células sométicas de un mamfifero
hembra que es transgénico para la produccién de una hormona de crecimiento
recombinante en su leche, opcionalmente fibroblastos, enucleando un oocito
maduro, dando como resuitado un oocito enucleado, fusionado unas células
somdtica transgénica con el oocito enucleado dando como resultado un embrién
monocélula, implantando el embrién en el Gtero de un mamifero receptor, y

monitoreando la gestacién a través del nacimiento del mamifero transgénico.

[0047]. La invencién se relaciona ademas con un método para elaborar un
mamifero transgénico no humano que comprende super ovular un mamffero
hembra no humano que es transgénico para la produccion de una hormona de
crecimiento recombinante en su leche, e inseminando artificialmente el mamifero
con el semen obtenido de un macho de un mamifero transgénico macho no
humano, para producir embriones, recolectando los embriones, implantando los

embriones en el Gtero de un mamifero receptor, monitorendo la gestacién a través

del nacimiento del mamifero transgénico.
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[0048]La invencibn se relaciona ademds con un método para elaborar un
mamifero transgénico no humano que comprende super ovular un mamifero
hembra no humano que es transgénico para la produccion de una hormona de
crecimiento recombinante en su leche, inseminando artificiaimente el mamifero
con semen obtenido de un mamifero hembra no humano que es transgénico par la
produccién de dicha hormona de crecimiento recombinante, para producir
embriones, recolectando los embriones, implantando los embriones en el Utero de
un mamifero receptor, y monitoreando la gestacion a través del nacimiento del

mamifero transgénico.

[0048] La invencién se relaciona ademas con un método bara hacer un mamifero
transgénico no humano que comprende super ovular un mamifero hembra y un
transgénico no humano, inseminando arlificiaimente el mamifero con semen
obtenido de un mamifero no humano macho que es transgénico para la
produccibn de una homona de crecimiento recombinante, para producir
embriones, recolectando los embriones, implantando los embriones en el dtero de

un mamifero receptor, y monitoreando la gestacién a través del nacimiento del

mamifero transgénico.

[0050] La hormona de crecimiento recombinante pude ser, pero no ests limitada a,

la hormona de crecimiento humano. El mamifero transgénico no humano puede

ser, pero no esta limitado a, un animal de las especies bovinas.

[0051]La invencién se relaciona ademas con un método para producir una
protelna que comprende hacer un mamifero transgénico no humano que produce

una proteina de interés y rendimientos inesperadamente altos en su leche,
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obteniendo la leche del mamifero transgénico no humano, y purificando la proteina

de interés de la leche.

[0052] La invencién también se relaciona con un método para producir una
proteina de interés en un mamifero transgénico no humano hecho por un proceso
que pretende obtener un gen que codifica dicha proteina de interés, clonar el gen
en un plasmido por medio dei cual el gen esti operablemente ligado a un promotor
que dirigira la expresion del gen en las células mamarias, dando como resultado
un plidsmido de expresion, transfectando algunas células, opcionaimente
fibroblastos, con el plasmido de tal forma que el plasmido se incorpora en el
genoma de dichas células sométi-caa. dando como resultado en células soméaticas
transgénicas, enucleando un oocito maduro, dando como resultado un oocito
enucleado fusionando una célula somética transgénica con un oocito enucleado
dando como resultado un embrién monocélula, implantando el embrién en el atero
del mamifero receptor, y monitoreando la gestacién a través del nacimiento del

mamifero transgénico.

[0053] La invencidn ademds también se relaciona con un método para producir
una proteina de interés en un mamifero transgénico no humano hecho por un
proceso que comprende extraer células somaticas de un mamifero hembra que es
transgénico para la produccion de dicha proteina de interés en su leche,
opcionalmente fibroblastos, y nucleando un oocito maduro, dando como resuttado
un oocito enucleado, fusionando una célula somdtica transgénica con el oocito
enucleado dando como resultado un embrién monocéiula implantando el embrién

en el Gtero de un mamifero receptor, y monitoreando la gestacién a través del

nacimiento del mamifero transgénico.
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[0054]La invencion también se relaciona con un método para producir una
proteina de interés en un mamfero transgénico no humano hecho por un proceso
que comprende superovular un mamifero hembra no humano que es transgénico
para la produccion de dicha proteina de interés en su leche, inseminando
artificialmente el mamifero con semen obtenido de un mamifero no transgénico no
humano, para producir embriones, recolectando los embriones, implantando los
embriones eh el titero de un mamifero receptor, y monitoreando la gestacién a

través del nacimiento del mamifero transgénico.

{0055]La invencién también se relaciona con un método para producir una
protelna de interés en un mamifero transgénico no humano hecho por un proceso
que comprende superovular un mamifero hembra no humano que es transgénico
para la produccibn de dicha protelna de interés en su leche, inseminar
artificiaimente el mamifero con semen obtenido de un mamifero hembra no
humano que es transgénico para la produccion de dicha protelna de interés,
producir embriones, recolectar los embriones, implantar los embriones en Gtero de

un mamffero receptor, y monitorear la gestacién a través del nacimiento del

mamifero transgénico.

[0058]La invencién también se relaciona con un método para producir una
proteina de interés en un mamifero transgénico no humano hecho mediante un
proceso que comprende superovular un mamifero no transgénico hembra no
humano, inseminar artificialments el mamifero con semen obtenido de un
mamifero macho no humano que es transgénico para la produccién de dicha
proteina de interés, producir embriones, recolectar los embriones, e implantar los

embriones en el (tero de un mamifero receptor, y monitorear la gestacién a través

del nacimiento del mamifero transgénico.
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[0057]Los mamiferos fransgénicos caracterizados por la produccién de niveles
inesperadamente altos de una proteina de interés en su leche, pueden ser, pero
no estan limitados a, animales de las especies bovinas. Otras especies de
mamiferos transgénicos pueden ser, pero no estan limitados a, especies porcinas,
especies ovinas, especies caprinas o especies de roedores. La proteina de interés

puede ser, pero no esté limitada a, hormona del crecimiento humano.

[0058] La invencitn se relaciona ademéas con un mamifero transgénico no humano
de las especies bovinas que produce hormona del crecimiento humano
recombinante en su lecho, cuyo genoma comprende un pldsmido integrado, dicho
plasmido comprende el gen de la hormona de crecimiento humano y un promotor

de beta caselina que dirige la expresién de dicho gen en las células mamarias del

mamlfero.

[0059]La invencion se relaciona ademés con un mamifero transgénico que
produce hGH en niveles inesperadamente altos, aunque no muestra el crecimiento
fisico esperado con tan alto nivel de produccién de hGH. En razén a que los
bovinos trannsgénicos se afectan por la presencia de las hormonas de crecimiento
humano, se esperaria que los animales crecieran més all4 de las proporciones de
crecimiento no transgénicos, y sufrieran de condiciones tales como diabetes
mellitus, hipertension, riesgo incrementado de enfermedad cardiovascular y
agrandamiento de los drganos del cuemo, incluyendo el higado, vaso, rifiones y
corazén. Tales altos niveles de hGH deben hacer el animal tedricaments, no

viable. Sin embargo, este no es el caso. Un mamifero, tal como una vaca con

niveles alarmantemente altos de una hormona extrafia en su sangre, pero que es !'
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perfectamente saludable y tiene una productividad sorprendente de una proteina

recombinante constituye una contribucitn inesperada e innovadora.

[00680]La hormona de crecimiento humano recombinante de la invencién se
produce a niveles inesperadamente altos. El nivel de la hormona de crecimiento
humano producida es mayor de aproximadamente 1.0 g/t de leche. El nivel de
hGH puede ser mayor de aproximadamente 2.0 g/L de leche. El nivel de hGH
producido también puede ser mayor de aproximadamente 3.0 g/l. de leche. En
otra modalidad, el nivel de hGH producido puede ser mayor de aproximadamente
4.0 g/L. de leche. En alin otra modalidad, el nivel de hGH producido puede ser
mayor de aproximadamente 5.0 g/L de leche. En una modalidad adicional, el nivel
de hGH producido puede ser mayor de aproximadamente 8.0 g/L de leche. En aln
una modalidad adicional, el nivel de hGH producido es aproximadamente 1.0 g/L
de leche a aproximadamente 7.0 g/L. de leche. En una modalidad adicional, el nivel
de hGH producido es aproximadamente 2.0 g/L. de leche aproximadamente 8.0 g/L
de leche. En ailn otra modalidad, el nivel de hGH producidos es de

aproximadamente 2.0 aproximadamente 5.0 g/L de leche.

[0061] Adicionaimente, la invencidn se relaciona con un método para purificar una
hormona de crecimiento recombinante proveniente de la leche de un mamffero
transgénico, asl como también ensayos de dicha homona. Los métodos
repurificacién pueden incluir cromatografla y etapas de concentracién. Se pueden
utilizar diferentes tipos de cromatografia que incluyen cromatografia de
intercambio de ién, cromatografla de fase inversa, cromatografila de exclusién
molecular o cromatografia de afinidad. La cromatografia de intercambio de i6n

puede ser cromatografia de intercambio de ani6n. La cromatografia de afinidad
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puede ser cromatografla de inmunoafinidad. Ademas, se pueden desarrollar

etapas de cromatografla multiples.

[0062]La invencién se relaciona ademés con un meétodo para purificar una
hormona de crecimiento recombinante proveniente de la leche de un mamifero
transgénico no humano que produce una hormona de crecimiento recombinante
que comprende clarificar la leche de un mamifero transgénico no humano, dando
como resultado una leche clarificada, y sometiendo la leche clarificada a
cromatografia, dando como resultado una hommona de crecimiento humano

purificada.

[0083]La invencidn se relaciona ademds con un método para purificar una
hormona de crecimiento recombinante proveniente de la leche de un mamifero
transgénico no humano que produce una hormona de crecimiento recombinante
que comprende clarificar la leche de un mamifero transgénico no humano dando
como resultado una leche clarificada, sometiendo la leche clarificada a una
cromatografia de intercambio de anién derecho expandido, dando como resultado
un material cromatografiado de intercambio de anién, sometiendo el material
cromatografiado de intercambio de anién a cromatografia de fase inversa, dando
como resultado un material cromatografiado de fase inversa, sometiendo el
material cromatografiado de fase inversa a una cromatografia de intercambio de
aniéon, dando como resultado un material cromatografiado de intercambio de
anion, sometiendo el material cromatografiado de intercambio de anién a una
cromatografia de exclusibn molecular, dando como resultado un material
cromatografiado de exclusién molecular, concentrado el material cromatografiado

de exciusibn molecular, dando como resultado un material concentrado, y
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sometiendo el material concentrado a una cromatografia de exclusién molecular,

dando como resultado una hormona de crecimiento recombinante.

[00B4]La invencion también se relaciona con un método para purificar una
hormona de crecimiento recombinante proveniente de la leche de un mamifero
transgénico no humano que produce una hormona de crecimiento recombinante
que comprende clarificar la leche obtenida de un mamifero transgénico, dando
como resultado leche clarificada sometiendo la leche clarificada, sometiendo la
leche clarificada a cromatografia de inmunoafinidad, dando como resultado un
material, cromatografiadc de inmunoafinidad, sometiendo el material
cromatografiado de inmunoafinidad a cromatografia de fase inversa, dando como
resultado un material cromatografiado de fase inversa, sometiendo el material
cromatografiado de fase inversa a una cromatografla de intercambio aniénico,
dando como resultado un material cromatografiado de intercambio anidnico,
sometiendo el material cromatografiado de intercambio anibnico a una
cromatografia de exclusion molecular, dando como resultado un material
cromatografiado de exclusién molecular, sometiendo el material cromatografiado
de exclusion molecular a concentracién, dando como resultado un material
concentrado, y sometiendo el material concentrado a una cromatografia de

exclusion molecular dando como resultado una hommona de crecimiento

recombinante pura.

[0085]La hormona de crecimiento recombinante de los métodos de purificacion
descritos anteriormente pueden ser, pero no estén limitados a, hormona de

crecimiento humano. E| mamffero transgénico puede' ser, pero no estd limitado a,

un mamifero de las especies bovinas.
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[0068] Los siguientes ejemplos son ilustrativos, pero no limitantes, del método y las
composiciones de la presente invencién. Otras modificaciones y adaptaciones
adecuadas de la variedad de condiciones y parametros normaimente encontrados
en la produccion enziméatica de quimicos y procedimientos de purificacion de
proteina que son obvios a aquelios expertos en la técnica estan dentro del espiritu

y alcance de la invencién.

EJEMPLO 1

Construccién de Plismidoe de Expresién

[0067] Nosotros generamos una construccién que lleva una porcién grande de
promotor de gen de beta caselna de bovino, que incluye un fragmento corto de la
region del gen de beta caselna 5' no codificante, fusionado con la secuencia
codificante del gen de hormona de crecimiento humano. La regién de bata caseina
empleada en las diferentes construcciones se disminuyd de 3.8 kbp a
aproximadamente 1.3 kbp. El gen hGH comprende aproximadaments 2.2 kbp

dependiendo de si estd incluida la sefial poliA intrinseca.

[0088]El casete de expresion se acomodé en el poliigador de un vector de
clonacion usual del tipo pUC o pBS

[0069]Este promotor asegura que el tejido especifico y fa expresién

desarrolladoramente regulada de genes bajo su control, como la beta caseina, yel

hGH heterdlogo en este caso.

&%
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[0070] El plasmado més representativo en pRBhGH que lieva el promotor de beta
caselna de bovino de longitud completa, fusionado a la secuencia de codificacién

del gen de hormona de crecimiento humano.

[0071] Otras construcciones descritas son principaimente derivadas de aquella
original, como se describié para mejorar la seleccién de célula transfectada o la

eficiencia de integraciéon de ADN en el genoma de célula de bovino.

[0072] En el primer periodo, la co-transfeccidn con un pldsmido que contiene gen
de resistencia a la geneticina se desarollé para ayudar a la seleccion, pero luego,
fueron utilizadas otras construcciones, que llevan el gen NPT para resistencia a la
neomicina en el mismo vector que contiene el casete de expresibn hGH. Un

ejemplo de tal plasmido es el pRNeo.

[0073] Se obtuvo otro plasmido para la expresién constitutiva de la protelna
fluorescente verde, que incluye un promotor CMV, un mejorador de origen vegetal
(alfalfa), y el gen de proteina fluorescente verde proveniente de la medusa A.

victoria. Un ejemplo de tal pldsmido es el pRNeoGreen.

[0074] Ademas, se generd otro pldsmido. Este se construyé sobre la base de un
plasmido que contiene un gen de Neo resistencia, en el cual se insertd una regién
promotora de beta caseina més corta modificada comriente amiba de una regién
codificante hGH. Este pldsmido es el pVEpcashGH.

[0075] Se generaron otras construcciones en las cuales la region de B lactamasa

se escindié6 mediante una restriccién Apall y el fragmento lineal que contiene el
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casete de expresién completo se purificé después de electroforesis con gel de

agarosa, y extraccién de gel.

[0076]Las construcciones fueron analizadas mediante enzimas de restriccion y
secuenciacion de ADN, y su capacidad para conducir la expresién de hGH fue
previamente ensayada en una linea celular de gléndula mamaria mediante

reconocimiento de anticuerpo fluorescente.

[0077]La preparacién del plasmido pVERcashGH se describird en detalle en un

ejemplo de esta parte que involucra las construcciones genéticas.

[0078] El objetivo de eata construccidén es suministrar la extensién minima de la
region promotora de beta caselna para dirigir la transcripcion regulada especifica
del gen hGh fusionado inmediatamente corriente abajo, junto con una sefial poliA

en un organismo huésped.

[0079] El uso del pVEX como el vector original permite el uso de gen de resistencia
a la neomicina mediante un promotor tk ya presente en este pldsmido. El promotor
SV40 temprano que comprende 554 bp se elimind mediante restriccion con Stul y

Ndel, y el tiltimo sitio llenado con Klenow y auto ligacién del vector resultants.
[0080] El promotor corto de beta caselna se obtuvo después de amplificacién PCR

de un fragmento de 1.3 kbp de la regién promotora de gen original de 3.8 kbp, al

utilizar los siguientes oligos como iniciadores

PB1 §' TCTACTCGAGGATCATCTATCTGTCCCAAAG (ID de SEC No.: 1)
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PB2 5' CTAGGATCCAATGATCTGATTTTGTGG (ID de SEC No.: 2)

Este fragmento comprende 1230 bp del promotor candnico més 49 bp del

primer exén no codificante del gen de beta caselna.

[0081] El fragmento del gen hGH se obtuvo mediante técnicas PCR sobre el clon

hGH genémico bovino original utilizando los siguientes oligos como iniciadores:

PB4 5 CTAGGATCCATGGCTACAGGTAAGCGCC (ID de SEC No.: 3)

GHTE 5' ATGCTGTGTCTGGACGTCCT (ID de SEC No.: 4)

El fragmento promotor de beta caseina fue truncado con una enzima Kienow e
insertado en el sitio de pVEX llenado en BamH!. Después de seleccionar los
clones recombinantes, escogimos una cierta direccion apropiada para utilizar el

sitio Hindlll localizado cormriente abajo en el pVEX para insertar la region

codificante Hgh.

[0082] Para este objetivo, el fragmento hGH fue también truncado y el sitio Hindiil
del plasmido se llend también. Los clones fueron seleccionados los cuales
contenlan un promotor de beta caseina y hGH propiamente fusionado para

expresar hGH solamente bajo el control d este promotor.

[0083] El tamafio de ests plasmido es aproximadamente 8.5 kbp.
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Transfeccién de células somiticas

[0084] Los plasmidos pRBhGH (junto.con otro plasmidos con gen de resistencia
geneticina), pPRNeo, pRNeoGreen, o pVEBcashGH fueron entonces utilizados para
transfectar un cultivo primario de células sométicas, utilizando fosfato de calcio o
un método de liposoma. Los fibroblastos de temero fetal fueron empleados

generaimente para ser transfectados.

[0085]Las células transfectadas fueron seleccionadas agregando geneticina al
cultivo. Después de un periodo de 2 a 8 semanas, las células que seran
resistentes a la geneticina fueron adecuadas para ser utilizadas como células
donantes par obtener clones transgénicos. Las ceélulas seleccionadas
transfectadas fueron analizadas mediante PCR para contener el casete de

expresion, para asegurar la transferencia de nicleos apropiada para generar

embriones fransgenicos.

EJEMPLO 2

Enucleaclon de ooclto y transferencla nuclear de metafase en oocitos

enucleados maduros
Recolecclén y maduracién In vitro de oocitos de bovino
{0086]Los oocitos de bovino fueron aspirados de ovarios de matadero y

madurados en TCM-189 + 5% FCS a 39°C durante 24 hs. El medio de maduracion

se equilibro con CO> mediante al menos dos horas antes de uso. Los oocitos

b
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maduros fueron desnudados mediante mezclado durante 2 minutos en TL-HEPES

caliente con 1 mg/m! de hialuronidasa de testiculo de bovino.

Transferencia Nuclear con Céluias Cumulus

Enucleacion

[00B7]1Loa oocitos fueron  mecdnicamente  enucleados  utilizando
micromanipuladores hidraulicos Narishige y microscopia Nikon Diaphot. La
enucleacion se desarrolld con pipetas de 20 ym biseladas y punteadas. Los
oocitos fueron previamente tefiidos con Sug/ml de bisbenzimidina (Hoechst
33342") durante 20 minutos. Las metafases fueron enucleadas mediants
visualizacién de los cromosomas tefiidos bajo luz ultravioleta. Los cromosomas de
la metafase fueron evaluados después de aspiracién dentro de la pipeta. Una
célula somatica transgénica fue transferida en el espacio de perivitelina y

estrechamente opuestos al cocito enucleado.

Fusién

[0D88]Una célula somética transgénica y un oocito enucleado fueron
manuaimente lineados en la cAmara de fusién de tal forma que las membranas al
ser fusionadas estaban paralelas a los electrodos. Esto fue hecho utilizando una

pipeta de manejo de embriones de vidrio.
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Fusién Medlante Medios Eléctricos

[0089]La fusién fue desarrollada utilizando un pulso eléctrico de 180 voltios/cm
durante 15 ps (BTX Electro Cell Manipulator 200)> y monitoreado con un
analizador de pulso grafico BTX Optimizer-Graphic Pulse analyzer. La camara
para pulsar los embriones consistia de dos electrodos de alambre de acero
inoxidable de 0.5 mm montados 0.5 mm de separacién sobre ldminas de vidrio de
microscopio. Los presuntos zigotos fueron monitoreados -por fusién, lisis, y

fragmentacion

Evaluacién del Desarrolio de Competencia

Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA.
2BTX Inc., San Diego, Ca, USA

[0080] Los zigotos fueron evaluados a 48 horas después de la fertilizaciéon para

clivar y 7 a 9 dias para el desarmrollo de mérula o blastocistos.

EJEMPLO 3

Cultivo de Células y Embriones

[0081] Diferentes células donantes, sistemas de cultivo y tratamientos de los
sectores de oocitos fueron ensayados en un objetivo experimental af simplificar
procedimientos e incrementar la proporcion de supervivencia de embriones en un
programa de clonacién de bovino. Fueron utilizados tres sistemas de cultivos para
embriones reconstruidos cuando los fibroblastos adultos fueron utilizados como

células donantes: TCM-198 + 5% FCS, Menezo + 5% FCS (con células Vero Yy

é?
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cocultivo) y SOF sin cocultivo pero con concentraciones O; inferiores. El medio
SOF también fue utilizado para cultivar embriones reconstruidos cuando las
células donantes fueron fibroblastos fetales modificados genética y no
genéticamente. Finaimente, cuando los fibroblastos fetales genéticamente
modificados fueron utilizados como células donantes, los oocitos receptores fueron
previamente tratados con roscovitina (R), para suspender meiosis y optimizar la
usabilidad del receptor. Los oocitos fueron aspirados de ovarios de matadero y
madurados en TCM-198 + 5% FCS a 38°C durante 24 horas. Para el grupo
tratado R, los oocitos fueron incubados con 25uM R en TCM 199 + 5% FCS
durante 24 horas a 39°C antes de la maduracién. Los oocitos maduros fueron
desnudados mediante un mezclado durante 3 minutos en TL HEPES con 1 mg/ml
de hialuronidasa de testiculo de bovino. Las metafases fueron. evaluadas y los
oocitos fueron enucleados mediante visualizacion con Hoechst 33342 (5 ug/ml)
bajo luz UV (< 8 segundos). Los fibroblastos adultos provenientes de Angus y
fibroblastos fetales de un feto hembra Jersey de 45 dias fueron utilizados como
células donantes. La transfeccion con construcciones que contienen gen con
resistencia a la neomicina fueron desarrollados utilizando liposomas. Después de
la seleccion con geneticina durante 10-15 dias, las células donantes en las etapas
Go/G1 fueron fusionadas hasta oocitos enucleados mediante un pulso eléctrico.
Después de tres horas, se indujo la activacidn mediante incubacién en TL-HEPES
con 5 uM de ionomicina durante 4 min y 2 mM de 8-DMAP durante 3 horas. Los
oocitos fueron entonces lavados con TL-HEPES y cocultivados con TCM 199 + 5%
FCS + 10 g/l de albdmina o Menezo + 2% FCS ambos con células VERO, o en un
medio SOF y atmdsfera de 5% de CO; + 5% de O; + 90% de N,. De manera
general fueron transferidos 2 blastocistos no quirirgicamente por vaca receptora, y
se determinaron los embarazos en los dlas 30-35 mediante ultrasonografia. El

clivage (48 horas), desarrollo o blastocistos (dia 7 a 9) se registraron y analizaron

&S
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mediante Chi cuadrado. Las proporciones de clivage y desarrollo a blastocistos

fueron mayores cuando los embriones fueron cultivados en SOF. Sin embargo, no

se observaron diferencias en las proporciones de embarazo debido a las

diferentes condiciones de cultivo o alas fuentes de células donantes. La

suspension de maduracién meyidtica durante 24 horas no compromete la

competencia de desarrollo de los oocitos receptores. Por fo tanto, el tratamiento

con roscovitina se podria utilizar para incrementar la disponibilidad de oocitos para

procedimientos NT. Ver Tabla 1 adelante

Tabla 1

. . . Receptor | Geatacion
Trata!mento n Clivage (%) Blastocistos (%) implantado (%)
Fibroblasto de
Adulto 294 156(53.9)" 22(7.5) 13 S(38.4)
TC189+VEROQ
Fibroblasto de
adulto 324 | 236(72.3)* 29(8.9)" 17 $(29.4)
Menezo+VERO
Fibroblasto de
gc(i)l.lll_to 108 81(75.0)* 24(22.2)° 11 S(45.4)
g'(‘;’,?b'“m fetal | 197 | 122(81.9 33(16.7)°° 16 S(31.6)
Fibroblasto fetal
tsraonstectado 846 | 476(73.7)* 128(19.8)® 56 S(44.6)
Fibroblasto fetal
transfectado 228 191(83.7)° 51(22.3)® 30 $(53.3)
SOF-R
Total 1797 | 1262(70.2) 287(15.9) 143 61(44.5)

Porcentajes con columnas con diferentes superescritos son diferentes

(P<0.05)
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[0082]A las vacas implantadas se les permiti® pasar normalmente la gestacién
hasta su parto natural. Eventuaimente pudo ser utilizada una aproximacion
guirargica (Cesérea) para la entrega. Los recién nacidos son alimentados con
calostro rico en Ig c‘iurante las primeras 48 horas, y luego sintéticos, y finalmente
son utilizados alimentos naturales (todos los cuales libres de los compuestos

origen del animal).

EJEMPLO 4

Ensayos Desarrollados Sobre Temeros Transgénicos y Proteina

Recombinante Producida.

[0093] En el ejemplo presente nosotros presentamos una descripcion completa de
los ensayos desarrollados sobre un ternero transgénico particular, que se obtuvo
como resultado de los procedimientos descritos en los Ejemplos 1 a 3, y sobre la
proteina recombinante producida por esta. Sin embargo, debe ser claro que se
desarrollé el mismo conjunto de ensayos sobre animales que son nacidos como
consecuencia de otros métodos para obtener temeros fransgénicos, tales como

aquellos que se describiran en el Ejemplo 5 y 6 adelante.

[0084] Se probé por medio de reacciones PCR desarroliadas sobre ADN purificado
de células sangulneas blancas de temero, utilizando ADN de terneros jersey no
transgénicos como el control negativo, que el promotor de beta caselna de bovino
y €l gen que codifica hGH estan incluidos en el genoma de las células de temeros

transgénicos. Ello se pueden encontrar juntos como un fragmento de ADN Gnico

diferente al gen de beta caseina homdlogo al animal.
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{0085]Se comobord, al utilizar el secuenciador automatico de farmacia que la
secuencia de gen insertada corresponde 100% al gen que codifica hGH. Este
incluye los intrones, la sefial de secrecién y el terminador. El promotor de beta
caseina de bovino que controla esa misma expresion de gen hGH en nuestro
temero también fue secuenciado. Todos aquellos elementos coinciden
exactamente con la secuencia teérica esperada proveniente de la construccién
genética utilizada para transformar las células por fuera de las cuales fueron

generados los clones.

[008B]Una vez conocida la exactitud de la fase genética del experimento,
pasamos a probar si la protelna recombinante producida es aquella esperada y

coincide con cada una de las caracteristicas fisicas y quimicas con el hGH natural.

[0097 Para este propésito, nosotros hablamos obtenido leche del temero, en
razébn a que el promotor de beta caselna permite la expresion de ia proteina
recombinante solamente en las glandulas mamarias, cuando el animal estad en su

momento de produccion de leche.

[0098] El temero transgénico fue entonces inducido mediante un tratamiento con
homona para producir leche en el momento en que el completd su décimo mes.

En ese momento el temero pesd 240 kg (aproximadamente 530 1bs).

[0100]La primer fase de dicho tratamiento involucré la adminietracién combinada
mediante ruta sub cutdnea, de estrégenos (benzoato de estradiol, Histeren®,
Instituto Rosenbusch) y progestanos (acetato de medroxiprogesterona, Pronal®,

Aton), que comprende 5 aplicaciones sucesivas de cada droga, una dosis de 0.1

21
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mg/kg y 0.25 mg/kg, respectivamente, cada 458 horas (es decir en los dias 1, 3, 5,

7. y 9, asumiendo gue el tratamiento comienza en el dia 1).

[0101]La segunda fase comprendié la administracién, mediants ruta subcuténea,
de dexametasona (Decadron, Sidus) y oxitocina (Orastin®, Hoechst Marion
Roussel); una cantidad total de 20 mg del anterior es inyectada durante un periodo
que comprende los dias 18 a 20 (un tercio de dicha masa total cada dla), y 3

aplicaciones de 50 IU del Gitimo, en los dias 21 a 23.

[0102] La informacién anterior se resume en la Tabla 2

Tabla 2
;Lﬂhg;n ‘0.110 2 0.310 : o:tT : n.-{m : o:o B B B B R e ’E']
Pronal 0.25 025 0.25 025 025
| (mp/kg) 4_|
Decsdran 6.68° | 066" | 6.85°
Orasthin Ll ﬁ‘m‘
W)

*Aproximadamente un tercio de ia masa total (20 mg) se administrd cada dia.

[0103] Como se esperaba, la vaca comenzé produciendo calostro el dia después
de que habla terminado el tratamiento y Juego, progresivamente la calidad del
fluido producido se volvié leche. El fluido recolectado fue adecuadamente

almacenado y completamente analizado.

[0104] Varios ensayos, cuyos resultados son mostrados en las figuras 1-4, fueron
desarrollados sobre el calostro y la leche (por simplicidad, tanto el calostro como la

leche se denominaran en lo sucesivo como “leche”, excepto cuando se deba hacer
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distincién). Primero, se midié el volumen de la leche recolectada. La productividad
de la leche inicial (prime.ros 5 dilas de lactancia) fue aproximadamente 1,850
ml/dia. Durante e) primer mes productivo, fueron desarrolladas dos ordefios
manuales por dia, uno en la mafiana y uno en la tarde (la contribuciéon de cada
ubre al volumen final puede se notada); mientras del segundo mes en adelante, en
la medida en que la produccién de leche comenzd a incrementarse, fueron
desamollados tres ordefios por dla (en la mafiana, al medio dla, y por la tarde). Los
volimenes diarios se incrementaron de una manera méas o menos continua, hasta
alcanzar cerca de 100 mil tres meses después del primer ordefio. Informacién
detallada con relacién a este tdpico (Figura 1A) se puede visualizar en la curva del

volumen de leche diaria versus fecha (Figura 1B).

[0105] En paralelo con las mediciones del volumen de leche, fueron desarrollados
ensayos microbioldgicos sobre la leche, cuyos resultados (Figura 2A) son
mostrados en tas graficas comespondientes de CFU (Unidades formadoras de

colonias) por ml vs fecha y (Figuras 2B-2C).

[0106]La actividad bioldgica {del hGH) también se evalué mediante ensayo y
actividad biolégica in vitro en cultivos de células NB2 (Figuras 3A-3B). Se probé
que |a actividad bioldgica del hGH producido en la leche del heifer, estd dentro del
rango de error del método, en los valores normales para et hGH natural humano.
Mas auln, la leche obtenida fue estudiada mediante Western blot, en el cual Ia
banda principal, cormespondiente al hGH intacto fue detectada. Bandas menores
adicionales que comresponden a variantes y agregados clivados también fueron

encontradas, como se esperaba en estos sistemas productivos.
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[0107]Con la informacion relacionada con la actividad biolégica y las volimenes
diarios, fue posible calcular la produccién diaria de hGH utilizando la ecuacién 1,
cuando el mhGH es la masa producida diaria de hGH en miligramos; BA, la
actividad biolégica en unidades internacionales; SA la actividad especifica del hGH
(3 1U/mg); y V, el volumen diario de leche recolectada. Los datos son mostrados
en la figura 4A. La grifica de la masa diaria de hGH es mostrada en [a figura 4B.
Con el fin de establecer una correlacion visual entre la masa diaria del hGH y el

volumen diario de leche, el dltimo también fue graficado en la figura 4B.

BA
m = — Ec.
T SAxV (Ec.1)

[0108] Como se puede observar en esta informacién, [a masa diaria de hGH en la
leche y el volumen diario de la leche tienden a aumentar en la medida en que la
vaca se desarrolla (no obstante, la anterior en mayor proporcién) lo cual constituye
una tendencia ascendente en Ja productividad de hormona recombinante (gramos
de hGH por litro de leche). Se puede notar que esta productividad paso de
aproximadamente 2 g de hGH por litro (primer ordefio), cuando el producto fue
calostro, a una cantidad promedio de 5 g hGH por litro de leche desde el segundo
mes de lactancia en adelante. Asl, un rendimiento inesperadamente alto de
hormona de crecimiento humano se obtuvo en la medida en que se incrementd la

praductividad, de una manera mas o menos continua en la medida en que la

calidad del fluido se tomé de calostro a leche.

[0108]Aunque actualmente la masa de hGH producida por dia es de hecho
sorprendente, se debe notar que, en la medida en que la vaca no ha crecido
compietamente, la tendencia hacia afriba en la masa de la proteina recombinante

producida por dia debe continuar en el futuro, hasta que se alcance un m&ximo.

Ea
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[0110)En paralelo con los ensayos desamollados, sobre la leche, un diferente
conjunto de ensayos fue llevado a cabo en el suero de la vaca, cuyos resultados
son mostrados en las Figuras 5A-5C. Primero, fueron desarrolladas mediciones en
la concentracién del hGH del suero de la vaca. Los resultados (Figura 5A) son
graficados en una gréfica junto con la masa diaria de hGH en la leche, para

permitir una comparacién de ambas magnitudes (Figura 5B).

[0111]E! rango de referencia para GH en el suero {(en humano) es 0.08 — 5§ ng/ml.
Asumiendo un rango similar hipotético para los bovinos, se debe notar que,
excepto para el inicio, la curva completa de hGH en el suero de la vaca
transgénica versus la fecha que estd bien sobre el limite de dicho rango. No
obstante este hecho, se debe tener en cuenta que, aunque el hGH de la hormona
de bovino correspondiente (bGH) son muy similares en relacién con su secuencia
de aminoacido y la estructura 3D, el anterior, aunque completamente funcional, no

es completamente activo en el ganado.

[0112] Por lo tanto, con el fin de evaluar el ritmo potencial para la salud de la vaca
_debido a estos altos niveles de hGH en su suero, se desarrollaron mediciones de
concentracion de suero de IGF-1 (Factor de Crecimiento 1 similar a insulina,
también conocido como Somatomedin C) en paralelo (figura 5A). La hormona de
crecimiento desarrolia su funcién principaimente a través del IGF-1, lo que se hace
en el higado. £En raz6n a que el IGF-1 media muchas de las divisiones celulares in
vivo y los efectos metabdlicos de la hormona de crecimiento, y la evaluacién del
IGF-1 es una herramienta de diagnostico valiosa para la evaluacién indirecta de
sospechados desordenes hormona del crecimiento. Asl, el IGF-1 representa un

indicador dependiente de la hormona de crecimiento biodisponible. Los resultados

YL
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de estos andlisis son mostrados en la Figura 5C, junto con aquellas
comrespondientes al hGH para permitir la visualizacién simultanea de ambas

magnitudes.

[0113]Mas aln, el IGF-1 y el hGH fueron medidos en el suero de un grupo de
vacas no transgénicas con el fin de te_nar un grupo de control y asl establecer una
comparacién con los datos que comesponden a la vaca transgénica. Los
promedios de las mediciones de ambas proteinas del grupo no transgénico y la

vaca transgénica son mostrados en la Tabla 3 adelante.

Tabla 3
 Promedio
JIGF-1] en suero [hGH] en suero
No transgénico 123.40 0.28
Transgénico 484.02 656.98

[0114] Es importante notar que la concentracién de suero promedio del hGH y el
grupo no transgénico descansa en un rango de referencia hipotétioo.mientms que
en el promedio para la vaca transgénica esta bien por encima del limite supserior
de dicho rango. Ademads, es indudable que el nivel promedio el IGF-1 en el suero
del animal transgénico es categéricamente mayor que en aquel correspondiente a

las vacas no transgénicas, que constituye una diferencia fundamental.

[0115] Por lo tanto, aunque la alta concentracién de hGH en el suero de la vaca
transgénica {que en los humanos es conocido por originar desordenes de
consecuencias severas, tales como diabetes mellitus, hipertensién, riesgo
creciente de enfermedad cardiovascular y agrandamiento de 6érganos del cuerpo,
incluyendo el higado, vaso, rifiones y corazén) deben hacer al animal,

tedricamente, no viable, esto no representa, aparentemente, un obsticulo a su

A3
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salud y bienestar. Una vaca con millones alarmantemente altos de una hormona
extrafia en su sangre, pero que es perfectamente saludable y tiene una
productividad sorprendente de una proteina recombinante constituye una

contribucién inesperada e innovadora.

[0116]Otro aspecto innovador de la presente invencidon es que el hGH
recombinante que entra al torrente sanguineo de la vaca, estimuia la glandula
mamaria a producir mas leche. Este efecto se logra indirectamente, es decir, a
través de la accion del IGF-1. Esta molécula incrementa el flujo sangulneo a través
de la gldndula mamaria, suministrando precursores tlpicos para la sintesis de
grasa de la leche, protelna, y lactosa. Asl, el IGF-1 actia para dirigir los nutrientes
a través de la sangre a las células en la ubre donde ellos ayudan a la produccion
de la leche. Por lo tanto, se logra un animal autoestimulante, en razén a que el
hGH recombinante producido en la leche de la vaca transgénica est& promoviendo
un incremento sostenido en el volumen de la leche producida por el animal a
través de la estimulaciSn de su gldndula mamaria con la secrecién

correspondiente de mas hGH en su leche.

EJEMPLO §

btencién de Terneros Transgénicos Medlante su Clonaclén

[0117] Cinco muestras de tejido provenientes de la oreja de un ternero transgénico
fueron tomadas empleando una aguja de 1.5 mm de didmetro, cuyo extremo habla
sido previamente biselado para este propésito. Las muestras fueron embarcadas

bajo refrigeracién al laboratorio en un medio basado en PBS que tiene antibidticos

y antimicéticos.
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[0118] Posteriormente, las muestras de tejido fueron incubadas durante 72 horas
en un medio MEM, con 10% de suero fetal bovino y antibidticos a 39°C y
atmobsfera al 5% de CO,. Eventuaimente, se removieron las muesiras de tejido, y
los fibroblastos de ia periferia del plato se les permitieron crecer hasta confluencia.
Una vez esto se habla logrado, los fibroblastos se incubaron durante al menos 5
dias sin cambiar el medio de cultivo con el fin de lograr su sincronizacion en Ia

etapa Gp, que fue evaluada por medio de visualizacién con microscopia.

[0119] Después de tripsinizacién, fueron fusionados los fibroblastos individuales
con oocitos de bovinos enucleados de acuerdo con el ejemplo 2, y los embriones
asl obtenidos fueron cultivaos en medio SOF y atmésfera de 5% de CO2 + 5% de
Oz + 90% de N; hasta la etapa de blastocisto. Posteriormente, fueron transferidos
en general dos blastocistos no quirrgicamente por vaca receptora, y los

embarazos se determinaron a los 30 — 35 dlas por ultrasonografia.

[0120]A las vacas implantadas se les permitié pasar la gestacién hasta un parto
natural. Eventuaimente, se pudo utilizar una aproximacién quirirgica (cesarea)
para el parto. Los recién nacidos son alimentados con calostro rico en Ig durante
las primeras 48 horas, y luego con sintético, finalmente se utilizan alimentos

naturales (todos ellos libres de compuestos de origen animal).

{0121]Las figuras 6A y 6B muestran mediciones de concentraciones de suero de
hGH e IGF-1 desarroliados en paralelo para dos animales transgénicos obtenidos
al subclonar una vaca transgénica, y los resultados de estos andlisis son descritos
en las figuras 6C y 8D, respectivamente, para pemitir la visualizacion simultinea

de ambas magnitudes para cada animal. En razén a que en este momento los

s
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temeros son jovenes, los valores para hGH e IGF-1 ain permanecen en los
respectivos rangos de referencia, pero se espera que ellos se eleven de la misma
manera que lo hicieron en la vaca transgénica de {a cual fueron obtenidos estos

dos clones.
EJEMPLO 6

btencién de Terneros Transgénicos Mediante Inseminacién Artificial de

Vacas Transgénicas Superovuladas

[0122]Una aproximaciéon alternativa para obtener temeros transgénicos se
describird en este ejemplo. Este método comprende superocular una vaca
transgénica por medio de un tratamiento hormonal, inseminando artificialmente
dicha vaca; recolectando los embriones asl generados; la implantacién de dichos
embriones en vacas subrogadas; y el desarrollo del embarazo hasta el nacimiento

de los animales. Adelante se presenta una descripcion de este procedimiento.

Superovulacién

[0123] En la mafana del dia 1 (es decir el dia que inicio el procedimiento), 150 pg
de prostaglandinas (D(+) clorplostenol, Arsaprost®, Arsa) se administré a la vaca
transgénica mediante ruta intramuscular, El animat fue sometido a una dieta diaria
de 4 kg que contenla aproximadamente 15% de proteinas (antes del dia 1), el
animal se le habia dado 2 kg de alimento, con el mismo contenido de proteinas.
En la mafiana del dla 8, un dispositvo CIDR (liberacién de droga intema
controlada) de progesterona fue ubicado intravaginalmente. Ademas, 50 mg de

progesterona y estradiol se administraron mediante ruta intramuscular. La cantidad

Yo
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de alimento que el animal comi6 se levé a 6 kg/dla, con el mismo contenido de
protelnas. Luego, dos inyeccicnes intramusculares de FSH y LH (PLUSET®,
Calier) se administré en los dias 12, 13, y 14 (uno en la mafiana y otro en la tarde).
Al siguiente dia (dla 15), el tratamiento continuo con la administracién, por ruta
intramuscular, de dos inyecciones de PLUSET® (uno en la mafiana y el otro en la
tarde) y dos inyecciones de 150 pg de prostagiandinas cada uno (mismo régimen
de administracién). En la mafiana del dia 16, se removié el CIDR. La cantidad

total de PLUSET® administrada a lo largo de toda la fase de ovulacion fue de 350
u.

Inseminaciéon

[0124]La fase comprendié 3 administraciones sucesivas (la primera y la segunda,
en |la mafiana y en la tarde del dia 17, respectivamente, y la Gltima en la mafiana,
del dia 18) de semen proveniente de toro jersey donador, que habla sido obtenido

previamente y mantenido congelado para preservar la viabilidad de los

espematozoides.

Recoleccion de Embriones y su implantacién en Vacas Portadoras

[0125]La recoleccion de embriones al fluir ambas trompas del Utero de la vaca con
1 de | de DMPBS (Nuiricell®) tuvo lugar en la mafiana del dia 26. Inmediatamente
después, fueron transferidos 2 embriones no quirirgicamente por vaca receptora,

y se determinaron los embarazos en los dlas 30-35 mediante ultrasonografia.

[0126]Las vacas implantadas se les permiti6 pasar normaimente la gestacién

hasta el parto natural. Eventualmente se puede utiizar una aproximacién -

X7
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quirirgica (Cesdrea). Los recién nacidos se alimentaron con calostros ricos en IG
durante las primeras 48 horas, y luego sintético, finalmente se utilizaron alimentos

naturales (todos los cuales libres de compuestos) de origen animal.

[0127]En razén a que la generacion de descendencia biolégica obedece a la ley
de Mendel, ia mitad de los animales nacidos como consecuencia del
procedimiento descrito anteriormente debe ser transgénico, y, de estos, la mitad
deben ser machos y la otra mitad hembras. Por lo tanto, existe una alta
probabilidad de obtener un macho transgénico (animal fundador), cuyo semen
puede ser utilizado para establecer configurar un banco maestro de semen
transgénico de jersey para ser utilizado en la inseminacién de vacas

transgénicas/no transgénicas superovuladas con el fin de expandir la herencia

transgénica.

EJEMPLO 7

Purificacién de hGH recombinants de leche

[0128]Una vez verificado que es cormecto el peso molecular aproximado, los
resuitados de Westem blot y ia actividad bioldgica del hGH recombinante
producido en fa leche de temera, se desarrolia un proceso de purificacion
extensiva, para que este sea imperativo cuando se elabora un producto
biofarmacéutico, que la protelna de interés debe ser purificada hasta
homogeneidad, con el fin de evitar la presencia de posibles contaminantes de
dicho producto. Este proceso comprendié las etapas de: obtener la grasa de la
leche por medio de centrifugacién y dilucién del supemadanete obtenido para

lograr una mejor solubilidad en hGH recombinante eventuaimente retenido en las
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micelas de caselna (clarificacion): y pasar de esta solucién a través de una
columna de cromatografla de intercambio ani6nico de leche expandido (una
altemativa a esta etapa es el empleo de una columna de inmunocafinidad, ver
Ejemplo (adelante); la solucion resultante es sustraida de la etapa de HPLC (C4)
de fase inversa; las fracciones ricas en hGH recombinante son posteriormente

sometidas a cromotagrofia de intercambio anibnico.

[0129] El material purificado es desalado, concentrado y sometido a cromatografla
de exclusién molecular. Esto se separa por peso molecular con el fin de obtener

un hGH recombinante puro.

[0130] El procedimiento para la purificacion de hormona de crecimiento humano
(hGH) proveniente de la leche comprende las siguientes etapas en orden: (a)
clarificaciéon (b) cromatografia de intercambio aniénico de lecho expandido, (c)
cromatografila de fase inversa, (d) cromatografifa de intercambio aniénico, (c)
cromatografila de exclusibn molecular (desalado), (f) concentraclén y (g)

cromatografla de exclusidén molecular.

Clarificacién

[00131]) La leche freaca se mezclé con una cantidad suficiente de Tween 80
con el fin de obtener una solucién al 0.5%. Después de la adicién de Tween 80, se
agregaron 2M de Tris-HCL para conseguir un ph de 7.3 £ 0.1. Posteriormente, el
producto se homogenizd durante 30 minutos, y luego se centrifugé a 14000 g con
el fin de separar la capa de grasa. Finalments, la solucién resultante se diluyé con

0.5% de Tween 80 hasta una conductividad de menos de, o igual a, 1500 pS/cm.

?ﬁ
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El Ph se ajust6 a 7.3 £ 0.1 con Tris-HCL 2 M y luego el producto se filiré a través

de una membrana de poros de 0.8 um y se almacend convenientemente.

Cromatografia de Intercambio Anidnico de lecho Expandido

[0132) El material resultante de la etapa previa se cromatografié utilizando una

matriz de intercambio aniénico de acuerdo a los siguientes pardmetros:

1. Equipo:
A Columna
1) Didmetro:5.cm
2) peso de lecho:30 cm (lecho compactado)
3) Matriz:
a. Linea de flujo QXL (Amersham)

b. volumen; 8600 ml|

2. Solucién y amortiguadores:

0.5 NaOH

20% de etanol

Amortiguador A 2.20 mM Tris.HCL, Ph 7.3
Amortiguador B: 500 mM Tris.HCL, Ph 7.3

Amortiguador:C: 20 mM Tris.HCL, 150 Mm NaCL, pH 7.3

m m o 0o @ >»

Amortiguador D: 20 mM Tris.HCL, 500 mM NaCL, Ph 7.3

3. Material hacer cromatografiado
A. Leche clarificada

B. Condiciones de la muestra:

e
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1) volumen: 25 % 5l
2). Conductividad: < 1500 pSfcm
3). pH: 7.310.1

[0133] Para equilibrar la columna, 1.5 volimenes de la columna (*vc”) (800 ml) de
agua purificada fueron pasados a través de este, a un flujo de 115t5 cm/hora (flujo
descendente). Posteriormente, las siguientes soluciones o amortiguadores en las
cantidades detalladas posteriomnente fueron secuenciadamente pasadas a través
de éste, a un flujo de 230430 cm/ora (flujo ascendente): 3.0 ve (1,800 ml) de 0.5
N de NaOH; 3.0 vc (1,800 ml) de agua purificada; 1.0 vc (600 ml) de amortiguador
B; y finalmente, 3.0 vc(1,800 ml) de amortiguador A.

[0134]Una vez se ha equilibrado la columna, el material a ser cromatografiado se
carga. Dicha carga se desarrolla a 1243°C y a un flujo de 230+30 cm/hora.
Posteriormente, se desarrollé la elusién a un fiujo de 115+15 cm/hora y a la misma
temperatura. Primero, se pasd una cantidad suficiente de amortiguador A a través
de la columna (flujo ascendente), y segundo la solucibn y amortiguadores
detallados posteriorments fueron pasados en el siguiente orden (flujo
descendente): 1.5 vc¢ (800 ml) de amortiguador A; 2.0 vc¢ (1,200 ml) de
amortiguador C, y finalmente, 2.0 vc (1,200 ml) de amortiguador B.

[0135] Una vez ha finalizado |a etapa, las siguientes soluciones de amortiguadores
en las cantidades detalladas posteriornente fueron secuencialmente pasadas a
través de la columna, con el fin de limpiarias: 1.5 vc (800 ml) de agua purificada;
1.8 ve (900 ml) de NaOH 0.5 m, 2.0 vc {1,200 ml) de agua purificada: 1.0 vc (6800
mi), finaimente, 1.5 vc (900 ml) de etanol 20%.
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[0138] Las fracciones seleccionadas que contienen hGH fueron ensayadas para
protelnas totales (mediante el método Bradford) y para la protelna de interés
(mediante RIA), y aimacenadas a 2-8°C.

Cromatografia de Fase Inversa

[0137] El material resultante de la etapa previa se cromatografla de acuerdo a los

siguientes parametros:
A. Equipo:
A. Columna:

1) Didmetro: 4 cm
2) Altura del lecho: 48 cm
3) Matriz
a) Empaque prep. LC de 15 pym Butilo de Poro
Amplio BakerBondn (C4)
b) Valumen: 600 mi
2. Soluciones y amortiguadores:
A Fase Mol 1 (MP1): 30 mM de NaHCO3, pH 7.2: Agua
Purificada : Acetonirilo (35:55:10)
B. Fase Mobil 2 (MP2)30 mM de NaHCO;, pH 7.2: agua
purificada: acetonitrilo (20:10:70)
C. 50% de metanol
3. Material a ser cromatografiado
A grupo de fracciones seleccionadas resultantes de la etapa
previa

B. Condiciones de la muestra:

K2s
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1) Volumen:; 3015 |
2) pH 7.3£0.3

[0138] para equilibrar la eolumna, las siguientes soluciones o amortiguadores en
las cantidades detalladas posteriormente fueron secuenciaimente pasadas a
fravés de esta, a un flujo de menos de, o igual a, 478 cm/hora: 0.3 v (180 mi) de
metanol al 50%; posteriormente, un gradiente de metanol -MP2 50% se aplicd
partiendo de una proporcion de 100:0 a dichas soluciones hasta una proporcién
0:100 de dichas soluciones en un volumen total de 1.0 vc¢ (600 mi) se hizo
reaccionar; una vez que terminé el gradiente, 1.Q vc (600 ml) de MP2 se pasé a
través de la columna; posteriormente, un gradiente de MP2-MP1 se aplict
partiendo de una proporcién de 100:0 de dichas soluciones hasta un proporcién
0:100 de dichas soluciones en un volumen total de 1.0 vc {600 ml) hasta que una
proporcién de 0:100 de dichas soluciones en un volumen de 1.0 vc (600 ml) se

alcanzé, y, finalmente, 2,0 vc (1,200 ml) de MPI se paso a través de la columna.

[0138] Una vez se equilibré la columna, el material a ser cromatografiado se filtré a
través de una membrana con poro de 0.45 pym, y se cargd inmediatamente de
manera posterior. Dicha carga se desarrolié a 20+5°C y a un fiujo de menos de, o
igual a, 238 cm/hora. Posteriormente, 1a elusion fue desarrollada a un flujo de 478
78 cm/hora vy a la misma temperatura, de la solucion de amortiguadores
detalladas posteriormente fueron pasados en el siguiente orden: 1.0 vc (600 ml) de
MPI; un gradiente de MP1-MP2, partiendo de una proporcién 65:35 de dichas
soluciones hasta que se alcanz6 una proporcion de 45:55 de dichas soluciones en
un volumen total de 18.0 vc (8,000 ml); 1.0 v¢ (800 ml) de MP1-MP2 en una
proporcién 45:55; y, finalmente, 2,0 ve (1,200 ml) de MP2.

<>
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[0140] Una vez ha finalizado la etapa, con el fin de limpiar la columna, se aplica un
gradie;ite de MP2-metanol 50%, pariendo de una proporcién 100:0 de dichas
soluciones hasta que se alcanzé a una proporcién 0:100 de dichas soluciones en
un volumen total de 1.0 vc (800 mi); y, finaimente, 2,0 vc (1,200 mi) de metanol al

50% se pasé a través de la columna.

[0141]Las fracciones resultantes de esta cromatografla se ensayaron mediante
SDS-PAGE homogéneo 20% y para hGH oxidado, y, dependiendo de los
resultados, se desarmrolid una seleccion. Posteriormente, el hGH seleccionado que
contiene ias fracciones fueron analizadas para protelnas totales (mediante el

método Bradford), y aimacenadas a 2-8°C.

Cromatografia de Intercambio Aniénico

[0142] El material resultante de la etapa previa se cromatografié utilizando una

matriz de intercambio anibnico, como sigue:

1. Equipo:
A Columna:
1). Didmetro:5 cm
2). Altura del lecho:25 cm
3).  Matriz
a) fuente 30 Q (farmacia)
b) Volumen: 500 ml
2. Soluciones y amortiguadores:

A. 20% etanol
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Solucién K: NaHCO, 0.5 N, NaCL 3M

Solucioén L: 50 mM de Tris, Ph 7.50

Solucién M: HCL 0.1 N, NaCl 3M

Fase Mévil 3 (MP3): Solucién L: Acetonitrilo (70:30).

m m O 0 @

Fase Mbvil 4 (MP4) 50 mM Trs, 0.1 M NaCl, pH 7.50:
Acetonitrilo (70:30)

3. Material a ser cromatografiado
A fracciones seleccionadas resultantes de la etapa previa
B. Condiciones de la muestra
1). Volumen:4.5+11
2). Ph:7.210.2

[0143] Para equilibrar y desinfectar la columna, fueron pasadas secuenciaimente
las saluciones o amortiguadores en las cantidades detalladas a continuacién a
través de ésta, a un flujo de menos de, o igual a, 183 £ 20 cm/hora: 1.0 ve (500 ml)

de agua purificada; 1.0 vc (500 ml) de solucién K; 1.0 ve (500 ml) de solucion L; y,
finalmenta, 1.0 ve (500 ml) de MP3.

[0144]Una vez se equilibré la columna, se cargo el material a ser cromatografiado.
Dicha carga se desarollé a 20 £ 5° C y a un flujo de menos de, o igual a, 183
cm/hora. Posteriormente se desarroll6 la elusion a un flujo de 183 + 20 cm/hora y
a la misma temperatura, y las soluciones y amortiguadores descritos a
continuacion se pasaron en el siguiente orden: 1.0 ve (500 mi) de MP3; un
gradiente de MP3 — MP4, iniciando desde una proporcién 15:85 de dichas

soluciones hasta que se alcanzé una proporcioén de 25:75 de dichas soluciones en
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un volumen total de 5.0 vc (2500 ml); y, finalmente, 2.0 vc (1000 ml) de MP4 se

pasaron a través de la columna.

[0145] Una vez ha finalizado la etapa, se pasaron secuencialmente las siguientes
soluciones o amortiguadores a través de la columna en las cantidades descritas a
continuacién, con el fin de limpiarla: un gradiente de MP4 — agua purificada,
iniciando desde una proporcién 100:0 de dichas soluciones hasta que se alcanzé
una proporcién de 0:100 de dichas soluciones en un volumen total de 0.5 vc (250
mi); 0.5 vc (250 ml) de agua purificada; un gradiente de agua purificada — solucién
K, iniciando desde una proporcién 100:0 de dichas soluciones hasta que se
alcanzé una proporcién de 0:100 de dichas soluciones en un valumen total de 0.5
vc (250 ml); 1.0 vc (500 ml) de solucién K; un gradiente de solucién K ~ agua
purificada, iniciando desde una proporcién 100:0 de dichas soluciones hasta que
se alcanzé una proporcién de 0:100 de dichas soluciones en un volumen total de
0.5 ve (250 ml); un gradiente de agua purificada — solucién M, iniciando desde una
proporcién 100:0 de dichas soluciones hasta que se alcanzé una proporcién de
0:100 de dichas soluciones en un volumen total de 0.5 vc (250 ml); 1.0 vc (500 ml)
de solucion M; un gradiente de solucién M - agua purificada, iniciando desde una
proporcién 100:0 de dichas soluciones hasta que se alcanzé una proporcién de
0:100 de dichas soluciones en un volumen total de 0.5 vc (250 mi); 1.0 vc (500 ml)
de agua purificada; un gradiente de agua purificada — solucién L, iniciando desde
una proporcién 100:0 de dichas soluciones hasta que se alcanzé una proporcion
de 0:100 de dichas soluciones en un volumen total de 0.5 vc (250 ml); 0.5 vc (250
mi); 0.5 vc (250 ml) de solucién L; un gradiente de solucién L — agua purificada,
iniciando desde una proporcidén 100:0 de dichas solut;iones hasta que se alcanzé
una proporcién de 0:100 de dichas soluciones en un volumen total de 0.5 vc (250

ml); y, finalmente, 1.5 ve (750 ml) de agua purificada.
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[0146]Las fracciones que contiene hGH seleccionado se ensayaron para

protelnas totales (mediante el método Bradford), y se almacenarona 2 - 8° C.

Cromatografia de Exclusién Molecular

[0147}El material resultante de la etapa previa se cromatografié utilizando una

matriz de exclusién molecular, como sigue:

1. Equipo:
B. Columna:
1) Didmetro: 5 cm

2) Altura de lecho: 25 cm

3) Matriz
a) Cellufine GH25 (Millipore)
b) Volumen: 500 mi

2. Soluciones y amortiguadores:

A. NaOHO0.5 N

B. 20 % de etanol

C. Amortiguador C: 150 mM de NaH.PO,, Ph 7.2

D. Amortiguador G: 320 mM de Glicina, 10 mM de NaH;PO,, 0.1

% Tween 80, pH 6.9
3. Material a ser cromatografiado
A. Fracciones seleccionadas resultantes de la etapa previa.
B. Condiciones de la muestra
1). Volumen: 0.5+0.2 |
2). Ph:7.5+0.5



WO 2005/033274 51 PCT/US2004/031819

[0148] Para equilibrar y desinfectar la columna, fueron pasadas secuencialmente
las soluciones o amortiguadores en las cantidades detalladas a continuacion a
través de esta, a un flujo de menos de, o igual a, 180 cm/Mora: 1.0 ve (500 mi) de
agua purificada; 1.0 vc (500 ml) de NaOH 0.5 N; 0.5 vc (250 ml) de agua
purificada; 0.5 vc (250 ml) del Amortiguador C, y finalmente, 2.0 vc (1000 ml) del
Amortiguador G.

[0149] Una vez se equilibré la columna, se cargé el material a ser cromatografiado.
Dicha carga se desarrolié a 20 £ 5° C y a un flujo de 183 + 20 cm/hora.
Posteriormente se desamolld la elusibn a la misma proporcién de flujo y
temperatura, y 1.0 ve (600 ml) del Amortiguador G se pasaron a través de la

columna, tantas veces como el nimero de procedimientos que fue necesario

desarrollar.

[0150] Una vez ha finalizado la etapa, se pasaron secuenciaimente las siguientes
soluciones o amortiguadores a través de la columna en las cantidades descritas a
continuacién, con el fin de limpiaria: 0.5 ve (250 ml) de agua purificada; 1.0 vc (500
mi) de NaOH 0.5 N; 0.5 vc (250 ml) de agua purificada; un ardiente de agua
purificada; 0.5 vc (250 mi) del Amortiguador C; 0.5 ve (250 mi) de agua purificada;
y, finalmente, 1.5 vc (750 ml) de etanol al 20 %.

[0151]Las fracciones que contienen hGH seleccionado se ensayaron para

protelnas totales, y se aimacenaron a 2-8° C.

231
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Concentraclén

[0152] Las fracciones resultantes del ejemplo previo se concentraron de acuerdo

con las condiciones descritas adelante;

1. Equipo:
A. Bomba peristaltica: Watson Marlow-Cat.No. 3028
B. Tuberia: Watson Marlow-Cat No. 902.0080.016
C. Concentrador: Prep. Scale. Millipore-Cat. No. CDU FOOBLC.
2. soluciones y amortiguadores.
A 0.28% Dodecil Sulfato de Sadio (SDS).
B. 0.08% de triton
C. 0.125 N de NaOH
D. Amortiguaor G: 320 mM de glicina, 10 mM de NaH.PQy4, 0.1%
de Tween 80, pH 6.9.
3. Material a ser procesado:
A Fracciones seleccionadas resultantes del ejemplo previo.
B. Condiciones de Muestra:
1) volumen: 1.010 51
2) conductividad: 1200+ 100uS/cm
3) pH:6.910.1

[0153] El equipo fue limpiado primero, desinfectado y equilibrado, y la siguiente
secuencia de soluciones y amortiguadores fue fluida a través del equipo: 2 | de
0.125 N de NaOH; 10 | de agua purificada; y, finalmente 2 | de amortiguador G. El
equipo fue entonces listo para ser utilizado para concentracién sobre las

fracciones seleccionadas, luego de la metodologla usual. E| procedimiento de
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concentracion se desarrollo hasta alcanzar una concentracién de protelna de 15

mg/mi, (evaluada por el método Bradford)

[0154] Las fracciones seleccionadas fueron filtradas a través de una membrana de

0.22 ym, ensayada para protelnas totales (mediante el método Bradford), y

almacenada a 4°C.

[0155]La conductividad y el pH de las fracciones seleccionadas fue de 1,100-
1,300 uS/cm y 8.940.1, respectivaments.

Cromatografia de Exclusién Molecular

[0156] El material resultante de la etapa previa se cromatografi® utilizando una

matriz de exclusién molecular, como sigue:

1. Equipo
A Columna
'1) diametro; 5 cm
2) Altura de lecho: 82 cm
3) Matriz
a) Sefraquil S-200 Aita Resolucién (Amersh Pharmacia)
b) Volumen: 1,800 mi

2. Soluciones y Amortiguadores
A. NaOH al 0.5 N
B. Etanol al 20%

A0
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C. Amortiguador H: 3320 mM de Glicina. 22. mM de
NaHzPO4,1.8 mM de NaH.PO, ,pH 7.30
3. Material a ser cromatografiado

A Fracciones seleccionadas de la etapa previa, concentradas

B. Condiciones de muestra:
1) Volumen: 40120 mi
2)  Conductividad: 1,200+100 uS/cm
3). pH:7.310.1

[0157])Para equilibrar y desinfectar una columna, las siguientes soluciones o
amortiguadores en [as cantidades detalladas a continuacion fueron
secuencialmente pasadas a través de este, a un flujo de menos de 48cm/hora: 1.0
vc (1,800 ml) de agua purificada, 1.0 vc (1,800 ml) de NaOH al 0.5 N, v,

finaimente, 2.0 vc (3,600 ml) de amortiguador H.

[0158) Una vez se equilibr6 la columna, el material a ser cromatografiado se cargd.
Dicha carga se desarrollo a 20£5°C y a un flujo de 46115 cn/hora. Posteriormente,
se desarrolio la elusién a la misma proporcion de flujo y temperatura, y 1.0 vc
(1,800 ml) del amortiguador H se pasd a través de la columna, tantas veces como

el namero de procedimientos que fue necesario desarrollar.

[0159]Una vez habla finalizado Ia etapa, las siguientes soluciones o
amortiguadores en las cantidades detalladas a continuacibn fueron
secuencialmente pasadas a través de la columna, con el fin de limpiaria: 1.0 ve

(1,800 ml) de agua purificada; y 1.5 vc (2,700 ml) de etanol al 20%.

A\
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[0160] Las fracciones que contienen hGH puro fueron asépticamente filtradas a
través de una membrana de poro de 0.22 pm en botellas de pléstico
despirogenadas estériles ensayadas para proteinas totales, y almacenadas a

menos 20°C.

EJEMPLO B

Procedimlento Alternativo de Purificacién de hGH Provenientes de Leche

[0161] En lugar del método de purificacién previamente descrito, se pude emplear
un esquema alternativo con el fin de purificar el hGH recombinante contenido en la
leche. Las diferencias principales entre el procedimiento descrito en el Ejemplo 7 y
la alternativa presentada en este ejemplo es que [a segunda etapa de la anterior
involucra cromatografia de intercambio anidnico de lecho expandido, mientras que
la etapa comrespandiente del Ultimo implica cromatografia de inmunoafinidad. Las
etapas de clarificacion de ambos procedimientos son también ligeramente
diferentes. En razén a que el resto de ambos esquemas de purificacién son

idénticos, solo las primeras dos etapas del procedimiento alternativo se describirdn

adelante.

Clarificacion

[0162] Leche fresca fue mezclada con una cantidad suficiente de Tween 80, con el
fin de obtener una solucién al 0.5%. Después de la adicion de Tween B0 se agreg6
un M de Tris para conseguir un Ph de 7.3+ 0.3. Posteriormente, el producto se
homogenizé durante 30 minutos, y luego se centrifugo a 14000 g con el fin de

separar la capa de grasa. Finalmente, la solucién resultante se diluy6é 20 veces
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con amortiguador s (50 mM de Tris HCL, 500 Mm de NaCl, 0.5% de Tween 80,
pH 7.3), y luego se filtr6 a través de una membrana de poro de 0.45 ym y se

almacené convenientemente.
Cromatografia de Inmunoafinidad

[0163] El material resultante de la etapa previa se cromatografid utilizando una
matriz de interaccién de inmunoafinidad (Affigel 10 Ester de Azarosa, elaborado
por BioRad, con anticuerpos monoclonales anti-GH covalentemente unidos,

manipulados por bio Sidus) de acuerdo con los siguientes pardmetros:

1. Equipo
A Columna
1) didmetro: 30 cm
2)  Altura de lecho: 15 cm
3) Matriz
a) Ester de azarosa Affigel 10 (BioRad), con
anticuerpos monoclonales anti-GH covalentemente unidos (Bio Sidus)

b) Volumen: 101

2. Soluciones de Amortiguadores:
A. Amortiguador A:50 Mm de Tris HCL, 500 mM de NaCL, pH 7.2
B.  Amortiguador B: 100 mM de Acido Citrico, pH 3.0
C. Amortiguador C: 150 mM de NaH,PO, .Ph 7.2

D. Amortiguador D: 50 mM de Tris HCL, 500 mM de NaCL, 500
mM de Guanidina. HCL pH 7.2.
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E. Amortiguador E: 50 mM de Tris HCL, 500 mM de NaCL, pH
7.2, 0.2% de Azida de Sodio, 0.1 g/l de Gentamicina

3. Material a ser cromatografiado
A Leche clarificada
B. Condiciones de muestra:
1) Volumen: 30-50 |
2) Conductividad: 45115 mS/cm
3). pH:7.3:03

[0164] Para equilibrar y desinfectar la columna, si esta no hablfa sido utilizada en
los aitimos 7 dias, Ia siguiente solucién de amortiguadores en las cantidades
descritas a continuacion fueron secuencialmente pasadas a través de éstas, a un
flujo de al menos de 51 cm/ora: 1.0 volumen de la columna (*vc") (10 ) de
amortiguador A; 2.0 ve (20 1) de amortiguador D; 2.0 ve (20 1) de amortiguador A;
1.0 vc {10 1) de amortiguador B; 2.0 vc (20 I) de amortiguador C; y, finaimente 1.0
vc (10 1) de amortiguador A.

[0185] De otra parte, si la columna habla sido utilizada en los dltimos 7 dlas, las
siguientes soluciones o amortiguadores en las cantidades detalladas a
continuacién fueron secuencialmente pasadas a través de esta, a un flujo de

menos de 51 cm/hora 1.0 ve (10 1) de amortiguador C; y, finalmente 2.0 vc (20 ))

de amortiguador A.

[0166] Una vez se equilibro la columna, el material a ser cromatografiado se cargé,
dicha carga se desarrolio a 5+3°C y a un flujo de menos de 51 cm/hora.

Posteriormente se desarrollo la elusién a un flujo de 4249 cwhora v a la misma
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temperatura, y las soluciones de amortiguadores descritos a continuacién se
pasaron en el siguiente orden: 2.0 ve (20 I) de amortiguador A; y 1.5 vc (13 [) de

amortiguador B.

[0187]Una vez halla finalizado la etapa, las siguientes soluciones o
amortiguadores en las cantidades detalladas a continuacién fueron
secunciaimente pasadas a través de la columna, con el fin de limpiara: 2.0 vc (20
I) de amortiguador D; 2.0 ve (20 I) de amortiguador A; y, finaimente, 2.0 vc (20 I) de

amortiguador E.

[016B]Las fracciones que contienen hGH seleccionado fueron ensayadas para
proteinas totales (mediante el método Bradford) y para la proteina de interés
(mediante RIA), y almacenadas a 4°C.

EJEMPLO 9

Control de Calidad del hGH Recombinante Puro

[0169] Dos tandas de hGH recombinante puro fueron sometidas a una serie de
ensayos para verificar que el preducto sea indistinguible del hGH natural. Tales
procedimiento incluyeron, pero no estdn limitados a, SDS/PAGE, Westem blot,
actividad biolégica in vitro (células nb2) y mapeo de péptido in vivo (ratas
hipofisectomizadas), determinacion de la secuencia de aminoacido completa,
enfoque isoeléctrico (IEF), y andlisis HPLC de fase inversa y exclusion de tamafio.
Los resultados obtenidos en todos aquellos ensayos fueron exactamente los

mismos para ambos el hGH recombinante y el natural, lo que prueba que el hGH



WO 2005/033274 59 PCT/US2004/031819

recombinante puro comesponde exactamente al hGH natural, que es asi adecuado

para elaborar un producto biofarmacéutico.

[0170] Habiendo ahora descrito completamente la invencién, se entenderd por
aquelios expertos en la técnica que la misma se puede desarrollar dentro de un
rango de condiciones, formulaciones y otros parametros amplio y equivalente, sin
afectar el alcance de la invencibn o cualquier modalidad de esta. Todas las

patentes y publicaciones citadas aqui se incorporan frecuentemente aqul como
referencia en su totalidad.

Ao
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REIVINDICACIONES

Lo que se reivindica es:

1. Un método para producir una proteina que comprende:

a) elaborar un mamifero transgénico no humano que produce una
proteina de interés en su leche;

b) obiener dicha leche a partir de dicho mamifero transgénico no
humano,; y

c) purificar dicha proteina de interés de dicha leche.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicho mamifero

transgénico no humano se hace mediante un proceso que comprende:

a) obtener un gen que codifica una proteina de interés,

b) clonar dicho gen en un plasmido mediante el cual dicho gen se
liga operablemente a un promotor que dirigird ia expresion de
dicho gen en células mamarias, lo que resulta en un plasmido de
expresion;

c) transfectar células somaticas con dicho plasmido de expresion de
tal forma que dicho plasmido se incorpore dentro del genoma de
dichas células somaticas, lo que resulta en células somaticas
transgénicas;

d) enuclear un oocito maduro, lo que resulta en un oocito enucleado;

e) fusionar una de dichas células somaticas transgénicas con dicho

oocito enucleado lo que resuita en un embrién monocelular;
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f) implantar dicho embrién en el Gtero de un mamifero receptivo; y
g) monitorear la gestacién a través del nacimiento del mamifero

transgénico.

3. El método de la reivindicacién 2, en donde dicho promator es un
promotor de beta caseina, y en donde dicha proteina de interés es

hormona de crecimiento humano.

4. El método de la reivindicacion 3, en donde el plasmido de expresion es

pRPhGH.

5. El método de la reivindicacion 4, en donde dicho plasmido de expresidn

comprende adicionaimente un gen de resistencia a la neomicina.

6. El método de la reivindicacion 5, en donde dicho plasmido de expresion

pRNeo.

7. El método de la reivindicacién 2, en donde dicho mamifero es un bovino
que produce hormona de crecimiento humano recombinante en su
leche, cuyo genoma comprende un plasmido integrado, en donde dicho
plasmido comprende el gen de hormona de crecimiento humano y un
promotor de beta caselna que dirige la expresién de dicho gen en

células mamarias de dicho mamifero.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde dicho plasmido es pRBhGH.
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9. EI método de la reivindicacion 8, en donde dicho plasmido

adicionalmente un gen de resistencia a la neomicina.

10.El método de la reivindicacidn 9, en donde dicho plasmido es pRNeo.

11.E] método de la reivindicacién 2, en donde dichas células somaticas son

fibroblastos.

12.El método de la reivindicacién 2, en donde dichas células sométicas
transgénicas se obtienen mediante aislamiento de una hembra

transgénica para la produccion de dicha proteina de interés en su leche.

13.El método de la reivindicacién 12, en donde dichas células sométicas

transgénicas son fibroblastos.

14._El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho mamifero

transgénico no humano se elabora mediante un proceso que

comprende:

a) superovular un mamifero hembra no humano que es transgénico
para la produccién de dicha proteina de interés en su leche;

b) inseminar artificialmente dicho mamifero con semen obtenido de
un mamifero macho no humano no transgénico, para producir
embriones;

c) recolectar dichos embriones;

d) implantar dichos embriones en el (tero de un mamifero receptivo;

Y
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e) monitorear la gestacién a través del nacimiento del mamifero

transgénico.

15. .El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho mamifero

transgénico no humano se hace mediante un proceso que comprende:

a) superovular un mamifero hembra no humano que es transgénico
para la produccion de dicha proteina de interés en su leche;

b) inseminar artificialmente dicho mamifero con semen obtenido a
partir de un mamifero macho no humano que es transgénico para
la produccién de dicha proteina de interéds, para producir
embriones;

c) racolectar dichos embriones;

d) implantar dichos embriones en el Utero de un mamifero receptivo;
y

@) monitorear la gestacion a través del nacimiento del mamifero

transgénico.

16.El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho mamifero

fransgénico no humano se elabora mediante un proceso que

comprende.

a) superovular un mamifero hembra no humano no transgénico;

b) inseminar artificiaimente dicho mamifero con semen obtenido de
un mamifero macho no humano que es transgénico, para la
produccién de dicha proteina de interés, para producir embriones;

¢) recolectar dichos embriones;
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d) implantar dichos embriones en el ttero de un mamifero receptivo;
y
e) monitorear la preflez a través del nacimiento del mamifero

transgénico

17.El método de una cualquiera de las reivindicaciones 2, 12, 14, 15 o0 16,
en donde dicho mamifero es de la especie bovina, especie porcina,

especie ovina, especie caprina o aspecie de roedares,

18.El método de la reivindicacién 17, en donde dicho mamifero es de ia

especie bovina.

19.El método de una cualquiera de las reivindicaciones 2, 12, 14, 15 o 186,

en donde dicha protelna de interés es una hormona de crecimiento

mamaria.

20.El método de Ia reivindicacibn 19, en donde dicha hormona de
crecimiento mamaria es hormona de crecimiento hurnano, hormona de
crecimiento bovino, hormona de crecimiento porcino, hormona de

crecimiento ovino, hormona de crecimiento caprino u hormona de

crecimiento de roedor.

21.El método de la reivindicacién 20, en donde dicha hormona de

crecimiento mamaria es hormona de crecimiento humano.
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22.El método de la reivindicacion 21, en donde dicho mamifero produce
hormona de crecimiento humano en un nivel mayor de cerca de 1.0 g

hGH/L leche.

23.El método de la reivindicacién 22, en donde dicho mamifero produce
hormona de crecimiento humano en un nivel mayor de cerca de 2.0 g

hGH/L leche.

24 .E|l método de la reivindicacién 23, en donde dicho mamifero produce

hormona de crecimiento humano en un nivel mayor de cerca de 3.0 g

hGHI/L leche.

25.El método de la reivindicacion 24, en donde dicho mamifero produce

hormona de crecimiento humano en un nivel mayor de cerca de 4.0 g

hGH/L leche.

26.El método de la reivindicacion 25, en donde dicho mamifero produce

hormona de crecimiento humano en un nivel mayor de cerca de 5.0 g

hGH/L leche.

27.El método de la reivindicacion 26, en donde dicho mamifero produce

hormona de crecimiento humano en un nivel mayor de cerca de 6.0 g

hGHI/L leche.

28.El método de la reivindicacion 19, en donde la produccién de dicha

hormona de crecimiento mamaria por dicho mamifero estimula a dicho

o
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mamifero a producir mé&s leche que comprende dicha hormona de

crecimiento mamaria.

29.El método de una cualquiera de las reivindicaciones 2, 12, 14, 15 o 18,
en donde el gen que codifica dicha profelna de interés (ligada a un
promotor que dirige la expresion de dicho gen en células mamarias) se

encuentra en células somdticas y células germinales de dicho mamifero.

30.Un método para purificar una hormona de crecimiento recombinante de
leche de un mamifero transgénico no humano que produce una

hormona de crecimiento recombinante que comprende:

a) Clarificar la leche de un mamifero transgénico no humano que
resulta en una leche clarificada; y
b) Someter dicha leche clarificada a cromatografia, lo que resulta en

hommona de crecimiento recombinante purificada.

31.El método de la reivindicacion 30 en donde dicha cromatografia es
cromatografia de intercambio de ion, cromatografla de fase reversa,

cromatografia de exclusién molecular o cromatografia de afinidad.

32.El método de la reivindicacién 31 en donde las etapas de se desarmollan

multiples etapas de cromatografia.

33.El método de la reivindicacién 31 en donde dicha cromatografia de

intercambio de i6n es cromatografia de intercambio de anién.
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34.E] método de la reivindicacién 31 en donde la cromatografia de afinidad

se inmunocromatografla.

35.E|l método de la reivindicacion 31, que comprende adicionalmente una

etapa de concentracion.

36.Un método para purificar una hormona de crecimiento recombinante de

leche

de un mamifero transgénico no humano que produce una

hormona de crecimiento recombinante que comprende:

a)

b)

c)

d)

Clarificar la leche de un mamifero transgénico no humano, fo que
resulta en una leche clarificada;

Someter dicha leche clarificada a cromatografia de intercambio
de anién de lecho expandido, lo que resulta en un material
cromatografiado de intercambio de anion;

Someter dicho material cromatografiado de intercambio de anién
a cromatografia de fase reversa, lo que resulta en material
cromatografiado de fase reversa,

Someter dicho material cromatografiade de fase reversa a
cromatografia de intercambio de anién, lo que resulta en un
material cromatografiado de intercambio de anién;

Someter dicho material cromatografiado de intercambio ani6nico
a cromatografla de exclusion molecular, lo que resulta en un
material cromatografiado de exclusién molecular;

Concentrar dicho material cromatografiado por exclusién

molecular, lo que resuita en un material concentrado, y
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Someter dicho material concentrado a cromatografia de exclusién
molecular, lo que resuta en homona de crecimiento

recombinante pura.

37.Un método para purificar una hormona de crecimiento recombinante de

leche

de un mamifero transgénico no humano que produce una

hormona de crecimiento recombinante que comprende:

a)

b)

d)

e)

9)

Clarificar la leche obtenida de un mamifero transgénico, lo que
resuita en leche clarificada;

Someter dicha leche clarificada a cromatografla de
inmunoafinidad, lo que resulta en un material cromatografiado de
inmunoafinidad,

Someter dicho material cromatografiado por inmunoafinidad a
cromatografila de fase reversa, lo que resulia en un material
cromatografiado de fase reversa;

Someter dicho material cromatografiado de fase reversa a
cromatografla de intercambio aniénico, lo que resulta en un
material cromatografiado de intercambio anidnico;

Someter dicho material cromatografiado de intercambio aniénico
a cromatografla de exclusi6bn molecular, o que resulta en un
material cromatografiado de exclusién molecular;

Someter dicho material cromatografiado por exclusién moleculaza
concentracion, lo que resulta en un material concentrado; y
Someter dicho material concentrado a cromatografia de exclusién

molecular, lo que resulta en homona de crecimiento

recombinante pura.

\C5
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38.El método de cualquiera de las reivindicaciones 36 o 37, en donde dicha

hormona de crecimiento es una hormona de crecimiento mamaria.

39.El método de la reivindicacion 38, en donde dicha hormona de
crecimiento mamaria es hormona de crecimiento humana, hormona de
crecimiento bovino, hormona de crecimiento porcino, hormona de
crecimiento ovino, hormona de crecimiento caprino, u hormona de

crecimiento de roedor.

40.El método de la reivindicacidn 39, en donde dicha homona de

crecimiento mamaria es hormona de crecimiento humano.

41.El método de la reivindicacién 40, en donde dicho mamifero produce

hormona de crecimiento humano en un nivel mayor de cerca de 1.0 g

leche hGH/L.

42.E| método de la reivindicacion 41, en donde dicho mamifero produce

hormona de crecimiento humano en un nivel mayor de cerca de 2.0 g

leche hGHI/L.

43.El método de la reivindicacion 42, en donde dicho mamifero produce

hormona de crecimiento humano en un nivel mayor de cerca de 3.0 g

leche hGH/L.
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44.E| método de la reivindicacion 43, en donde dicho mamifero produce
hormona de crecimiento hurnano en un nivel mayor de cerca de 4.0 g

leche hGH/L.

45.El método de la reivindicacién 44, en donde dicho mamfifero produce
hommona de crecimiento humano en un nivel mayor de cerca de 5.0 g

leche hGH/L.

46.E| método de la reivindicacion 45, en donde dicho mamifero produce
hormona de crecimiento humano en un nivel 'mayor de cerca de 6.0 g

leche hGH/L.

47.El método de cualquiera de las reivindicaciones 36 o 37, en donde dicho

mamifero transgénico no humano es de la especie bovina.

48. El método de cualquiera de las reivindicaciones 36 o 37, en donde

dicho mamifero transgénico no humano es un cerdo, oveja, cabra o

roedor.
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Sequence Listing
SEQUENCE LISTING

<110> Sterrenbeld Biotechnologie North
Melo, Carlos Alberto
Baranao, Lino
Carbonetto, Cesar

<120> Process for Producing Exogenous Protein in the Milk of Transgenic Mammals
and A Process for pPurifying Proteins Therefrom

<130> 1909.010pPC02
<160> 4
<170> pPatentIn version 3.2

<210> 1

<211> 31

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer PBl

<400> 1
tctactcgag gatcatctat ctgtcccaaa g 31

<210> 2

<211> 27

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer PB2

<400> 2
ctaggatcca atgatctgat tttgtgg 27

<210> 3

<211> 28

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer PB4

<400> 3
Cctaggatcca tggctacagg taagcgec 28

<210> 4

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer GHTE

<400> 4
atgctgtgtc tggacgtcct 20

Pdgina 1
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From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT To:

FIRST NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF
THE COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL
APPLICATION (TO DESIGNATED OFFICES WHICH

GOLDSTEIN, Jorge. A.
Sterne, Kessler, Goldslein & Fox P.LL.C.

‘:c%ﬁjoszm;:\&q

DO NOT APPLY THE 30 MONTH TIME LIMIT u:s"hmhg‘c“z'gggg- N.W.
) v
UNDER ARTICLE 2%(1)) ETATS-UNIS D'AMERIOUE
(PCT Rule 47.lich

Date of muiling {duy/mondy/year}

06 May 2005 (06.05.2005)
Applicant’s or agent's file reference

1909.010PC02 IMPORTANT NOTICE
Intemnational application No. Iniemnetional fling dale (day/month/vear) Priority date rdaymonth/yenr)

PCTAUS2004/031819 29 September 2004 {29.09.2004) 30 September 2003 (30.09.2003)

Applicam

STERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTH AMERICA, INC. at al

&)

ATTENTION: For any designated Office(s), for which tha time limit under Articke 2241y, as in force from | April 2002 (30 months frovm
the priority daie), does apply, please see Form PCT/AE/308{Second and Supplementary Notice) (o be issued prompily after the expimtion
of 28 monthg from the priority dale).

Noticz is hereby given that the foliowing designated Office(s), for which the time limit under Anticle (1), as in foree from | Apeil 2002,
does pot apply, has/have requested that the communication of the international application, as provided for in Article 20, be effecied under
Rale 93bis.1. The Imemational Burean hes effected that communication on the date indicated below:

L4 April 2005 (14.04.2005)

CH

In accordance with Rule 47.1(c-birXi), those Offices will accepl the present nolice as conclusive evidence that the communication of the
international applicarion has duly taken place on the dile of mailing indicated above and no copy of the intemational application is required
W be fumished by the applicant ta the designated Office(s).

The following designated Offices, for which the lime limil under Anticle 23(1), as in farce from | April 2007, does nol apply, have not
requested, as at the time of mailing of the preseat notice, that the commusication of the internations] application be effecied under Rale
93bis.1 -

LU, SE, TZ, UG, ZM

In accondance with Rule 47. I(c-bis){ii), those Offices accept the present notice as conclusive evidence that the Commeting Swaie for which
llnlpl‘lﬁl:-mu 8 designated Office doas not require the farnishing, under Anicle 22, by the applicant of a copy of the intemational
TIME LIMITS for eniry into the national phase

For the designaied Office(s) listed above, and unless s demand for intemationsl preliminary examination has been filed before the
expirstion of 19 monthe from the priority daze (see Anicle 35(1)}, the applicable time Limil for entering the national phase will. sabject to
whai i said In the following paragraph, be 20 MONTHS from the priority date.

In practice, thme limits other than the 20-month thne Dmit will continne w0 apply, for various periods of ts, in respect of certain of the
designated Offices listed above. For regulor updates on the applicable time Jimits (20 or 21 months, or other ime limi, Office by
Office, refer to the PCT Gazaus, the PCT Newsletter and the PCT Applicant’s Guide, Yolume 11, National Chapiers, all available from

WIPO's [nteroet site, a1 hilp=//www.wipo-int/pet/enfindex fum),

It is the applicant’s sl responsfblfity 1o monitor all these time limits. '—"\’ GiEuVE |n
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PATENT COOPERATION TREATY

Fram the
INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY
T
onsacoean PCT
T}'&":’«‘é"w YORK Avg)mx-:. N.W. & FOXPLLE NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
WASHNGTON, DC 20005-3934 INTERNATIONAL PRELIMINARY
REPORT ON PATENTABILITY
(Chapter I1 ol the Patent Cooperation Treaty)
(PCT Rale 71.1)
Date of omiling
Applicsnt’s or ageat's file reforence
IMPORTANT NOTIFICATION
1909.010PC02
Enterational epplicxtion Na. Intemnationsl filing date (daywowth/mar) | Priarity date (dawinonth/iear)
PCTIUS04/31819 29 Soptomber 2004 (29.09.2004) 30 September 2003 (30.09.2003)
Appliosnt

STERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTH AMERICA, INC

|

W

The applicani is hereby notified that this International Preliminary Examining Authority transmits herewith the
internationa! preliminary report on patentability and its annexes, if any, established on the interaational
application.

A copy of the report and its annexes, if any, is being trangmitted to the International Buresu Rir-commmication to
all the elected Offices.

‘Where required by any of the elected Offices, the International Bureau will prepare sn English transiation of the
repart (but not of any annexes) and will transmit such translation to those Offices.

translations and paying national fees) within 30 moaths from the priority date (or later in some Offices){Article
39(1))(see also the reminder sent by the [nmernational Bureau with Form PCT/TR/301).

Where a transiation of the international application must be furmnished to an elected Oifice, that transiation must
contain & translation of any annexas to the international preliminary report on patentability. It is the applicant's
responsibility to prepare and furnish such transiation directly 1o each elected Office concerned.

For further details on the applicable time limits and requirements of the elected Offices, see Volume I of the PCT
Applicant s Guide,

The applicant’s attention is drawn to Article 33(5), which provides that the criteria of novelty, i mvmuve step and
industrial applicability described in Article 33(2) to (4) merely serve the purposes of intermational

examination and that “any Contracting Stato may apply sdditional or differcnt criteria for the purposes of deciding
whether, in thet State, the daimed invention is patentable or not™ (soe also Article 27(5)). Such additions] criterin

may relate, fc exanple, to exemptions fram patentability, requirements fr enabling disclosure, clarity and
support for the claims,

Name and mniling sddress of the IPEA/ US Authorrzed officer
mn% T..m Deborah Crouch, Ph.D. C{.MUA( —W
thihw.‘;:g?n?“-lm mryﬁ_ 1-272-1600
Form PCT/IPEA/416 (Janusry 2004) U [,
0CT 2 0 2005

Starne, Kessier, Golostsin & Fox,
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PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY
(Chapter [ of the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Atticle 36 and Rule 70)
Aot l:::;ﬁ.l file FOR FURTHER ACTION See Form PCT/IFEA/416
1909.010 - _ .
Intermational application No, Intermations] fling date (dayinonik/ear) Pricwity dete (dapimonth/uar)
PCT/US04/31819 29 Septewher 2004 (29.09.2004) 30 Septomber 2003 (30.09.2003)

530/412, 413, 418, 416, 417

[ntermational Patent Classification (IPC) or natione] olssibication and IPC
IPC{7): C12N 1500; C12ZP 11/00; AOIK 674027, CO7K 100,14/00, 16700 exd US C1: 4315/320.1, 458; 30077, 14, 15, 16, 17, 18, 24;

Applicant
STERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTH AMERICA, INC

. This report is the intemationa! preliminary examination repoxt, established by this International Preliminary
Examining Authority under Article 35 and transmitted to the applicant according to Article 36.

3. This REPORT consists of a total of _ sheets, including this cover sheet

3. This report is also sccompanied by ANNEXES, camprising:
2 [ (rent 10 the appltcant and 1o the International Bureau) a wotal of ___ sheets, as follows

[[] sheets of the description, claims and/or drawings which have been amended and are the basis of
this report and/or sheets containing rectifications anthorized by this Authority (ses Rule 70.16
and Section 607 of the Administrative instructions).

] sheets which supersede earlier sheets, but which this Authority considers contsin an amendment
that goes beyond the disclogure in the intemational application as filed, ag indicated in item 4 of
Box No. ] and the Supplemental Box.

w [ (sent 10 the Intsrnational Burea anly) a total of (indicate type and number of elecironic carier(s))

Adminisgtrative Instructions).
4. This report contains indications relating to the following items:
E Box No. 1 Basis of the report
] BoxNo.m  Priority
D Box No. 111 Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicahility
[C] BxNo.Iv  Lack ofunity of invention
DX BaxNo.V  Remsoned sstement under Article 352) with regard to movelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such staterent
D Box No. V1 Certain documents cited
[J BoxNo.VD  Cenain defects in the intemarional spplication
[J BoxNo. VIl  Cenain observations on the intermational application
Date of submisgion of the demand Date of completion of this report
27 April 2005 (27.04.2005) nwmgﬂm

Name and mailing address of the [FEA/ US

Mail Stop PCT, Atw: [PRAAS
Commissioner i Patemts

P.O. Bax 1450

Aloxzndria, Virginia 223 13-1450
| Fucsimile No. (703) 305-3230

Deborsh Cronsh, PhD. L:?W

Telephone No. 571-272-1600

Form PCT/IPEA/409 (cover sheet)(Apsil 2003)
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Internaticon] epprsticn No.
INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY

PCT/US04/31319

Box Ne. [ Basls of the report

1. With regard (o the language, this report is based on:
B4l the international application in the language in which it was Sled.
D.demmmwmmmwmummorammwmhu
purposes of:
[ interational search (under Rules 12.3 and 23.1(b))
[[] publication of the international application (under Rule 12.4(a))
[ intemational preliminary examination (under Rules 55.2(a) andor 55.3(a))

2. With regard to the elamenty of the intermtinnal spplication, this report is based un (replacement shoets whick have heas firnisked
o Ym recelving Office in responss to an invitation under Article 14 are refarred to in this report as “originally flled” and are nat
annared fo this report):

X thei lonal application as originally fled/furmished
the description:
pages 144 asoriginally fled/furnished
pages® NONE received by this Authority on
pages® NONE_ __ _ received by this Authority on
E the clgims:
mges 43M as originally Gled/Aanished
pages® NONR__ as amended (together with any siatement) under Article 19
pages*NONE received by this Authority on
pages*NONE received by this Authority on
BJ the drawings:
pages 1-3 a3 originally filed/furnished
pages™ NONE received by this Anthority on
pages* NONB received by this Authority an
[J 2 sequence listing and/or any related table(s) - see Supplemental Bax Relating to Sequence Listing,

3. [J The amendments have resulted in the cancellation of

the description, pages

the claims, Nos.

the drawings, sheety/figs
the sequence listing (speciy’):
any table(s) related to the sequence listing (specif):

'Sl This report has been estublished a8 if (some of) the amenduxots anneazd o this report and Tisted below bad not beeu made,
since they have been considered to go beyond the disclosure e filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).

0000

the description, pages
the claims, Nog.
the drawings, sheets/figs
the sequence listing (specify):
any table(s) related to the sequence listing (specifi/):

00000

* If item 4 applies, some or all of thase sheets may be marked “supersecied, "

Form PCTAPEA/409 (Box No. 1) (April 2003)
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Taternational epplication No.
INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY | FCT/USO0431819

BoxNo.V  Reasoned statement under Articde 35(2) with regard to novelty, inventive step or indusirial
applicability; ditafions and explanations supperting such statemnent

1. Statement
Nowelty (N) Claims 3-10, [2-48 YES
Claims 12and 11 NO
Inventive Step (IS) Claims NONE YES
Claims 148 NO
Industrial Applicability (IA) Claims 148 YES
Claimg NONE NO
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2, Citations and Explanations (Rule 70.7) . .
Claims 148 meet the criteria set ot in PCT Asticle 33(4), and thus meet indnatrial spplicebilily because the subject matter claimed can
be made or weed in induscry.

Ciaima 1, 2 and 11 inck novelty under PCT Articls 33(2) sa being snticipated by of US 6,393,958 issund May 28, 2002 (Strelchezkn).

Streichonko tenches the production of s protein in te wilk of transgenic nophoman bovines comprising introducing 4 DNA ssquence
encoding a growth hormcme opembly linked 1o & milk protein promoter were transfected into Froblast cells (ool 34, line 62 o cal IS5,
Fine 3; col. 36 kine 10-13 and line 31; and claim 1). The filrobiast cells were used as a nuclear donor in nuclear tranafer experimests to
produce 5 tramgenic bovine that produces growth hormone in its milke. Ths, Strelchenko clearty anticipates the clnims.

Claim 3, 4,7, 8, 12, 13 and 17-29 lack gn inventive stop wnder PCT Article 33(3) as being obvious over US 6,395,953 issued May 28,
2002 (Strelchenin) in view of Cerdan et al (1998) Moleoular Reproduction sod Developmens 49, 236-24% ",
Stnhhﬂohnhhpdﬂhnfﬂnhﬂhﬁmhmhr“h“ehhﬁupﬂmwﬂhmhﬁﬂ
{coL 51, lino 7 to col. 52, line 25, col. 34, lines 44-60, oal. 36, line 31 and col 52, Tebla 4). Strelchenko firther teaches the tonsfiction
of Fbwoblasts to produce tmosgenic nuclear donors (sol, 36, line 10-13). Cerdan teaches s plasmid comprizing 8'DNA saquence
encoding humen growth hormone oparably lioked to & bovise fi-casein promoter, where the plusmid also cortains a gene for ampicillin
resistance, B-lactarmee (puge 237). The plaamid pRELGH contairs the same clements s p3. BbcashGH of Cardan. Since the comstruct
of Corden is the same ae that of the ¢laimas, the bovines would obvionsly be ressonably uxpected to produst hunma growth hormons st
the levels olaimed. Thus, ut the time of the fastant inveution, it would bave been obvious to produce a bovine by mickear tmmfer using &
trapsgenic fibroblast as wught by Strelchenko compriviog & DNA sequence encoding maman growth hormons as taught by Cerdan .

Claiow 5, & 9 and 10 lack an mventive step under PCT Asticle 33(3) s bring obvious over US 6,395,958 iasned May 23, 2002
(Strelchenkn) in view af Cerdan et al (1998) Molecubor Reproduction and Development 49, 236-245 and of US 6,451,527 Bl isseed
Scptember 17, 2002 (Largeca).

Strelchenko teaches the production of tranagenic bovines by nuclesr transfer where the bovines produce growth honmone in their milk
{col 51, line 7 to col. 52, line 25, col. 34, lines 44-60, cal. 36, Fine 31 and col. 32, Tabie 4), Cerdan teaches & plasmid comprixing a

DNA scquence encoding humes growth hornmone operably linked 1o & bovine f-cesein promoter, where the plasmid also contaims & gene
far ampicillin resistanee, (Hactarmeso (puge 237). Furtharmore, the original plasmid veod in the construation of the plasmid, p0GH
contained & gens for neomyein resistence. Larooos toaches a plasmid vector comprising wn smpicillin resistance gene, 2 gens encoding
green floorescont protein operably linked 0 a CMV promoter and a geae encoding necayein (col. 3, lines 29-39; cohwng 21, Enes 17-
35 end coluron 22, lines 34-37). Laroccs teaches thet GFP snd growth hormone e reporter groes that can be wsed for selection (col. 6,
line 63 1o col. 7, kino 5). Thum, ot the time of the instat investion, it wonld have been obvioss 10 produce a bovime by moclesr trasefer
;q;:rn fbroblset as taught by Streichenkn comprising & IINA sequeace encoding bnmen growth hormons as taught by

Claims 14-16 lack an inventive step under PCT Article 33(3) a8 being obvious over US 5,741,957 issued August 21, 1998
{Deboer) in view of Cerdan et gl {(1998) Molecular Reproduction and Development 49, 236-245

Deboer teaches the prodaction of truwgesia bovines producing growth harmone in their milk (cotmn 31, Ene 46 %o colomn 34, e
61). Doboar teaches the superovulation of femals bovines and artificlally inseminating them with semen from s tramgasic male bovim
(coluam 57, Lines 20-27). Cerdaa teaches a plasmid comprising & DNA sequence sacoding uman growth hermons operably Enked to
bovino B-cassin promoter, wheye the plasnid also couteins & gene for smpicillin resistance, P-lactamass (page 237). Cerdan traches s
plasmid comprising a DINA sequence encoding homan growth bonmone opersbly linked to & bovins §-casein promwoter, where the
plasmid also contains & geae for ampicillin resistance, f-tactemase (page 237). Thus, at the time of the instant igvention, it woukd have
been obvious to produce a bovine producing human growth bormone in its milk where the cells of the mammal comprise s DNA
sequence encoding bnuman grawth hormone s taught by Deboer ia view of Cerdan sad 1o superovulate nontrantgenic feyrales and
insemminate them with semen Grom the transgenic male bovine © produce additional transgenic bovines. Given these teachings, it would
abso lmve boen obvious to superovulate & tansgenic femsle bovine and inseminate her with semen from & rontrampenic male bovine or
rom a trapsgenic bovips to produce additiona! bovines,

Claims 3048 lack an inventive step under PCT Article 33(3) as being obvious over US 5,741,957 issued August 21, 1998
(Deboer) in view of Cerdan et al (1998) Molecular Reprodixtion and Developenent 49, 236-245

Deboer teaches the production of tramsgenic bovines prodocing growth hommage in their milk (coluemn 31, lime 46 10 calumm 34, line
61). Deboer teachos methads of purifying from milk troman seyurn albumin and human ketofervin from milk by methods comprising
precipitation to remowe: easeins (colurm 19, fines 50-54 and column 35, lines 57-61). The clarifioation siep is follewed by verious
modes of chromatogrephy (cobumn 36, Encs 10-36). X in routine in the art at the tine of the instant invention to very chramatography
mm@wmmnmm.m-qmmﬁqmmmmw
hnlnv:u-p-ﬂﬁnm,mn-phmihhmhnm for ampricillin resistance, f-lactaase (page 237). Cerdan toaches
lp@dmanmmmmWHbelbvhbcﬁm,Mh
plasmid also contaims & gane for ampicillin resistanse, P-lactanmse (page 237). Thus, st the time of the instant invention, it would bave
beon obvious to purify human growth hormone from the milk of teasgenic bovines expreasing a human growth hormous DNA
sequences in their milk as tanght by Deboer in view of Cardan.

NEW CITATIONS =ee—ee—

Form FCTAPEA/409 (Box No. V) (April 2003)
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PCT/US2004/031819

in relation to this intarnational

2 lapplication

BTERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTH
ICA, INC.
is entitled to olaim priority of earlier

application No. 60/506,735 by virtua of
the followlng:

STERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTH
AMERICA, INC. is entitled as employsr of
the inventor, MELO, Carlos, Alberto

STERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTH
ANERTICA, INC. is entitled as employsr of
the ipventor, BARAMAO, Lino

VIH-1(1
)

VIk-1{
%

BTERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTH
AMERICA, INC. is entitled as employer of
tha inventor, CARBONETTO, Cesar

daciaration s made for the
purpousa of

all desigmations

{29



PCT/US2004/031819

in relation to this internatiomal
application

psmnmn.n BIOTECHNOLOGIE NORTH
AMERICA, INC.

is entitled to claim priority of earlier
application No. 60/556,026 by virtue of
the following:

STERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTH
ANBRICA, INC. is entitled as employer of
the inventor, MELO, Carlos, Albarto

STERRENBELD BIOTECHROLOGIE NORTH
AMERICA, INU. is entitled am amployer of
tha inventor, BARAMAO, Lino

STERRENBELD BIOTECENOLOGIE NORTH
AMERICA, INC. is entitlsd ap employer of
the inventor, CARBONETTO, Casar

VIIF-3-20[This deciaration s made kx the
x) purposss of

all depignations

12\



PCT/USI004/031819

in relation to this international
application

STERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTH
AMERICA, INC.

is entitled to claim prlority of earlier
|application Ho. 60/506,736 by virtus of
tha followlng:

Sy . |STERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTE

0 AMERICA, INC. ip entitled as employer of
ths inventor, MELO, Carlos, Albexto

}""'-"m |SPTERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTH
AMERICA, INC. is entitled as smploysr of
tha inventor, BARANAO, Lino

b |STERREMBELD BIOTECHNOLOGIE MORTH

AMERICA, INC. is entitled as employer of
the inventor, CARBINETTIO, Cessar

all designations
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PCT/US2004/031819

in relation to this international
|application

STERRENBELD BIOTECHNOLOGIE NORTE
AMERICA, INC,

is entitled to olaim priority of esarllier
application Mo. 60/556,027 by wvirtus of
the following:

STERRENBELD BIOTECHNOLOGIE MORTH
AMERICA, INC. is entitled as employer of
tha inventor, MELO, Carlos, Alberto

STERRENBELD BIOTECENOLOGIE NORTH
CA, INC. im sntitled as amployer of
the inventor, BARANAD, Lino

BTERRENBELD BICTECENOLOGIE NORTH
AMERICA, INC. is entitled as amployer of
the inventor, CARBONETTO, Casar

all designationsg
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Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
21) N° de soliditud: 51) Int CE C12N 015000 U6
(21) 06- 29627 (51) In 4 P?-'IDP',AR'UPQ'IU t,
Fecha da solictud: od. 71)Soliitantels) STERRENBELD BIOTECHNOLOGIE N
2) 2oud 04 .24 (71)Solicitante{s) AMERICA N
(30) Priodad  (31) No. Priodided (32) Fecha  (33) Pals
080/508,735 30409003 us CARLOS ALBERTO MELO
60/508,736 30/00003 US }(72) Inventor{es)  LINO BARANAO
60/556,027 25/0304 us CESAR CARBONNETTO
80/556,026 25/03/04 us
(74) Apoderado: ~ EMILIO FERRERO
(85)  Fecha limite inicio fase nacional: 20 de abril 2006 (87) Publicacidn intemacional
(86) Datos relativos a la presentacion de |a solicitud PCT Fecha: 14 de abril de 2005
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 28/08/2004 N® publicacién: WO 20051033274 A3
No. de solicitud PCTAJS2004/031818
(54) Tiulo: UN PROCESO PARA PRODUCIR PROTEINA EXOGENA EN LA LECHE DE MAMIFEROS TRANSGENICOS Y UN
PROCESO PARA PURIFICAR PROTEINAS DE ESTA MANERA.
Reivindicacion{es): 12 E plasmido de la reivindicacion 11, que comprende

1. Un plésmido que comprende un gen que codifica
una proteina de Interés operablemente ligada a un promotor
de bata cassina y a un gen p laciamasa.

2 El plasmido de ia relvindicacidn 1, en donde dicha
proteina de interés es una hormona de crecimiento.

3 El plésmido de la reivindicacién 2, en donde dicha
hormona de crecimiento ea una hormona de cracimiento de
mamifero.

4, El plasmido de la relvindicacién 3, en donde dicha
hommona de crecimiento mamario es hormona de crecimiento
humano, hormona de crecimienito bovino, hormona de
crecimiento porcino, hormona de crecimiento ovino, hormona
de crecimiento caprino, u hormona de crecimiento de roedor.

8. El plasmido de la reivindicacién 4, en donde dicha
hormona de crecimiento mamarioc &3 una homona de
crecimiento humano.

6. Elpiamido de la reivindicacion 5, que es pRBGH.

1. El plasmido de la reivindicacién 6, que comprende
adicionalments un gen de resistencia a la neomicina.

8 El pl&smido de la reivindicacidn 7, que es pRNeo.

9. El plasmido de la reivindicacion 8, que comprende
adicionaiments un gen que codifica una proteina verde
fluoreacente (GFP) ligada operablements a un promotor de
citomegalovirus {CMV).

10. El plasmido de la reivindicacion 9, que es
pRNeoGrean.

1. El plismido de la reivindicacion 5, en donde el
promotor de beta caseina comprende 1230 bp del promotor
beta caseina de longltud completa y 48 bp del primer exdn no
codificado del gen beta caselna.

adicionaiments un gen de resistancia a la neomicina.

13.  E plismido de la reivindicacion 12, que es
pVEBcashGH.

14, Un fragmento Eneal del plasmido de acuerdo con la
relvindicacion 8, en donde dicho gen p lactamasa se sapara
por digestién con Apall.

15. Un fragmento lineal del plasmido de acuerdo con la
reivindicacion, 10, en donde dicho gen P lactamasa se separa
por digestién con Apall.

16. Un fragmento lineal del plasmido de acuerdo con la
reivindicaciin 13, on donde dicho gen B lactamasa se sapara
-por digestién con Apall.

17. El plasmido pRBhGH.
18. El plaamido pRNeo
19. El plasmido pRNeoGreen.

20. Un méindo para transfeccdn de consfrucciones
genéticas de acuerdo con las reivindicaclones 1 a 19 dentro
de células de mamiferos, que comprende la combinacion de
lipidos catidnicos para utiilzacién de liposoma.

21. Un mamifero transgénico no humano que produce
una hormona de crecimiento recombinants en su leche.

2 El mamifero transgénico no humano de la
relvindicacion 21, en donde dicho mamifero es de la eapecie

bovina, especle porcina, especie ovina, especie caprina o
e3pecie de roedores.

23, El mamifero fransgénicc no humano de Ia
relvindicacidn 22, en donde dicho mamifero es de la especie
bovina.

24, El mamifero fransgénico no humano de la
relvindicacin 21, en donde dicha hormona de cracimiento es
una hormona de crecimiento de mamifero.
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA-

Delegatura de Propiedad Industrial

\th

Dlvisldn de Nuevas Creaclpnes

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
: _ USUARIO RADICADOR

PATENTE DE INVENCION ( MODELO DE UTILIDAD ( ) ()

-indicacitn de que s soliclta la concasién de una patents. { ) - { ,)/
-Datos de identiflcaclén dei solicitants o de la parsona que ss

prosenta la solicitud. () (/(
-Descripcién de la Invenclén. () (A
-Dlbujos de ser estos pertinentss. () { /
-Comprobante de Pago de las tasas astablecidas. () (

. .

COMPLETA { INCOMPLETA { ) ( ) ( )
DISERO INDUSTRIAL  { )

Indicacion de qua se solicita e rogistro do Disefi Industal. () ()
-Datos da identifleacidn del sollcitants o de la persona que 38

prosenta la selicitud. ' {) ()
-Representacidn gréfica y fotngraﬂu del Disefio (ndustrial o muutn

del Matarial que Incorpora ol diseflo. - () ()
-Comprobante de Pago de las tasas establecidas, { ) ()
COMPLETA  ( ) INCOMPLETA ( ) () ()
ESQUEMA DE TRAZADO" ( ) ]
-Indicacién de que se solicia sl registro de Disefio industrial. R ([
Datos de Identificacién del solicitante o de iu persona que se

prosenta la solicitud, (%) { )
-Reprosentacion grifica dei Esquema Trazado. . U { )
-Comprobanta de Pago ds las tasas establecidas. ) ()
1

COMPLETA () PLETA { ) () ()
Flrma Rogponsablo: - 7 \
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REPUBLICA DE COLOMBIA
BUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
BogotA&,
42020
Doctor {a)

FERRERO EMILIO

REFERENCIA Radicacién No. 06 39628
Solicitud intermacional Us82004/031819
Fecha iniclo fase naciomal 30/04/2006

Trémite 11

Evanto 379
Actuacién 430
oficio No. M 844 4

Camo resultado del examen de forma, realizado com fundamento en el articulo 38 de
la Decisitn 486 da la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
nica de la Superintendencia des Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La golicitud no contiens 1la copia del documento en que consta la ceaiém del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisifn 486.

2., La solicitud no contiene el podar debidamente otorgade, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articuloa 63 y subsiquientes del C&digo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deber§ presentar el documento que acredita la
existencia y representaciém legal de la socledad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sigulentes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormemte enunciados.
En caso ds no dar cumplimiento al presente regquerimiento, la asolicitud pe
considerari abandonada y perder& su prelacién.

Notifiguese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
a), del capitulo nto dal titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001,

ALIX ; ES DE VERGEL
Jefe deo la ddvisién de Nuevas Creaciones

El anterior r rimiento fue notificado por fijaciSm en 1lista de
re_ §1 160 18
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