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10 ANEXOS
Comprobante de page de la tasa de presentacion de la solicitud

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica.

Poderes, si fuere el caso copia auténtica

Certificado de existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica

Documento de Cesién del inventor al solicitante 0 a su acusante

Declaraciones
Copia de la solicitud Internacional. {Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos).

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.
Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA. *

De ser el caso, copia del contrato de acceso. '

|

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autonzacnéq de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas. [

De ser el caso, certificado de depédsito de material bioldgico.

Arte final 12 x 12 i

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenid'os en el extranjero por el
mismo titular © su causante, relacionadas parcial o totaimente con la irlwencién de esta solicitud.

Otros
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12 Solicito la.concesidén de patente,

‘NOMBRE: ‘GERMAN CASTILLO GRAU
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de Bogota “del C.8.J.
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PODER GENERAL
(1) RENOVO LIMITED

domiciiado en (2) Incubator Building, 48 Grafton
Street, Manchester, Reino Unido

nombra al Dr. German Castilio Grau y/o Adriana
Castillo Gibsone y/o Luis Felipe Castillo Gibsone

con oficinas en la Carrera 13 No. 37-43, Piso 12
en Bogotd, D.C., Colombia como sus
representantes con poder especial amplio y
suficiente, para recabar de las oficinas vy
autoridades Colombianas, administrativas,
judiciales o de policia, en primera o segunda
instancia, fa Obtencibon de Patentes de
invencion, Registro de Marcas, de Disefos
Industriales, de Nombres y Ensefias
Comerciales, lo mismo que traspasos,
extensiones, renovaciones, cambios de nombre
y domicilio, registro de licencias de explotacion y
registro de licencias de uso referentes a tales
actuaciones, a cuyo efecto les faculta para dar
ante dichas autoridades todos los pasos
necesarios al objeto indicado, elevar solicitudes,
formular descripciones, enmiendas, -protestas,
declaraciones, apelaciones y reclamos, solicitar
la aplicacion de medidas cautelares, aceptar en
nuestro nombre y representacion la Cesion de
derechos de invencién y de patente de invencion
gue se nos haga por cualguier persana, abonar
todos los impuestos cuotas y  pagos
determinados por la ley, recibir todos los
documentos y valores dando el descargo
respectivo, llenar cualesquiera otros requisitos,
desistir, y tomar en fin todas las medidas que
creyeren conducentes al resguardo de nuestros
intereses y en casc de presentarse oposiciones
para que intervengan como demandantes o
como demandados, con todas las deméas
facultades legales necesarias. Este poder
comprende ademas las facultades de recibir,
desistir, transigir, comprometer, sustituir, revocar
sustituciones, recibir notificaciones y nombrar
apoderados judiciales o extra-judiciales

Dado y firmado en (4)

| NOTARIO VEINTISE!S
Firma/Signature .............. S\/\Q{Ma&, DireCoR, | \

Castillo ({3rau & Associates
Law Offices

P.O. Box 251473

Bogota, Colombia

.

FOR PATENTS AND TRADEMARKS IN

COLOMBIA

GENERAL POWER OF ATTORNEY
(1) RENOVO LIMITED

domiciled in (2) Incubator Building, 48 Grafton
Street Manchester, Great Britain.

hereby appoint Dr. Germén Castillo Grau and/or
Adriana Castillo-Gibsone andior Luis Felipe
Castillo-Gibsone ... i .........................................
with offices at Carrera (13 No. 37-43 12" Floor in
Bogota, Colombia as| our representatives with
special ampie and sufficient power to obtain from
the offices and } Colombian  authorities,
administrative, judicial and potice, in first or in
second instance, |Patents  of Invention,
registration of Trade or Service Marks, Industrial
Designs, of Commermal Names and Ensigns, as
well  as assngnments extensions, renewals,
changes of names and addresses, registration of
licences of explmtahon and licences of use
referring to said actlons who are empowered to
take before said authorltles all of the necessary
steps for the purposes indicated, ta file
applications, to formulate descriptions,
corrections, protests, (declarations, appeals and

_claims, apply for precautionary measures, to

accept on our behalf and representation the
assignment of rights jon invention and titles of
invention that may be|given to us by any person,
to pay all taxes,| quotas and payments
prescribed by law, to receive all the documents
and proceeds gwnng the  respective
acquiescence or recelpt to fulfil any other
requisites to desist and take in fact any other
measures that may be deemed conductive to the
safeguard of our |interests, and in case
oppositions are presented to intervene as
plaintiff or defendant with all necessary legal
faculties. This powelr includes the faculties to
receive, desist, compromise, transact, substitute
it in all or in part, lp revoke subsptutions, to
receive notifications [and to appoimt judicial or
extra-judicial attorneys. '

A

Given and signed tpdiba
England. op °"ﬂhlquummm

GUSTAVO SAMPER RODRIGUEZ:
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DECLARACION NOTARIAL
(Individual)

Alos ... diasdelmesde ................. de 2007
comparecid personalmente ante mi, Notario
Publico ellla sefior{a)

A quien(es) doy fe de conocer y me consta que
es(son) la(s) persona(s) descrita(s) y firmante(s)

del documento que precede~declarando ante'mi*

que otorga(n) el mlsmoe‘para*ﬁ los ¢ flnes y
propositos que en él se expresan,,

\»1."'

El Notarlo Publico 2T

(Sociedades)

El infrascrito Notario certifica: que la(s) firma(s)
que antecede(n) y dice(n):

es (son} auténtica(s), que el (los) signatario(s)-

desempefia{n) el (los)
cargo(s) de

de RENOVO LIMITED

que tiene(n) facuitad-para otorgar este_poder; y

que dicha compariia , esta domtcmada en

Manchester, Reino- Umdo M aeanae
LA ] M

y actualmente existe y.esta orgamzada de

acuerdo a las leyes del Estddo- ‘de’Delaware

............................................................. e
Todos los hechos anteriores le constan po?J

haber examinado los.documentos respectivos y
de todo eflo da fe.

]
On thic dAav. of af 2007
T T AT VII ..................... A Ay —nw A ¥ i farial - aray
pemenaﬂyappea%aemmefawe{awﬁub%&
|
I
|

(Corporations)

The undersigned Notary Public certifies: that

Mack WT'GU‘“OA

are authentic; that the S|gnors at present each fill

the posts of DI (E‘j\foﬂ

of RENOVQ LIMITEIT

and that they are empowered to execute this
power; and that said] company is domiciled in
Manchester, Great Britain

and actually exists and is organized in

accordance with the laws of England and Wales.

Al the foregoing facts are known to the Notary

due to his/Rer having examined the respective
documents to which hefshe, the Notary, attests.

Granted and signed in Manchester, England on |
15" February 2008.

Not:ary Public

|
(Wit£h Apostille)

GUSTAVO SAMPER RODRIGUEZ
NOTARIO VEINTISEIS

Mitne o ffsaw Col=SAys




EN|BLANCO]|
NOTARIA VEINTIOEIS

APOSTILLE
(Hague Convention of 5 October 1961 / Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

UNITED KINGDOM OF GREAT BRITAIN AND NORT[IERN IRELAND

L. Country: United Kingdom of Great Britain and Northemn Ireland
Pays: Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d'Irlande du Nord

o-Notfrio Veintiséla del Circulo da
otd,

This public document / Le présent acte public . -
‘ otd D.6.- Colombia.
5 SET 2008

2. Has been signed by Michael John Copestake
- a &té signé par

3. Acting in the capacity of Notary Public
agissant en qualité de

AVO SAMPER RODRIGUEZ

4. Bears the seal/stamp of ~ The Said Notary Public NOTARID VEINTISEIS
est revétu du sceaw'timbre de
Certificd/Attesté
5.  at London/a Londres 6. thelle 22 February 2008
7. by Her Majesty’s Principal Secretary of State for Foreignland Commonwealth Affairs / (

par le Secrétaire d’Etat Principal de Sa Majesté aux Affaires Etrangéres et du Commonwealth.

8.  Number/sous No H68861 1

9. Stamp: ; 10. Signature: M. Western
timbre:

- . - - -

. 1. (‘h .v L ue hna o ! g
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Far[heSecrcla::'y of State/ Pour le Secréiaire d'Etat
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. bt RIS DUV |

If this document is to be used in a country which is not party|to the Hague Convention of § October

1961, it should be presented to the consular section of3he mislsion representing that country. An y

apostille or legalisation certificate only confirms that the signature, sgal«os‘.slalj.np o ﬂ}Ed6¢pmegﬁ_ys:\ \

genuine. It does not mean that the contents of the documentare Loirdct o'rr L_h,a.t'ﬁulxc ’Forg'igxh& -
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Titulo: PLEGAMIENTO DE PROTEINA

Resumen: La presente invencidén se refiere a un métodos
para plegar un factor de crecimiento transformante beta,
o un analogo funcional de este, en una forma dimérica
bioldégicamente activa. El método incluye el| agregado de
un factor de crecimiento monomerico ino plegado
solubilizado a wuna solucién que contiene A&cido 2-
{ciclohexilamino)-etansulfdénico (CHES) o I un analogo
funcional de este y un sistema = redox
sulfhidrilo/disulfuro de bajo peso molecular! La solucidn
luego se incuba en condiciones adecuadas para generar el
factor de <crecimiento transformante bﬁta dimérico

biolégicamente activo.




'PLEGAMIE‘.NTO DE PROTEINAS

La presente invencién se refiere a un|método para
plegado o replegado de ﬁroteinas en una form@ activa. La
invencién se refiere en particular al plegad& de miembros
de la superfamilia del factor de crecimiento
transformante beta.

La superfamilia del factor de crecimiento

transformante beta (TGF-Beta) de los factores de
crecimiento estd involucrada en la regulacién de muchos
procesos celulares que incluye proliferacidn, migraéién,
apoptosis, adhesidn, diferenciacién, inflamacidn, inmuﬁo—
supresién y expresidn de proteinas extracelulares. La

superfamilia TGF-Beta incluye: TGF-Beta 1, | TGF-Beta 2,

TGF-Beta 3, TGF-Beta 4, TGF-Beta 5, proteinas
morfogenéticas de hueso (BMP 1-16), Eactores de
crecimiento y diferenciacidn (GDF 1-16) y

activinas/inhibinas.

Existen tres isoformas de mamiferos de TGF-Beta,
denominadas TGF-Beta 1, 2 3% 3. Las TGF-Beta son
producidas practicamente por todos los tigos celulares
{(por ej., células de tejido epitelial, endotelial,
hematopoyético, neurcnal, y conectivo). Las| TGF-Beta se
secretan come moléculas precursoras inactivas latentes de’
100 kDa (LTGF-Beta). Las moléculas de LTGF-Beta consisten
en: (a) un péptide sefial dimérico C-terminal de 25 kDa
(fragmento activo) y (b) el péptido asociado latente
(LAP) . LTGF-Beta se activa por la escisidn de LAP del
fragmento activo por medic de las endopeptidasas tales
como furina, plasmina, trombina y la acidificacién del
especlo pericelular. Ellfragmento dimérico activo de TGF-
Beta liberado se estabiliza por gnteracciones
- hidrofébicas y por un puente disulfuro entre las

subunidades. Ademas cada mondémero comprende varias



cadenas beta extendidas entrelazadas por tres o© cuatro
enlaces intra-disulfuro y forma una estructura apretada
conocida como "nudo de cisteina".

Se han propuesto las proteinas de la familia TGF-Beta
para numerosos propésitos medicos. Estos lincluyen la
reduccién de la formacién de cicatrices, promocidn de 1la
cura de heridas y la estimulacidén del reemplazo de tejido
danado o enfermo en una variedad de sitios. Estos sitios
incluyen la piel, hueso, cartilago, tejido neural, tejido
conectivo (por e7j., tendones % ligamentps), tejido
ocular, higado y vasos sanguineos, etc. Se Ha demostrado
que TGF-Beta 1 y TGF-Beta 2 aceleran la |curacidén de
heridas en modelos animales experimentales,imientras que
su inhibicidén reduce la posterior formacién de
cicatrices. TGF-Beta 3 también reduce signi%icativamente
la formacidén de cicatrices tantoc en modelos animales vy
humanos y, en 2006, representa uno de los mﬂembros de la
superfamilia que estd mas proéximo a obtener ia aprobacidn
regulatoria para uso como medicamento. |
Se apreciara que dichos usos clinicos de los miembros de
la superfamilia TGF-Beta requiere disponer de métodos
eficientes para producir cantidades significativas de los
factores de crecimiento.

Los miembros de la superfamilia TGF-Beta se han aisiado o
producido por medios recombinantes durante muchos afios. A
modo de ejemplo, TGF-Beta 3 se purificd originalmente a
partir de plaquetas humanas, placenta hu%ana y rindn
bovino durante los 1980. En vista dgl potencial
terapéutico de TGF-Beta 3, se han realiz%do numerosos
intentos de producir esta proteina | por métodos
recombinantes. Debidc a la complejidad de has moléculas
de TGF-Beta nativas bioldgicamente actiqas (proteina

D . ‘ l ,
homodimérica con 8 enlaces disulfuro intracatenarios y un



enlace disulfuro entre cadenas), ellas ~se; expresaron
originalmente en ofganismos eucaridticos (por ej., ver
EPO200341B1). Sin embargo, la expresiédn |eucaridtica

origindé niveles de expresidén relativamente bajos vy
también se asocid con altos costos de procesamiento.

En  consecuencia, se investigaron los huéspedes
procaridéticos. Sin embargo, se halld que los huéspedes

microbianos eran incapaces de formar correctamente 1los

miltiples enlaces disulfuro necesarios para gue los
factores de crecimiento se plieguen en una forma activa.
La precteina mal plegada gque se forma comol cuerpos de
inclusién dentro de la célula huésped y estos cuerpos
requirieron la solubilizacidn seguida por la
renaturalizacion permite que la proteina se [repliegue en
su conformacidén nativa bicldégicamente activa.
Se han realizado numerosos intentos para |superar 1los

problemas asociados con la formacién de 1los| factores de

crecimiento activos a partir de huéspedes procaridticos.
Por ejemplo, US 5.922.846, US 5.650.4%4 y EP-B-0433 225
proponen métodos para la renaturalizacién de las
proteinas de la familia TGF-Beta provenientes de los
cuerpos de inclusién. Si embargo, ningu%o de estos
métodos proporciona métodos rapidos y eficientes para la
produccidén factores de crecimiento .de calildad clinica.
Por ejemplo los inventores han hallado que muchos de los
métodos de replegamiento del arte previo co%templados en
las patentes mencionadas anteriormente sod ineficaces.
Ademds, los inventores han hallado qée aun las
condiciones de replegamiento del arte ? previoc mas
preferidas (por ej., 0,05 M de Tris, 1 M?de NDSB-201,
20%(v/v) de DMSO, 2%(p/v) de CHAPS, 1 M de NaCl, 1%(p/v)
de GSH, 0,2 mg/ml de TGF-Beta 3, pH 9,3 a 2%8 °C) pueden

llevar aproximadamente 7 dias para replegar! los factores

i
|



de crecimiento. Este tiempo de plegamiento representa un
retraso inaceptable en la fabricacién de cGMP y deberia
producir altos costos operativos no deseables cuando se
requieren grandes cantidades de factor de |crecimiento

activo.

En consecuencia es un objetivo de la presente invenciédn
superar los problemas ascciados con los métodos de 1 arte
previo para plegar o replegar los miembros la
superfamilia ‘del factor de crecimiento t&ansformante
beta.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencidn
se proporciona un metodo para plegar un factor de
crecimiento transformante beta, o analogo %uncional de
éste en una forma dimérica bioldgicamente; activa gue
comprende agregar un factor de crecimiento monomérico no

plegado solubilizado a una solucidn que cont%ene:'

(1) acido 2—(ciclohexilamino)—etansulfénico o un

andlogo funcional de este; vy
{(1i) un sistema redox sulfhidrilo/disu%furo de bajo
peso molecular; e E

incubar el factor de crecimiento de la solucidén hasta gue

se forma un factor de crecimientL dimérico

bioldédgicamente. |

La presente invencidn se basa en experimentos realizados

por los inventores que se llevaron a cabo ﬁn un intento

de mejorar los métodos de plegamiento del arte previo.

El factor de crecimiento transformante beéa (TGF-Beta)

puede ser cualquier TGF-Beta (por ej., TGF%Bl, TGF-B2 o

TGF-33). Sin embargo se prefiere que el TGF—beta sea TGF-

Beta3 (TGEF-B3). |

i
t

i

Por "anadlogo funcional de este’' se entienden las
variantes de un TGF-beta que retiene Fa actividad

biolégica del factor de crecimiento de tipo salvaje. El




andlogo funcional con preferencia es una proteina y, en
forma madura, puede comprender un dimero de polipéptidos
monoméricos de aproximadamente 112 aminodcidos de
longitud éi bien se apreciara que los andlogos
funcionales pueden estar truncados o elongados cuando se
comparan con los de tipo salvaje. EL término también
abarca las mutantes de TGF-beta tipo salvaje y en
pdrticular de TGFBeta 3 que retienen, o |incluso han
mejorado la actividad cuando se comparan con‘los de tipo
salvaje. Los inventores han hallado que los Aétodos de 1la
inﬁencién también son aplicables para el plegamiento o
replegamiento de dichos mutantes. .

Se apreciard que "plegamiento", definido en'la presente
invencién, abarca el “replegamiento” de proteinas
plegadas previamente, y en efecto este replegamiento de
proteinas constituye un  subconjunto preferido del
plegamiento mas amplio abarcado por la invenciédn.

EP 0 433 225 contempla una amplia 'variedéd de
“condiciones de replegamiento" que se afirma{que permiten
que un ménomero desnaturalizado se dimerice {y supone una
forma bicldgica activa. EP (0 433 225 describe que dichas
condiciones deben incluir la presencia de un "agente
solubilizante" y un sistema redox que | permite la
oxidacidn y reduccidn continua de los pares
tiol/disulfuro. Ademas contempla una larga 1lista de

solventes orgédnicos miscibles en agua vy f?sfolipidos o]

dichos agentes solubilizantes gque incluyen| detergentes;
una mezcla de dos o mas de dichos agentes.’Los ejemplos
de los detergentes contemplados en la memoria descriptiva
incluyen: compuestos tensicactivos, itales como
dodecilsulfato de sodio  (SDS), Tritén o Tween,
detergentes moderados nc idnicos (por ej.,!digitonina),

detergentes moderados catidnicos (por ej., N-[2,3-




(Dioleiloxi)-propil)-N,N,N-tRimetilamonio), detergentes

moderados aniénicos (por ej., colato de sodio,

desoxiccoclato de sodio) y onas zwitteridnicas (por ej.,
sulfobetainas (Zwittergent), 3-(3-clolamidopropil) -
dimetilamonio-l-propan-sulfonato (Chaps), 3-(3-
clolamidopropil)dimetilamonic~-2-hidroxi-l-propan-
sulfonato (Chapso}.

Los 1inventores decidieron examinar una variedad de
détergentes, que incluyen los contemplados en EP 0 433
225, y se sorprendieron al hallar que la mayoria de los
detergentes que ellos examinaron fueron ineficaces para
el plegamiento o replegamiento de miembros de 1la
superfamilia TGF-Beta mientras gque los que actuaron,
llevaron una cantidad de tiempo inaceptable Jara producirc
cantidad util de factor de crecimiento activo. Las tablas
1 y 2 del ejemplo ilustran gque muchos de estos
detergentes fueron ineficaces. Sin embargo los inventores
se sorprendieron al hallar gue el uso del Aacido 2-
{ciclohexilamino)-etansulfénico (CHES), vy sus anadlogos,
en combinacién con un sistema redox sulfhidrilo/disulfuro
de bajo peso molecular, de acuerdo con el pgimer aspecto
de la invencidn fue particularmente eﬁectivo para
producir correctamente el factor de crecimiénto dimérico
plegado. |

Los inventores han hallado que el método de acuerdo con
el primer aspecto de la invencién representa una mejora
significativa respecto de los métodos del ar?e previo. El
método da como resultado una velocidad signiFicativamente
mejorada del proceso en comparacién con . Los métodos
previamente descriptos en la biblidgrafia. En
realizaciones preferidas del método de la invencién, el

plegamiento del factor de crecimiento se puéde completar

dentro de 5 dias; con preferencia dentro d% 3 dias; con



mas preferencia dentro de 2 dias; y con maxima
preferencia después de aproximadamente 24 horas de

iniciar el proceso de plegamiento.

Por el término "acido Z2-{ciclohexilamino)-etansulfdénico o
sus analogos' se entiende el detergente CHES y sus
andlogos quimicos que retienen las propiedades de
replegamiento del CHES.
Los analogos adecuados de CHES que se puegen usar de
acuerdo ccon los métodos de la invencidn se pugden definir

por la siguiente fdrmula:

T1
N Xz 8]
R{// \\Xf/ ‘\ﬁff?
OoH
(I)
en donde:

Ry vy Ry son iguales o diferentes y se seleccionan del

grupo que cocnsiste en hidrdgeno, gfupos algquilc Ci-4

sustituidos o no sustituidos, grupos cicloalquilo Ci_g
sustituidos © no sustituidos, ¢ wun ndcléo aromAdtico
sustituido o no sustituido, ©¢ Ry y Ry juntos forman un
sistema anular que tiene hasta 10 Atomos;

X1 y X2 se seleccionan de modo independientef{de -0-, -S-,
-3(0), -S(0z)-, -NR3-, -CHR4~ y CHRs donde |Rj, Ry, vV Rs
son iguales o diferentes y se seleccionan de modo
independiente del grupo que consiste en hidr%geno, grupos
alguilo Cjy sustituidos o© no sustituidos, grupos
cicloalquilo Cig sustituidos o no sustituidos, o© un
nicleoc aromatico sustituido o no sustituidos? o0 un nucleo
aromatico sustituido o no sustituido o dos d% R3, R4 y RS

pueden formar juntos un sistema anular gque tiene hasta 6




Atomos de carbono, sujeto a la condicién de que al menos
uno de X1 y X2 es -CHR4- o -CHRS-; vy
X3 se selecciona de C, S, 5=0, o P-OH.

Si uno o més de Ri-s son grupos alquilo, de acuerdo con la
cantidad de atomos de carbono que contienen, estos pueden
ser grupcs secundarios, terclarios o 1iso normales. Los
ejemplos de grupos alguilo adecuados para Ri-s son los
grupos Me, Et, n-Pr, i-Pr, n-Bu, sec-Bu y E_BP'

Si uno o mas de Ri-5 son cicloalifaticos, entonces ellos
con preferencia son un grupo ciclohexilo sustituido o no
sustituido, con mixima preferencia no sustituido.

Si uno o més de Ri.; son aromaticos entoncgs estos con
preferencia son un grupo fenilo sustituido o no
sustituido.

Con preferencia R; es hidrdgeno y R, es ciclohexilo. En
forma alternativa o adicional X1 y X2 con preferencia son
-CH2-, en forma alternativa o adicional X3 es -5=0.

Los ejemplos preferidos de los compuestos de férmula (I)

gue se pueden emplear en la invencidén son:
Ry

N O
R/ \/\S/
’ & N\ |
OH (Ia)

(es decir, un compuesto de fdérmula (I) en el que X1 y X2

son —CH2- y X3 es $=0);

(es decir, un compuesto de férmula (I) en lel que R; es

hidrdgenc, R; es ciclohexilo y X3 es S=0); vy
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(Ic)

{es decir, un compuesto de foérmula (I} en el gque Ry es
hidrégeno, R, es ciclohexilo, y X1 y X2 son -CHZ2-).

El ejemplo preferido de cada foérmula (Ia), (Ib) y (Ic) es
CHES, es decir,

H Hy

M 27 N

o] OH

Los inventores han establecido que CHES, y el sistema
redox sulfhidrilo/disulfuro de bajo peso mPlecular, se
puede usar solo para plegar el factor de crec¢imiento. Sin
embargo, en algunas realizaciones de la inwvencidn, los
inventores han hallado que CHES también se péede combinar
ventajosamente con otros agentes gque tien%n actividad
detergente/plegamiento. Los ejemplos de di?hoé agentes
incluyen: taurodesoxicelato, alcohol isopropilico,
arginina-HC1, sulfobeatina-201 ‘' no detergente y
sulfobeatina-211 'no detergente.

Se prefiere que la solucidédn comprenda una concentracidn
de aproximadamente 10 mM a 2,0 M de CﬁES; con més
preferencia 100 mM-1,0 M vy con maxima preferencia

aproximadamente 0,7 M de CHES. i
Las concentraciones mencionadas anteriormente de CHES
también se pueden usar cuando se combina CHES con otros

agentes. Por ejemplo una combinacién preferida de los
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agentes que promueven el replegamiento es aproximadamente

30 mM de taurodesoxicolato y 0,7 M de CHES.

Por el término “sistema redox sulfhidrilo/?isulfuro de
bajo peso molecular”™ se entiende a 1los gistemas que
permiten la formacién de enlaces disul%uro en 1la
solucién. Los sistemas adecuados incluyen cbmbinaciones
de reactives tales como glutatién en su forﬁa oxidada vy
reducida, ditiotreitol en su forma oxidada |y reducida,
beta-mercaptoetancl o betamercaptometanol én su forma
oxidada y reducida, cistina y su forma {reducida, Y
cistamina y su forma reducida. Estos reactivos se pueden
usar a una concentracién de aproximadamente, 1 pM a 250
mM, especialmente de aproximadamente 100 uM|a 10 mM. La
rélacién molar de dichos sistemas para | las formas
oxlidadas y reducidas puede estar entre 100:]1 y 1: 100,
especialmente entre 6: 1 y 1: 6. F
Se prefiere que el sistema redox sulfhidrilo}disulfuro de
bajo peso molecular comprenda el uso de glutatidén en sus
formas reducidas (GSH) y oxidada (GSSG). Con preferencia
la solucidén contiene aproximadamente 20 upM-200 mM de
glutatidén reducido; con més preferencia 200] uM-20 mM de
glutatidn reducido; Y con maxima preferencia
aproximadamente 2 mM de glutatién reducido. La solucidn

!
también puede contener aproximadamente 4 |pM-40 mM de

glutatidon oxidado; con mas preferencia 40 uM-4 mM de

glutatidn oxidado; % con maxima preferencia

|
r
aproximadamente 400 pM de glutatidn oxidado.f
Conforme a ello, los sistemas redox sulfhidrﬁlo/disulfuro
de bajo peso molecular preferidos pueden cémprender 200
pM-20 mM de glutatién reducido y 40 uM-4 mM?de glutatidn
oxidado. La relacidén exacta de GSH:GSSH ‘dependeré de

varios factores que incluyen: qué factor d? crecimiento

se estd plegando; el pH de la solucidén y el analogo de

|

] |
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CHES empleado en el método de la invenciénl A modo de
ejemplo, los sistemas redox sulfhidrilo/disulfuro de bajo
peso molecular preferidos para el plegamiento| de TGF-Beta
3 comprenden aproximadamente 2 mM de glutatidn reducido y
aproximadamente 400 pM o aproximadamente 2 mM de

glutatidén reducido.

Como se explica con mAs detalle a continuacién, en

realizaciocnes preferidas de la invencidn el ﬁistema redox

sulfhidrilo/disulfurc de bajo pesoc molecular se puede
“envejecer”" antes de usar para replegar el TJF—Beta.

Los métodos preferidos para el plegamiento de los

factores de crecimiento incluye el wuso |de CHES en

combinacién con GSH y GSSG COImo Sistema redox

sulfhidrilo/disulfuro de bajo peso molecular. Los

ejemplcos de condiciones preferidas incluyen ﬂa exposicion

del factor de crecimiento no plegado a:
(a) 0,7 M de CHES, 2 mM de GSH y 0,4 mM |de GSSG;

(b) 30 mM de taurodesoxicolato, 0,7 M de CHES, 2 mM

de GSH yv 0,4 mM de GSSG; o

{(c) 30 mM de taurodesoxicolato, 0,7 M de CHES, 2 mM

de GSH y 2 mM GSSG.

Se apreciara que los agentes mencionados anteriormente se

pueden disolver en agua para obtener una) solucién de
acuerdo con la invencién. $in embargo,: también se
apreciara gque los agentes se pueden disolver en una
solucidén que comprende muchos otros com#uestos. Por
ejemplo, la solucién también comprender sal%s. Las sales
que se pueden usar en la solucidn inclu?en sales de
sodio, potasio y calcio con cloruro, sulfato, fosfato,
acetato, etc. BSe prefiere que la solucﬁén sea una
solucidén de cloruro de sodio a una concentraFién de 0,5 a

2 M. La solucién, por ejemplo, puede ser solucidén salina
|

buferizada con fosfato.

N
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Durante estas investigaciones los inventoTes también
establecieron que se podrian optimizar las co#diciones de
plegamiento por ajuste del pH y la temperatdra a la que
se estimula que proceda el plegamiento.
La temperatura optima depende de numerosos factores tales
como los agentes usados, el pH y también la|cantidad de

factor de crecimiento para replegarse. En la|mayor parte

de las circunstancias se prefiere una | temperatura
inferior a aproximadamente 15°C (por ejemplo 2-8°C o
aproximadamente 10°C) . Sin embargo, en algunas
condiciones también fuerocn efectivas temperaturas
superiores (por ej., temperatura ambiente).

Los inventores descubrieron que generalmente fue
preferible llevar a cabo el método de la inyvencién a pH
alcalino. EL pH es con preferencia aproximadamente
superior a pH 8,0 y con preferencia superior a un pH de

aproximadamente pH 8,5. Un pH de maxima preﬁerencia para

la solucién es un pH de aproximadamente 9,5. |

También se halld que la cantidad de factor dé crecimiento
no plegado agregado a la solucidn influencia la
eficiencia del plegamiento. En general se pdeden agregar
aproximadamente 0,005-0,75 mg/ml de un| factor de
crecimiento a la solucidn; con preferenéia 0,01-0,5
mg/ml; con més preferencia aproximadamente 0,12-0,25mg/ml
del factor de crecimiento; y con maxima| preferencia
aproximadamente 0,25 mg/ml (es decir, 250 pg?ml).

Los métodos de la invencién se pueden emplea& para plegar
cualquier mondémero de 1la superfamilia del factor de
crecimiente transformante beta en una forma dimérica
bioldégicamente activa. Se prefiere que el &étodo se use

para plegar un TGF-Beta per se (por ejemplot TGF-Beta 1,
. |
TGF-Beta 2 o TGF-Beta 3).
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También se prefiere que el método se use

precursores monoméricos (en un factor de

para plegar

crecimiento

dimérico activo) que se han producido en huéspedes

procariéticos que se han transformado para
factor de crecimiento. Por ejemplo, el
particularmente Util para el plegamiento de

crecimiento gque se ubican dentro de los

expresar el
método es
factores de

cuerpos de

inclusién de las bacterias que han sido transiformadas con

un vector de expresidn que codifica un

crecimiento recombinante.

factor de

'Es de maxima preferencia que los métodos de |la invencidn

se usen para plegar TGF-Beta 3 monomérico que se ubica en

un cuerpo de inclusidén de una bacteria transformada con

un vector de expresidn de TGF-Beta 3 (por e

j., como se

describen en el Ejemplo 1 o como es conocido jen el arte).

Es de méxima preferencia que el TGF-Beta 3 sea TGF-Beta 3

humano, TGF-Beta 23 humano recombinante o‘

TGF-Beta 3

humano que contiene mutaciones que optimizan'el factor de

crecimientoc para uso c¢linico en seres humanos.

Los ejemplos de las condiciones de maxima| preferencia
empleadas para plegar TGF-Beta 3 incluyen:
(a) 0,7 M de acido 2-(ciclohexilamino}etansulfdénico

(CHES), 2 mM de glutatidén reducido (GSH)
glutatién oxidado (GSSG), 0,12 mg/ml de
pH 9,5 a 2-8°C;

;, 0,4 mM de
TGF-Beta 3,

(b) 30 mM de taurodesoxicolato, 0,7 M de QHES, 2 mM de

GSH, 0,4 mM de GSSG, 0,12 mg/ml TGF-Beth

|
2-8°C; ;

3, pH 9,5 a

(c) 30 mM de taurodesoxicolato, 0,7 M de QHES, 2 mM de
GSH, 2 mM de GSSG, 0,12 mg/ml de TGF-Beta 3, pH 9,5

a 2-8°C; o

i
!
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{d) 0,7 M de CHES, 1M de NaCl, 2 mM de GSH, 0,4 mM de
GSSG, 0,25 mg/ml de TGFBeta 3, pH] 9,5 a 2-
8°C/temperatura ambiente.

Los inventores desarrollaron los métodos de| plegamiento

de acuerdo con la invencidén en un laboratorio (como se

describe en el Ejemplo 1) vy luego se |llevaron a

metodologia en escala como se describe en el Ejemplo 2.

Se apreciard que los métodos en escala representan una

caracteristica importante de la invencién. En
consecuencia, de acuerdo con un segundo aspecto de 1la
invencidn se proporciona un método de producilr un miembro
activo de la superfamilia del factor de| crecimiento
transformante beta a partir de un huésped erocariético,
el método comprende:
{a) fermentacidén de organismos procaridticos que
han sido transformados para expresar uL miembro de
la superfamilia del factor de crecimiento
transformante beta;
{b) aislamiento de los cuerpos de |inclusién vy

recuperacién de la proteina expresada |a partir de

los cuerpos de inclusién;

(c) replegamiento del miembro de la supérfamilia del

factor de crecimiento.transformante beta de acuerdo

con el primer aspecto de la invencién; vy

(d) purificacién del miembro de la supérfamilia del

facter de crecimiento transformante beta replegado.
Se prefiere que la etapa {a) 1incluya la feLmentacién de
las bacterias que se han transformado con?un vector de
expresidn que codifica un miembro de 1la sup%rfamilia del
factor de crecimiento transformante beta. ﬁl vector con
preferencia codifica un TGF-Beta y con méxiﬁa preferencia

codifica un TGF-Beta 3 humano, o un anélogo!funcional de
i

este. Se apreciard que la bacteria transformada se puede
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generar usando técnicas de biclogia meolecular cconocidas
en el arte. Un ejemplo de dicha bacteria se da en el

Ejemplo 1.

Se prefiere que los organismos se fermenten de acuerdo
con técnicas convencionales. Estas pueden | incluir 1la
fermentacidén de una pasta de células y la recoleccién de
las células por la toma de muestras de la fermentacidn vy
centrifugacidén de la muestra para aislar los Lrganismos.

La etapa (b) del método del segundo asqecto de 1la

invencidén puede 1incluir la lisis de- losl organismos

recuperados por la centrifugacién. Luego| se pueden
recuperar los cuerpos - de  inclusién (IB) por
centrifugacidn adicional y etapas de lavado. Con

preferencia los IB se procesan adicionalmente adoptando
los pasos de solubilizar la proteina dentro|de los IB y

luego clarificarlos.

La proteina (es decir, el factor de crecimiento no
plegado) proveniente de los IB aislados luego se somete a
los métodos de plegamiento del primer aspecto de 1la
invencidén de acuerdo con la etapa (c) deﬂ método del
segundc aspecto de la invencién.
El factor de crecimiento replegado luegoi se deberia

purificar de acuerdo con la etapa (d). La|purificacidn

puede incluir numercsos pasos depurificacidén bicquimica
tales como ultrafiltraciédn y cromatografia. Los
procedimientos de purificacidén se ilustran én 1.15, 1.16
y 1.17 del Ejemplo 1. En una realizacidén preferida,
primero se filtra el factor de crecimiento;
posteriormente se purifica por croma%ografia de

interaccién hidrofébica; y luego finalmente se purifica

por cromatografia de intercambio catidénico.’
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Cpcionalmente el método del segundo aspecto de 1la

invencién puede comprender adicionalmente un paso {(e) en

donde el factor de <crecimiento se formula a una
concentracién deseada en una solucidédn y se coloca en
viales. Esta solucién puede ser la formulacidén final para
uso clinico o se puede formular almaceaniento y/o
transporte. E1 factor de crecimiento lue%o se puede
terminar para formar el producto clinico final en una
fecha posterior.
Los inventores han reconocido que W099/18196, describe el

uso de CHES par el replegamiento d? proteinas

morfogenéticas de hueso (BMPs). Si embargo ilas técnicas

descriptas en W099/18196 no deberian ser consideradas por
los expertos en el arte como utiles para el replegamiento
de TGF-Beta, y TGF-Beta3 en particular, de'! acuerdo con
los métodos del primer o ségundo aspecto de ﬂa invencién.
Los expertos deben llegar a esta conclusidn por numerosas
razones. Estas incluyen:

(a) W099/18196 describe métodos para la
solubilizacién de los cuerpos de inclus%én BMP, se
deberia usar desnaturalizantes tales ccmo Guénidina—HCL o
por acidificacidén con un Aacido tal como acido acético.
Los inventores han hallado que la acidificacién produjo
bajas recuperaciones del TGF-Beta 3 de los cuerpos de
inclusién. Ellos hallaron gque cuando TG%—Beta 3 se
solubilizé en acido y luego el pH se tituldia 9,5 (el pH
preferido para el replegamiento de acu?rdo con la
invencién), este cambio del pH &cido al alcalino produjo
una agregacidén irreversible de TGF-Beta 3 (debido al
cruzamiento de TGF-Beta 3 en sus punto isoéléctrico {pH
6.4)). Esto produjo muy bajos rendimientos dé TGEF-Beta 3.
También se examind guanidina-HCL comol agente de

solubilizacidn, si bien este dio muy buenas
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recuperaciones de TGF-Beta 3 de los cuerpos de inclusién

fue un desnaturalizante demasiado potente e) impidid el

replegamiento de TGF-Beta 3. Por consigyiente, los
inventores hallaron que los pasos de solubilizacién del
arte previo no son adecuados. La experimentacién
establecid que la solubilizacidédn de 1los | cuerpcs de
inclusidén usando 6 M de urea y 0,1 M de DTT dic buenas
recuperaciones de TGF-Beta 3 y permitidé gque el TGF-Beta 3
se repliegue una vez que se diluyé en! el buffer
replegado. Por consiguiente, se prefiere que TGF-Beta 3
se solubilice a partir de los cuerpos de inclusién usando
urea y DTT. _

(b)WOS9/18196 también establece gque (los BMP se
pueden clarificar usando cromatografia por Fxclusién de
tamano (SEC) o cromatografia liquida de alta resolucién
de fase reversa (RP-HPLC). Estos método% no serian
adecuados para la fabricacidén en escala cémercial del
TGF-Beta 3. En SEC, el volumen de muestra influye en la
resolucién de la muestra ‘{a menor volumen | de muestra,
mejor resolucidén de 1la purificacidn). Los| métodos de
escala comercial de acuerdo con el segundo aspécto de la

invencién pueden producir aproximadamente 50|L de cuerpos

de inclusién solubilizados. No seria practice usar la SEC
para dichos volUmenes ya que procesar este en una corrida
unica requeriria una columna (o columnas mgltiples) con
volumen de lecho simple/combinado de 724 L. En general se
usa RP-HPLC como herramienta analitica debiéo al wvolumen
de columna pequefio y nuevamente no seria ﬁoco practico
para la fabricacién en escala comercial dei TGF-Beta 3
por las mismas razones. Se prefiere que el método del
segundo aspecto de la invencidn use filtraéién de flujo
tangencial (TFF) gque brinda purezas de TGF;rR3 de 70% y

superiores.
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(c) Se sabe que la pureza de la proteina expresada
afecta los rendimientos del replegamiento. Por regla
general a mayor pureza de la proteina expresada mayores

rendimientos de replegamiento. Los inventores; han hallado

que las purezas de TGF-B3 de 70% (de proteina total) vy
superiores dieron altos rendimientos de rep{egamiento Y
que las purezas bajas de TGF-B3 (<50% de proteina total)
dieron bajos rendimientos de replegamﬁento. Por
consiguiente se prefiere que el TGF-B3 usado en los
métodos de la invencidn sea mayor que 50% puro y con mas
preferencia aproximadamente 70% (o0 mads) puro.l Esta pureza
se puede obtener incluyendo etapas de lavado de cuerpos

de inclusidn y clarificacidén del TGF-Beta 3 |solubilizado

usando TFF (por ej., ver Ejemplo 2).

{d) TGF-Beta 3 experimenta‘cambios significativos en
la conformacidén (estructura secundaria) vy splubilidad a
pH diferentes. Debido a que el pH de una golucién que
contiene TGF-Beta 3 se mueve de acido (<pH 3,8) a
alacalino (<pH 8,0), aparecen agregados con un maximo de
agregacidén que ocurre entre pH 6,5 y pH 8,5. W099/18196
establece que el pH preferido de replegamiento de los BMP
es de aproximadamente 8,5. Sin embargo, ser%a inadecuado
para el replegamiento de TGF-Beta 3 ya que ﬁodria causar
que el TGF-Beta 3 se agreque y en consecuencia se reduce
significativamente la eficiencia y vrendimiento del
replegamiento. Por consiguiente, se prefiFre que los
métodos de la invencién utilicen un ;: buffer de
replegamiento a un pH mayor de 8,5, con preférencia mayor
de pH 9,0 y con maxima preferencia 5 un pH de
aproximadamente 9,5.

{e) Los inventores también han hallédo que las

concentraciones éptimas del par Redox (por ej., glutatién
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reducido y oxidado) en el buffer de replegamiento puede
ser diferente para BMP y TGF-Beta 3. Las concentraciones

preferidas de glutatidén reducido (GSH) . y glutatidn
oxidado (GSSG) usadas en la fabricacidén de TéF—Beta 3 de
acuerdo con la invencidn es 2 mM Iy 0,4 M
respectivamente. Ademas, los inventores han |hallado que
es mas preferible, una vez que se ha disuelto el par
redox en solucidn, que el buffer envejezca| durante al

menos 2 horas, con preferencia al menos 3-5 |horas y con

médxima preferencia durante aproximadamente 7 horas. Los

inventores sin desear estar ligados a ninguma hipdtesis
con respecto a los beneficios del "envejec%miento" del
par redox, han indicado que en soluciones acuosas el GSH
se oxida facilmente ©para ©producir GSSG vy a pH
fisioldgicos la vida media de GSH es aproximadamente 4
horas. Ademds los inventores presumen que la vida media
de GSH en el buffer de replegamiento de TGF-Beta
preferido (pH 9,5) se reduciria significativamente (a pH
alacalinos habria menos iones hidrégeno para protonar los
grupos tiolatoc reactivos en GSH a tioles Ao reactivos
producidos) . Una estimacidén conservadora de la vida media
de GSH a pH 9,5 seria de 3 horas. En consecugncia después
de 7 horas de envejecimiento del buffer las
concentraciones del par redox seria en congecuencia de
aproximadamente 0,5 mM de GSH y 1,15 mM de GSSG. Por
consiguiente, estas ‘concentraciones son las
concentraciones preferidas para el replegamignto de TGF-
Betal3. W098/18196 establece la concentraciéb preferidas
del par redox en 2 mM de GSH y 1 mM de G5SG (para el
plegamiento de BMP). Esta concentracién aumentada de GSH
prolongaria significativamente el replegami%nto de TGEF~
Beta 3, y puede reducir el rendimiento (ya #ue GSH rompe

los enlaces disulfuro de las proteinés). Ademés
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W099/18196 establece el requerimiento de 5 mM de EDTA en
el buffer de replegamiento. La presencia| de agentes
quelantes tales comc EDTA en el buffer de replegamiento
estabilizaria el GSH (es decir aumento de la wvida media
de GSH), lo que aumentaria adicionalmente el tiempo de
replegamiento de  TGF-Beta 3 vy puede reducir el
rendimiento.

(£) WO89/18196 establece la concentracién de BMP
preferida en el buffer de replegamiento en 1-100 pg/ml,

este es significativamente mas bajo que las

concentracliones gque los inventores han halﬁado que son
utiles para la fabricacién de TGF-Beta 3 (en lforma éptima
250 pg/ml). 250pg/ml de TGF-Beta 3 dieron efgciencias de
replegamiento superiores que 100 npg/ml de TG%—Beta 3. En
consecuencia, se prefiere que los métodos de la invenciédn
utilicen mas de 100 ug/ml de TGF-Beta 3 en| el paso de
replegamiento y con preferencia aproximadamente 250 pg/ml

de TGF-Beta 3.

(g) WO099/18196 establece la temperatura preferida
del replegamiento de los BMP en 20°C. Los inventores han
observado que los replegamientos de TGF-Beta B realizados
a temperatura ambiente (22°C) producen la agregacién de
TGF-Beta 3 y que el replegamiento de TGF—Beéa 3 deberia
ocurrir a menos de 15°C (con preferencia 2-8°C o
aproximadamente 10°C) para sostener la via de|plegamiento
productivo de TGF-Beta 3 y la supresidn de lajinteraccién
hidrofébica. ?

Un método mas preferido de acuerdo con el segﬁndo aspecto
de la invencién.se ilustra en la Figura 10. %os detalles
de las condiciones y protocolos adecuados paré usaxr en el
método preferido ilustrado en la Figura 10 sé exponen en
las Figuras 11 a 26. Serad apreciado por Iosiexpertos en

el arte, que si bien las condiciones y! protocolos
\

‘&/\&
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expuestos en estas Figura con preferencia se

pueden usar

en el métodeo ilustrado en la Figura 10,
usar,
para efectuar cualquier método de plegamiento
acuerdo con la presente invencion.

La invencidén se ilustrarad adicionalmente con
y con referencia a los siguientes dibujos,

1: de

en

Figura es wuna fotografia un gel

ilustrativo de muestras pos-induccién de los

agitacion referidos a 1.4 del Ejemplo 1 en do

ellas se pueden

excepto que el contexto lo requiera de otro modo,

‘adecuado de
los Ejemplos
los que:

de SDS-PAGE

matraces de

nde la calle

1 & 6 scon estandares Mark 12 (Invitrogen);
2-5 se cargan con 3 ulL de clones 1-4 respec
horas pos—-induccién);

Figura 2: es una fotografia de una transfere

ilustrativa donde 1la primera calle es un
TGF-Beta 3 no reducido y las calles 2-12 corr
condiciones experimentales 2-12 de la Tabla 1

1 y demuestra que la condicién 12 fue exitosa

Arr.__;<

las calles
ivamente (3
ncia Western
estandar de
esponden a o
del Ejemplo

en producir

correctamente TGF-Beta 3 dimérico plegado;

Figura 3: es una fotografia de una transferencia Western
ilustrativa que demuestra que el plegamientoide TGF-Beta
3 monomérico y dimérico descripto en 1.14 del Ejemplo 1
en donde las calles 1-18 corresponden a las! condiciones
experimentales 1-18 de la Tabla 3 del Ejemplo 1 después
de incubaciones de 7 dias; '

'Figura 4: es una fotografia de una transferencia Western
ilustrativa que demuestra que el plegamiento| de TGF-Beta
3 monomérico y dimérico descriptos en 1.14 d%l Ejemplo 1
en donde las calles 19-36 corresponden a! condiciones
experimentales 19-36 en la Tabla 4 del Ejemp?o 1 después

Figura 5: es una fotografia de una transferehcia Western

de incubacicnes de 7 dias;

ilustrativa que demuestra que el plegamientoide TGF-Beta
|

|
|
|
»
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3 monomérico y dimérico para condiciones de replegamiento

de maxima preferencia de acuerdo con la invencidn

descriptas en 1.14 del Ejemplo 1 en donde| la calle 1

representa el replegamiento del dia 0; calle |2 representa

replegamiento después de 1 dia; calle 3 representa
replegamiente después de 2 dias; calle 4 representa
replegamiento después de 3 dias y calle 5 es un estéandar
de TGF-Beta 3 no reducida; -
Figura 6: es una fotografia de una transferencia Western

ilustrativa que demuestra que el plegamientd

de TGF-Beta
3 monomérico y dimérico gue utilizan |técnicas de

replegamiento del arte previo descriptos [en 1.14 de

Ejemplo 1 en donde calle 1 representa replegamiento
después de 1 dia; «calle 2 representa replegamiento
después de 2 dias; calle 3 representa éeplegamiento
después de 3 dias; y calle 5 representa replegamiento
después de 7 dias de tratamiento;

Figura 7: representa cromatogramas que lilustran la
cantidad de TGF-Beta 3 dimérico producido por una
condicién de replegamiento de maxima préferencia de
acuerdeo con la invencidén descripta en 1.14 éel Ejemple 1
después de la puR; ficacién por HPLC de| intercambio
catidénico de muestras de TGEF-Beta 3 replegad%s (a) en dia
0, (b} después de 1 dia y (c) después de 2 dhas.

Figura B8: representa un cromatograma gue ilustra la
cantidad de TGF-Beta 3 monomérico vy dimérico producido
por la condicidén de replegamiento de méxim? preferencia
de acuerdo con la invencidn descripto en 1.15 del Ejemplo
1 después de la purificacién por ultra&iltracién y
cromatografia de interaccién hidrofébica eﬁ una columna
de butil-Sefarosa; .

Figura 9: representa un cromatograma qué ilustra la
cantidad de TGF-Beta 3 dimérico producido por una

{’\/
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condicién de replegamiento de méxima preferencia de
acuerdo con la invencidén descripto en 1.16 del Ejemplo 1
después de lar purificacién por cromatografia de
intercambio catidénico en una columna de SP—SeFarosa;

Figura 10: es wun diagrama de flujo esqdemético que
ilustra un método preferido de acuerdo con el segundo
aspecto de la invencidén en que: (A) representa la etapa
de fermentacién y recuperacidén de cuerpo de inciusién
(IB); (B) representa la etapa de solubilizacién de IB vy
clarificacidén; (C) representa una etapa de replegamiento
de acuerdo con el primer aspecto de la invencién; (D)

representa una etapa de purificacidén; vy (E) representa
una etapa de formulacidén y presentacidn del Lroducto del
farmaco.

Figura 11: ilustra condicicnes preferidas y protocolos
para fermentacién adecuados para usar en los métodos de
la invencidén tales como las que se exponen en la Figura
10(a)y (1);

Figura 12: ilustra condiciones preferidas & protocolos
para la recoleccidén y centrifugacién adecuad%s para usar

en los métodos de la invencidn tales como los expuestos

en la Figura 10(A) (ii);

Figura 13: ilustra condiciones preferidas y protocolos
para lisis celular y recuperacién de IB adgcuados para
usar en los métodos de la invencién tales como los
expuestos en la Figura 10(A) (iii);

Figura 14: ilustra condiciones preferidas y protocolos
para la solubilizacién de los cuerpos de inclusién
adecuados para usar en los métodos de la invencidn tales
como los expuestos en la-Figura 10(B) (1i); l

Figura 15: ilustra .condiciones preferidas T protocolos

para: (A) preparacién de la membrana de clarificacidn

(Figura 10(B) (ii)); y (B) preparacién de la| membrana de
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pre-replegamiento UF/DF (Figura 10(B} (iiif)) adecuados

para usar en los métodos de la invencidn;

Figura l6: ilustra dos condiciones preferidas 3
protocolos (A y B) para la clarificacidén de cuerpos de
inclusidén adecuados para usar en los métodos de 1la
invencidén tales como los expuestos en la [Figura 10(B)
(ii) 7 ‘

\
Figura 17: ilustra dos condiciones preferidas Y
protocolos (A y B) para pre-replegamiento UF/DF adecuados
para usar en los métodos de la invenciédn tJles como los

|
expuestos en la Figura 10 B (iii};

Figura 18: ilustra dos condiciones preferidas y
protocelos (A y B) para el replegamiento Ee proteinas
adecuados para usar en lcs métodos de la invencidédn tales
como en la Figura 10 (C) (i)

Figura 19: ilustra condicicnes preferidas y protocolos
para preparacidén de la membrana de pos-replegamiento
adecuados para usar en los métodos de la invencidn tales
como los que se exponen en la Figura 10 (D) (i)

Figura 20: ilustra dos condiciones preferidas v
protocolos (A y B) para la ultrafiltrac%én de pos-
replegamiento y preparacién de carga de butillo adecuados
para usar en los métodos de la invencién tales como los
que se exponen en la Figura 10 (D) (i);

Figura 21: ilustra dos condiciones preferidas vy
protocolos (A y B) para empacamiento de ﬂa resina de
flujo rapido 4 de butilsefarosa adecuados para usar en
los métodos de la invenciodon tales como los que se exponen
en la Figura 10 (D) (ii);

Figura 22: ilustra dos condiciones preferidas Y
protocolos (A y B) para usar la resina de flujo rapido 4

de butil sefarosa de una manera adecuada para usar en los
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métodos de la invencidn tales come los que sSe exponen en

la Figura 10 (D) (ii);

Figura 23: ilustra dos condiciones preferidas Y
protococlos (A y B) para la:limpieza y regenéracién de la
resina de flujo rapido 4 de butil sefarosa después de
usar en los métodos de la invencidn tales como los que se
exponen en la Figura 10 (D) (ii),
Figura 24: 1ilustra condiciones preferidas y protocolos
para la limpieza de la resina de flujo répidg de sefarosa

SP antes de usar los métodos de la invencidn |como los que

se exponen en la Figura 10 (D) (iii);

Figura 25: 1ilustra condiciones preferidas y protocolocs
para empacamiento de la resina de flujo rapido de
sefarosa SP adecuados para usar en los méFodos de la
invencidén tales como los que se exponen en la Figura 10
(D) (iidi);

Figura 26: ilustra dos condiciones pﬁeferidas 3%

protocolos (A y B) para usar la resina de fluﬁo rapido de
sefarosa SP de una manera adecuada para &sar en los
métodos de la invencidén tales como los gue sé exponen en
la Figura 10 (D)} (iii); ;

t
Figura 27: ilustra condiciones preferidas y protocolos

|
para la limpieza de la resina de flujo rédpido|de sefarosa

SP: (A) después del uso; y (B) pre-uso/regenéracién como

|

|
Figura 28: ilustra dos condiciones pr%feridas Y

se expone en la Figura 10 (D) (iii);

protocolos (A y B) para la preparacidn de membrana. final
UF/DF adecuada para usar en los métodos de %a invencidn
que se exponen en la Figura 10 (E} (i); y
Figura 29: ilustra dos condiciones erferidas Y
protocolos (A y B) para UF/DF de la solucidn de TGF-[33
purificada por elucidén en Sefarosa SP, y llenado final,

que son adecuados para usar en los métodos de 1la
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invencién tales como los que se exponen en 'la Figura 10

(E) (1).
EJEMPLO 1

Los inventores investigaron si se podrian establecer o no

metodos mejorados de re-plegamiento de miémbros de 1la

superfamilia de TGF-Beta. El siguiente | ejemplo es

ilustrativo de 1la aplicacién de los métodos de 1la

invencién al re-plegamiento de TGF-Beta 3.

Primero, se establecid un estudio para una primera prueba

de reactivos de replegamiento (ver 1.13). Se hallé que

los reactivos que ayudaban al re-plegamiento ien la prueba

primaria que luego se llevd adelante como se |[describid en

la. presente, para optimizacidén adicicnal para maximizar

el rendimiento y reducir el cronograma de replegamiento

(ver 1.14). Finalmente se investigaron 1los

métodos de

purificar el factor de crecimiento replegado {{1.5-1.7).

Los métodos empleados para examinar la

bioldgica de TGE-Beta 3 se describen en 1.18.

actividad

Estos estudios llevaron a los 1nventores a ?arse cuenta

que los métodos mejorados de plegamiento de los miembros

!

de la superfamilia de TGF-Beta en una forma activa se

l
pueden establecer por el siguiente método definido por el

primer aspecto de la invencidn.

EXPERIMENTAL

1.1 Secuencia de nucleétidos

La secuencia de nucledotidos que codifica

fragmento activo de TGF-Beta 3 es el siguiente:

para el
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GCT TTG GAC ACC AAT TAC TGC TTC CGC AAC TIG GAG GAG AAC
TGC TGT GIG CGC CCC CTC TAC ATT GAC TTC CGA |CAG GAT CTG
GGC TGG AAG TGG GTC CAT GAA CC1l AAG GGC TAC |TAT GCC AAC
TTC TGC TCA GGC CCT TGC CCA TAC CTC CGC AGT /GCA GAC ACA
ACC CAC AGC ACG GTG CTG GGA C1G TAC AAC ACT |CTG AAC CCT
GAA GCA TCT GCC TCG CCT TGC TGC GTG CCC CAGQ GAC CTG GAG
CCC CIG ACC ATC CTG TAC TAT GTT GGG AGG ACC 'CCC AAA GTG
GAG CAG CTC TCC ARC ATG GTG GTG AAG TCT TG AAA TGT AGC

(SEC ID No. 1)

1.1 Generacidén de ADNc 1

El ARN total de un herida incisional human; (tomado el
dia 5 pos-herida) se tratd con ADN libre (Ambion) para
eliminar cualquier ADN contaminante. Usandg ARN total
como templado, se gener® ADNc de TGF-Beta3 por la
reaccidén en cadena de polimerasa-transcriptasa reversa
(RT-PCR}) . Se prepard la mezcla maestra de RT-PCR a partir
del kit de QRT-PCR Core Reagent l-paso| Brilliant®
(Stratagene). Se agregd un microgramo de ARQ a 50 pl de
una solucidén que contiene: buffer QRT-PCR de|l paso, 0,2
mM de dNTP, 3,5 mM de MgCl,, 1 pL de transcriptasa

reversas StrataScript, 2,5 unidades de Tag| Polymerase,

0,4 pM de cebador de sentido (5' GAT ATA CCA|TGG CTT TGG

ACA CCA ATT ACT ACT GC 3') (SEC ID No. 2); 0,4 uM de
cebador de sentido (5'-CAG CCG GAT CCG GTClGAC TCA GCT
ACA TTT ACA AGA C 3') (SEC ID Noc. 3). La |reaccidn se
colocé en un ciclador térmico (Hybaid BCR ExXpress) y se
corridé en las siguientes condiciones: 30 miJ a 45°C, 10
min a 95°C, luego 40 ciclos de 95°C durante éO seg, 65°C
durante 1 min y 72°C durante 1 min. La etapa %inal fue de
72°C durante 10 min. Las muestras de PCR se corrieron en

gel de agarosa 2% (p/p) para verificar el tamgﬁo de banda

y se purificé usando el kit Wizard PCR Prep (Promega).
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1.2 Clonacién del vector y transformacién en célula
huésped.
El vector pET-24d se deriva del vector pBR322 y contiene
un promotor T7 bajo control de LacUV5 control y un gen

marcador resistente a kanamicina.

Los fragmentos de ADNc de TGF-Beta 3 (generados en la
Seccién 1.1) se digirieron con 0,75 pl de Ncol (New
England Biolabs} y 0,75 pul de BamH1l (New England Biolabs)
con buffer BamHl 1X (New England Biolabs) en |una reaccidn
de 15 uL {(agua libre de nucleasa, Novagen} a |[37°C durante
4 horas. Se digiridé un microlitro de plésmido pET-24d
(Novagen) de la misma manera. El1 ADNc digerido y el
fragmento del plasmido mayor se purificaron en gel de
agarosa y se recuperaron usando el kit de extraccidén de
ADN en gel SpinPrep (Novagen).

El ADNc y los fragmentecs de plasmido purificados se
ligaron wusando un kit de T4 1ligasa (Novagen). EL
ADNc/pléasmidc ligado se transformdé en HMS174 (DE3) (kit
de transformacidén Novagen HMS174 (DE3)). Se Aeleccionaron
les transformantes por sembrado en placas Ide agar con
caldo Luria (LB) que contienen 50 pg/ml de kanamicina

|
(Invitrogen). Se seleccionaron tres clenes para la

|

digestidn por restriccidn y/o expresion. X

1.3 Seleccién del clon para la expresidn del producto

Los clones se cultivaron en cultivos en [matraces de
agitacidén de “caldo Terrific” de concentracién media (6
g/L de peptona de fitona (Becton Dickinson)|, 12 g/L de
extracto de levadura (Becton Dickinson),! 2 g/L de
" glicerol (IT Baker), 1,16 g/L de fosfato| de potasio
monobasico (JT Baker), 6,25 g/L de fosfato de potasio
dibasico (IT Baker), con ¢s a 1 litro de agua destilada)

y se induce una fase exponencial a una DOgyp entre 0,65 y

%
~
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0,85 con 1 mM de beta-D-tiogalactopirandsido de
isopropilo (IPTG). Se tomaron las muestras pos-induccién
3 horas después de la adicién de IPTG y se agalizaron por
electrcforesis en gel de pqliacrilamida dodeéilsulfato de
sodio (SDS-PAGE) para la induccidn y expresidén del
producto. Se corrieron alicuotas de muestra de los clcones
1*4 pre/pos-induccién y estandares de peso melecular Mark
12 (Invitrogen- rango de peso molecular 2,5-200 kDa) en
un gen NuPAGE® Novex 12% de Bis-Tis, 1,0 mm| (Invitrogen)
durante aproximadamente 40-50 minutos a 120 miliAmp y 200
voltios y luego se tifleron con azul de Coomassie. Una

|

proteina con un tamano entre 6 y 14,4 kD? (es decir,
mondmero de TGF-Beta 3) es claramente inducida en cada
unc de estos cultivos (ver Figura 1) con el Clon 2 que

expresa la mayor cantidad de proteina de TGF-Beta 3.

1.4 Patrdén de células congeladas

Los c¢lones 1-4 se cultivaron en un matraces |[de agitacién
en caldo Terrific de concéntracién media a’una DOgpg de
aproximadamente 1 y se conservaron como 'patrones de
glicerocl por la adicién de glicerol a 20% (v/v). Se
alicuotaron 1,2 ml de caldo en crioviales Je 12 x 2 ml

(que contenian 0,3 ml de glicerol}) y luego se conservaron

a -70°C.

1.5 Confirmacién de secuencia del gen de TGF—Eeta 3.

Se tomaron muestras dé los cultivos usadgs para los
patrones de células congeladas antes de lal adicidén de
glicercl y se usaron para el aislamiento del plasmido
usando un kit Qiagen MiniPrep. El plasmido aislado se
secuencid y verificé usando un cebader promotor T7 (5'-

TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3') (SEC ID No. 4) vy un
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cebador terminador T7 (5'-GCT AGT TAT TGC TCA GCG G-3")
(SEC ID No. 5).

1.6 Cultivo de semilla.

Debido a que el Clon 2 expresd la mayor , cantidad de

proteina de TGF~Beta 3, se recuperd una ampolla de patrdn
congelado {de la Seccién 1.4) y se inoculé en un matraz
erlenmeyer con tabique de 2 litros, que contiene 500 ml
de medio HySoy (12 g/L de Hy-Soy (Quest Inéernaciénal),
24 g/L de extracto de levaduras (Becton Dickinson), 10

g/L de NaCl (Sigma) y 10 g/L de glicerol (Sigma} y 50
Hg/ml de kanamicina. El matraz se incubd coA agitacidén a
37°C y 200 rpm y se muestred periddicamente para medir la
DOssp. Cuando la DO del cultivo alcanzd 3,21 U/ml (después
de 7 horas) se usd el caldo de células para sembrar un

fermentador de 150 L (vclumen de trabajo de 100 L).

1.7 Fermentacién i

Se usaron noveclentos mililitros de caldo ce@ular (de 1la
Seccidén 1.6) para inocular un fermentador deél50 L (WHE)
que contiene 90 L de medio de cultivo en loté (0,6 g/L de
K;HPO4, 0,4 g/L de KH,PO,, 1,25 g/L de NH4S04, 12 g/L de
HY-Soy, 24 g/L de extracto de levaduras * 10 ¢g/L de
glicercl). Los parametros operativos de la lfermentacién

temperatura 37°C; punto de ajuste de pH, 7,0 (mantenido

se controlaron de la siguiente manera: punto de ajuste de
usando 4 N de hidréxido de amonio y 4 |N de 4acido
fosférico), y oxigeno disuelto (DO) calibrado
inicialmente a 100%. La presidén del <c¢abezal del
recipiente fue 7 psi, y la agitacién y flujo de aire
fueron de 200-400 rpm con un volumen de aire| por volumen
de medio por minuto (vvm o slpm), respectivamente. E1 DO

se mantuvo por encima de 20% por el ajuste de 1los
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parametros de ajuste con la siguiente| prioridad:

agitacién (max. 400 rpm), aereacidn (méxt 1,5 wvm),
suplemento de oxigeno (méx. 33,3 Ipm), y presidn trasera
(mdx 12 psi). La formacidén de espuma se controld con
Pluronic L-61 (25% v/v). Cuando la DO del cultivo alcanzo
10 U/ml se inicid una alimentacidn de gliceiol (50% v/v)
con una velocidad de flujo de 45 ml/min. Cuando la DO
alcanzé 40 U/ml, las células se indujeron c?n la adiciédn

de IPTG hasta una concentracién final de 0,2 ;mM.

1.8 Recolecciodon

Después de 4 horas pos—induccién, el fermentador se
refrigeré a 10°C y se redujeron el flujo &e aire y la
agitacién a 0,3 wvvm y 100 rpm respectivamente. Los
controles de espuma y pH terminaron y se ajustd la
presidén trasera a 3 psi. Se recolectd ell cultivo por
centrifugacién continua con una centrif?ga continua
Westfalia CSA8 a 10°C. La centrifuga operdé al 15.000 rpm y
una velocidad de flujo de 3 litros por ?inutos y se

recolectaron las suspensiones celulares.

1.9 Lisis celular y recuperacidén de IB ’

La pasta de células de fermentacidédn (de lal Seccidn 1.8)

se diluyd 1:5 con buffer de lisis (6,1 g/L ge TrizmaBase
(Tris), 3,7 g/L de A&cido etilendiamiJotetraacético
(EDTA), 58,44 g/L de NaCl y 10 g/L de Triton X-100, pH
8,0) y se resuspendidé usando un homogenizador manual. La
pasta celular resuspendida se pasd dos veces a través de
un homogenizador de alta presidén (pardmetros: presidn,
10.000 psig; velocidad de flujo, 450, ml/min; y
temperatura, 15°C). El lisado celular homodenizado luego
se centrifugd (centrifuga de cabezal, rotLr' de angulo

, I
fijo) a 5.000 xg durante 20 minutos a 4°C. Se descartd el
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sobrenadante dejando el TGF-Beta 3 insolublq {cuerpos de
inclusién). El1 pellet de cuerpos de incluéién (IB) se
resuspendié en buffer de lavado (6,1 g/L de Tris y 3,72
g/L de EDTA, pH 8,0) usando un homogenizador manual y se

centrifugd (5.000 xg durante 20 minutos a 4°C).

1.10 Solubilizacidén de cuerpos de inclugién
El sedimentc de la Seccién 1.9 se diluydé|1:10 con el

buffer de solubilizacién (6,1 g/L de Tris,| 15,4 g/L de

DL-ditiotreitol (DIT} y 360,4 g/L de urea, pH 8,0) y re-
suspendidé en un homogenizador manual. La éuspensién se
cubrid y dejdé agitar durante 60-75 minutos, a temperatura
ambiente para sclubilizar los cuerpos de| inclusidn vy
reducir el TGFBeta 3 a sus forma monomérica. El pH del
pellet resuspendido se ajustd a pH 9,4-9,6 con NaOH/&cido
acéticc antes de la incubacidn durante un segundo tiempo

de 60-75 minutos.

1.11 Clarificacién/ultrafiltracidén y diafiltracién

El material solubilizado de la Seccidn 1.10 Ise clarifico,

concentrdé y diafiltrd en un sistema de flujo tangencial
{TFF) (Millipore). La clarificacion vy koncentracién
inicilales se obtuvo con una membrana de clarificacidn TFF
preacondicionada (Millipore Pellicon 1000 kDa, celulosa
regenerada, prueba V). El TGF-Beta 3 clarificadeo se
recolectd en el permeato. Luego se cambia al una membrana
de ultrafiltracién/diafiltracién (UF/DF) (Millipore
Pellicon b5kDa, celulosa regenerada, pruebal C), el fGF—
Beta 3 luego se lava en & volumenes de diafiltracién del
buffer de solubilizacién (6,1 g/L de Tris, 15,4 g/L de
DTT y 360,4 g/L de urea, pH 9,5).

1.12 Prueba de replegamientoc en matriz 1
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1.12.1 Metodologia _
El contenido de proteina de TGF-Beta 3 eJ el material
clarificado de la Seccidén 1.11 se cuantificd usando el
ensayo de proteina RC DCTM (BioRad) en conjunto con SDS-
PAGE, tincidén con azul de-Coomassie y densitometria. El1
material de TGF-Beta 3 se diluyd en una serie de bufferes
de replegamiento (ver Tablas 1 vy 2). Se tomaron
diariamente muestras de 1 ml durante un cronograma de 6
dias y se analizaron en condiciones no reductoras usando
SDS-PAGE. Se corrieron las alicuotas de las muestras vy
los estéandares de peso molecular Mark 12| (Invitrogen-
rango de peso molecular 2,5-200 kDa) en gel NuPAGE® Novex
12% de Bis-Tris 1,0 mm (InvitrogLn) durante
aproximadamente 40-50 minutos a 120 miliZ2mp vy 200

voltios. Las muestras de proteina luego transfirieron por

electroforesis a la membrana de nitrocelulosa
i

(Invitrogen) usando un aparato Novex Blotting

({Invitrogen). La membrana se bloqued conl 5% (p/v) de

leche en polvo descremada, 1% (v/v) de ménolaurato de
polioxietilensorbitano (Tween 20;Sigma) ien solucion
buffer salina (PBS). Se lavé la membrana (PBS, 0,1% (v/v)
Tween 20) y se 1ncubd durante 1 hora en anticuerpo
primario (Anti-TGF-Beta 3, MAB643 (sistemas| R&D) diluido
1:500 en PBS y 0,1 (v/v) de Tween 20). Después de la
incubacidén con el anticuerpo primario, la |nitrocelulosa

se lavé con buffer de lavado (PBS, 1% (v/v) de Tween

i
20) .Luego la nitrocelulosa se incubd durante 1 hora

adicional en el anticuerpo secundario (IgG'anti—ratén de
cabra conjugada con fosfatasa alcalina &Abcam PO387)
diiuida 1:2000 con PBS, 0,1% (v/v) de TLeen 20). La
membrana se lavd nuevamente (PBS, 1% (v/v) de Tween 20
antes de desarrollar color con el substratec estabilizado

Western Blue para fosfatasa alcalina (Promega).
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El anticuerpoc MAB 643 detecta especies de TGF-Beta 3

mononméricas vy diméricas correctamente replegadas.

1.12.2 Resultados
Las tablas 1 y 2 sintetizan los resultados obtenidos por
el anidlisis de replegamiento de TGF-Beta 3 en 50
condiciones experimentales diferentes.
Los inventores establecieron que las condiciones que se
describen a continuacidn (es decir, las, condiciones
experimentales 12, 19, vy 44} produjeron TGF-Beta 3

dimérico correctamente replegado:

1. 0,7 M de acido 2—(ciclohexilamino)etansulfénico

(CHES), 2 mM de glutatidén reducido (GSH)|, 0,4 mM de

glutation oxidado (GSSG), 0,12 mg/ml de TGF-Beta 3, pH

9,5 a 2-8°C (Condicidn experimental 12).

2. 30 mM de taurodesoxicolato, 0,7 M de (i:HES, 2 mM de
GSH, 0,4 mM de GSSG, 0,12 mg/ml de TGF-Beta 3, pH 9,5 a

2-8°C (Condicién experimental 19).

3. 30 mM de taurodesoxiccolato, 0,7 M de CHES, 2 mM de
GSH, 2 mM de GSSG, 0,12 mg/ml TGF-Beta 3, pH 9,5 a 2-8°C

(Condicidn experimental 44).

A modo de ejemplos la Figura 2 ilustra la efectividad de

de la Condiciédn experimental 12.

&\
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Tabla 1. Matriz de prueba de replegamiento y resultados
Condicidn TempDetergente TGF- |GSH GS%G Presencia de
experimental Beta |conc.Conc.[I'GF-Beta 3

3 dimérico
conc. correctamente
replegado por
andlisis de
transferencial
1 2- [100 mM de 0,12 2 mM [0,4 [Ninguno
B8°C |Zwittergent 3-08 mg/ml mM | (detectado
2 2- {40 mM de 0,12 2 mM 0,4 Ninguno
8°C [Taurocolato mg/ml mM! detectado
3 2~ |40 mM de Big CHAP 0,12 2 mM [0,4 {Ninguno
8°C : mg/ml mM detectado
4 2- 160 mM de glucopirand0,12 2 mM 0,4 |Ninguno
8°C |sido de hexilo mg/ml mM | |detectado
5 2- |0,5% (p/v)de ASB-14 [0,12 |2 mM 0,4 [Ninguno
8°C mg/ml mM | detectado
6 2- [0,59% (p/v) de 0,12 2 mM [0,4 [Ninguno
8°C DDMAB me /ml mM | |detectado
7 2- 0,5%(p/vide CTAB 0,12 2 mM 0,4 Ninguno
R o /ml ! otortadn
3 2- 0,2%(p/v) de SDS 0,12 2 mM [0,4 Ninguno
8°C mg/ml mMi detectado
9 72— [0,1%(p/v) de 0,12 2 mM (0,4 |Ninguno
8°C |Dodecil-b-D- mg /ml mM 1 |detectado
maltésido }
10 2- [0,1%(p/v) de Tween 10,12 2 mM [0,4 [Ninguno
8°C 20 mg /ml oM | detectado
11 2- 1M de NDSB-201 0,12 2 mM |0,4 Ninguno
B°C ma./ml M| detectado
12 2- 10,7 M de CHES |0,12 2 mM [0,4 Dimero
B°C a/ml M|
13 2- |20%(v/v) sacarosa 0,12 2 mM |0,4 [Ninguno
8°C : mg/ml mM | |detectado
14 2- |20% (v/v) de glicerqu,IZ 2 mM (0,4 [Ninguno
B8°C mg/ml mM | Ketectado

15 2- 120 mM de 0,12 2 mM [0,4 [Ninguno

8°C |Zwittergente mg/ml mM| |detectado
3-12 + 0,5M I

16 2- 120 mM de 0,12 2 mM [0,4 [Ninguno

8°C lZwittergente mg /ml mM| detectado
3-08 + iM NDSB-

17 2- 30 mM de 0,12 2 mM [0,4 Ninguno

8°C |taurodesoxico mg/ml mM | |detectado
lato ’
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18 2- 30 mM de 0,12 {2 mM [0,4]| Ninguno
8°C |taurodesoxico mg/ml mM detectado
lato
19 2~ 30 mM 0,12 2 mM [0,4| Dimero
8°C |taurodesoxicolato  mg/ml M
+ 0,7 M de CHES
20 2- 0,5 M de arginina 0,12 2 mM |0,4]| Ninguno
8°C mg /ml M detectado
21 2- |40 mM de Octil- 0,12 |2 mM [0, 4| |Ninguno
8°C Tioglucopirandsido mg/ml M detectado
J
22 2- |60 mM de 0,12 2 mM |0,4| [Ninguno
B8°C hexilglucopiranésidomg/ml i detectado
0,1%(p/v) |
PEG-6000 :
23 2- [30% (v/v) de etanol [0,12 2 mM [0,4| [Ninguno
8°C mg/ml mM detectado
24 2—- [20% (v/v)de alccheol [0,12 2 mM |0, 4] Ninguno
3°C |[isopropilico mg/ml mM detectado
25 Z2- 30 mM de 0,12 |2 mM |0, 4} [Ninguno
8°C |taurodesocxico mg/ml mM detectado
lato ’
Tabla 2. Matriz de prueba de replegamiento y r?sultados
Condicién TempDetergente Conc ConcCondPresencia de
experimental de de |de | [TGF-Beta 3
TGF- |GSH |(GSSGdimérico
Beta correctamente
3 replegado por
I analisis de
transferencia
26 2- 100 mM de 0,12 2 mM2 mMNinguno
B8°C |Zwittergente mg /ml . detectado
3-08 _
27 2- 40 mM de 0,12 2 mM2 mMNinguno
3°C [Taurocolato mg/ml ! detectado
28 2- |40 mM de Big CHAP |0,12 |2 mM2 mMNinguno
8°C , mg /ml | Ketectado
29 2- 60 mM de Hexil 0,12 |2 mM2 mMNinguno
8°C lglucopiranésido mg /ml detectado
30 2- {0,5%(p/v) de ASB-14 0,12 2 mM2 mMNinguno
8°C mg/ml detectado
31 2-— |0,5%(p/v) de DDMAB [0,12 2 mM2 WMNinguno
8°C mg /ml | ldetectado
32 2- |0,5%(p/v) de CTAB 0,12 2 mM2 mMNinguno
8°cC mg /ml detectado

NS
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33 2- [0,2% (p/v) de SDS 0,12 2 mM2 qMNinguno
Q9 Lanl Al mmnl
34 2- [0,1%(p/v) de 0,12 2 mM2 mMNinguno
8°C [Dodecil- mg /ml detectado
-D-maltdsido
35 2- [0,1%(p/v) de Tween (0,12 |2 mM2 mMNinguno
8°C |20 . mg /ml detectado
36 2~ |IM de NDSB-201 0,12 |2 mM2 qMNinguno
37 2- [0,7 M de CHES 0,12 |2 mM2 mMNinguno
38 2- [20%(v/v) de sacarosa0, 12 2 mM2 mMNinguno
3°C mq /ml | detectado
39 2- [20%(v/v) de gliceroll0, 12 2 mM2 mMNinguno
8°C g /ml detectado
40 2- 120 mM de 0,12 2 mM21nMNinguno
8°C PZwittergente 3- g /ml detectado
12 + 0,5M Arginine
41 2- |20 mM de 0,12 2 mM2 mMNinguno
8°C |Zwittergente 3- mg /ml] ’ detectado
08 + 1M NDSB-221
42 2- |30 mM de 0,12 2 mM2 mMNinguno
8°C ftaurodesoxicola-to +mg/ml | Hetectado
0.5M_Arainine ?
43 2-  |30mM 0,12 2 mM2 mMNinguno
8°C |taurodesoxicola-to +mg/ml ’ detectado
1M NDSB-221
44 2— 130 mM de 0,12 2 mM2 mMDimero
8°C |taurodesoxicola-to +mg/ml
0.7 M _de CHES
45 2- 0,5 M de arginina 0,12 2 mM2 mMNinguno
8°C - mg/ml detectado
46 2- |40 mM de Octil- 0,12 2 mM2 mMNinguno
8°C |Tioglucopirandésido mg/ml | detectado
47 2- 60 mM de 0,12 2 mM2 mMNinguno
8°C Hexilglucopirandsidomg/ml ! detectado
0,1 $(p/v) PEG-6000 |
| |
48 Z2- |30% (v/v) de Etanol [0,12 2 mM2 mMNingunoc
8°C mg/ml ‘ detectado
49 2- |20% (v/v) de alcoholl0,12 2 mM2 mMNinguno
8°C lisopropilico mg/ml detectado
50 2- 130 mM de 0,12 |2 mM2 mMNinguno
B°C |taurodesoxicola-to mg/ml | etectado

1.13 Optimizacién de replegamiento

Las condicicnes del Experimento 12

de GSH,

0,4 mM de GSSG,

(0,7 M de CHES, 2
0,12 mg/ml de TGF-Beta 3 a pH 9,5

mM

a 2-8°C) produjeron TGFBeta 3 particuﬂarmente bien

I
|
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plegado. En consecuencia se seleccionaron estas
condiciones para una optimizacién adicional.
Los pardmetros investigados fueron:
Concentraciédn de TGF-Beta 3 (0,1 mg/ml, 0,25 mg/ml y 0,5
mg/ml)

pH (8,0, 9,0 vy 9,5)

Temperatura (2-8°C y temperatura ambiente)

Adicidn de NaCl 1M

El material de TGF-Beta 3 de la Seccidn 1.12 se diluyd en
una serie de condiciones de replegamiento (ver Tablas 3 vy
4). Se tomaron diariamente muestras de 1 ml durante un
cronograma de 6 dias. Las muestras del dia 6 se
analizaron en condiciones no reductoras usando SDS~PAGE y
transferencia Western (ver Seccidn 1.13 para la
metodologia) . Se detecto TGEF-Beta 3 monomérico
correctamente replegado por transferencia Wﬁstern blot en
todas las condiciones de replegamiento. Sejdetecté TGF-
Beta 3 dimérico correctamente replegado por}transferencia
Western en todos los experimentos que contiénen 1,0 M de

NaCl (ver Figuras 3 y 4).

|
Las condiciones en las que se replegd la mayor cantidad

de TGF-Beta 3 en su estado dimérico fue |la condicién
experimental 34 (0,7 M de CHES, 1M de NaCl,| 2 mM de GSH,
0,4 mM de GSSG, 0,25 mg/ml de TGF-Beta 3,| pH 9,5 a 2-
8°C/temperatura ambiente) . '

Las muestras de los dias 0, 1, 2 y 3 de|la condicién

experimental 34 se corrieron en SDS-PAGE no reductor vy
[

transferencia Western para determinar lqs puntcs de

tiempo en los que se produjo TGF-Beta 3 %correctamente

replegado. Comc se muestra en la Figura 5 ei material de

partida inicial y la muestra del dia | 1 contenian
|

cantidades pequenas de TGF-Beta 3 monoméri?o y dimérico

correctamente replegados. Existe un aumento 'significativo
I
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de la cantidad de TGF-Beta 3 correctamentel replegado en
el dia 2 y 3 de replegamiento.

La Figura 6 ilustra el replegamiento obtenido por las
condiciones de replegamiento del arte previo| contempladas
en US 5.922.846, US 5.650.494 yv EP 0 433 225 (0,05 M de
Tris, 1M de NDSB-201, 20% (v/v) de DMSO, |2% (p/v) de
CHAPS, 1M de NaCl, 1% (p/v) de GSH, 0,2 mg/ml de TGF-Beta
3, pH 9,3 a 2-8 °C). Se puede observar que la cantidad de
TGF-Beta 3 replegado es todavia creciente después de 7
dias de tratamiento (contrastar calles 4 y 5 de la Figura
6} mientras que, en contraste, el factor de‘crecimiento
se plegd por completo después de 2 dias de |tratamiento
cuando se emplean los métodos de acuerdo con la invenciédn
(comparar calles 3 y 4 de la Figura 5).

El replegamiento de TGF-Beta 3 en lal| condicién
experimental 34 también se controldé wusando HPLC de
intercambio catidnico (CEX). Se equilibré una columna
HPLC de PoliSulfoetil-A (200 x 4,6 mm, 5 um, 1000 A de
PolyLC Inc¢.) con una fase mévil A (10% (v/v) de Acido
acético, 30% (v/v) de alcohol isopropilico). Las muestras
de replegamiento se acidificaron por la nezc%a 1:1 con
20% de &acido acético, 60% de alcohol isoproﬁilico. Se
cargaron 100 pL de muestra de replegamiento acidificada
en una columna de velocidad de flujo de 0,5 ml/min (esta
velocidad de flujo se usd en todo el procedimﬁento). La
columna se lavd con fase mdédvil A durante 5 minutos. Se
corrié un gradiente lineal durante 10 minutos fi;alizando
con una mezcla de 60% de fase mévil A y 40% de f%se mévil
B (10% (v/v) de acido acético, 30% (v/v) de\ alcohol
isopropilico y 1M de NaCl). La aplicacidn de esﬁe buffer
se mantuvo durante 5 minutos adicionales. Se ablicé un
segundo gradiente lineal durante 10 minutos fiéalizando

con 100% de fase mdévil B y'se mantuvoe durante 5 minutos.
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La Figura 7

ilustra que en el dia 0 existen pequenas

cantidades de TGF-Beta 3 dimérico correctamente replegado

(ver 7T(a))

mientras que en el dia 1 existe un aumento

significativo de la concentracidén de la proteina de TGF-

{ver 7(b}).

Beta 3 correctamente plegada La

concentracidn

de TGF-Beta 3 dimérico en el dia 2 es similar al dia 1,

lo que indica que el replegamiento estd completo después

24 horas (ver 7(c)). La finalizacidn del

replegamiento

después de 24 horas es significativamente mas réapida que

en las técnicas del arte previo (ver Figura

Tabla 3. Matriz de optimizacidén de

resultados (Condiciones experimentales 1-18)

replegamiento vy

ondicio Temp |DetergenConc. Conc., Conc pH [Conc Presencia de
nes te de Be de GSH de : |TGF-Beta 3
experimen NaCl [TGF-Beta GSSG dimérico
tales 3 correctamente
(mg/ml) replegado por
analisis de
transferencia
Western_(MARAAIZ)_
1 2-8°C|0,7 M del0 0,1 2 mM 8,5 0,4 mM Monémero
CHES ;
2-8°C|0,7 M dell 0,1 2 mM |8,5 (0,4 mM Monémero +
CHES ‘ dimero
3 2-8°Ci0,7 M delD 0,25 2 mM [8,5 0,4 mM Monémerc
CHES -
4 2-8°C|0,7 M dell 0,25 2 mM 8,5 0,4 mM Monémero +
CHES [ dimero
5 2-8°C0,7 M del0 0,5 2 mM 8,5 0,4 mM Monémero
CHES l
6 2-8°Cl0,7 M del 0,5 2mM 8,5 (0,4 mM Monémero +
CHES i dimero
7 2-8°C|0,7 M del0 0,1 2 mM 9,5 10,4 mM Monémero
CHES |
8 2-8°Cl0,7 M dell 0,1 Z2mM (9,5 (0,4 mM Monémero +
CHES ' dimero
9 2-8°Cl0,7 M deld 0,25 2 mM 9,5 (0,4 mM Monémero -+
CHES . _dimero
10 2-8°Cl0,7 M dell 0,25 2 mM [9,5 (0,4 mM Mondmero +
ICHES | dimero
11 2-8°C|0,7 M del0 0,5 2 mM 9,5 10,4 mM Mondmero +
CHES l dimero
12 2-8°C|0,7 M dell 0,5 2 mM 9,5 0,4 mM Mondmero +
CHES f

27

Kdimero
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13 RT 0,7 M del0 0,1 2 mM 8,5 (0,4 mM Mondmero
CHES |

14 RT 0,7 M dell 0,1 2 mM [B,5 |0,4 mM Mondémero +dimero
CHES |

15 RT 0,7 M del0 0,25 2 mM 8,5 10,4 mM Mondmerc
CHES |

16 RT 0,7 M dell C, 25 2 mM 8,5 (0,4 mM Mondémero +

: CHES ‘ dimero

17 RT 0,7 M del0 0,5 2 mM 8,5 10,4 mM Monémeroc
CHES |

18 RT 0,7 M dell 0,5 2 mM 5,5 [0,4 mM Monémero +
CHES dimero

Nota:

RT= Temperatura ambiente

2-8°C/RT= 3 dias a 2-8°C y 3 dias a temperatura ambiente.




N <L
Tabla 4. Matriz de optimizacidén de replegamiento vy
resultados (Condicilones experimentales 19-36?
Condicio|Temp [Deterg Conc. [Conc., Conc pH Konc delPresencia de
nes ente de de de GSSG TGF-Beta 3
experime NaCl TGF-Beta GSH dimérico
ntales 3 correctamente
(mg/ml) replegado por
analisis de
cransferencia
19 RT c,7 M |0 0,1 2 mM (9,510,4 mM|Mondmero
de
CHES
20 RT 0,7 M |1 0,1 2 mM 9,510,4 mM|No detectado
de
21 RT 0,7 M |0 0,25 2 mM 9,510,4 mM|Mondmero+dimero
deCHES
22 RT 0,7 M |1 0,25 2 mM 9,5 (0,4 mM| Mondmero+dimerc
de
23 RT 0,7 M |0 0,5 2 mM [9,5]0,4 mM| Monédmero+dimero
de
24 RT 0,7 M |1 0,5 2 mM |9,5 (0,4 mM| Monémero+dimero
de
25 2-8°C 0,7 M [0 0,1 2 mM 8,5 0,4 mM|No detectado
/RT de
26 2-8°C |0,7 M |1 0,1 2 mM 8,5 (0,4 mM; Mondmero+dimero
/RT de
27 2-8°C 0,7 M [0 0,25 2 mM 8,5 [0,4 mM|Mondémero
/RT de
28 2-8°C 0,7 M |1 0,25 2 mM 8,5 (0,4 liMonémero + dimero
/RT de :
29 2-8°C 0,7 M [0 0,5 2 mM 8,5 [0, 4 mMiMonémero
/RT de |
30 2-8°C 0,7 M Q1 0,5 2 mM 8,510,4 mM, Monémero + dimero
/RT de :
31 2-8°C 0,7 M [0 0,1 2 mM [9,5 (0,4 mM|Monémero+dimero
/RT e
32 2-8°C 0,7 M [1 0,1 2 mM 9,510,494 mM| Mondmero+dimero
/RT de
33 2-8°C 0,7 M [0 0,25 2 mM [9,5 10,4 mM|Monémero+dimero
/RT de
34 2-8°C 0,7 M |1 0,25 2 mM [9,5 10,4 mM|Mondmera+dimero
/RT de
35 2-8°C 0,7 M [0 0,5 2 mM [9,5 10,4 mM|Monémere + dimero
/RT e 5
36 2-8°C 0,7 M [1 0,5 2 mM [9,5 10,4 mM| Mondmere + dimero
/RT de !
Nota: RT= Temperatura ambiente |

2-8°C/RT= 3 dias a 2-8°C y 3 dias a temperatura ambiente.

Secciones 1.14 - 1.16 describen experimentés realizados

para establecer cémo se puede purificar el TGF-Beta 3
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replegado de acuerdo con el primer . aspecto de la
invencién.
1.14 Ultrafiltracidén/Cromatografia de interaccidn
hidrofébica.
La solucién replegada de CHES identificada como condicién
experimental 34 de la Seccidn 1.13 se concentrd 5 veces

por ultrafiltracién (la membrana fue una (ldmina plana

Millipore Pellicon 5 kDa, 0,1 m?, prueba| de celulosa
regenerada). El1 pH del material replegadd concentrado
luego se ajustd a un pH de 2,5-2,8 usando 4dcido acético
glacial antes‘de diluir 1;1 en buffer de dilucidn (2,72
g/L de acetato de sodio, 264,28 g/L de sulfato de amonio,
100 g/L de acido acético, y 210,7 g/L de clorhidrato de
arginina de pH 3,3). Se equilibrdé una columna de flujo
rapido de Butilsefarosa 4 (Amersham, 16 cmide altura de
leche) con cuatro volimenes de columna de Buffer A (2,72
g/L de acetato de sodio, 132,14 g/L de sulféto de amonio
y 100 g/L de A&Acido acético a pH 3,3).‘ El material
replegado se filtré a través de una membra&a de 0,22 uM
(filtro Millipore Millipak) antes de caréarse en una
columna de butilsefarosa a una velocidad de%flujo de 100
cm/hora (esta velocidad de flujo se usé! en todo el
procedimiento). La columna luego se lavd en Euffer A para
cuatro volumenes de columna. Las proteinas de TGF-Beta 3
se eluyeron de la columnaAusando Buffer B (2,72 g¢g/L de
acetato de sodio, 100 g/L de &acido acético iy 300 g/L de
etanol, pH 3,3). Se mezcld el primer pico,:que contiene

proteinas TGF-Beta 3 en formas monoméricas| y diméricas

{ver, Figura 8).

1.15 Cromatografia de intercambio catiénico :
Se usd la cromatografia de intercambio catidnico para

aislar las proteinas de TGF-Beta 3 dimérico de las
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proteinas monoméricas. Las fracciones de TGF-Beta 3
combinadas de la Seccién 1.14 se diluyeron 5 veces en SP
buffer de dilucién de carga (2,72 g/L dL acetato de
sodio, 100 g/L de &cido acético, 300 g/L |de etanol pH

4,0). Se equilibré una columna de flujo rapido de
Butilsefarosa 4 (Amersham) con cuatro voluimenes de
columna de Buffer A (2,72 g/L de acetato de sodio, 100
g/L de &cido acético, 300 g/L de etanol vy 1,46 g/L de
clorurc de sodio, pH 4,0). El material de TGFBeta 3
diluido se cargd en una columna de sefarosa SP con una
velocidad de flujo de 16% cm/horas {(esta |velocidad de
flujo se usd en todo el procedimiento). La columna luego
se lavé en Buffer B (2,72 g/L de acetato de sodio, 100
g/L de &cido acético, 300 - g/L de etanol y| 2,92 g/L de

cloruro de sodic pH 4,0) para cuatro wolumenes de

columna. Las proteinas de TGF-Beta 3 se eluyeron de la
columna usando el Buffer C (2,72 g/L de acetato de sodio,
100 g/L de &cido acético, 300 g/L de etanol y 11,69 g/L
de clorurc de sodio pH 4,0). El primer p#co eluido es
TGF-Beta 3 monomérico seguido por el TGF—Bet% 3 dimérico.
Se combinaron las fracciones que contienen eh dimero TGF-

Beta 3 dimerco {ver Figura 9)

1.16 Ultrafiltracién/Diafiltracién
Las fracciones que contienen moléculas de TGF-Beta 3
diméricas purificadas de la Seccidén 1.15 se| sometieron a

ultrafiltracién/diafiltracidén para cambiar |el buffer a

20 mM de Acidoc acético, 20% (v/v) de etanol!ly concentrar
|

la muestra a ~10 mg/ml (se determind la con?entracién de
TGF-Beta 3 por espectrometria de U.V). |

1.17 Ensayo de actividad biolégica

N
/77
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El ensayo de inhibicién del crecimientc| celular (A
Meager, 1991 - Journal of Immunological Methods; 141;
paginas 1 a 14) se usdé como un ensayo |de actividad

biolégica 1in vitro para las moléculas de| TGFBeta. E1

ensayo colorimétrico se basa en el efecto inhibitorio de
las moléculas de TGFBeta sobre el crecimiento de 1las
células epiteliales de pulmén Mink (MLEC). |Se agregaron
50 pL de medio de dilucidn (medio esencial minimo con
Glutamax I (Invitrocgen) y 0,1% (p/v) de albumina sérica
bovina (Sigma)) a cada pocillo de wuna :placa de 96
pocillos. Se agregaron 50 plL de diluciones seriadas (5000
pg/ml a 9,75 pg/ml) de estandar de referencia de TGF-Beta
3 {National Institute of Bicleogical Standards Y
Controls), 50 plL de dilucicnes seriadas (5000 pg/ml a
9,75 pg/ml) de TGF-Beta 3 (producida [por métodos
descriptos en la patentes: US 5.922.846, US 5.650.494 vy
EP-B-0433 225) y 50 pL de diluciones seriadag (5000 pg/ml
a 9,75 pg/ml) de proteiné TGF-Beta 3 (CHES factor de
crecimiento replegade purificado de acuerde con la
seccién 1.17) a la(s) placa{s). Se agregarcn 50 pL de
suspensién celular que contiene: 1 x10° células MLEC/ml
en medio completo (medio esencial minimo con Glutamax I
(Invitrogen), 0,1% (p/v) de albumina sérica bovina
(Sigma) y 10% (v/v) de suero bovino fetal (Invitrogen) a
cada pocillo.

La(s) placa(s) se incubaron durante 72 horas| a 37°C en 5%

de CO;. Se aspiraron los contenidos de cada|pocillo y se

lavaron tres veces con 200 ulL de solucidén salina
bufferada con fosfato (Invitrogen). Se agregaron 100 pL
de solucidén de sustrato (1M de acetato d% sodio, 104
sustrato fosfatasa (Sigma) y 1% (v/v) de lTriton X-100
(Sigma)) a cada pocilloc y se incubé a 37°C.| Después de 2

horas la zreaccidn se inactivdé usando hidroxido de sodio
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1IN, La(s) placa(s) se leyeron usando un lector multicanal

a 405 nm y un filtro de referencia a 492 nm.

Los valcres de ICsg del esténdar de referencia de TGF-
Beta 3 (NIBSC) y TGEF-Beta 3 (producido por los métodos
descriptos en la patentes: US 5.922.846, US 5.650.494 y
EP-B-0433 225) fueron 242,33 pg/ml y 90 pg/ml
respectivamente, que fueron similares a los estéandares
previamente ensayados. Se hallé que el material replegado

de acuerdo con la invencidén tenia una ICsg de 85,573

pg/ml, gque indica la TGF-Beta 3 replegada de acuerdo con

la invencién, tiene al menos una potenciq equivalente

(actividad bioldégica) a TGF-Beta 3 produéido por los

métodos del arte previo. ;
CONCLUSIONES
A partir de la matriz de deteccidn de replegamiento de
las condiciones descriptas en las tablas |1 y 2, tres
condiciones produjeron correctamente TGF~Beta 3 dimérico

replegado:

1. 0,7 M de &cido 2-{(ciclohexilamino)etansulfénico
(CHES), 2 mM de glutatidén reducido (GSH)!, 0,4 mM de
glutatién oxidado (GSSG), 0,12 mg/ml de TGF-Beta 3, pH
8,5 a 2-8°C.

2. 30 mM de taurodesoxicolato, 0,7 M de CHES, 2 mM
de GSH, 0,4 mM de GSSG, 0,12 mg/ml de TGF-Beta 3, pH 9,5
a 2-8°C. | ‘

!

3. 30 mM de taurodesoxicolato, 0,7 M de CHES, 2 mM
|
de GSH, 2 mM de GSSG, 0,12 mg/ml de TGF-Beta 3, pH 9,5 a

2-8°C. :
|
Las condiciones experimentales de replegamiento gque

contienen  CHES se optimizaron adicicnalmente para

maximizar el rendimiento y reducir los cronogramas de

|
|
|
|
|

T
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tiempo. Las condiciones de replegamiento optimas
incluyeron 0,7 M de CHES, 1M de NaCl, 2 mM de GSH, 0,4 mM
de GsSsSG, 0,25 mg/ml de TGF-Beta 3 y pH 9,5,| que completo
el replegamiento entre 24-48 horas. Esto es
significativamente mas rapido que 7 dias usando métodos
descripfos en las patentes: US 5.922.846, US 5.650.494 vy
EP-B-0433 225.

El replegamiento optimizado con CHES |se ©purificé

adicionalmente y se halldé que tiene actividad biolédgica

|

comparable de un estandar de TGF-Beta 3 (qlBSC) y TGF-
Beta 3 generado usando la metodclogia descripta en el

arte previo.

EJEMPLO 2

Se desarrolld un proceso industrial de acuerdo con el

segundo aspecto de la invencidédn. La Figura ll0 provee un

a forma de

panorama del proceso mientras gque las ﬂiguras 11-29
proporcionan detalles adicionales, en %

diagramas de flujo de las etapas individuales descriptas

en la Figura 10.
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REIVINDICACIONES
1. Un métocdo de plegar un factor de| crecimiento
transformante beta, o un analogo funcional de este en una
forma dimérica Dbicldgicamente activa que comprende
agregar un factor de crecimiento monomérico no plegado
solubilizado a una solucidén que contiene:

{1) &cido 2-(cicloheXllamino)-etansulfdénico (CHES) o

un analego funcional de este; y

{ii) un sistema redox de sulfidrilo/disulfurc de

bajo peso molecular; e
incubar el factor de crecimiento en la solucidn hasta que
se forma el factor de crecimiento dimérico bioldgicamente

activo.

2. El método de acuerdo con la reivindicacidén 1 en
donde CHES se usa en una concentracién de aproximadamente

100 mM-1,0 M.

3. El método de acuerdo con la reivindicacidén 2 en

donde se usan aproximadamente 0,7 M de CHES.

4. El método de acuerdo con cualqu%era de las
reivindicaciones precedentes, en donde | el analogo
|

funcional de CHES estd definido por la férmula:

R4

N X, O r
R{/// \\‘xr/’ \“x‘¢9 .

3

OH

en donde: l
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Ry v Re son iguales o diferentes y se seleccionan del

grupo gque consiste en hidrégeno, grupcs |alquilo Ciq

sustituidos o no sustituldos, grupos ciclloalquilo Ci_g
sustituidos o© no sustituidos, o© un nacleo aromatico
sustituido o no sustituido, o Ry y Rz Jjuntos forman un
sistema anular gue tiene hasta 10 &tomos;
X1 y X; se seleccionan de modo independienteide -0-, -5-,
-S{0}), -S(0z)-, -NR3-,

-CHRs;~ y CHRs donde Rj, Ry vy Rs son iguales of|diferentes y

se seleccionan de modo independiente de% grupo que
consiste en hidrégeno, grupos alquilo Cj_g sustituidos o
no sustituidos, grupos cicloalquilo C3-g sustituidos o no
sustituidos, o un - nuclec aromdtico sustituidc o no
sustituido o dos de Ri, Ry vy Rs pueden formar juntos un
sistema anular que tiene hasta 6 Atomos| de carbono,
sujeto a la condicidn de gque al menos unc de X; y X; sea
-CHR4— © -CHRs—; vy *

X3 se selecciona de C, S, S$=0, o P-OH

5. El método de acuerdo con la reivindicaciéP 4, en donde

el anadlogo funcional de CHES se define por la férmula:
Rq

f
OH (Ia) I
|

6. E1l método de acuerdo con la reivindicacién 4, en donde

el andlogo funcional de CHES se define por la férmula:

|

H i
N\X/Xz\ //,0 |
I o’/S ou |
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7. E1 método de acuerdo con la reivindicacié? 4, en donde

el andlogo funcional de CHES se define por la férmula:

)-(\\O

(Ic)

8. El método de acuerde con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes en donde el sistema redox
sulfhidrilo/disulfuro es glutatidn en sus fo&mas oxidadas

y reducidas.

9. El1 método de acuerdo con la reivindicacién 8 en donde

el sistema redox sulfhidrilo/disulfuro es aproximadamente

200 pM-20 mM de glutatién reducido y 40| uM-4 mM de

glutatidn oxidado.

10. El método de acuerdo con cualqu%era de las

reivindicaciones precedentes en donde el factor de

crecimiento transformante beta se incuba a un pH de §-10.

11. El método de acuerdo con la reivindicacidén 10 en
donde el factor de crecimiento transformante beta se

incuba a un pH de aproximadamente 8,5 y 9,5.

12. El método de acuerdo con cualqu%era de las
reivindicaciocnes precedentes en donde el factor de
crecimiento transformante bheta se incuba a;temperaturas

de 0°C-37°C. -
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13. El método de acuerdo c¢on cualgquiera de las
reivindicaciones precedentes en donde el factor de
crecimiento transformante beta se agrega a la solucidén en

una concentracién de entre 0,1-0,5 mg/ml.

14. El métcodo de acuerdo con cualquiera de 1las
reivindicaciones precedentes en donde el factor de
crecimiento transformante beta es factor de crecimiento

transformante beta 3.

15. El método de acuerdo con la reivindicacién 14 en
donde el factor de crecimiento transformante beta 3 se
agrega a la solucién en una concentracidén de entre

aproximadamente 0,12-0,25 mg/ml.

16. El método de acuerdo con cualquilera de las
reivindicaciones precedentes en donde el plegado se lleva
a cabo en las sigulentes condiciones: 0,7 M de &cido 2-
(ciclohexilamino)etansulfénico (CHES), 2 mM de glutatién
reducido (GSH), 0,4 mM de glutatién oxidade! (GSSG), 0,12
mg/ml de TGF-Beta 3, pH 9,5 a 2-8°C

17. El método de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1-16 en donde el plegado sq lleva a cabo
en las siguientes condiciones: 0,7 M de €HES, 1 M de
NaCl, 2 mM de GSH, 0,4 mM de GSSG, 0,25 mg/#l de TGF-Beta
3, pH 9,5 a 2-8°C/temperatura ambiente.

|
18. El método de acuerdo con cualquiera de las

H
reivindicaciones precedentes en donde también se agrega

taurodesoxicolato a la soclucidn. |
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19, El método de acuerdo con la reivindifacién, 17 en
donde el factor de crecimiento transformante beta se
incuba con taurodesoxicolato a una concentracidén de entre

10 mM-100 mM.

20. E1l método de acuerdo con 1la reivindicacién 19 en
donde el factor de crecimiento transformante beta incuba
con taurodesoxicolato a una conceqtracién de

aproximadamente 30 mM.

21. El método de acuerdo con cualunera de las
reivindicaciones precedentes en donde el plegado se lleva
a cabo en las siguientes condiciones: 30 mM de
taurodesoxicolato, 0,7 M de CHES, 2 mM de GSH, 0,4 mM de
GSSG, 0,12 mg/ml de TGF-Beta 3, pH 9,5 a 2-8°C;

22. El método de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 - 21 en donde el plegado se lleva a
cabo en las siguientes condiciones: 30 mM de

taurodesoxicolato, 0,7 M de CHES, 2 mM de [GSH, 2 mM de
GSSG, 0,25 mg/ml de TGF-Beta 3, pH 9,5 a 2-8°C.

23. El1 método de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones precedentes en donde el factor de
crecimiento transformante beta representa mas del 50% de

la proteina de la soluciédn. ‘
|
24. E1 método de acuerdo con cualquiera de las

s . f .
reivindicaciones precedentes en donde se obtiene un

sistema redox sulfhidrilo/disulfuro de: bajo peso
|

molecular y se envejece durante aproximadamente 7 horas

antes de agregar el factor de crecimiento [transformante

beta a la solucidédn gque contiene el sistema.
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25. Un método de producir un factor de| crecimiento
transformante beta activo de un huésped procaridtico, el

método comprende:

{4) fermentacidén de organismos procaridticos que se
han transformadoe para expresar un miembro de la
superfamilia del factor de crecimiento
transformante beta;
(B) aislamiento de cuerpos de _Iinclusién Y
recuperacidén de proteina expresada de 1os cuerpos de
inclusion;
(C). replegado del miembro de 1la supgrfamilia del

.. |
factor de crecimiento transformante beta de acuerdo

con el primer aspecto'de la invenciénﬂ Y
(D) purificacidén del miembro de la supérfamilia del

factor de crecimiente transformante beta replegado.

26. El método de acuerdo con la reivindicacién 25 en
donde en paso (A) el huésped procariético es| una bacteria
gue ha sido transformada con un vector de éxpresién gue

codifica un factor de crecimiento transformante beta.

27. El método de acuerdo con la reivindicacildn 25 o 26 en
donde en el paso (C) el factor de crecimientio se repliega
de acuerdo con alguna de las reivindicacionis 1 -24.

i

!
28. El método de acuerdo con alguna de las
reivindicaciones 25 - 27 en donde factor dé crecimiento
transformante beta se purifica de acuerdo cdn el paso (D)

por ultrafiltracidn y cromatografia dei intercambio
|

|

29. El método de acuerdo con 1la reivindﬂcacién 28 en

idénico.

. . . ok
donde la crcmatografia de intercambio idnico comprende
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cromatografia de interaccién hidrofdbica | seguida por

cromatografia de intercambio catiodnico.

en donde el factor de crecimiento transformante beta
factor de crecimiento se formula en una concentracidn

deseada en una solucidn vy se coloca en viales,. (sic)

28. " El método de acuerdo con cualguilera de las
reivindicaciones 25 - 27 en donde el método| comprende un
paso adicional (E) en donde el factor de crecimiento se
formula en una concentracidén deseada en una solucidn y se

cocloca en viales.

29. El método de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 25-28 en donde el método comprende
esencialmente los pasos (A) a (E) definidos|en la Figura

10.
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FIGURA 11

Agitar el medio de matraz

- Hy-Soy_36,09

- Extracto de levadura: 72,0 g
-NaCl: 30,0 g

- Glicerina: 30,0 g

- CS hasta 3000 mly pH hasta 7,0 +
0,5

\K

Buffer de dosificacién
- Sulfato de amonio: 153,3 g
- Fosfato de potasio monobésico; 50

g

- Hy-Soy: 1500 g

- Glicerina; 1250 g

- Extracto de levadura: 3000 g
- CS hasta 60L

Soluciones para control de pH

- s0lucién de acido fosforico: 160 ml
Acido fosférico, CS hasta 3.0 L

. solucién de hidréxido de amonio:
1,45 kg hidréxido de amonio, CS
hasta 3,0 kg.

Preparacién para la cascada DO
- Controlar que la agitacion tenga un limite

inferior de 150 rpm y un limite superior de
500 rpm

- Tomar una muestra de pre-induccion a
ODasso 40 + 5

- Colocar el enlace DO en auto, una vez
que los parametros se hayan confirmado

hdnd

) ™ 1501 y confirmar todos los puntos

Agitar matraz 3x 1000 ml 37°C +
@ 200 rpm + 20

Desarrollar hasta
OD55o 2ad

!

Transferir el contenido de un matraz
a una botella de inéculo de 2 | para
inocular el fermentador 150L

Daosificacion del fermentador
150 L <

A

Inoculacién del fermentador 150 L

y

Monitorear desarrollo del fermentador

configurades estén dentro del range

Monitorear Assp para desarrollo del fermentador

y

Iniciar ta alimentacién de glicerol a
una ODasso de 10 + 1, 0 cuando se
produce un pico DO

y

Induccién del fermentador 150 L

Fin de la Fermentacion

AN
Preparacién de matraces 3 x 1000 m! rN
individualmente

- Agregar 1,0 mi de solucion de

kanamlcma esterilizada de filtro a

cada uno

- Utillzar un matraz de agitacién a los

fnes de ensayo unicamente

- Monitorear el desarrollo en A550

(>11, USP/WFI como diluyente)

- Pureza de cultivo, conteo viable,

muestras |D macrobioticas

Dosificacién del fermentador

- ﬁgregar i buffer de dosificacién al
fermentador y CS hasta 125 L con WFI

- Esterilizar el fermentador durante 30
mmutos a 121°C, 20 psig, luego fijar
temperatura hasta 37°C + 2

- Fijar agitacion a 150 rpm

- Ajustar flujo de aire hasta 50 Ipm y presién
posterior hasta 9 psi,

- A_gregar 250 ml de solucidén de kanamicina
esterilizada de filtro al fermentador

- anr 50% (p/p) de velocidad de
alimentacion de glicerol hasta una

constante de 73 mi/min

Contro! del pH del fermentador,_control de

espuma y alimentacién

- Cpnectar la solucién de acido fosfdrico

esterilizada de filtro

- Conectar solucidn de hidroxido de
- B >

amonio esterilizada de filtro

- Punto de fijacion del pH 7.0

- Conectar antiespuma L-61 plurénico

100% autoclave

- Conectar solucién de alimentacion de”

gllcerol (p/p) al 50% esterilizada de filtro

- Tomar Muestra BI

- Desvrar las sondas DO (aire 100 Lpm, 9

psi, |150 rpmy) y ajustar el punto de fijacion

a 29%

Pre-induccién del fermentador 150 L

- Obtener 250 ml de solucién IPTG, antes a
una ODassp 40 (25-30)

- Tomar una muestra de pre-induccion a
ODA550 40+ 5

- Agregar el IPTG después de tomarse la
muestra de induccion

- Momtorear el fermentador 150 L durante 4
holras postinduccion, vy registrar fodos los

lag—— datos obtenidos

- Tlomar pureza de cultivo EOF y muestra
pos- -induccion

4

|

Ein de las actividades de fermentacion
- Enfriar ! fermentador hasta 16°C + 1
- Registrar el peso final del fermentador




FIGURA 12

Fin de fermentacion
mantenida a 10°C + 1

|

Verificar limpieza del Amicon M 185

Equilibrio del sistema con buffer de lavado
gslular; n celular:
“Base Tris: 0,057g/kg (0,05M) » Utilizar dos fibras huecas (UFP-?SO-B-55& -
- EOTA disédico: 3.72 gikg (0.01M) E%;“é‘gf:;'z:;f I’fgsamizgod'rg;‘;ﬂ:r:‘gzl ___ 750 KDa NMWCO, 1,0 mm lumen, 2,1 m* de
- PH hasta 8,0 con NaOH 0.2N/ HCI fermentador 150 L area de superficie

- CS segln sea apropiado L d

- Recircular dyrante 10 minutos

- Verificar que el pH sea + 0,1 unidades del
huffer

Fijar una concentracion celular de 50 + 5 kg

Concentracion:

- Recircular la fel;mentacién 150 L durante 10
minutos antes dq comenzar la concentracion
l.a—- - Presion de entrada 50 psig alarma alta —
punto fijo 10-45 psig
- Presicn de entrada 3 psig alarma baja —
punto fijo 0-45 pslig
- Presién diferencial 40 psig — punto fijo 0-45
psig

Concentracién de
cosecha 150 L

Parametros dellavado celular:

- Presién de entrada 10-45 psig

- Presion de salida — 0-10 psig

- Presién perneado — 0-15 psig

- Velocidad de 'alimentacién de buffer de
lavado inicia a 1 L/min

- Registrar la velocidad de flujo perneado y
ajustar la velocidad de alimentacién para
equiparar la velécidad de permeado

- Filtrar hasta qu:e 150 L de buffer sea
agotado, - 3 dia volumenes

Lavado celular con 150 L de
buffer de lavado celular l————

50 kg por fermentacién 150 L Pasta celular de fermentacion

» lavada concentrada

i



FIG 13

Pasta celular de fermentacién
lavada concentrada
- base Tris: 6,057 gfkg (0.05M)

——— Fermentacion 50 kg por 150 L

-EDTA: 3,72 g/kg (0,01M) ]
- NaCl; 184,0 g/kg (3,15M}

- Triton X-100: 35 g/kg (3,5% {p/p) Agregar 20 kg de buffer de lisis

- pH hasta 8,0 con NaOH 0,2N/ HCI
concentrado
- CS segun sea apropiado

Pasta celular diluida

-

-
JE—

Resuspender pasta celular en buffer de lisis agitando
pasta celular diluida a 150 rpm durante 2 hs

!

Ajustar has?a 25% sdlidos, si fuera necesario

Pasta celular re-suspendida

(centrifugacién san durante 5 minutos a 2300 x g
- para deterrﬁlinar % de sdlidos)

Pasar pasta celular resuspendida a través Pardmetros de disrupcién celular:

del microfluidizador

b

Enjuagar microfluidizador con 10 kg ! Lisado celular centrifugado

- # de pases = 1
- Presién de alimentacion'= 70 - 100 psig
- Presiéln del intensificador = 17.000 psig

de buffer de lisis

Centrifuga lisado celular

}

Lisado ceiular centrifugado

1

Parametros de centrifugacion:

- centrifuga cubo, rotor de angulo fijo

- velocidad de centrifugacion:: 7.333 x g
- tiempo de centrifugacion: 3C minutos

- temperatura de centrifugacion: 2-8°C
|
i
|

Descartar sobrenadante, retener pellet

!

I
Pellet iB
Composicién de buffer de lavado
celuiag, Resuspender pellet IB a 100% del volumen original
:E%S?ATES%S'S’?‘2%‘31(%(;5M) con buffer de lavado y asegura que la suspension
- pH hasta 8,0 con NaOH 0,2N/ HC| sea homogeénea l

conc. L

- CS seqln sea apropiado -
Pellet resuspendido en buffer
de lavado

Centrifugar pellet I1B resuspendido

b

1Bs lavado centrifugado

I

Descartar sobrenadante,
retener pellet

3

Pasta IB lavada

I
Pardmetros de centrifugacién:
- centrifuga Ci‘.lbo, rotor de &ngulo fijo
- velocidad de centrifugacién:: 7.333 x g
- tiempo de centrifugacién: 30 minutos
- temperatura'de centrifugacion; 2-8°C

|
'.
|
\
|
|

-«— Punto de retencién: sostenida congelada
a-70°C l

|

Ao



Entrada

Inciusion de solubilizacion
coporal

ici rde
solubilizacion: 50 kg
- Base Tris: 6,057 g/kg
- Urea: 360.4 g/kg
- pH hasta 8,0 con NaOH
10N/ acido acético glacial
- CS segun sea apropiado

Agregar -DTT; 15,4 g /kg
inmediatamente antes def uso
Usar dentro de 12 horas

Parametros de incubacidn:

- temperatura ambiente (22-25°C)
- 60 — 75 minutos

- mezclar lentamente en un
recipiente cubierto (% de rpm
max)

-pH 8,0

Ajuste pH con NaOH 10N y acido
acético glacial

Parametros de incubacion:

- temperatura ambiente (22-25°C)
- 60 - 75 minutos

- mezclar lentamente en un
recipiente cubierto (% de rom max)
-pH 9,5

FIG 14

Pasta IB lavada

'

Resuspender pellet IB lavada
F 10 veces con buffer de
v solubilizacidn agitando a %
maximo durante 10a 15
minutos

|

Pellet iB resuspendido en buffer
de solubilizaclén, y ajustar el pH
hasta 8,0

Incubar — 1° paso de solubilizacion

1

Resuspender.pellet 1B en buffer
de solubilizacion, pH 8

Ajustar pH hasta 9,5 + 0,1 con
NaOH/acido acético

!

Resuspender pellet IB en buffer de
solubitizaciéon, pH 8,5

Incubar — 2° paso de solubilizacion

l

Pellet 1B solubilizade

Salida

5 kg pellet IB resuspendido
hasta total de 50 kg

-250 ml de NaOH 10 N
utilizado

Muestras:

15 ml CBSB Retener
2 ml SDS-PAGE CB
I 2 ml Western Blot
15 mi. QC Cliente
retener




FIG 15

(A)

Clarificacion membrana TFF:

8 0,5m? Millipore Pellicon 1000 kDa,
Celulosa regenerada, pantalla V (4 m') sobre
sistema Millipore Prostak

Lavar membrana UF/DF:

- Lavar con PW USP y limpiar por 05,116, para Lavar membrana con agua D!
nuevos filtros, antes del uso

Membrana TFF de clarificacién IIawada

(B)

Membrana! UF/DF:
80,5 m® Millipore Pellicon 5 kDa, celulosa
regenerada, pantalla C (4 m?) sobre sistema
Millipore Prostak

Lavado de membrana UF/DF: Lavar membrana con agua DI
- Lavar con USP y limpiar por 05,116, )
para nuevos filtros, antes del uso

Membrana L?F/DF lavada




FIG.16 A

50Kg ——p

Composicion del buffer
de solubilizacién:
- base Tris: 6,057 g/Kg
(0,05M) .
-DTT: 15,425 g/Kg
0,1M)
.ea: 360,4 g/Kg (6M)
-pha95cen NaCH 10
N /acido acétido glacial
- QS como sea adecuado

Pellet de IB solubilizado

Recircular el pellet de 1B solubilizado
a traves del sistema TFF preacondi-
cionado de clarificacién

h 4

Pellet de IB solubilizado en sistema
TFF de clarificacién (1000 kDa)

Pellet de IB solubilizado concentrado
5 veces

Permeato: ‘
solucién de TGF-p3 clarificada
(parcial)

4
Retenido de lavado con buffer de
solubilizacion

Permeato:
solucion de TGF-B3 clarificada
(final)

Parametros de recirculacion:
- linea directa de r:etenido al re-
cipiente de alimentacién
-linea cerrada de| permeacion,
valvula de retencion totalmente
abierta
- caudal de retencuf)n 15-20 I/min
- presién de ahment 2 40 psig
- tiempo de recirculacion = 10
minutos

Parametros de concentracion:

-linea directa de r;etenido ai re-
cipiente de alimentacién

-linea abierta de| permeacion

(TGF-B3 clarificado recolectado

en el permeato)

- caudal de retencion 15-20 I/min

- fiujo de retencion restringide
para lograr TMP’iniciaI de 15
psig

- cantidad del permeato recolec-
tado 80% del peso inicial de la
solucion  del pe!let de IB
solubilizado

Parametros de lavado:

- linea directa de retenido al re-
cipiente de alimentacion

-linea abierta de| permeacion

(TGF-B3 clarificado recolectado

en el permeato)

- TMP no esta ajustado del paso
de concentracidn |

-suministro  del [ buffer de
solubilizacién = sum|n|stro para
remocion de permeato

- lavado hasta ellmmar 8,5 dia-
volumenes en el permeato




FIG.16 B
Entrada
30-40 Kg
pellet de IB solubilizado

Parametros de recirculacion:

-linea directa de retenido ‘al
recipiente de alimentacion

-linea cerrada de permeacion,

valvula retenc. totalm. abierta

- caudal de retencién 15-20 /min

- presion de aliment. > 40 psig

-tiempo de recirculacién =
minutos

10

Parametros de concentracion:

Salida

Pellet de IB solubilizado

Recircular el pellet de IB
solubilizado a través del sistema
TFF preacondicionado de
clarificacion

'

Pellet de IB solubilizado en
sistema TFF de clarificacion (8
0,5m? Millipore Pellicon 1000
kDa, celulosa regenerada,
muestreo V (4 mz) en sistema

- linea directa de retenido al
recipiente de alimentacion

-linea abierta de permeacion

(TGF-B3 clarificado recolectado

el permeato)

- caudal de retencién 15-20 I/min

- flujo de retencidn restringido
para TMP.inicial de 15 psig

- cantidad del permeato
recolectado 80% del peso inicial
de la solucién del pellet de IB
solubilizado

v

Pellet de IB solubilizado
concentrado 5 veces
Masa final = 7,5-8 Kg

~28-32 Kgde B
—Pclariﬁcado!solubilizado

Permeato:
solucién de TGF-B3 clarificada
(parcial)

Composicion del buffer de
solubilizacion:
Make up 150 Kg
- base Tris: 6,057 g/Kg
-vrea:; 380,4 g/Kg (6M)
~1a9,5 con NaOH 10 N /acido
- acetico glacial
- QS como sea adecuado

Agregar DTT: 15,4 g/Kg justo
antes del uso.
Usar dentro de las 12 horas

Retenido de lavado con buffer

de sclubilizacion

Parametros de lavado:

- linea directa de retenido al re-
cipiente de alimentacion

-linea abierta de permeacion

{TGF-B3 clarificado recolectado

en el permeato)

- TMP no ajustado del paso de
concentracion

-suministro del buffer de
solubilizaciéon = suministro para
remocion de permeato

- lavado hasta eliminar 8,5 dia-
volumenes en IeI permeato

Aprox. 64-88 Kg de IB
clarificado. solubilizado

Muestras dé retenido:

15 ml QC rt?tenid. cliente

'

Permeato: combinar ~ 32-34 Kg
con = 64-68 Kg de
solucién de TGF-B3 clarificada
{final

P :

1

Muestras dfe permeato;
15 ml CBSB retenido

16 ml OO rt:a’rpnid rlisnta




FIG.17 A

~150Kg. ——p

L

solucion de TGF-p3
clarificada

Recircular solucion de TGF-
B3 clarificada a través del
sistema TFF preacondic.

!

Solucion de TGF-3
clarificada en sistema
UF/DF (5 kDa)

Concentrado de solucion de
TGF-B3 clarificada al 83%

4

2125Kg

Retenido: solucion de
TGF-f3 clarificada conc.

Composicion del buffer de

diafiltracién:

- base Tris: 6,056 g/Kg (0,05M)

TT: 1,54 g/Kg (0,01M)

- urea: 180,2 g/Kg (0,3M)

-pha95con NaOH 10 N
/acido acetico glacial

- QS como sea adecuado

—_— P

Lavar retenido con buffer
de diafiltracion

h 4

4Kg. _

Retenido: solucidn TGF-
B3 diafiltrada {material de
partida replegado)

Parametros de recirculacion:
-linea directa ‘de | retenido al
recipiente de allmentaclén

-linea cerrada de permeacuﬁn valvula

refenc. totalm. abierta |

‘caudal de alimentacién 5 I/min por
m?de membrana

- presién de aliment. = 40 psig

- tiempo de recirculacién = 10 minutos

Parametros de concentracion:

- linea directa de retenildo al
recipiente de alimentacion

-linea abierta de permeacion

(descartar el permeato)

- flujo de retencién restringido para
TMP = 22 psig

- cantidad del permeato eliminado:
83% del peso inicial de la solucién
de TGF-B3 clarlfcada

- permeato recolectado en recipiente
desig. Permeato de Concentracion

Parametros de diafiltracion:

-IInea directa de retenido al re-
cipiente de allmentacnﬁn
linea  abierta de| permeacion

(descartar permeato) |

- TMP no ajustado del paso de conc.

- suministro del buffer|de diafiltracion

= suministro para! remocion de
permeato

- permeato recolectado en recipiente

desig. Permeato de diafiltracién




FIG.17 B
Entrada

~ 100 Kg de solucién __y,

de IB clarificada

Parametros de recirculacion:

-linea directa de retenido al
recipiente de alimentacion

-linea cerrada de permeacion,

valvula retenc. totalm. abierta

- caudal alimentacién = 20 ¥min

- presién de aliment. > 40 psig

solucién de TGF-B3 clarificada

Recircular la scjucién de TGF-[33

clarificada a traves del sistema TFF

preacordicicnado

h 4

-tiempo de recirculacién 10

minutos

Parametros de concentracion:
- linea directa de retenido al

recipiente de alimentacion

Solucidn de TGF-B3 clarificada
en sistema UF/DF (8 0,5m’
Millipore Pellicon 5 kDa,
celulosa regenerada, muestreo
V(4 m2) en sistema Millipore
Prostak)

-linea abierta de permeacion

(descartar el permeato)

- caudal de retencién 15-20 I/min

- flujo de retencion restringido
para TMP = 22 psig

- cantidad del permeato elimina-
do: 83% del peso inicial de la
solucién de TGF-p3 clarificada

- recolectar permeato en el
recipiente design. Concentra-
cion de Permeato

Parametros de diafiltracion:
- linea directa de retenido al re-

Salida

Concentrado de solucion de TGF-p3—® = 83 Kg. de permeato

clarificada al 83%

Retenido: solucion de TGF-p3
clarificada conc

+

Muestras d}e retenido:
15 ml QC retenid. cliente

!

N

cipiente de alimentacion

-linea abierta de permeacién

(descartar permeato)

- TMP no ajustado paso de conc.

-suministro  del  buffer de
diafiltracidén suministro para
remocion de permeato

- permeato recolectado en
recipiente desig. Permeato de
diafiltracién

Diafiltracion de solucion de
TGF-B3 concentrada
= 1217 Kg.

Muestras dp permeato:
15 mlQC rfetenid. cliente

—>

Composicion del buffer de
diafiltracién:
Make up 89 Kg
- base Tris: 6,056 g/Kg

-DTT: 1,54 g/Kg /
- urea: 180,2 g/Kg -

-ph a 9,5 con NaOH 10 N /4cido
acético glacial )
- QS como sea adecuado

Inicio de la diafiltracion de DTT:

~ 68 Kg qe permeato
de diafiltracién

la operacidén debe iniciarse no
antes de las 7 hs desp. de
preparado el buffer y no desp. de

8 horas de preparado el buffer.

Retenido:
solucién de TGF-33 diafiltrada
(material de partida replegado)

Muestras be retenido:
15 ml QCjretenid. cliente
15 ml retenido CBSB

10 ml ensayo RC/DC

2 ml SDSIPAGE CB no
roja |

|

Muestras Icle permeato:
15 ml QC’retenid. cliente




FIG.18 A

10626 Kg — >

Composicién de buffer de
replegam.: total 700 Kq
-CHES: 145,1 g/Kg (0,7 M)
- NaCl: 58,44 g/Kg (1M)

- glutatién reducido: 0,61 g/Kg
_r

(0,002M)

- glutation oxidado: 0,245 g/Kg
(C.0004M)

- pH hasta 9,5 + 0,05 con
NaCH 10 N/ &cido acético
glacial

Monitoreo constante del
potencial de redox, pH,
agitacién, temperatura

Retenido:
solucion TGF-f3 diafiltrada
(material de partida
replegamiento)

Diluir en buffer de replegam.
(ia solucion de replegamiento
sera de 5P0 Kg total en
recipiente de feplegado de 500

N

h 4

TGF-B3 en buffer de
replegamiento

Monitorear ¢l progreso de la
reaccién de replegado via
redox y CEXIHPLC (se toma-
ron muestras{de HPLC en T=0
y luego de nuevo después de
las primeras|12 hs y sucesiv.
cada 4 horas)

A 4

TGF-33 de replegam. en
‘buffer de replegamiento

Parametros de dilucién:

- concentracién final de TGF-B3
replegado: 0,25 mg/g

- agregar solucion de% TGF-pB3
diafiltrada al buffer de replegado
a una velocidad de :adicién de
500 ml/min

- pH no ajustado después del
agregado de TGF-fi3

Parametros de replegamiento:

- exposici6n al aire (oxidacién
pasiva)

- temperatura < 15°C

-pH=95%£0,05

- agitacion = 30 rpm

Criterios de finalizacion de
replegamiento: [
- Tiempo maximo de*
48 hs £ 30 min.
- detener reaccion si{‘se producen
estas 2 situaciones:
- inversion redoxj|
- no se produce otro aumen-
to en el pico dimérico CEX-
HPLC (<10% entre 3
muestras cualesquiera)

reaccion es




N

FIG.18 B

Entrada

12-17 Kg de retenido

. diafiltrado

—_—

Parametros de dilucién:

- concentracion final de TGF-f3
de replegam.: 0,25 mg/g

- agregar solucién de TGF-33
diafiltrada al buffer de
replegam. a una velocidad de
adicién de 500 mi/min

- pH no agjustado después del

agregado de TGF-

B3

Composicién de buffer de

replegado;_ total 700 Kg

- CHES: 145,1 g/Kg
- NaCl: 58,44 g/Kg
- glutatién reducido:

0.61 g/Kg

glutatién oxidado: 0,245 g/K
pH hasta 9,5 + 0,05 con NaOH
10 N/ acido acético glacial

Uso del buffer <

7 horas.

Parametros de replegamiento:

- exposicion al aire {oxidacién

pasiva)

- temperatura < 15°C

-pH=9,510,05

- agitacion = 200 rpm

Criterios de finalizacién de

replegamiento:

- Tiempe maximo de reaccién

es 48 hs + 30 min.

- detener reaccion si se
producen estas 2 situaciones:

Retenido:
solucién TGF-B3 diafiltrada
(material de partida de
replegamiento)

Diluir en buffer de replega-
miento (la solucién de
replegam. sera de 500 Kg total
en recipiente de replega-
miento de 500 1)

v

TGF-p3 en buffer de
replegamiento

Monitorear ¢l progreso de la
reaccion de replegam. via
redox y CEX{HPLC (se toma-

Salida

- inversidn redox
- No se produce otro

aumento en el pico del

dimero

CEX-HPLC (<10% entre
3 muestras cualesquiera)
Monitoreo constante del

potencial de redox

. PH,

agitacién, temperatura

ron muestras

de HPLC en T=0

y luego de nuevo después de

las primeras
cada

A A

12 hs y sucesiv.
4 horas) >

TGF-B3 de replegamiento

en buffer de

replegamiento

i
Muestras de reteni{do en
cada punto de tiempo:
15 ml QC retenid. :cliente
15 ml retenido CBSB
1 mI CEX-HPLC
2 ml Western blot
2 ml SDS-PAGE C|B no
roja

|
1
\
1




" FIG. 19

Enjuague membrana UF post-

replegamiento:

- Dirigir las lineas de permeato
y retenido para el desechado

- abrir completamente la
valvula de retenido

- suministrar agua LI a 224
l/min

- abrir la linea de permeato, el
retenido restringido fluye
hasta que la presién trans-
membranal es 10 psig

- enjuagar con agua DI durante
90 minutos

- determinar el volumen
retenido mediante el drenaje
del sistema

Membrana UF post-
replegamiento:

4 6,1 m* GE Hollow Fiber
5 kDa, PES, 0,5 mm ID
fibra, 60 cm via nominal de
flujo (24,4 m?)

Filtros limpiddos a 06.052

v

Membrana UF post-
replegamiento enjuagada




FIG. 20 A

Requerimiento de acido acético
glacial 60-70% de aumento de
volumen

Composicién del buffer de

“cidn:
cetato de sodio: 1,14 g/Kg

(0,02M)

- sulfato de amonio: 220,23 g/Kg
(2m)

- clorhidrato de arginina: 175,5
g/Kg (1M)

- Acido acético: 41,66 g/Kg de
acido acético (10% (wiw))

TGF-B3 de replegam. en
buffer de replegamiento

Recircular la solucién de TGF-B3
replegado a traves del sistema UF
preacondicionado

Solucion cve TGF-B3 de
replegam. en sistema UF

Concentrado de solucién de TGF-
13 de replegam. 5 veces

Retenido: solfcion de TGF-
B3 de repleg conc = 100 Kg

Ajustar el pH della solucion de
TGF-p3 de repleg concentrada

Solucién de TGF-B3 repleg
concentr., acidificada

Diluir la solucian de TGF-33
acidificada con buffer de dilucién
1:1, si la conductiyidad es <60-70

mS/cm, contactar%al supervisor y

ajustar a la co|
correcta mediante
buffer de

ductividad
el agregado de
Hilucidon

Solucién de 7]

sefarosa de

GF-33 acon-

dicionada pa cargar en
una columna de butil

flujo rapido

Parametros de recirculacion:

- Guiar la linea de retenido al recipiente
de suministro

- cerrar la linea de permpato, abrir
completamente la vélvlula de retenido

- caudal de alimentacién = 9,2 i/min per
m2 mambrana

- tiempo de recirculacion = 10 min.

Parametros de concent#acién:

- Guiar la linea de retenido al recipiente
de suministro

- abrir 1a linea de permeato (descartar
permeato)

- presion de entrada 25-:35 psig

- presién de salida 15-25 psig

- presion del permeato 0-2 psig

- cantid. permeato elimi;nado: 80% del
peso inicial de solucion TGF-[33
clarificada

Parametros de ajuste de pH:
- usar acido aceético glacial
-pHfinal: 25-28

Filtracién de carga de butilo
- usar filtro Opticap 307 en una bolsa de
600 | i




FIG 20B

Entrada Salida

TGF-f13 Replegado ¢n biffer de

=500 ke Refold

Pardmetros de 1ech cadacidn:

- Dikgh I3 Iﬁw:w el vetenifo A recipiente Rech et sohicion (aplagada de THF-B3
(e alimentackon atravén de un slstema UF g econdiclonado

ey lalinea de parmeado, dn it '
completanveite la vilnana del 1 etenido

- Fhifo de Amaitacion = 224 L, !
- Theipo dé tech cidacién = 14 minutos

b
Sohicion (e TGE.BY 1eplegaia en ststema
UF i4 GE Hollows Tilrer &0 2 5 kDA, PES, 0.5
mm tiher 1B, via de thio vominal 66 cm (244
ma

Parametros de Concentracion;

- Dhgit In linea el retenldo af reciplenme
e dmentacion

|
|

. R N N Ml:msn.m del Permeato:
Concerntrar 5 veces 13 aokecion 1 eplegada de TGF-B3 etencion de 15 nd de 0 Clles

- Abth lalmea de petmeado
escaygn ef permeado)

- Presion de entrala 25-35 paiy

- Preslon ke salida 1525 peig

- Presién del permsado 82 paig

- Cantlitad elinynavla et petmeaxdo:

e 21 peoo de sokicién TGEA3

clatticado briclat Retentado: Llestias el Retenado:

solucion replegada de TGF.B cone Tetenchn da 15 ind de B Cllett
~100 iy retencion de 15 ol de CBSB

2wl de SDE-PAGE CB

Y

Patinmetion de ahusts del pht

< antilizar Acklo acético glacial

pHthat: 2.5- 2.8 ,
A Apuatar el pH de 1a sokicioni eplegada

= U2 TGF-B3 cane <onadieidn de acido
atiaves e umtubo e inrereién

Requeritndeito del acido acético gtaciak
Hmeto del volunmen del $0.78%

Muest s o Rafold Acidificado:
) 1etencién de 151l tle GC Cliem
vetencidn de 151wl (o CBSB
2 il e $D5-PAGE 0B

|

Sotucion raplegmla do THF.B3 cone
Jcllll_ﬂcatln .
~150-2C0 kp

/

,/Composlcln;'uulcllumcl de disohrcipn: \

Hacer 308 kg Diluh 13 sohkion TGF-B3 ackiflcada con urffer de

- Acetate de Sodio: 1,11 gXQ Dikucién 121, ei la constuctividlad o <80 MSkem
« Sutfato de amonio: 22023 kg cotractal o supeIvisor v njusta la conductividad 1
- Clotldstrato de angdninas 175.55 kg / cor | #<ta mediante b acicton ded bhutter e Dikicién

- Acldo acético; 41.66 g Ry / |
|

;

a0l columma the Mujo veloz
FlU a¢ion con carga de Innito: de Butil Sefyiasad

’ t
EERKIGH TOFBY covlicionm paia catga | |
~300.2
- Wilizar 1 FIRro Dpticap de 367 en un rechpente do ¢o8 L b 10-200 kg




FIG 21A

Resina da Flujn Veloz
de Butil Selyosa d

Suspender 1a 1esina medlante hatldo/mezela culilpilesa

'

Resgina da Flufe Veloz
de Butll Safaresa 4 suspandila

Vetth en un iecipiente timplo y dejat tceposan

Columna sle Flujo Veloz de Butil
Selaosa J Reprosada

Eliminar 1ng finos de {a 1esina reposada y 19suspaniey

!

v

Resina de Flujo Veloz de Butll Sefarosa
4 Rasugpendida

Ventir 1a 1esina de Fiujo Yeloz da Bulll Sefarnsa Siesuspandida an una colmnma de ciomatpgiafia limpia

Columna de Flujo Velaz de Buil
Sefmesa d

I
Empacar 1a columna a una presién final de 3 har, Balar el adaptado ?I Incho e 1esina

r

]

]
Colunma de Fluje Veloz de Butli |
Sefarosa 4 Empacada

Lavar con chorie la columma a 3 b con buffar de Equillbeacion de colunma. Baja el adaptador al lecho de vesina

l |
Composiclon del buffer de Equllibraciénilavads !
- Acatatn e Sadlin: 2.72 'J"I {0.02 M} 3 | Columna ¢ F||I|0 Valor de Bl
- Sulfate de Aincnio: 132,14 it fil) Sefaresa d Empacada |
- Actdo Acdiicn: 100 mli] {10% {wiv))
-1 de 3.3 2 3.5 con dclde Pardmenos de operaclin de Bl Setaresa 4 de Fluje Veloz:
acétice glaciall Halil 101 - Al del Tacho 15,16 v x 45 s de didinente
- Conductividad > 100 mSicm - Valimen de la Columna:z 241 251

- Velocidad lineal: 5060 comito {13 1.6 Fmin.}




FIG 21B

Salida
Entrada

/ Butil Sefarosa 4 de Flujo Veloz:
<suspansl6n aprex. 35 1 del contenedor pang Resina de Flujo Veloz

un velumen de lechoempoacado de 25 | N
pacy de Butll Sefarnso 4

\ |

i
Suspender 1a resina mediante agitacionimezcla cuidadosa

Resina de Flujo Veloz de Botil
Sefarosa 4 Suspendida

Vertk 1esina de Butll Sefarosa d suspemlicl.li en eclumna
™ de cromatogiafia Millipore 450 mm QuikScale

¥

Columna de Fluje Veloz de Butil
Sefatosa 4

,/Bulfel de Empacado de Butllo: \

¢ Serequisten piia el empagna 300 >
' 'E"J | llo 58.44 o'k / Someter al empayue dolrecipiente a |
\ orra de sodlo 2833 ¢iky / una presidén de 3 han. Bajor eb

adaptador alb tache de 1esina

i‘
l'

Columna Engracada de Flujo Veloz de
Butit Safarosa 4 |

7

]

!

|




FIB 21B contlnuadé

Entrada Salida

[ Columna Empacada de Flujo
Veloz de Butll Sefarosa 4

v
/Solnclén de manteniente HETP;

7

Se requieren 75-125 kg para el tavado )y » Evjvagar el buffer de equilibracién hasta
\Clouuo e Sedio: 29.22 ¢'ky ’ nivelar la conduetividad |

Buffer de Pulso de Sal de HEPT \
Serequieren 4.5 | para un pulso N,

- Cargat el pulso de sal
by del 6% |
\Clomlo de Saoddlo: 58.44 g’kg

|

\ l

Selucién de manteniento HETP: \ v

Se requieten 50 ky para el favado N E R R o
; njuaga con selucion de manteniento pata 2 by
Clatimo de Sodio: 29,22 giky / Juays i P

|
l
|

Colmmna Empacadade Flujo Veloz de Buiil

Sefarosa 4 Rango de 1ansito: HETP:
13154859 placas‘m
Asimatiia: 0.65-1,65

v




FIG 22A

Carigat y ddejan lista Colwmna de Flujo
Veloz de Butll Sefarnsa 4 y Sol. e

TGF-B}
| Fardmetrog de Filnaclén:
Filtian Filwo: Millippre Willigard 0.5 n 7 0.22 m
I =112 ) por m2 de membiana
L]

Cargar la Columna Filuada de Fluje
Veloz e Butd) Sefatosa 4

P:u.'um’m os de opatacinn de la
r Butll Setmosa 4 de Flujo Veloz

1
Anna ddel lecho 1515 cm % 45 o de
Buiil Sefaresa 4 da Flujo Valar ‘“;]"m"‘" S "

. Vol dejcolumna; 24 1.25 1

Composiclin del butfer de Equbibracidnibavade: - Vel. Hneal: 50 <60 covvhi (1,316 Liming
-Tibldiate de Acetato e Sodio: 2,72 g'ky {0.02 M) - Presidn de Uperacion: £718ar

- Sulfare da Amonie: 132,14 a'kg (1 B} Eauifib: ACV do huffer o ) - -

- Acklo Acéilca: 190 mE1 (0% A e ki - Pempetanma: 1022°C

-pH de 3.3 a 15 con acido acétice glacialf

HaOH (01

- Conductividad s {00 mSinm ’ 1

Butll Sefarosa 4 de Flujo
Veloz Equiltvada

Patdmeties da aperaclon de

Butil Sefatosa 4 de Flujo Veloz:

- Condugiivitad de cargn; »00 mScm
Wel. fiveak 23 covily {0.6 ming

Cargan o colimnna da Flufo Valoz de Butll Sefarasa | filteada

}

Butll Sefamosa 4 de Flujo
Valoz Carganda

Paiimeti o de speracién d¢ Dinlisetaosa dMio 1apide: Calya de cohmma Butilaetaioon {
-« atina o lacho 15-16 cnal X 43 dnero thijo tilradag
~* Wohmnen de cohmuia 241L-251 ~300-4C0 kg ’
-1 Vedncidat et 50230 Cvhe 1 31 BLaia} |
= Praghon da operacione: < 2.8 Bar [ !
= Temparatura 16-22C |
Lavat eon 4 VE e WFI |
Prepatar 208 kg para equalileio .
N - . Birilsetnooa Jthea 1 dpldo
Composickin de badtat e equliti o favalo:
= Tithich ato de acetano de sodio: 2,72 gig

- Sulfate de amonle 132 pnp —
Acido acdtico alacla 10 arrg o Fitilhar con 4 VEC de bufte)
nH a L a0 deido aestics @atial ; e equilibrio
108 MaDH I

\cmuhltll\rhlul 100 mShm

-

—— e s ¥,
\ Buttizeta oaa 4 Thijo riphlo
equilibada
T
E |
PN 09 fle opLTacin oy Caryade cohnaesa da Butdaetarosa 3 (hijo 1 dpkto con
o et ooa ATy aphlo: caga firada . Muestiag de carga e bl
Conductividad do exga 63 mSfem 1 i 3mLRS/DC
Velocidad el ;23 o/t (0.66/min) i 1 | 2 mbiRedustton
Burisefar 6sa Jthufo 1 dpliko cargado i o He redictot30S-PAGE CB
' 2 mb Western bl

Z m. CEX-HPLC
5mL Endotorhia

10 ml, Rt cinpte

10 mL GC Retaln

J' 23mL  Cargo biotéaicn t

mis1oblana




FIGURA 22A continuacién
FLUJO DE BULTISEFAROSA 4 FLUJO RAPIDO {cont)

T 1

Bitlisatarosa 4 flalo 1ygHdo cargada

L

/ \

Compaskion de huffes de apaihiodavaslo:
/ - Tuihidrato de acetato de sodin: 272 gikg
§oneawy
- Sudtate the Moo 132, 14 gihg (130 -

Ackls acética lach¥iC0 muL (10%(wv))  /
ol e L3 condickbo acstico ylackd ; !

Lavan cokanna dé Butilsstmosa 4 thip

108 HaOH /
“Cormluctivdilag - 100 mEfem /
" Cohnuma lls Buniisetar 030 4 thyjo
1o Lavasda
/ 1
/' COMPasICIon 4el e dn sRCio \

-Acetdo da sodin 2.72 7k 0.02M) \ Fluk eahmwia Bit
-Bchle acdtico glacial 160 mLAL (1%t ' contition 1hs chscin en onaelinime
-Atcoho) etdlco: 300 /L R0%lervl) H excalonsmta-1ecobecty 01 AU

PH AR Econ dchilo acétien ylaclal HAOW 10M enascenso a4 Alen doscense
Aornhyctddake 10 mSkem

-

y

Sakicton de TOF-(3 dr sRICH e
Biniisati osa 4 Thifo tapido

Ahestis pH dz ekicion 2 40 r- 0.4
oot ekl acétlco Hacid HaOH (01

! 1
Ehichin te Bistitselin o sa 4 Thije 0 iyl
<on nH apistixde )

/
Rigter de dRcion d¢ caa SP:

Tulhith ato o eelao sle soddo1 .72 kg
Aciflo acdtico macla) 130 ML {107viv))

Exomnitia ka comstictiddad de la sofucidn

" tighilo con 3VE de hefier dle [avantoaqnlibrio

st s Jtheo 1 Sl

Palimeti os oper stivos de BatBasfatona 4
Yiajo 1 splitos .
Yetochiad et $0.46 covly (1.3-1.6Lmen)

Pal sneti 03 opetativon de Butilasiatosa 4
JMujo it :
~Veloching Aneat2 crvnr (1. HATIN

Retpistimients de catiitul de idfe de akckin

pard dhigh- 1y etucicie § ¥C

SAROI0Y BTN M 21 IFRAEN) e ahicbn
PHLS 2 L1 condchin ético i
Haelad a0 100
Commetividat < 5 mSem / "
~
\ / MO Es [a comnlsctividad |
- S$T0mStm? T
/J
Dl ekickon e Butlisatar 034 thijo rdplils e
con Ingie sto 1Bhuckon sefig 0sa’SP hasta
que laconthictMdmlisen, < ¢ murm
_— ¥
Carga e Burlisetarosa thio tiphio Carga e Brrliselat osa thdo 1apiile
; Meandislinada ; AcomBeionaily
'

_

Filttar atiaves de Opticay 0,22 pm
t
h J

Caruy de Buthsetan osa tiiifo s apido
aconlichvaada (e atka
-7l

1
)
Padimatyos da fftrackon
Aitna Opfeas 4°




FIGURA 22B

Patinetros de qml‘a{lf}u 3o ttiselyr osa 3 (tuje raphkdng Carga da cohimna Mitilsetaiosa 4
.- aluma de facho 15.16 cral X 43 diimetia thile tlitaday
=' yohmien de colmnna 241251, ~300-4C0 g
=t Walncil i inest  50.30 cvhs {1.3.4 SLaming
*' Presion de operaclono: £ 2.3 Bar I

“‘Temperatina 18-22C -
Lavar con 4 VC 2 WL

}

Btriiloetmo9a Jthga 1ipdde -

Preparm 290 kypxa equititiko

J A

/ y
Comprosicion de ntes dle equildinio 1avado:

- Tiihithto e acetato de vndio: 272 p0g

= Sullato de ainonte132 gk r
Acido aedtko alaciy 100 arrn 1 Epelliln 3 con 4 VE de indTer

1 8 1.3 con acklo acética glaciaf: e otiitinie '
100 MaOH
\ Conbucthridad - 130 mS/em
—— N
\ Burisafar ona A tltdo v iyHido

equiihrada

i

Paranmation de oparacion de Carga e colinena de Binlisefy o83 4 thao ripido con
hinlsetarasa 4o 1 apkda: caga fitrada
Combucthiddan de ¢xga >83 mSskm [

h 4

Velociumd lhea | 23 cmhir (.60 msn) | l
Bitfisetnona dilin eipido < ygwio

nestias de carga de bl
3L RC/DC
2 ml IRedhicton
1o 1 24lncto1 SOS-PAGE CB

ZmL Western blotl

2 mL CEX-HPLC
5mL Endotoxina

10!, Ret ctimde
10+nt CC Retain

j‘ 23l Cagaldoléalen 1

ikt oblana




FIGURA 22B continuacion

Entrada
Partanmwti o5 operativos (e bittitsefaiosa 4 s

Sallda

fhujo vipido
velocidaik [inend 3200 antw {1.3-1 0Uin'n}

Carga de amiisatarosa dthio 1apido

» Mueatias de Thijo:
1¢ 0 de rot clierte

J

! L3
Comnposicién de bulies de lavadosaguiibrio
Pryporar 700 kg para vado

LERIO O ICHMO A8 eadinc 2,12 gAY
!’f SHultxo d: 'n::'b‘oilz.;'h} a \ Lavado de cohamna hutisefarosa 4 thgo
3 - acido scitico giacial: 100 / répido con 4 VC de buifer ds lavadofequiltr o
~oH 3.3 2 3.550m o scaikcole f .
Y\ glecautiarH 1N / !
Y Conductividad! 1 mé/zn

il We;sleln hiot

|
et Lavacko tlé muech an:
16'nd - 1et eliente

Farinatios opsrmivos de butiseiaroya 4 {hjo rhphdc ) |
Atockdad ineat 42 ot (1.4L/=n)

¥
Lavaco ds cohanna butlseteoss
14 o tépida «

]

Blanco de wiueidn para builer de ehwcdin requiens unas cantidad de
kAun
\

clén
A

\

v 1ecolectin 0.1 o0 AU ascens
~

T =
Commpeasicion de huffer de ehu
SPrepaar 200 Ky
Prepaa 280 kg para elneién
-tibidrate de aoetg de <ndin- 2./Z gy
\ ackdo peiico glacind: 100 g4
, 3hcohol etifco pruebia 1913200 gy
% pH & 2.0 2 4.1 con dokdo sodtico
\gtociatrtindn 1011
‘ Conductividad: £ 8.8 mlium
| W

Sohkidn
!

Ehuh cotimna de hatilsefaosa 4 de thio
1unide con mdter de elucion en madiente escalonado

e etidn de T6FM
!Innnsefnloaa 4 de fujo n:‘an

oA 01 en Al descenso

HMuest as da shiklo deiuni
2m n.n: ' Nared. E0B-TAGE
Ce

|
2 ml e Fiot

l

AJustar pH (e ehrcl{)}g LRLALAA
con dcido acético (dacial ) lavH 1ol
t

¥
Etlucién 4 Butilsefarosa 4

— 2l
[Butter de iliickén e carga SP
/-" Prepaa 140 ky

Atihidrato de acetsto s cndine 1,72 9A9 Y
/ -acido acktice glacial: 100 phy
Y akcotot etikco proeba 1917309 ¢
H 33,9241 con doide acéicn
glscia/tAOH 10N
- Conductiwiisd; 5 3.0 0:frem
\

t

|
o~ /\.\\

N ge1a conductivid
\\ X cumuemy

I
Ditutr elucién dde Bunilsetar osa 4 thijo l;‘mklo-
confnriar de diuckon (e sefarosa SP hasta -
yue contluctivittad es < TmSiem
v
Cargas de sefatosa SP hijo
1apido SP acondicinnailo

’ 1

can pH austadp
L

Revisar condductividad de la
solikion (ke elucion

2l COMmMLe
Aml RGOC
2mLRPIFLE
5 mLEnlotoxina
W CCHet
0 f"" Ret clraute

thijo 1apido 1

«
ad sl

1
Carga de setarosa SP |
fhajo 1 fpiddo SP .uomlicionmlclv

Filtim medbunte Opticop 2.22xm

Paramets os de filtiacion v

5

- flie Opticap 47 Caaa de sefwosa SP

1 wlo ~1201L

fhaio » ndcloacomdicionade




FIGURA 23 A Limpieza pos-uso de Buti

Isefarosa 4 de flujo rapido

Patdmeti o de operacion de Ingtilaeta 0aw 4 thio 1ipide:

——y

Laver colunmaa con 2-3 YC de egua D

!

Butilnetm nsa 4 fhige rapido
en agua bl

) N I

Prepared 200 kg total / 3060 min
Hick Gxido de socko mg&n(ns»:/ v,

s } !
Butiigefanoss B titjo 13plie aséptica
N ! I

/
/ Sowcinsconsevacisn )
5 y Bnpieza de tnaf, A\ Conserves colmna con 2-3 VT de NaOH 001N
\ Heboxidode sodio gy v
\\ U /
s
\ ! Bilisefatasa A flujo ¢ apido

asépticay conser vadi

Limpieza pre-usol/regeneracion de Buti

Brutdsefarosa dflujo 1apldo

l

Lovar cohwmnna con 2-3 VO de agus

Butilaefar osa d thyo rapide
en anua

I Al
Composicldn del hutter de tavedioleculitrio; i

/  Acetalo de sodio; 2.72 0t 2Oy -

-Sulfato de emonioB2 tan vy Y atnBa i
. ©He 33035 conNaQH 104 /—-—v |Blﬂihefllnﬂ1-”'llir)l-lpﬂloi
Y . ackio acélico ghcin! Cf 1egeneiauty |
\‘ ~CONAUCTIVICINT > 100 e Sicm A I

. y;

\
Soluciin de ktpteza b colm 2. F0RCKN
(;' Waky up 220 kg totsd \: ,.Lmu [} mcgnpg chmac o rri'glsn

Lavar colurnne con 4 VC de buffer de eqrattio

i a tke techo 1516 eml X 45 diamet o

Brtitoatatosa Mlulo cipkla] - Velmnen da columna 241-250
- Wabneddad Tveal 145 cnvhr-

Isefarosa 4 de fluji: rapido

Pat dimeti o e opetacidn de hutilsefy v2a d fiujo 1apldo:

athara de lecho 1516 em! X 45 dianmwetio
. Vohmnen de eshmma 2411251
= Velockdad lined: 5080 aritr {16.4.20mLAnin)

n]]

? .



FIGURA 23B Limpieza preuso de butilsefarosa 4 flujo rapido

Entrada

Pa émetros operativos de indilssfarosa 4 thio

réptdo

-efura de lecho 16 em x 45 o oe difmetro
-Volunen de cohamna: 24.251.

-Velociiad Inesl; <0 amhe

Builsefarosa 4flujo u'wﬁlo

/ \ L
war COlMINNA ¢Gn 2-3YC g s n de
/ Soucién de Nmplaza de buait *ﬁmpieza e Inmlo.ggmpo de cortaclo minimo
Preperar 200 kg fotal et 30-60 min
“Hick Sxicko ) U £othion: 20 gy : l
\ -
Butils efarosa 4 fhajo 1ipldo
& agua bl
/ \
;
I yat
| S
\\ 31 /
I
\\_ / Laver cohamnna con 2-3 YC de agua DI
Butilsetar osa 41lujo 1apido
aospica
/ hY
Solucién de conservacin ds butit

{ Preparar 200 kg total
Y Hick éxido) de s0dhr,d ghg /
\ /

3, r

> 1

Congervar coknnna con 2-3 YC da
sohuckdn de conservacién de uti

Butilsofa: ooa 4 {luio 1 nide
aseptica y conservada

Salida

be



FIGURA 24

Entrada : Salida

Pardmetros operativos da seferosa SP

fhilg rénido;
-afture de lecho 10-11 cm X didinetro 30cm
“-Yolumen de columna:”.1.7.8L

“-Velocidad fneal; 10 ot (471 mliing

Preparim 2040 Ky totl I L . I
Sefarosa dflujo rapido SP en HaCl 1t
' N L. ‘ |
\ j

/ Solucién de fhwpieza SP \ . -
{ Hidéxido de sodio 20319 /\,m_ﬁ. Lavar columns con ;’2-3 VC de solucidn de hmmeita SP

Y
! R
/ Setaosa SP flulo ripido,
timipiada en agua
A
Laver con 2_-3 vC de agua
’
{ !
Sefarosa SP lujo 1apido aséplica
Preparat 200 ky total ! i J
4 . . N\, Zonservar columna con 2-3 VC de solucién de conservacién SP
Soluctén de conservacion SP N -
Etanol prueha 191.210y%3 ) &
Vd

4 Burtifs afar o£a 4 flujo rapide

asépticay conservada




FIGURA 25

Enuada Salida

S
/ Sefarosa SP FF

N\
-suspensién de 100 del eciplante \: ! ) J
paraun vohunen ds lecho empacado RLeslm de Setarosa SP tiuje -illﬂ(lo
/

de 8L
N

e |

Resina en suspansion o1 suave

agitaciénimezela
A
¥ 1
Resina de Sefarosa SP flujo 1apide
l suspentlita

Resina e Sataroca SPHlujo iphdo

wm * al suspendida en colunna o omatog afia
timpia GEMastiheare BPG 300507
/ \
/ Buffer de empacamiento N .
/200 kg pecesatios para ‘: . "
3 o nguj-,-u 1 L.y Paquete desecipiente de presionauma presion de 3 v
\ o e sodio 2002 o / Adlaptador ntetion a lecho (18 1esina

Butfer de etucién de Sefaosa s
251 por empacamiento v .
“ihichmo de acetmo tle aoilio .72 g1 |

Acitlo acético glacial it2 gt M
/ ok 209 Pagar I by atiavés de Ia columna a 12 cnvhosa

alecohol stittco prueba 191 25

NaCl: 2v.20kg ot woha )" gl es necesatio bajar adaptador a lechoj de recing
'apH 3.3 A 35 con actde ,

acético ghactalNavH o1l / A -

;Cenductividad: 23 - ¥ mSke Eafan 052 SP flujo 1 3phio BPG 300

i/ it a cle lecho 1011 e abtara
le tachio x 30 e de didmetio

Vohenen de columma: 7,:-7.8L




FIGURA 25 continuacion

Solucién de corrila: "
Columna empacada

de Sefarosa SP fluio ranido

//]Solucién de conidda HETP \ M

R . - -
/ 25-40 kg necesatio para favadlo Lavar buffer de equifibrio
hasta descender niveles de

-Clotare e sodio 23.22p%p i
\ ' conductividad

\

7 Buffer de pulso de sal HETP Y
0,161 necesario patra pulso v
~Clormo de sodio 5644 gk /, * Cargar pulso de sal

-. /

Solucion de corrida HETP
16 g necesmio para tavadlo A
\ Tlotino de sodlio 29.22 kg / % Enjuagar con solucion de cortida para 2bv
N

!
|
Columna empacaila de Sefwosa SP flujo rapido
Ranao de naso: |
HET?: 2300-5300 placasan '
Ashmetiia: 0513




FIGURA 26A

Ca1ga de Sata vaa SP Qubn g Sphile
-aconttictonada fittada

Preparn coftinna de safiosa SPIRGO 1 5plde

Pmimenogl aperativos de Safarosa Sp
flujo liapldo:1
: <aftiga (e cho 18-11 < a 3¢ ¢ sle e e
l Seta193a SP (o raphito Vohmnen do cohmma 7.17.8L
/ \ Velocidad hreat 120 et (1.4Limin)
+ Butter e equillilirio Javado e sefaroaa Sp '\ I
-Acetto (= ool 272 g (0,020 \ i
ithe o s . ]
ﬁ;‘l’“’:“‘::f::\‘g&:",,‘,,’_‘;,f'rﬂ[',‘,“‘?m) \ Eqdlits & cohnuna aefarosa $P flujo 1ipldo
e N haaan Nats| 1B nat )—— con I VE de Indfes de eauidliln i
-Clonn o <de sodio! 2.92 gil. Nat2) (0.03\9) 4
<pH 3.9 2 41 con dc. acdtico
ghacial IOt 1¢ 1 /
""mm'm‘]’“h « 7 mSkem ) X = Parinesti o8 opstathos do Sefarosa 59
| S ! Sela0aa SP Thujo caplde eqillibnata Mo vapldo:
. = Nelochlal Greak 3 20 oaf A (1400wl
Calgy sefaosa SP ihgo 1ipide con!

e ga acondicionarla titiada

!
Y

i Palélnclu\ls oprettivon de Sefarosu Sp
\ Setatoga SP o 1 ipdo cargada ! Bujo 1 apide:

Bufter de equiibrlo lavadlo (¢ sefarosa Sp - Yeloehlall fineal:4 26 cro¥ Mr (4,40 An)n)
chel.ﬂo de sedio: 2,72 g 10,0281 |
-Aciche nedticon CO mLA (10% v -
Aleohol atitlc o VU ML {SURWVY Yt Lf‘ai. ;‘;ﬁ?g ? M.o,"o. !a"s:? ’.'P
= 3
“Clona o de sodlo; 14 67 HaG) (0,090 IVC de Wt de Lavadoaqeiibnin
PHAI a1 condd v

N2
QAT HaOH 13 ) /

-Conthuctividaet < mGian Paraim=ti 08 operativos de Sefaosa 5P

! Yoetar 493 SP fhujo rdpido Livada “fjo < pido:
Vedocidal Sreal 120 crd ir (140 46k)

! 4
Butiar de ehickdn sAfoaosa SP (Butter By
/ -Acatato ds sodio: 272 g 10,0204} r

-Ackio azdtico1 CU MLL (10% (e} \ -Fiaccionas de eluclén te 1L
:-“r:;‘:;'_ﬂz':g';;":’-‘;uﬂ-ﬁfi U, A Etill TCF-D3 con 15 gradients 1l Ve AL tﬂfﬂlm'i\ oy HPLC tp ¥ CEX-HPLG
'H 3.9 2 41 con ac. acaticn calic / 'R A 50% de Iurtfer B . .-Se m-.lql-‘uﬂarclonea the >
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PROTEIN FOLDING

t
The present invention relates to a method for folding, or refolding, proteins
into an active form. The invention particularly relates to folding of members of the

Transforming growth factor beta superfamily.

The Transforming growth factor beta (TGF-Beta) superfamily of growth
factors are invb]ved in the regulation of many cellular processes including
proliferation, migration, apoptosis, adhesion, differentiation, inflamamation, immuno-
suppression and expression of extracellular proteins. The TGF-Beta superfamily
inciude: TGF-Beta 1, TGF-Beta 2, TGF-Beta 3, TGF-Beta 4, TGF-Beta 5, bone
morphogenetic proteins (BMPs 1-16) growth and differentiation feixctors (GDFs 1-16),

and activins/inhibins.

There are three mammalian isoforms of TGF-Beta, termed! TGF-Beta 1, 2 and
3. TGF-Betas are produced by virtually all cell types (e.g., epithelial, endothelial,
hematopoietic, neuronal, and connective tissue cells). TGF-Betas ?re secreted as 100-
kDa latent inactive precursor molecules (LTGF-Beta). The LTGF-Beta molecules
consist of> (a) a C-terminal 25kDa dimer signal peptide (active fragment) and (b) the
latent-associated peptide (LAP). LTGF-Beta is activated by cleavalge of LAP from the
active fragment by endopeptidases such as furin, plasmin, thrombin and acidification
of the pericellar space. The liberated active TGF-Beta dimeric fr?gment is stabilized
by hydrophobic interactions and by an inter-subunit disulfide bridge. Furthermore
each monomer comprises several extended beta strands interlocked by three of the

four intra-disulfide bonds and forms a tight structure known as the "Cysteine knot".

TGF-Beta family proteins have been proposed for a number of medical
purposes. These include the reduction of scarring, promotion of’ wound healing and
the stimulation of the replacement of damaged or diseased tissue lat a variety of sites.
These sites include the skin, bone, cartilage, neural tissue, connective tissue (e.g.
tendons and ligaments), ocular tissue, liver and blood vessels e:tc. TGF-Beta 1 and
TGF-Beta 2 have been shown to accelerate wound healing in experimental animal
models, whilst their inhibition reduces subsequent scar formation. TGF-Beta 3 also

significantly reduces scarring both in animal models and in humans and, in 2006,

C\'
N
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represents one of the members of the superfamily that is closest to gaining regulatory

approval for use as a medicament.

It will be appreciated that such clinical uses of members1 of the TGF-Beta
superfamily requires that efficient methods for producing significant quantities of

active growth factors are made available.

Members of the TGF-Beta superfamily have been isolated or produced by
- recombinant means for a number of years. By way of examplc|3 TGF-Beta 3 was
originally purified from human platelets, human placenta and boyine kidney during
the 1980s. In view of the therapeutic potential of TGF-Beta 3, numerous attempts
have been made to produce this protein by recombinant meithods. Due to the
complexity of native biologically active TGF-Beta molecules (hémodimeric protein
with 8 intra-chain disulfide bonds and one inter-chain disulfide bond) they were
originally expressed in eukaryotic organisms (ec.g. see EP0200341B1). However,

eukaryotic expression resulted in relatively low expression levels and was also

associated with high process costs.

Prokaryotic hosts were therefore inves’tigatéd. However it was found that
qﬁcrobial hosts were unable to correctly form the multiple disulfide bonds required
fpr the growth factors to fold into an active form. The misfolded protein formed as
insoluble inclusion bodies within the host cell and these bodies required solubilisation
followed by renaturation to allow the protein to refold into 1ts nat!ive biological active

conformation.

A number of attempts have been made to overcome the jproblems associated

with the formation of active growth factors from prokaryotic hosts. For instance, US
5,922,846, US 5,650,494 and EP-B-0433 225 propose methods f(‘)r the renaturation of
TGF-Beta family proteins from inclusion bodies. However none of these methods
provide quick and efficient methods for the production of clinical grade growth
factors. For instance the inventors have found that many of the prior art refolding
methods contemplated in the abovementioned patents are ineil"fective. Further, the
inventors have found that with even the most preferred prior art refolding conditions
(e.g. 0.05M Tris, 1M NDSB-201, 20%(v/v) DMSO, 2%(w/v)| CHAPS, 1M NaCl,

Q\31
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1%(w/v) GSH, 0.2mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.3 at 2-8 °C) it can take about 7 days to
refold growth factors. This folding time represents an unaccepta|b1e delay in cGMP
manufacture and would result in undesirably high operational costs when large

quantities of active growth factor are required.

It is therefore an object of the present invention to overcome the problems
associated with prior art methods for folding, or refolding, members of the

Transforming Growth Factor Beta superfamily.

According to a first aspect of the present invention there is provided a method
for folding a Transforming Growth Factor Beta, or functional analogue thereof, into a
dimeric, biologically active form comprising adding solubilized, unfolded monomeric
growth factor to a solution containing:

(i) 2-(cylcohexylamino)-ethanesulfonic acid or a functional analogue

thereof; and _

(ii) a low molecular weight sulfhydryl/disulfide redox system; and

incubating the growth factor in the solution until dimeric biologicaily active growth

factor is formed. J

|
The present invention is based on experiments conductedlby the inventors that

f
were conducted in an attempt to improve prior art folding methods.

The Transforming Growth Factor Beta (TGF-Beta) mz:ly be any TGF-Beta
(e.g.. TGF-31, TGF-$2 or TGF-B3). However it is preferred that the TGF-Beta is
TGF-Beta3 (TGF-£33).

By “functional analogue thereof” we mean variants of a TGF-beta that retain
the biological activity of the wild type ‘growth factor. The fl.!mctional analogue is
preferably a protein and, in mature form, may comprise a dim!er of two monomeric
polypeptides of about 112 amino acids in length although it will be appreciated that
functional analogues may be truncated or elongated when compared to the wild-type.
The term also encompasses mutants of wild ~type TGF-beta anqll particularly of TGF-

. . \ .. ! :
Beta 3 that retain, or even have improved, activity when compiared to the wild-type.

Ll
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The inventors have found that the methods of the invention are|also applicable to

folding or refolding of such mutants,

It will be appreciated that “folding”, as defined in the|present invention,

encompasses the “re-folding” of previously folded proteins, and indeed this re-folding
of proteins constitutes a preferred subset of the broader folding encompassed by the

invention.

EP 0 433 225 contemplates a wide variety of "refolding |conditions" that are
alleged to permit a denatured monomer to dimerise and assume a biological active
form. EP 0 433 225 discloses that such conditions should include the presence of a
“solubilizing agent” and a redox system which permits the continuous oxidation and
reduction of the thiol/disulfide pairs. It further contemplates a long list of such
solubilizing agents including detergents; organic, water miscible, sclvents; and
phospholipids or a mixture of two or more such agents. Examples of the detergents
contemplated in the specification include: surface active compeunds, such as sodium
dodecylsulfate (SDS), Triton or Tween, non-ionic mild detergents (e.g. digitonin),
cationic mild detergents (e.8. N-[2,3-(Dioleyloxy)-propyl]-N,N,N-
trimethylammmonium), anionic mild detergents (e.g. sodiuIL cholate, sodium
deoxycholate) and zwitterionic ones (e.g. sulfobetaines (Zwittergent), 3-(3-
chlolamidopropyl)dimethylammonio-1-propane-sulfonate (Chaps),
3-(3 -chlolamidopropyl)dimethylammonio—2-hydroxy- 1-propane-sulfonate (Chapso).

The inventors decided to test out a variety of detergents, including those
contemplated in EP 0 433 225, and were surprised to find that most of the detergents
they tested were ineffective for folding or refolding membe:rs of the TGF-Beta
superfamily whereas those that did work took an unacceptable anf10unt of time to yield
useful amount of active growth factor. Tables 1 and 2 of the Exz:unple illustrate that a
number of such detergents were ineffective. However to the inventors’ surprise they
found that the use of 2-(cylcohexylamino)-ethanesulfonic acid (CHES), and analogues
thereof, in combination with a low molecular weight sulthydryl/disulfide redox
system, in accordance with the first aSpecf of the invention, was:' particularly effective

for producing correctly folded dimeric growth factor. 5

|
|
|
|
|
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The inventors have found that the method according to the first aspect of the
invention represents a significant improvement over prior art melthods. The method
results in significantly improved speed of the process compared to methods
previously disclosed in the literature. In preferred embodiments o'f the method of the
invention folding of the growth factor may be completed within 5 days; preferably
within 3 days; more preferably within 2 days; and most preferably after approximately

24 hours of initiating the folding process.

By the term “2-(cylcohexylamino)-ethanesulfonic acid oz analogues thereof”
we mean the detergent CHES and chemical analogues thereof thatI retain the refolding

properties of CHES.

Suitable analogues of CHES that may be used in accordance with the methods

of the invention may be defined by the following formula:

R4 ‘
f
N XQ C |
OH ’ (D
|
wherein: '

R, and R, are the same or different and are selected from the group consisting
of hydrogen, substituted or unsubstituted C;4 alkyl groups, substituted or
unsubstituted Cig cycloalkyl groups, or a substituted or unsubstituted aromatic

micleus, or R; and R; together form a ring system having up to 10 atoms;

X, and X, are independently selected from —O-, -S-, -S(0), -S(02)-, -NR3-,
-CHR4- and CHRs where Ri, Ry, and Rs are the same d|r different and are
independently selected from the group counsisting of hydrcll)gen, substituted or
unsubstituted C4 alkyl groups, substituted or unsubstituted Cj.g/cycloalkyl groups, or
a substituted or unsubstituted aromatic nucleus or any two of: R3, R4 and Rs may
together form a ring system having up to 6 carbon atoms, subjec’gI to the proviso that at

least one of X, and X, is <CHR4- or ~CHRs-; and |
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X, is selected from C, S, S=0, or P-OH

PCT/GB2007/000814

If one or more of R,.5 are alkyl groups then, depending on the number of

carbon atoms they contain, they may be normal, secondary, tertiary or iso-groups.

Examples of suitable alkyl groups for Rys are Me, Et, n-Pr, 1-Pr, n-Bu, sec-Bu and E-

Bu groups.

If one or more of R;.s are cycloaliphatic then they are preferably a substituted

or unsubstituted cyclohexyl group, most preferably unsubstituted.

If one or more of Ry_s are aromatic then they are preferably a substituted or

unsubstituted phenyl group. .

Preferably R; is hydrogen and R; is cyclohexyl. Alternatively or additionally

X, and X are preferably ~CHy-, alternatively or additionally X i

-S=0.

Preferred examples of compounds of formula (I) that may be employed in the ‘

invention are:

(Ta)

(i.e. a compound of formula (I) in which X and X; are bﬂth —CH,- and Xa is

S=0); i

I
H
N\x/xz\/o
O/ \OH

(Ib)
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(i.e. a compound of formula (I) in which R, is hydrogen, Ry|is cyclohexyl and
X3 1s S=0); and

H

N\/\x A°

3

OH
(Ic)

(i.e. a compound of formula (I) in which R, is hydrogen, Rz is cyclohexyl, and

X, and X, are both —CHj3-).

The preferred example of each of formula (1a), (Ib) and (Ic) is CHES, i.e.

~ /c>5//o
Ha o/ “on

The inventors have established that CHES, and the low molecular weight
sulfhydryl/disulfide redox system, may be used alone to fold the growth factor.
However, in some embodiments of the invention, the inventors have found that CHES
may also be advantageously combined with other agents that have detergent/folding
activity. Examples of such agents include: Taurodeoxycholate, Isopropyl Alcohol,
Arginine-HCI, Non-detergent Sulphobeatine-201 and Non—detelrgent Sulphobeatine-
211. [

It is preferred that the solution comprises a concentration of about 10mM to
2.0M CHES; more preferably 100mM-1.0M and most preferablyll about 0.7M CHES.

;
The abovementioned concentrations of CHES may alsoibe used when CHES

is combined with other agents. For instance a preferred combination of agents that

promote refolding is about 30mM Taurodeoxycholate and 0.7M ;CHES.
|
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By the term “low molecular weight sulfhydryl/disulfide iredox system” we
mean systems that allow the formation of disulfide bonds in the solution. Suitable
systems include reagent combinations such as Glutathione in its oxidized and reduced
form, dithiothreitol in its oxidized and reduced form; beta-mercaptoethanol or beta-
mercaptomethanol in its oxidized and reduced form, Cystine and its reduced form,
and Cystamine and its reduced form. These reagents may be used at a concentration
of about 1uM to 250 mM, especially of about 100pM to 10 mM! The miolar ratio of
such systems for the oxidized and the reduced forms may be between 100: 1 and 1:
100, especially between 6: 1 and 1: 6.

It is preferred that the low molecular weight sulﬂlydryI/disl.ulﬁde redox system
comprises the use of Glutathione in its reduced (GSH) and oxidised (GSSG) forms.
Preferably the solution contains about 20uM-200mM reduced Glutathione; more
preferably 200uM-20mM reduced Glutathione; and most preferably about 2mM
reduced Glutathione. The solution may also contain about 4uM—40mM oxidised
Glutathione; more preferably 40uM-4mM oxidised Glutathione;, and most preferably
about 400uM oxidised Glutathione. . I

Accordingly, preferred low molecular weight sulﬂly;drylldisulﬁde redox
.systems may comprise 200pM-20mM reduced Glutathione and 40pM—-4mM oxidised
Glutathione. The exact ratio of GSH:GSSH will depend on 2 number of factors
including: which growth factor is being folded; the pH of the so|1ution and the CHES
analogue employed in the method of the invention. By way of exl'ample, preferred low
molecular weight sulfhydryl/disulfide redox systems for fplding TGF-Beta 3
comprises about 2mM reduced Glutathione and either about 4(I]OpM or about 2ZmM
reduced Glutathione.

As explained in more detail below, in preferred embodiments of the invention
the low molecular weight sulfhydryl/disulfide redox system may be “aged” before
used to refold the TGF-Beta.

Preferred methods for folding the growth factors involve the use of CHES in
combination with GSH and GSSG as the low molecular weight sulthydryl/disulfide
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redox system. Examples of preferred conditions include exposing unfolded growth
factor to:
(a) 0.7M CHES, 2mM GSH and 0.4mM GSSG;
(b) 30mM Taurodeoxycholate, 0.7M CHES, 2mM GSH and 0.4mM GSSG;

or
(c) 30mM Taurodeoxycholate, 0.7M CHES, 2mM GSH and 2mM GSSG.

It will be appreciated that the abovementioned agents ma)! be dissolved in
water to make a solution according to the invention. However, it will also be
appreciated that the agents may be dissolved in a solution comprising a number of
other compounds. For instance, the solution may also further comprise salts. Salts that
can be used in the solution include salts of sodium, potassium, and calcium with
chloride, sulphate, phosphate, acetate etc. It is preferred that the solution is a sodium
chloride solution at a concentration of 0.5 to 2 M. The solution may, for example, be

phosphate buffered saline.

During their investigations the inventors also established that folding
conditions could be optimised by adjusting the pH and the templerature at which

folding is encouraged to proceed.

Optimal temperature depended on a number of factors such ajs the agents used,
. the pH and also the amount of growth factor to be refoldied‘ Under most
circumstances a temperature of below about 15°C is preferred (for elzxample 2-8°C or
about 10°C). However higher temperatures (e.g. room temperature) were also

effective for some conditions.

The inventors discovered that it was generally preferablelto carry out the

method of the invention at an alkaline pH. The pH is preferably avae about pH 8.0.

and more preferrably above a pH of about pH 8.5. A most preferred pH for the

solution is a pH of about 9.5.

The amount of unfolded growth factor added to the solution was also found to

influence the efficiency of the folding. In general about 0.005—(|).75 mg/mL of a

N
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growth factor may be added to the solution; preferably 0.01-0.5 mg/mL; more

preferably about 0.12-0.25mg/mL of the growth factor; and most preferably about

0.25mg/mL (i.e. 250pug/ml).

The methods of the invention may be employed to fold any monomer of the

Transforming Growth Factor Beta superfamily into a dimeric, biologically active

form. It is preferred that the method is used to fold a TGF-Beta per se (for example

TGF-Beta 1, TGF-Beta 2, or TGF-Beta 3).

It is also preferred that the method is used to fold monomeric precursors (into

active dimer growth factor) that have been produced in prokaryotic|hosts that have

been transformed to express the growth factor. For instance the method is particularly

useful for folding growth factors that are located within inclusion bodies of bacteria

that have been transformed with an expression vector encoding a recombinant growth

factor.

It is most preferred that the methods of the invention are used to fold

monomeric TGF-Beta 3 that is located in an inclusion body |of a bacterium

transformed with a TGF-Beta 3 expression vector (e.g. as described (in Example 1 or

as known to the art). It is most preferred that the TGF-Beta 3 is humman TGF-Beta 3,

recombinant human TGF-Beta 3, or human TGF-Beta 3 that contains mutations that

optimise the growth factor for clinical use in humans,

Examples of most preferred conditions employed to fold TGE-Beta 3 include:
(a) 0.7M 2-(cylcohexylamino) ethanesulfonic acid (CHES), 2mM reduced
Glutathione (GSH), 0.4mM oxidised Glutathione (GSSG), 0.12mg/mL
TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C;

(b) 30mM taurodeoxycholate, 0.7M CHES, 2mM GSI—II, 0.4mM GSSG,
0.12mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C;
(c) 30mM taurodeoxycholate, 0.7M CHES, 2mM GSH, 2mM GSSG,
0.12mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C; or
(d) 0.7M CHES, 1M NaCl, 2mM GSH, 0.4mM GSSG, 0.25mg/mL TGF-
Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C/room temperature.

10
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The inventors developed the folding methods according to thelz invention in a
laboratory (as described in Example 1) and then went on to scale-up the methodology
as described in Example 2. It will be appreciated that the scale-up |of the methods
represent an important feature of the invention. Therefore according to a second
aspect of the invention there is provided a method of producing an active member of
the Transforming Growth Factor Beta superfamily from a prokaryotic host, the
method comprising: |

(a) fermentation of prokaryotic organisms that have breen transformed

to express a member of the Transforming Growth Factor Beta
superfamily;

(b) isolation of inclusion bodies and recovery of expressed protein

from the inclusion bodies;

(c) refolding of the member of the Transforming Gr?wm Factor Beta

superfamily according to the first aspect of the invention; and

(d) purification of the refolded member of the Transforming Growth

Factor Beta superfamily.

It is preferred that step (a) involves the fermentation of bacteria that have been
transformed with an expression vector encoding a member of the Transforming
Growth Factor Beta superfamily. The vector preferably encodes a T(:}F-Beta and most
preferably encodes a human TGF-Beta 3, or a functional analogue Ithereof. It will be
appreciated that the transformed bacterium may be generated using molecular biology

techniques known to the art. An example of such a bacterium is given in Example 1.

It is preferred that the organisms are fermented according to conventional
techniques. This may involve fermentation of a cell paste and harv!c:sting the cells by
taking samples from the fermentation and centrifuging the sarrfple to isolate the
organisms. ;

|:

Step (b) of the method of the second aspect of the invention may involve lysis

of the organisms recovered by centrifugation. The inclusion bodies (IB) may then be

recovered by further centrifugation and washing steps. Preferably the IBs are further

11



WO 2007/104934 - PCT/GB2007/000814

processed by taking steps to solublize the protein within the IBs and then clarifying

them.

The protein (i.e. the unfolded growth factor) from the isolated IBs is then
subjected to the folding methods of the first aspect of the invention according to step

(c) of the method of the second aspect of the invention.

The refolded growth factor should then be further purified according to step
(d). Purification may involve a number of biochemical purification steps such as
ultrafiltration and chromatography. Preferred purification procedures are illustrated in
1.15,1.16 and 1.17 of Example 1. In a preferred embodiment the growth factor is first
filtered; further purified by hydrophobic interaction chromatography;|and then finally
purified by cation exchange chromatography.

Optionally the method of the second aspect of the invention may further
comprise a step (€) wherein the growth factor is formulated at a desired concentration
in a solution and placed in vials. This solution may be the final formulation for
clinical use or may be formulated for storage and/or transported. T!he growth factor

may then be finished to form the final clinical product at a later date.

The inventors have recognised that W(099/18196 discloses the use of CHES
for refolding Bone Morphogenetic Proteins (BMPs). Howevelr the techniques
" disclosed in W099/18196 would not be considered by a skilled ma‘n to be useful for
refolding TGF-Beta, and TGF-Beta3 in particular, according to the methods of the
first or éecond aspects of the invention. The skilled person would come to this |
conclusion for a number of reasons. These include:

.'

(a) W099/18196 discloses methods for the solubilisation of the BMP
inclusion bodies should use denaturants such as Guanidine-HCL ér by acidification
with an acid such as Acetic Acid. The inventors have found that acidification resulted
in low recoveries of TGF-Beta 3 from the inclusion bodies. The)‘l/ found that when
TGF-Beta 3 was solubilised in acid and the pH was then titrated t6 9.5 (the preferred
pH for refolding according to the invention), that this change from acid to alkaline pH
resulted in irreversible aggregation of TGF-Beta 3 (due to the T(!3F~Beta 3 crossing

T
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its isoelectric point (pH 6.4)). This resulted in very low TGF-Beta 3 yields. The
Guanidine-HCL was also examined as a solubilisation agent, thoulgh it gave very
good recoveries of TGF-Beta 3 from inclusion bodies it was too strong a denaturant
and prevented TGF-Beta 3 fromrefolding. Accordingly the inventors found the
solubilisation steps of the prior art unsuitable. Experimentation did establish that
solubilisation of inclusion bodies using 6M Urea and 0.1M DTT gave good recoveries
of TGF-Beta 3 and allowed the TGF-Beta 3 to refold once it was diluted in the refold
buffer. Accordingly it is preferred that TGF-Beta 3 is solubilised from inclusion
bodies using Urea and DTT.

(b) W099/18196 also states that the BMP can be clarified using size
exclusion chromatography (SEC)or reverse phase high perlformance liquid
chromatography (RP-HPLC). Both these methods would be unsuitable for the
commercial scale manufacture of TGF-Beta 3. In SEC, sample volume influences the
resolution of the sample (the smaller the sample volume the better the purification
resolution). Commercial scale methods .according to the second aspect of the
invention may produce about 50L of solubilised inclusion bodlies. It would be
impractical to use SEC for such volumes because to process this volume in a single
run would require a column (or multiple columns) with a single/combined bed-
volume of 724 L. RP-HPLC is generally used as analytical tooll due to the small
column volume and again would be impractical to use in the icommercial scale
manufacture of TGF-Beta 3 for the same reasons. It is preferred that the method of the
second aspect of the invention uses Tangential Flow Filiration (TFF) which

gives TGF-@33 purities of 70% and above.

(c) It is known that purity of an expressed protein affec:ts refold yields. As
a general rule the higher the purity of the expressed protein thef: higher the refold
yields. The inventors have found that TGF-33 purities of 70% (o:f total protein) and
above give high refold yields and that low TGF-G3 purities (<56% of total protein)
gave low refold yields. Accordingly it is preferred that TGF-G3 used in methods of the
invention are greater than 50% pure and more preferably about 750% (or more) pure.
This purity may be achieved by including washing steps of the ix,ilclusion bodies and

clarification of the solublised TGF-Beta 3 using TFF (e.g. see Example 2).

13
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(d)  TGF-Beta 3 undergoes significant changes in conformation (sec_ondary
structure) and solubility at different pHs. As the pH of a TGF-Beta 3 containing
solution is moved from acidic (<pH 3.8) to alkaline pH(<pH 8.0), aggregates appear,
with an aggregation maximum occurring between pH 6.5 and pH 8.5r. W099/18196
states that the preferred pH of refolding BMPs to be approximately 8.5. However this
would be unsuitable for the refolding of TGF-Beta 3 as this would cause TGF-Beta 3
to aggregate and therefore significantly reduce refold efficiency and yield.
Accordingly it is preferred that the methods of the invention utilising a refolding
buffer at pH greater than 8.5, preferaby greater than pH 9.0 and most preferably a pH
of about 9.5.

(e) The inventors have also found that the optimal concentrations of the Redox
pair (e.g. reduced and oxidised Glutathione) in the Refold Buffer carll be different for
BMP and TGF-Beta 3. Preferred. concentrations of Reduced Glutat1|1i01le (GSH) and
Oxidised Glutathione (GSSG) used in the manufacture of TGF-Beta 3 according to
the invention is 2mM and 0.4mM respectively. Furthermore the inveI:ntors have found
that it is most preferable, once the redox pair are dissolved in solutién, that the buffer
is aged for at least 2 hours, preferably at least 3-5 hours and most preferably for about
7 hours. The inventors do not wish to be bound by any hypothesis with regards the
benefits of the redox pair “aging”, they have noted that, in aqueous solutions GSH
readily oxidises to produce GSSG and at physiological pHs the half-life of GSH is
approximately 4 hrs. Furthermore the inventors suspect that the helllf-life of GSH in
preferred TGF-Beta refolding buffer (pH 9.5) would be significantly lowered (at
alkaline pHs there would be less hydrogen ionsto protonate the reactive thiolate
groups in GSH to produced unreative thiols). A conservative estima{tion of half life of
GSH at pH 9.5 would be 3hrs. Therefore after 7 hours of jbuffer aging the
concentrations of the redox pair would therefore be approximatel}l,' 0.5mM of GSH
and 1.15mM of GSSG. Accordingly these concentrations are prefer!red concentrations
for refolding TGF-Beta3. W099/18196 states the preferred concent'ration of the redox
pair to be 2mM of GSH and 1mM of GSSG (for folding BMP). This increased
concentration of GSH would significantly prolong the refolding of TGF-Beta 3, and
may reduce yield (as GSH breaks the disulfide bonds in proteins). In addition
W099/18196 states the requirement of SmM EDTA in the refold buffer. The presence

14
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of chelating agents such as EDTA in the refold buffer would stabilise GSH (i.e
increase GSH half-life) this would further increase the refold time of TGF-Beta 3 and

may reduce yield.

H W099/18196 states the preferred concentration of BMP in the refold buffer to
be 1-100ug/mL, this is significantly lower than the concentrations thle inventors have
found is useful in the manufacture of TGF-Beta 3 (optimally 250ug/mL). 250ug/mL
of TGF-Beta 3 gave a higher refold efficiencies than 100ug/mL of rllGF-Be’[a 3. Itis
therefore preferred that the methods of the invention utilise more that 100ug/mL of
TGF-Beta 3 in the refolindg step and preferably about 250ug/mL of T;GF-Beta 3.

(g) WQ099/18196 states the preferred temperature of the refold| of BMPs to be
20°C. The inventors have observed that refolds of TGF-Beta 3 done at room
temperature (22°C) results in the aggregation of TGF-Beta 3 and |that refolding of
TGF-Beta 3 should occur below 15°C (preferably 2-8°C or about 105C) to support the

productive folding pathway of TGF-Beta 3 and the suppressicml of hydrophobic

interaction. ' l‘

|

A most preferred method according to the second aspect 0% the invention is
illustrated in Figure 10. Details of conditions and protocols suital?le for use in the
preferred method illustrated in Figure 10 are set out in Figures 11 ’to 26. It will be
appreciated by the skilled person that, although the conditions and protocols set out in
these Figures may preferably be used in the method illustrated in Fiéure 10, they may,
except for where the context requires otherwise, be used to effect any suitable folding
method in accordance with the present invention. I

|

The invention will be illustrated further by Examples and with reference to the
~ following drawings, in which: ‘ !

Figure 1: is a photograph of an illustrative SDS-PAGE gel of post—llinduction samples
from shake flasks referred to in 1.4 of Example 1 wherein lane li& 6 are Mark 12
standards (Invitrogen); and lanes 2-5 are loaded with 3pL of clom?s 1-4 respectively

(3hrs post induction); :
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Figure 2: is a photograph of an illustrative Western blot wherein the first lane is a
standard of non-reduced TGF-Beta 3 and lanes 2-12 correspond to Experimental
conditions 2-12 in Table 1 of Example 1 and demonstrates that condition 12 was
successful in producing correctly folded dimeric TGF-Beta 3;
Figure 3: is a photograph of an illustrative Western blot demonstrating the foiding of
monomeric and dimeric TGF-Beta 3 as discussed at 1.14 of Example|1 wherein lanes
1-18 correspond to Experimental conditions 1-18 in Table 3 of Example 1 after 7 day

incubations;

Figure 4: is a photograph of an illustrative Western blot demonstratir’lg the folding of
monomeric and dimeric TGF-Beta 3 as discussed at 1.14 of Example' 1 wherein lanes
19-36 correspond to Experimental conditions 19-36 in Table 4 of Example 1 after 7
day incubations;
Figure 5: is a photograph of an illustrative Western blot demonstrating the folding of
monomeric and dimeric TGF-Beta 3 for most preferred refolding conditions
according to the invention as discussed at 1.14 of Example 1|wherein lane 1
represents refolding at day 0; lane 2 represents refolding after 1 day;|lane 3 represents
refolding after 2 days; lane 4 represents refolding after 3 days and lane 5 is a standard
of non-reduced TGF-Beta 3;
Figure 6: is a photograph of an illustrative Western blot demonstrating the folding of

monomeric and dimeric TGF-Beta 3 utilising prior art refolding techniques as
discussed at 1.14 of Example 1 wherein lane 1 represents refolding after 1 day ; lane 2
represents refolding after 2 days ; lane 3 represents refolding after 3 days; and lane 5
represents refolding after 7 days treatment;

Figure 7: represents chromatograms illustrating the amount of dimeric TGF-Beta 3
produced by a most preferred refolding condition according 'foI the invention as
- discussed at 1.14 of Example 1 after purification by cation exchange HPLC of
refolded TGF-Beta 3 samples (a) on day 0, (b) after 1 day and (c) afit:er 2 days.
Figure 8: represents a chromatogram illustrating the amount off monoméric and
dimeric TGF-Beta 3 produced by a most preferred refolding cond:ition according to
the invention as discussed at 1.15 of Example 1 after purification byi ultrafiltration and
hydrophobic interaction chromatography on a Butyl-Sepharose column;

Figure 9: represents a chromatogram illustrating the amount of di imeric TGF-Beta 3

produced by a most preferred refolding condition according to the invention as
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discussed at 1.16 of Example 1 after purification by cation exchange chromatography
on a SP-Sepharose column;

Figure 10: is a schematic flow diagram illustrating a preferred method according to
the second aspect of the invention in which: (A) represents the fermentation and
Inclusion Body (IB) recovery step; (B) represents the IB solubilization and
clarification step; (C) represents a réfold step according to the first aspect of the
invention; (D) represents a purification step; and (E) represents a step, for formulation
and file of the drug product. | |

Figure 11: illustrates preferred conditions and protocols for fermentation suitable for
use in methods of the invention such as that set out in Figure 10(A) (1);

Figure 12: illustrates preferred conditions and protocols for harvest and centrifugation
suitable for use in methods of the invention such as that set out in Figure 10(A) (i1);
Figure 13: illustrates preferred conditions and protocols for cell lysis|and IB recovery
suitable for use in methods of the invention such as that set out in Figure 10(A) (iii);
Figure 14: illustrates preferred conditions and protocols for |inclusion body
solubilisation suitable for use in methods of the invention such as that set out in
Figure 10(B) (1);

Figure 15: illustrates preferred conditions and protocols for: (A) clarification

membrane preparation (Figure 10(B) (i))); and (B) pre-refold UF/DF membrane
preparation (Figure 10(B) (ii1)) suitable for use in methods of the invention;

Figure 16: illustrates two preferred conditions and protocols (A and B) for inclusion
body clarification suitable for use in methods of the invention suchias that set out in
Figure 10(B) (11);

Figure 17: illustrates two preferred conditions and protocols (A and B) for pre-refold
UF/DF suitable for use in methods of the invention such as that sei{: out in Figure 10
(B) Gi); |

Figure 18: illustrates two preferred conditions and protocols (A allnd B) for protein
refolding suitable for use in methods of the invention such as that sét out in Figure 10
(© Gy |

Figure 19: illustrates preferred conditions and protocols for post-refold ulirafiltration
membrane preparation suitable for use in methods of the invention such as that set out

in Figure 10 (D) (1);
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Figure 20: illustrates two preferred conditions and protocols (A and B) for post-refold
ultrafiltration and butyl load preparation suitable for use in methods of the invention
such as that set out in Figure 10 (D) (i);
Figure 21: illustrates two preferred conditions and protocols (A and|B) for packing
Butyl Sepharose 4 Fast Flow resin suitable for use in methods of the invention such as
that set out in Figure 10 (D) (ii);
Figure 22: illustrates two preferred conditions and protocols (A and B) for using Butyl
Sepharose 4 Fast Flow resin in a manner suitable for use in methods (of the invention

such as that set out in Figure 10 (D) (ii);

Figure 23: illustrates two preferred condiﬁons and protocols (A and B) for cleaning
. and regeneration of Butyl Sepharose 4 Fast Flow resin after use in methods of the
invention such as that set out in Figure 10 (D) (ii),
Figure 24: illustrates preferred conditions and protocols for cleaning SP Sepharose
Fast Flow resin before use in methods of the invention as that set out! in Figure 10 (D)
(1i1);
Figure 25: illustrates preferred conditions and protocols for packing SP Sepbarose

Fast Flow resin suitable for use in methods of the invention such as that set out in
Figure 10 (D) (iii);

Figure 26: illustrates two preferred conditions and protocols (A and B) for using SP
Sepharose Fast Flow resin in a manner suitable for use in methods of the invention
such as that set out in Figure 10 (D) (iii);

Figure 27: illustrates preferred conditions and protocols for cleaning SP Sepharose
Fast Flow resin: (A) after use; and (B) pfe-use/regeneration as set out in Figure 10
(D) (i1i);

Figure 28: illustrates two preferred conditions and protocols (A] and B) for final
UF/DF membrane preparation suitable for use in methods of the invention as that set
out in Figure 10 (E) (i); and | |
Figure 29: illustrates two preferred conditions and protocols (A anll B) for UF/DF of
SP Sepharose elution purified TGF-G3 solution, and final filling, that are suitable for

use in methods of the invention such as that set out in Figure 10 (E)(i).

18
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EXAMPLE 1

The inventors investigated whether or not improved methods of re-folding members
of the TGF-Beta superfamily could be established. The following example is
illustrative of the application of the methods of the invention to the re-lfolding of TGF-
Beta 3.

First, a study was set up to first screen re-fold reagents (see 1.13). Reagents that were
found to aid re-folding in the primary screen were then taken forward as described
herein, for further optimisation to maximise yield and reduce refold timelines (see
1.14). Finally methods of purifying the refolded growth factor were investigated
(1.15- 1.17).

Methods employed to test the biological activity of TGF-Beta 3 are described at 1.18,

These studies lead the inventors to realise that improved methods of folding members
of the TGF-Beta superfamily into an active form may be established ]‘by following the
method defined by the first aspect of the invention.

|
EXPERIMENTAL: !‘
1.1 Nucleotide Sequence |

The nucleotide sequence coding for TGF-Beta 3 active fragment is as follows:
GCT TTG GAC ACC AAT TAC TGC TTC CGC AAC TTG GAC CAC AAC
TGC TGT GTG CGC CCC CTC TAC ATT GAC TTC CGA CAG GAT CTG
GGC TGG AAG TGG GTC CAT GAA CCT AAG GGC TAC TAT GCC AAC
TTC TGC TCA GGC CCT TGC CCA TAC CTC CGC AGT GCA GAC ACA
ACC CAC AGC ACG GTG CTG GGA CTG TAC AAC ACT CTQ AAC CCT
GAA GCA TCT GCC TCG CCT TGC TGC GTG CCC CAG GAF CTG GAG
CCC CTG ACC ATC CTG TAC TAT GTT GGG AGC ACC CCF AAA GTG
GAG CAG CTC TCC AAC ATG GTG GTG AAG TCT TGT AARA TGT AGC

(SEQ ID No. 1)

1.1 ¢DNA Generation

Total RNA from a human incisional wound (taken day 5 post-wounding) was treated
with DNA-Free (Ambion) to remove any contaminating DNA. Usinlg total RNA as a
template, TGF-Beta3 cDNA was generated by Reverse Transcill:)tase-Polymerase
Chain Reaction (RT-PCR). The RT-PCR master mix was prepared from Brilliant®
QRT-PCR Core Reagent Kit, 1-Step (Stratagene). One microgram of RNA was added
to S50uL of a solution containing: One-step QRT-PCR buffer, 0.21111\"4 dNTPs, 3.5mM

|
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MgClp, 1pL StrataScript reverse transcriptase, Taq Polymerse 2.5 un|1ts 0.4uM Sense
primer (5 GAT ATA CCA TGG CTT TGG ACA CCA ATT ACT ACT GC 37)
(SEQ ID No. 2), 0.4pM Sense primer (5’-CAG CCG GAT CCG QTC GAC TCA
GCT ACA TTT ACA AGA C 3”) (SEQ ID No. 3). The reactlon[was placed in a
thermal cycler (Hybaid PCR Express) and run under the following conditions: 30min
at 45°C, 10min at 95°C, then 40 cycles of 95°C for 30 sec, 65°C for 1 min and 72°C
for 1 min. Final step of 72°C for 10 min. PCR samples were run on 2% (w/w) agarose
gel to verify band size and purified using Wizard PCR Prep Kit (Promega).

1.2 Vector Cloning and Host Cell Transformation.
The pET-24d vector is derived from pBR322 vector and contains a Tj7 promoter under
~ LacUVS5 control and a kanamycin resistant marker gene.

The TGF-Beta 3 ¢DNA fragments (generated in Section 1.1) Were digested with
0.75uL. of Neol (New England Biolabs) and 0.75uL of BamH]1 (New England
Biolabs) with 1 X BamH1 Buffer (New England Biolabs) in a 15uL reaction
(Nuclease Free Water, Novagen) at 37°C for 4 hours.” One mlcrohter of pET-24d
plasmid- (Novagen) was digested in the same manner. The dlgested cDNA and the
large plasmid fragment were agarose gel purified and recovered using the SpinPrep
Gel DNA extraction kit (Novagen)

The purified cDNA and plasmid fragments were ligated usm'g T4 ligase kit
(Novagen). The ligated ¢cDNA /plasmid was transformed into |HMSI74 (DE3)
(Novagen HMS174 (DE3) transformation kit). The transformants were selected by
plating on Luria broth (LB) agar plates containing 50ug/mL kana.mycm (Invitrogen).
Three clones were selected for restriction digest and/or expression. {

1.3 Clone Screening for Product Expression ‘

Clones were grown in shake flask cultures of half strength ‘Terrific Broth’ (6g/L
phytone peptone (Becton Dickinson), 12g/L. yeast extract (Bectonlchkmson) 2g/L,
glycerol (JT Baker), 1.16g/L potassium phosphate monobasic (JT Baker), 6.25g/L
potassmm phosphate dibasic (JT Baker), QS to 1 Litre with dlstﬂled water) and
induced in exponential phase at ODgyo between 0.65 and 0.85 w1th 1mM isopropyl
beta-D-thiogalactopyranoside (IPTG). Post—induction samples Were taken 3 hours
after the addition of IPTG and analysed by sodium dodecylsulfate p,olyacrylam1de gel
electrophoresis (SDS-PAGE) for product induction and expression. Clones 1-4
. pre/post induction sample aliquots and Mark 12 molecular |Welght standards
(Invitogen- molecular weight range 2.5-200kDa) were run on NuPAGE@ Novex 12%
Bis-Tris Gel, 1.0mm (Invitrogen) for approximately 40-50 minutes at 120milliAmps
- and 200 Volts and then stained with Coomassie Blue. A protein whase size is between
6 and 14.4 kDa (i.e., TGF-Beta 3 monomer) is clearly induced!in each of these
cultures (see Figure l) with Clone 2 expressing the greatest amount of TGF-Beta 3
protein.

1.4 Frozen Cell stock
Clones 1-4 were grown in shake flasks in half strength Terrific Broth to an ODyggq of
approximately 1. and stored as glycerol stocks by the addition of glycerol to
20%(v/v). 1.2mL of broth was aliquoted into 12 x 2mL cryovials (which contained
~0.3mL of glycerol) and then stored at -70°C.
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1.5  Sequence Confirmatlon of TGF-Beta 3 Gene.

Samples of the cultures used for frozen cell stocks were taken befo1e the addition of
glycerol and used for plasmid isolation using a Qiagen MiniPrep Kzt The isolated
plasmid was sequenced and verified using a T7 promoter primer (5’ ITAA TAC GAC
TCA CTA TAG GG-3’) (SEQ ID No. 4) and a T7 terminator prn:ner (5’-GCT AGT
TAT TGC TCA GCG G-3) (SEQ ID No. 5).

1.6  Seed Culture,

As Clone 2 expressed the highest amount of TGF-Beta 3 protein an ampoule of frozen
stock (from Section 1.4) was recovered and inoculated into a 2 Litre baffled
Erlenmeyer flask, containing 500mL of HySoy medium (12g/Li Hy-Soy (Quest
International), 24g/L yeast extract(Becton Dickinson), 10g/L NaCl (Sigma) and 10g/L
glyceroi(Sigma) and 50pg/mL of kanamycin. The flask was mcubated with shaking at
37°C and 200rpm and sampled periodically to measure ODss. When the OD of the
culture reached 3.21 U/mL (after 7 hours) the cell broth was used to seed a 150L
fermenter (100 L working volume).

1.7  Fermentation
Nine hundred millilitres of cell broth {from Section 1.6) was used tojinoculate a 150 L
fermenter (WHE) containing 90 L of Batch Culture Media (0. 6g/L K;HPOq, 0.4g/L
KH2HP04 1.25g/L NH4SO04, 12g/L HY-Soy, 24g/1. yeast extract and 10g/L glycerol).
The fermentation operating parameters were controlled as fo]lows temperature set
point, 37°C; pH set point, 7.0 (maintained using 4N ammonium hydrox1de and 4N
phosphoric acid), and; dissolved oxygen (DO) initially calibrated to|100%. The vessel
head pressure was 7 psi, and the agitation and airflow were 200-400rpm with one
volume of air per volume of medium per minute (vvm or sipm), respectively. DO was
maintained above 20% by adjusting the fermentation set point parameters in the
following priority: Agitation (max 400rpm), aeration (max 1!5 vvm), oxygen
supplementation (max 33.3 Ipm), and backpressure (max 12 p31) Foaming was
controlled with Pluronic 1L-61 (25% v/v). When the OD of the culture reached
10U/mL a glycerol feed (50% v/v) was initiated at a flowrate of 45mL/mm When OD
reached 40 U/mL, the cells were induced with the addition of IPTG to 0.2mM final
concentration.

1.8 Harvest

After 4 hours post-induction, the fermenter was chilled to 10°C and the airflow and
agitation were reduced to 0.3vvm and 100rpm respectively. Foan!n and pH controls
were terminated and backpressure was adjusted to 3psi. The cultur‘;a was harvested by
continuous centrifugation with a Westfalia CSA 8 continuous cen’mfuoe at 10°C. The
centrifuge was operated at 15,000 rpm and a flow rate of 3 litres per min and cell

slurries collected.

1.9  Cell Lysis and IB Recovery

The fermentation cell paste (from Section 1.8) was diluted 1:5|with Lysis Buffer
(6.1g/L. TrizmaBase(Tris), 3.7g/L ethylenediaminetetraacetic ac1d(EDTA) 58.44g/L
NaCl and 10g/L Triton X-100, pH 8.0) and re-suspended usmg a hand held
homogenizer. The re-suspended cell paste was passed twice through a high-pressure
homogenizer (parameters: pressure, 10,000 psig; flow rate, | 450mL/min; and
temperature, 15°C). The homogenised cell lysate was then centrifuged (bucket
centrifuge, fixed-angle rotor) at 5,000xg for 20minutes at 4°C. The supernatant was
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discarded leaving insoluble (inclusion bodies) TGF-Beta 3. The inclusion body (IB)
pellet was re-suspended in Wash Buffer (6.1g/L Tris and 3.72g/Ll EDTA, pH 8.0)
using a hand held homogenizer and centrifuged (5,000 x g for 20 minutes at 4°C).

1.10  Inclusion Body Solubilization

The sediment from Section 1.9 was diluted 1:10 with Solubilizatit?n Buifer (6.1g/L
Tris, 15.4g/L. DL-dithiothreitol(DTT) and 360.4g/L urea, pH 8.0) |a.nd re-suspended
using a hand held homogenizer. The suspension was covered and left stirring for 60-
75 minutes, at room temperature to solubilize the inclusion bodies 'and reduce TGF-
Beta 3 to its monomeric form. The pH of the re-suspended pellet was adjusted to pH

9.4-9.6 with NaOH/acetic acid before incubation for a second time fér 60-75 minutes.

1.11  Clarification/Ultrafiltration and Diafiltration

Solubilized material from Section 1.10 was clarified, concentrated and dia-filtered in
a Tangential Flow Filtration (TFF) system (Millipore). Initial |clarification and
concentration was achieved with a pre-conditioned clarification| TFF membrane
(Millipore Pellicon 1000kDa, regenerated cellulose, screen V). The clarified TGF-
Beta 3 was collected in the permeate. Switching to a Ultraﬁltr%nion/Diaﬁltration
(UF/DF) membrane (Millipore Pellicon 5kDa, regenerated cellulose, screen C), the
TGF-Beta 3 was then washed in 6 diavolumes of Solubilisation Buffer (6.1g/L Tris,
15.4g/L DTT and 360.4g/L urea, pH 9.5).

1.12  Re-fold Screening Matrix 1

1.12.1 Methodology

TGF-Beta 3 protein content in the clarified material from Section 1.11 was quantified
using the RC DC™ Protein Assay (BioRad) in conjunction with SDS-PAGE,
Coomassie Blue Staining and densitometry. The TGF-Beta 3 material was diluted
into a series of refold buffers (See Tables 1 and 2). ImL samples were taken daily
over a 6-day timeline and analyzed under non-reducing conditions using SDS-PAGE.
Sample aliquots and Mark 12 molecular weight standards (Invit:ogen- molecular
weight range 2.5-200kDa) were run on NuPAGE® Novex 12% Bis-Tris Gels, 1.0mm
(Invitrogen) for approximately 40-50 minutes at 120milliAmps and 200 Volts. The
protein samples were then electrophorectically transferred to nitrocellulose membrane
(Invitrogen) using a Novex Blotting apparatus (Invitrogen). The; membrane was
blocked with 5%(w/v) skimmed milk powder, 1% (v/v) polyoxyethylenesorbitan
monolaurate (Tween 20;Sigma) in phosphate buffered saline (PBS):. The membrane
was washed (PBS, 0.1%(v/v) Tween 20) and incubated for 1 hour in primary
antibody (Anti- TGF-Beta 3, MAB643(R&D systems) diluted 1:500 in PBS and
0.1(v/v) Tween 20). Following incubation with the pn'mar)lf antibody, the
nitrocellulose was washed in washing buffer (PBS, 1% (v/v) Tween 20). The
nitrocellulose was then incubated for an additional 1 hour in the secl:ondaly antibody
{Goat anti-mouse 1gG conjugated with alkaline phosphatase (Abcam PO397) diluted
1:2000 with PBS, 0.1% (v/v) Tween 20). The membrane was again vllvashed (PBS, 1%
(v/v) Tween 20 before developing with Western Blue Stabilized Substrate for
Alkaline Phosphatase (Promega). l

The MAB 643 antibody detects correctly refolded monomeric and dimeric TGF-Beta
3 species. C

|
|
l
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1.12.2 Results
Tables 1 and 2 summarise the results obtained testing refolding of TGF-Beta 3 under
50 different experimental conditions

The inventors established that the conditions described below (i.e. experimental
conditions 12, 19, and 44) produced correctly refolded dimeric TGF-‘Beta 3:

1. 0.7M 2-(cylcohexylamino) ethanesulfonic acid (CHES), ZmM reduced
glutathione (GSH), 0.4mM oxidised Glutathione (GSSG), 0.12mg/mL TGF-Beta 3,
pH 9.5 at 2-8°C (Experimental cond1t10n 12).

2. 30mM Taurodeoxycholate, 0.7M CHES, 2mM GSH, 0.4mM GSSG,
0.12mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C (Experimenta] condition 19),

3. 30mM Taurodeoxycholate, 0.7M CHES, 2mM GSH 2mM  GSSG,
- 0.12mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C (Experimental condition 44)

By way of example Figure 2 illustrates the effectiveness of Experimental Condition
12.
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Table 1. Re-fold Screening Matrix and Results |
Experimenta | Temp | Detergent TGF-Beta 3 | GSH | GSSG -| Presence of Correctly
1 Condition L cone, cone. | Conc. .| Re-folded dimeric
- | B . | TGF-Beta 3 by
- | Western Blot _
o — . ST .. ‘:v"' N ‘-;‘_‘,“ ) R g ,A(NIAB643) ailalysis i
1 2-8°C | 100mM 0.12mg/mL | 2mM | 04mM | None detected
Zwittergent 3-08
2 2-8°C | 40mM 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM | None detected
Taurocholate !
3 2-8°C | 40mM Big CHAP | 0.12mg/mL [ 2mM | 0.4mM !} None detected
4 2-8°C | 60mM Hexy! 0.12mg/mL. | 2ZmM | 0.4mM || None detected
glucopyranoside
5 2-8°C | 0.5%(w/v) ASB-14 | 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM || None detected
6 2-8°C | 0.5%(w/v) 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM |; None detected
DDMAB
7 2-8°C | 0.5%(w/v) CTAB 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM || None detected
8 2-8°C | 0.2%(w/v) SDS 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM || None detected
9 2-8°C | 0.1%(w/v) 0.12Zmg/mL | 2mM | 0.4mM || None detected
Dodecyl-b-D-
maltoside
10 2-8°C | 0.1%(w/v) Tween | 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM |; None detected
20 ) .
11 2-8°C | IM NDSB-201 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM || None detected
12 2-8°C | 0.7M CHES 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM || Dimer
13 2-8°C [ 20%(v/v) Sucrose | 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM || None detected
14 2-8°C | 20%(v/v) Glycerol | 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM || None detected
15 2-8°C | 20mM Zwittergent | 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM || None detected
3-1240.5M
Arginine I
16 2-8°C | 20mM Zwittergent | 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM | | None detected
3-08 + IM NDSB-
221 |
17 2-8°C | 30mM 0.12mg/mL. | 2mM | 0.4mM ! | None detected
Taurodeoxycholate '
+ 0.5M Arginine i
18 2-8°C | 30mM 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM | | None detected
Taurodeoxycholate
+ 1M NDSB-221
19 2-8°C | 30mM 0.12mg/mL. | 2mM | 0.4mM | | Dimer
Taurodeoxycholate
+ 0.7M CHES
20 2-8°C | 0.5M Arginine 0.12mg/mL | 2ZmM | 0.4mM | | None detected
21 2-8°C | 40mM Octyl- 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM ‘ None detected
Thioglucopyranosi
de
22 2-8°C | 60mM 0.12mg/mL | 2mM | 04mM| | None detected
Hexylglucopyranos '
ide + 0.1%{w/v) |
PEG-6000 |
23 2-8°C | 30% (v/v) Ethanol | 0.12mg/mL | ZmM | 0.4mM} | None detected
24 2-8°C | 20% (v/v) 0.12mg/mL | 2mM | 0.4mM. } None detected
Isopropy! Alcohol '
25 2-8°C | 30mM 0.12mg/mL. | 2ZmM | 0.4mM/ | None detected
Taurodeoxycholate
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Table 2, Re-fold Screening Matrix and Results
Experimenta | Temp.| Detergent.- ... . | TGF-Beta3 | GSH | GSSG| | Presence of Correctly
| Condition = |-". . f-" 7 conc. - | conc. | Come.| [ Refolded dimeric TGF-
S i S Beta.3 by Western Blot
- o Y R T DR T (MABG643) analysis '
26 2-8°C | 100mM Zwittergent | 0.12mg/mL. | 2mM | 2mM None detected
3-08 ‘
27 2-8°C | 40mM Taurocholate | 0.12mg/mL | 2mM | 2mM | | None detected
28 2-8°C | 40mM Big CHAP 0.12mg/mL | 2mM | 2mM | | None detected
29 2-8°C | 60mM Hexyl 0.12mg/mL | 2mM | 2mM | | None detected
glucopyranoside’
30 2-8°C | 0.5%(w/v) ASB-14 0.12mg/mlL | 2ZmM | 2mM None detected
31 2-8°C | 0.5%(w/v) DDMAB | 0.12mg/mL | 2mM | 2mM | | None detected
32 2-8°C | 0.5%(w/v) CTAB 0.12mg/ml. | 2mM | 2mM | | None detected
33 2-8°C | 0.2%(w/v) SDS 0.12mg/ml. | 2mM | ZmM None detected
34 2-8°C | 0.1%(w/v) Dodecyl- | 0.12mg/mL | ZmM | ZmM None detected
b-D-maltoside
33 2-8°C | 0.1%(w/v) Tween 20 | 0.12mg/mL | 2mM [ 2mM! | None detected
36 2-8°C | IM NDSB-201 0.12mg/ml. | 2mM | 2mM| | None detected
37 2-8°C | 0.7M CHES 0.12mg/mL | 2mM | 2mM | | None detected
38 2-8°C | 20%(v/v) Sucrose 0.12mg/mL | 2mM | 2mM | Nope detected
39 2-8°C | 20%f{v/v) Glycerol 0.12mg/mL | 2mM | 2mMi | None detected
40 2-8°C | 20mM Zwittergent 3- [ 0.12mg/mL | 2mM | 2mM | None detected
. 12 + 0.5M Arginine . l
41 2-8°C | 20mM Zwittergent 3- | 0.12mg/mL | 2mM 2me Noune detected
08 + IM NDSB-221 - I
42 2-8°C | 30mM 0.12mg/ml | 2mM | 2mM| None detected
Taurodeoxycholate + | - l
| 0.5M Arginine |
43 2-3°C | 30mM 0.12mg/mL | 2mM ZmMJ None detected
Taurodeoxycholate +
1M NDSB-221 |
44 2-8°C | 30mM 0.12mg/mL | 2mM | 2mM! Dimer
Taurodeoxycholate + l
0.7M CHES j
45 2-8°C | 0.5M Arginine 0.12mg/mL | 2mM | 2mM None detected
46 2-8°C | 40mM Octyl- 0.12mg/mL | 2mM | 2mM! None detected
Thioglucopyranoside |
47 2-8°C | 60mM 0.12mg/mL | 2mM | 2mM None detected
Hexylglucopyranosid !
e +0.1%(w/v) PEG-
6000
43 2-8°C | 30% (v/v) Ethanol 0.12mg/mL | 2mM | 2mM None detected
49 2-8°C | 20% (v/v) Isopropyl | 0.12mg/ml. | ZmM | 2ZmM None detected
Alcohol !
50 2-8°C | 30mM 0.12mg/mL | 2ZmM | 2mM None detected
Taurodeoxycholate :
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1.13 Refold Optimisation
The conditions from Experiment 12 (0.7M CHES, 2mM GSH, 0.4mM GSSG,
0.12mg/mL TGF-Beta 3 at pH 9.5 at 2-8°C) resulted in particularly well-folded TGF-
Beta 3. These conditions were therefore selected for further optimisation.

Parameters investigated were:
¢ TGF-Beta 3 concentration (0.1mg/mL, 0.25mg/mL and 0.5mg/mL)
e pH(8.0,9.0 and 9.5)
e Temperature (2-8°C and room temperature)
s Addition of 1M NaCl

The TGF-Beta 3 material from Section 1.12 was diluted into a|series of re-fold
conditions (see Tables 3 and 4). 1ml samples were taken daily over a 6-day timeline.
Day 6 samples were analyzed under non-reducing conditions usmg SDS-PAGE and
Westemn blotted (see Section 1.13 for methodology). Correctly re- folded TGF-Beta 3
monomer was detected by Western blot in all re-fold conditions. Correctly re-folded
TGF-Beta 3 dimer was detected by Western Blot in all expenments containing 1.0M
NaCL (See Figures 3 and 4).

The conditions under which the greatest amount TGF-Beta 3 was|re-folded into its
dimeric state was experimental condition 34 (0.7M CHES, 1M NaCl, 2mM GSH,
0.4mM GSSG, 0.25mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C/room temperature).

Day 0, 1, 2 and 3 samples from experimental condition 34 were run on non-reducing
SDS-PAGE and Western blotted to determine the time points at which correctly
refolded TGF-Beta 3 was produced. As shown in Figure 5 the 1mt1a1 starting material
and day 1 sample contained small amounts of correctly folded monomeric and
dimeric TGF-Beta 3. There is a significant increase in the amount of correctly folded
TGF-Beta 3 by day 2 and 3 of refolding.

F1gure 6 illustrates refolding achieved by prior art refolding condltlons contemplated
in US 5,922,846, US 5,650,494 and EP 0 433 225 (0.05M Tris, 1M NDSB-201,
20%(v/v) DMSO, 2%(w/v) CHAPS, 1M NaCl, 1%(w/v) GSH, 0. ng/mL TGF-Beta
3, pH 9.3 at 2-8 °C), It can be seen that the amount of refolded TGF-Beta 3 is still
increasing after 7 days treatment (contrast lanes 4 and 5 of Flgure 6) whereas, in
contrast, the growth factor was fully folded after 2 days treatmént when methods
according to the invention are employed (compare lanes 3 and 4 of Figure 5).
Re-folding of TGF-Beta 3 in experimental condition 34 was alscL monitored using
Cation-Exchange (CEX) HPLC. A PolySulfoethyl-A HPLC column (200 x 4.6mm,
5um, 1000A from PolyLC Inc.) was equilibrated with Mobile Phase A (10% (v/v)
acetic acid, 30%(v/v) Isopropyl alcohol). Refold samples were ae'idiﬁed by mixing
1:1 with 20% acetic acid, 60% isopropyl alcohol. 100uL of acidified re-fold sample
was loaded onto the column at flow rate of 0.5mL/min (this flow rate was used
throughout the procedure). The column was washed with Mobile phase A for
5minutes. A linear gradient was run over 10 minutes ending with;a mixture of 60%
Mobile Phase A and 40% Mobile Phase B (10% (v/v) acetic acid, 30%(v/v) isopropyl
alcohol and 1M NaCl). The application of this buffer was held for 4 further 5 minutes.
A second linear gradient was applied over 10 minutes ending with 100% Mobile
Phase B and maintained for 5 minutes. Figure 7 illustrates that on Day 0 there are
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small amounts of correctly re-folded dimeric TGF-Beta 3 (see 7(a)) whereas by day 1
there is significant increase in concentration of correctly folded TGlF-Beta 3 protein
(see 7(b)). The concentration of dimeric TGF-Beta 3 on day 2 1s sumlar to day 1,
indicating that refolding is complete afier 24 hours (see 7(c))- Ttlle completion of
refolding after 24 hours is significantly faster than prior art techniques (see Figure 6).

Table 3.

Refold Optimisation Matrix and Results (Experimental

Conditions 1-18)

2-8°C/RT=13 days at 2-8°C and 3 days at room temperature,

27

Experiment | Temp :[ Detergent NaCl " | TGF-Beta | GSH .| pH . GSSG ‘Presence of Correctly-
-al Condltlon ', |"Cone.. |, 3cone. - |conc. T - g Refolded TGF-Beta 3 by
oL 1o SM) gl s -t S | Western Blot (MAB643)
e R T e A Shayes ,
1 2-8°C | 0.7M 0 0.1 2mM 85 | 0.4mM | Monomer
CHES i
2 2-83°C | 0.7M 1 0.1 2mM 8.5 { 0.4mM | Monomer + dimer
CHES . |
3 2-8°C | 0.7M 0 0.25 2mM B.5 | 0.4mM | Monomer
CHES I
4 2-8°C | 0.7M 1 0.25 2mM 85 | 0.4mM | Monomer + dimer
CHES |
5 2-8°C | 0.7M 0 0.5 2mM 8.5 | 0.4mM | Monomer
CHES _ l
6 2-8°C | 0.7M 1. 0.5 2mM 8.5 0.4r;nM Monomer + dimer
CHES |
7 2-8°C | 0.7M 0 0.1 2mM 95 | 0.4mM | Monomer
CHES - ! '
8 2-8°C | 0.TM 1 0.1 2mM 9.5 0.4r:nM Monomer + dimer
CHES {
9 2-8°C | 0.7TM 0 0.25 2mM 9.5 | 0.4mM | Mionomer + dimer
CHES
10 2-8°C | 0.7M 1 0.25 ZmM 9.5 | 0.4mM Monomer + dimer
CHES |
11 2-8°C | 0.7M 0 0.5 2mM 95 | 0.4mM | Monomer + dimer
CHES
12 2-8°C | 0.7TM 1 0.5 Z2mM 95 | 0.4mM | Monomer + dimer
CHES
13 RT 0. 7™M 0 0.1 2mM 85 | 0.4mM | Monomer
CHES
14 RT 0.7M 1 01" 2mM 8.5 | 0.4mM | Monomer + dimer
CHES
15 RT 0.7M 0 025 2mM 8.5 | 0.4mM | Monomer
CHES }
16 RT 0.7M 1 0.25 2mM 8.5 | 0.4mM | Monomer + dimer
CHES |
17 RT 0.7M 0 0.5 2mM 8.5 | 0.4mM | Monomer
. CHES f
18 RT 0.7M 1 0.5 2mM 85 | 0.4mM | Monomer + dimer
CHES T
Note: RT=Room Temperature
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Table 4. Refold Optimisation Matrix and Res.ults (Experimental
Conditions 19-36)
‘Experiment  |~Temp - Detergent | NaCL TGF-Betn3 | GSH | pH | GSSG " | Presence.of Correctly .
al Condition | - : | Conei cone, - | eone. | | Cone. | | 1"Refolded TGF-Beta 3 by,
TR GV I (mg/mL) - © 47| Western Blot (‘\‘IAB643)
U R N I . oy 'am]ysls )
19 RT 0.7M 0 0. 1 2mM | 9.5 | 0.4mM | Monomer
CHES
20 RT 0.7TM i 0.1 2mM | 9.5 | 0.4mM | Non-detected
CHES l
21 RT 0.7M 0 0.25 2mM | 9.5 | 0.4mM Monomer + dimer
CHES l
22 RT 0.7M 1 0.25 2mM | 9.5 0.4mM Monomer + dimer
CHES {
23 RT 0.7M 0 0.5 2mM | 9.5 | 0.4mM Monomer + dimer
CHES I
24 RT 0.7M 1 0.5 2mM [ 9.5 | 0.4mM Monomer + dimer
CHES |
25 2-8°C 0.7M 0 0.1 2mM | 8.5 | 0.4mM Non-detected
/RT CHES
26 2-8°C 0.7M 1 0.1 2mM | 8.5 | 0.4mM Monomer + dimer
/RT CHES
27 2-8°C 0.7M 0 0.25. 2mM | 8.5 | 0.4mM Monomer
/RT | CHES o
28 2-8°C 0.7M 1 0.25 ZmM | 8.5 | 0.4mM Monomer + dimer
/RT CHES
29 2-8°C | 0.7M 0 0.5 . 2mM | 8.5 | 0.4mM | Monomer
/RT CHES '
30 2-8°C | 0.TM 1 0.5 2mM { 8.5 | 04mM Monomer + dimer
/RT | CHES 1
31 2-8°C | 0.7M 0 0.1 2mM | 9.5 | 0.4mM | Monomer + dimer
/RT | CHES |
32 2-8°C | 0.7M 1 0.1 2mM | 9.5 | 0.4mM | Monomer + dimer
/RT CHES !
33 2-8°C | 0.7M 0 0.25 2mM | 9.5 | 0.4mM | Monomer + dimer
/RT CHES |. l '
34 2-8°C | 0.7M 1 0.25 2mM | 9.5 | 0.4mM .| Monomer + dimer
/RT CHES
35 2-8°C | 0.7M 0 0.5 2mM | 9.5 | C.4mM Monomer + dimer
/RT | CHES | |
36 2-8°C [0 1 0.5 2mM | 9.5 | 0.4mM | Monomer + dimer
/RT CHES

Note:

RT=Room Temperature
2-8°C/RT=3 days at 2-8°C and 3 days at room temperature.

|
I
|
|
;

- Sections 1.14 — 1.16 describe experlments conducted to estabhsh how TGF-Beta 3

refolded according to the first aspect of the invention may be punﬁed

1.14  Ultrafiltration/ Hydrophobic Interaction Chromatography.

The CHES refold solution identified as experimental condition 34 from Section 1.13
was concentrated 5 fold by ultrafiltration (the membrane was a flat-sheet Millipore
Pellicon 5kDa, 0.1m2, Regenerated Cellulose, screen). The pH of the concentrated re-
fold material was then adjusted to a pH of 2.5-2.8 using glamaﬂ acetic acid before
being diluted 1:1 in Dilution Buffer (2.72g/L sodium acetate, 264, 28g/L. ammonium
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sulfate, 100g/L acetic acid, and 210.7g/L arginine hydrochloride pH 3.3). A Bufyl
Sepharose 4 Fast Flow Column (Amersham, 16cm Bed Height) was equilibrated with
four column volumes of Buffer A (2.72g/L sodium acetate, 132. 14g/L ammoniumnt
sulfate and 100g/L acetic acid pH 3.3). The refold material was filtered through
0.22uM membrane (Millipore Millipak filter) before being loaded onto the Butyl
Sepharose column at a flow rate of 100cm/hr (this flow rate Was used throughout
procedure). The column was then washed in Buffer A for four-column volumes. The
TGF-Beta 3 proteins were eluted off the column using Buffer B, (2.72g/L sodium
acetate, 100g/L acetic acid and 300g/L ethanol pH 3.3). The first peak, which contains
TGF-Beta 3 proteins in both monomeric and dimeric forms, was pooled (see Figure
8).

1.15 Cation Exchange Chromatography

Cation exchange chromatography was used to isolate the dimeric TGF Beta 3 proteins
from the monomeric protems The pooled TGF-Beta 3 fractions from Section 1.14
were diluted 5 fold in SP Load Dilution Buffer (2.72g/L sodlurn acetate, 100g/L
acetic acid, 300g/L Ethanol pH 4.0). A SP Sepharose Fast Flow Column (Amersham)
was equilibrated with 4 column volumes of Buffer A (2.72g/L sodldm acetate, 100g/L
acetic acid, 300g/L ethanol and 1.46g/L, sodium shloride pH 4.0). The diluted TGF-
Beta 3 matertal was loaded onto SP Sepharose column at a flow rate of 169cm/hr (this
flow rate was used through out procedure). The column was then V\‘iashed in Buffer B
(2.72g/L sodium Acetate, 100g/L acetic acid, 300g/L ethanol and 2. 92g/1. sodium
chloride pH 4. O) for four-column volumes. The TGF-Beta 3 protems were eluted off
the column using Buffer C (2.72g/L sodium acetate, 100g/L acet1c acid, 300g/L
ethanol and 11.69g/L sodium chloride pH 4.0). The first peak eluted 1S onomeric
TGF-Beta 3 followed by the dimeric TGE-Beta 3. The fractions contalmng the TGF-
Beta 3 dimer were pooled (see Figure 9)

1.16  Ultrafiltration/Diafiltration

The fractions containing purified dimeric TGF-Beta 3 molecules from Section 1.15

underwent ulirafiltration/diafiltration to exchange the buffer to 20mM acetic acid,
20% (v/v) ethanol and concentrate the sample to ~10mg/mL (TGF-Beta 3

concentration was determined by U.V spectrometry). |

1.17 Assay for Biological Activity.
The cell growth inhibition assay (A Meager, 1991 - Journal bf Immunological
Methods; 141; pages 1 to 14) was used as an in vitro biological act1v1ty test for TGF-
Beta molecules The colorimetrical assay is based on the mh1b1tory effect of TGEF-
Beta molecules on the growth of Mink Lung Epithelial cells (MLEC) 50pL of
Dilution medium (Minimum Essential Medium with Glutamax I (Invitrogen) and
0.1%(w/v) bovine serum albumin (Sigma)) was added to each well of a 96 well plate.
50pL senally diluted (5000pg/mL to 9.75pg/mL) of TGF-Beta 3 reference standard
(National Institute of Biological Standards and Controls), SO,LLL serially diluted
(5000pg/mL to 9.75pg/mL) of TGF-Beta 3 (produced by methods disclosed in
patents: US 5,922,846, US 5,650,494 and EP-B-0433 225) and 50uL of sernally
diluted (5000pg/mL to 9.75pg/mL) of TGF-Beta 3 (CHES refolded growth factor
purified according to section 1 17) protein were added to the plate(s) 50uL of cell
suspension containing: 1 x10° MLEC cells/mL in Complete Medlum (Minimum
Essential Medium with Glutamax I (Invitrogen), 0.1%(w/v) bovme serum albumin
(Sigma) and 10%(v/v) foetal bovine serum (Invitrogen) was ad'ded to each well.
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Plate(s) were incubated for 72 hours at 37°C in 5% CO,. The contents of each well
were aspirated and washed three times with 200pL phosphate buffered saline
(Invitrogen). 100uL of substrate solution (1M sodium acetate, 104 phosphatase
substrate (Sigma) and 1%(v/v) Triton X-100 (Sigma)) was added to each well and
incubated at 37°C. After 2 hours the reaction was quenched using 1 N sodium
hydroxide. The plate(s) were read using a multichannel reader [at 405nm and a
reference filter at 492nm.

ICsp values of the TGF-Beta 3 reference standard (NIBSC) and TGF-Beta 3
(produced by methods disclosed in patents: US 5,922,846, US 5, 650 494 and EP-B-
0433 225) were 242.33pg/mL and 90pg/ml respectively, thch were similar to
previously assayed standards. The material refolded according to the invention was
found to have an ICsy of 85.573pg/mL, which indicates the TGF-Beta 3 refolded
according to the invention, has at least an equivalent potency (blologlcal activity) to
TGF-Beta 3 produced by the prior art methods. l

CONCLUSIONS
From the Refold screening matrix of the conditions described in tables 1 and 2, three
conditions produced correctly re-folded dimeric TGF-Beta 3: ‘

1. 0.7M 2-(cylcohexylamino) ethanesulfonic acid (CHES), 2ZmM reduced
Glutathione (GSH), 0.4mM oxidised Glutathione (GSSG), 0.12mg/mL
TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C.

2. 30mM taurodeoxycholate, 0.7M CHES, 2mM GSH 0.4mM GSSG,
0.12mg/mlL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C.

3. 30mM taurodeoxycholate 0.7M CHES, 2mM GSH, 2mM GSSG,
0.12mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C.

The refold experimental conditions containing CHES were further optimised to
maximse yield and reduce timelines. The optimal re-fold condmoﬁs contained 0.7M
CHES, 1M NaCl, 2mM GSH, 6.4mM GSSG, 0.25mg/mL TGF-Beta 3 and pH 9.5,
which completed refolding between 24-48 hours. This is mgmﬁcal.ntly faster than 7
days using methods disclosed in patents: US 5,922,846, US S,650,4r94 and EP-B-0433
225.

The optimised CHES re-fold was further purified and found to! have comparable
biological activity to a TGF-Beta 3 standard (NIBSC) and TGF’-Beta 3 generated
using the methodology disclosed in the prior art.

EXAMPLE 2

An industrial process was developed according to the second aspect of the invention.
|

Figure 10 provides an overview of the process whereas Figures 11-29 provide further

details, in the form of flow diagrams, of the individual steps describ:ed in Figure 10,
|
|

|
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CLAIMS

1. A method for folding a Transforming Growth Factor Beta] or a functional
analogue thereof, into a dimeric, biologically active form co%nprising adding
. solubilized, unfolded monomeric growth factor to a solution containiﬁg:
(i) 2~(cylcohexylamino)-ethanesulfonic acid (CHES) or a functional analogue
thereof; and
(ii) a low molecular weight sulfhydryl/disulfide redox system!; and
incubating the growth factor in the solution until dimeric biologically active growth

factor 1s formed.

2. The method according to claim 1 wherein CHES is used at a concentration of

about 100mM-1.0M.
3. The method according to claim 2 wherein about 0.7M CHES}is used.

4. The method according to any preceding claim, where%n the functional

analogue of CHES is defined by the formula:

Ry
I »
r
~ N~ NG~ |
Rz X4 Xa/
oH ®
wherein:

R1 and R2 are the same or different and are selected from th:e group consisting
of hydrogen, substituted or unsubstituted C,.4 alkyl groups, substituted or
unsubstituted Cs.3 cycloalkyl groups, or a substituted or unsubstituted aromatic

nucleus, or R; and R; together form a ring system having up to 10 atoms;
|

|
X, and X, are independently selected from —O-, -S-, -$(0), LS(0,)-, -NRs-,
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-CHR4- and CHR; where R3, Ry, and R; are the same or different and are
independently selected from the group consisting of hydrogen, substituted or
unsubstituted Ci4 alkyl groups, substituted or unsubstituted C, 4 cycloalkyl groups, or
a substituted or unsubstituted aromatic nucleus or any two of Rs, Rq and Rs may

together form a ring system having up to 6 carbon atoms, subject to the proviso that at

least one of X; and Xj is ~CHR4- or -CHR;-; and
X3 15 selected from C, S, S=0, or P-OH
5. The methed according to claim 4, wherein the functional analogue of CHES is
defined by the formula:
T1
N O
Rz/ \/\S/
o N\ -
OH (Ia)
6. The method according to claim 4, wherein the functional analogue of CHES is
defined by the formula:
H
N X O
~.~ 2\ / |
X4 /S\
o) OH
(Ib)
7. The method according to claim 4, wherein the functional an!alogue of CHES is
defined by the formula: '

. H
N \/\X3 /O
(|)H |
(Ic)
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8. The method according to any preceding claim wherein the sulfhydryl/disulfide

redox system is glutathione in its oxidised and reduced forms.

9. The method according to claim 8 wherein the sulfhydryl/disulfide redox -

|

system is about 200pM—-20mM reduced glutathione and 40puM-4mM oxidised
glutathione.

10.  The method according to any preceding claim wherein the Transforming
Growth Factor Beta is incubated at a pH of 8-10.

11.  The method according to claim 10 wherein the Transforming Growth Factor

Beta is incubated at a pH of between about 8.5 and 9.5.

12.  The method according to any preceding claim wherein ithe Transforming

Growth Factor Beta is incubated at temperatures of 0°C-37°C.

13.  The method according to any preceding claim wherein |the Transforming
Growth Factor Beta is added to the solution at a concentration (ij between 0.1-0.5
mg/mL. f
|
14.  The method according to any preceding claim wherein|the Transforming

Growth Factor Beta is Transforming Growth Factor Beta 3.

15.  The method according to claim 14 wherein the Transforming Growth Factor

Beta 3 is added to the solution at a concentration of between about 0.12-0.25mg/mL

16.  The method according to any preceding claim wherein fo}lding is carried out
under the following conditions: 0.7M 2-(cylcohexylamino) e;thanesulfonic acid
(CHES), 2mM reduced Glutathione (GSH), 0.4mM oxidised Glutathione (GSSG),
0.12mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C.. |
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17.  The method according to any one of claims 1-16 wherein folding is carried out
under the following conditions: 0.7M CHES, IM NaCl, 2mM GSH! 0.4mM GSSG,
0.25mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C/room temperature.

18.  The method according to any preceding claim wherein taurodeoxycholate is

also added to the solution.

19. The method according to claim 17 wherein the Transforminlg Growth Factor
beta is incubated with taurodeoxycholate at a concentration of between 10mM-

100mM.

20.  The method according to claim 19 wherein the Transforming Growth Factor

beta is incubated with Taurodeoxycholate at a concentration of about 30mM.

21.  The method according to any preceding claim wherein folding is carried out
under the following conditions: 30mM Taurodeoxycholate, 0.7M C'HES, 2mM GSH,
0.4mM GSSG, 0.12mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C;

22. The method according to any one of claims 1 - 21 wherein|folding is carried
out under the following conditions: 30mM Taurodeoxycholate, 0.7M CHES, 2mM

GSH, 2mM GSSG, 0.25mg/mL TGF-Beta 3, pH 9.5 at 2-8°C. |

23.  The method according to any preceding claim wherein the Transforming

Growth Factor Beta represents more than 50% of the protein in the el‘.olution.

|
24,  The method according to any preceding claim wherein the a low molecular

weight sulfhydryl/disulfide redox system is made up and aged |for about 7 hours
before the Transforming Growth Factor Beta is added to the solution containing the
' I

system.

!
1

25. A method of producing an active Transforming Growth Factor Beta from a

1

i
1

prokaryotic host, the method comprising:
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(A)fermentation of prokaryotic organisms that have been transformed to
express a member of the Transforming Growth Factor Beta superfamily;
(B) isolation of inclusion bodies and recovery of expressed| protein from the
inclusion bodies;

(C)refolding of the member of the Transforming Groyvth Factor Beta
superfamily according to the first aspect of the invention;'and

(D) purification of the refolded the member of the Transforming Growth

Factor Beta superfamily.

26. The method according to claim 25 wherein in step (A) the prokaryotic host is
a bacterium that has been transformed with an expression véctor encoding a

Transforming Growth Factor Beta.

27. The method according to claim 25 or 26 wherein in step (C) the growth factor

is refolded according to any one of claims 1 —24.

28. The method according to any one of claims 25 - 27 wherein Transforming

Growth Factor Beta is purfied according to step (D) by ultra;ﬁltration and ion

exchange chromatography.

29. The method according to claim 28 wherein the ion exchangle chromatography
comprises hydrophobic interaction chromataography followed b);r cation exchange
chromatography.
wherein the Transforming Growth Factor Beta growth factor is formulated at a

desired concentration in a solution and placed in vials.

) &) /2/ The method according to any one of claims 25 - 27 wflerein the method

comprises a further step (E) wherein the growth factor is formulated at a desired
f

concentration in a solution and placed in vials. !

6 ( }9/ The method according to any one of claims 25 - 28 errein the method

essentially comprises the steps (A} ~ (E) as defined in Figure 10.
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P122995w0 ST25 sequence Tlisting

SEQUENCE LISTING
<110> Renovo Ltd
Ferguson, Mark
Mellors, Phil
Laverty, Hugh
occleston, Nick
0'Kane, Sharon
Higginbottom, Simon

<120>
<130>

PROTEIN FOLDING
P90081PWO

<150> GB0604964.7
<151> 2006-03-11

<160> 5
<170>
<210> 1

<211> 336

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1

PatentIn version 3.3

s

gctttggaca
tacattgact
gccaactrct
gtgctgggac
caggacctgg

ctctccaaca

ccaattactg
tccgacagga
gctcaggecc
tgtacaacac

agcccctgac

tggtggtgaa

cttccgcaac
tctgggetgg
ttgcccatac
tctgaaccct
catcctgtac

gtcttgtaaa

ttggaggaga
aagtgggtcc
ctccgceagtg
gaagcatctg
tatgttggga

tgtagc

actgetgrgt gegeecacte
atgaacctaa gggctactat
cagacacaac ccacagcacg
cctcgecttg ctgcgtéccc

ggacccccaa agtggagcag

60
120
180
240
300
336

<210> 2

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223>

<400> 2
gatataccat ggctttggac accaattact actgc

Ssense primer

35

<210> 3

<211> 37

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223>

<400> 3
cagccggatc cggtcgactc agctacattt acaagac ‘ 37

Sense primer

<210> 4

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial

Pagina 1



<220>

P122995w0

<223> T7 promoter primer

<400>

4

taatacgact cactataggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

19

DNA
Artificial

T7 terminator primer

5

gctagttatt gctcagcgg

ST2S sequence l1isting ‘\\\

20

19
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FIG. 1

TGF-Beta 3 benatured Monomer

2 Clonel 3hr Post-Induction (3pL)
3 Clone 2 3hr Post-Induction (3pL)
4 Clone 3 3hr Post-Induction (31iL)
5 Clone 4 3hr Post-Induction (3pL)

6 Mark 12 standard
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Non-reduced
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FIG. 5
o Lage - - - Sample
‘ i Day 0 Re-fold
‘ ! 2 3 4 2 Day 1 re-fold
3 Day 2 re-fold
4 Day 3 re-fold
5 iTGF-Beta 3 Standard
Monomeric
TGF-Beta 3
Dimeric
TGF-Beta 3
FIG. 6
| "Sample s A
Day 1 re-fold
Day 2 re-fold
Monomerie Day 3 re-fold
TGF-Beta 3 Day 4 re-fold
Day 7 re-fold
Dimeric
TGF-Beta 3
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FIG. 8
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FIG 10

Farmentation cell paste
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FIG 11

Sheke Flask 3x 1000 mL
37MC+2 @ 200 rpm £ 20

§

- Hy-Soy: 36.09

- Yeast Exiract: 72.0g

- NaCl: 30.0g

-~ Glycerin: 30

-QSto 3000 mLand pHio 7.01 0.5

GrowtoOD,,, 2to 4

Transfer the contents of one flask to a
2 L lnoculum bottle to inoculate the 150
L fermentor

r
- Ammon!um suffate: 153.3 g

- Potasstum phosphate dibasic: 75.0g
- Potass/um phosphate mancbasic:
50g

- Hy-Soy: 1500g

Batehing of the 150 L fermentor

- Glycerin: 12504
- Yeast extract: 3000g
-QSto 60L

{s] .
- Phasphoric acld solutlon: 160 mL
phosphoric acld, QS o 3.0 L
. -Ammonfum hydroxide solution: 1.45

150 L fermentor Inoculation

kg emmonlum hydroxide, QS to 3.0
kg.

/
\
/4
>A

Preparation for DO ¢ascade
- Check that egltat'on has a low limil of 160 mpm
and a high limit of 500 rpm

Monitos 150 L fermentor growth and
confirm all set points are within range

- Place the DO loop In auto, once parametars
have been confrmed

Monitor A, for fermentor growth

|

il ——

Star the glycerdl feed at an 0D,y of
10 £ 1, orwhen a DO splke ocours

A 4

Inductfon of tha 150 L fermentor

-———

y

End uf fermentalion

[ ——

PCT/GB2007/000814

f incivldye
- Add 1.0 mL filter sterllized Kanamycin solution to
each
- Use one shake flask for assay purposa only
-205WCB 0.4 mL inoculum to ramalning 2 ftasks
- Moritor growth by A550 (1, USPAWF] as diiuent)
-~ Culture purity, viable count, microbial ID samples
(viai)
-Cukure purity (Femlxentor noculum)

atc § I I

- Add the Balching Buffer 10 the fermentor and QS 1o 125
L with WFI !

- Starifze the fermentor for 30 minutes at 121°C, 20 psig,
then settemperature to 37°C £ 2

- Set agitatlon to 150 rpm

- Adjust alrflow to 50 tpm end backpressure to 9 pai.

- Add 250 mL of filter sterilized Kanamycin solution to the
fermentor

- S0t 60% (whw) glycetol faad mte to a constant 73 mbL/
min

Fermentor pH conlrol. foam contiol and feed

- Connect filter sterifized phosphoric acid solutlon;

- Connect filter sterlized ammonium hydroxide sclution
-pHaot polnt 7.0 |

- Connect autoclaved 100% pluronic L-61 antifcam

- Gonnect the fiiter Sterdilzed 50% (wiw) glycerol feed
soluiion

- Take B! Sample

~-3Span the DO prodes (100 Lpm ak, 9 ps!, 130 rpm) and
adjust set point to 20%

- Add the contents of the inoculum bottie (1-4 psi during
inocukztion)

Prednduction of the 150

- Obtaln 260 mL of PTG soluion, prior to an OB, 550 40
(25-30)

-Take a pre-Inguciion sample at Oy, 40 % 3

- Add the IPTQ after the pre inducicn sample s laken
-Meritar the 150 L fermentar for 4 hows post inductian,
and record all data oblalned

-Take EOF culture purity and post-induction sample

f fia |
- Chill femmentor to 10°C = 1
- Record the final fermentor weight

i
|
|
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FIG 12

End of fermentation keld at 10°C £ 1

Verity cleaning of the Amicon M185

Cell wash hwuffer comoosiion; .
- Tris base: 8.057 g/kg (0.05M) System aquilibration with Call Wash Buffer
- Di sodium EDTA: 3.72 g/kg Equilibrate the M 185 with 100 L of Cell - Use two hollow fiber (UFP-750-E-55) — 750 kDa
{0.01M) Wash Buffer, then attach It direcly to |et—— NMWGCO, 1.0 mm lumen, 2.1 m= surface area
- pH to 8.0 with 0.2N NaOH/ the 150L fermentor - Redirculate for ]0 minutes
~Verlfy the pH Is * 0.1 units from the buffer

concentraled HCI
- QS as appropriate

Target a cell concantration of 50+ 5 kg

Concentration:

- Re-clrculate the 150L fermentation far 10 minutes bekore
. beginning concentration
Concentralion of 1501 harvast (<t - Inlet pressure 50 'psig high alarm — setpoint 10-45 pslg
- Inlet pressure 3 psig low alarm — setpoint 0-45 psig
- Differential press}xre 40 psip — setpolnt 045 pslg

|
i ‘ 8,

Cal] Wash Paramelers;
- Inlst pressureé — 10-45 psig
3 - Outlet prasstire — 0-10 psig
- Permeate Pressure — 0-15 psig
Wash with 150 L F
Cell Wash with 120 L of Call s | Wash bufie feed rate start at 1 Limin
- Record permeate flow rate and adjust feed rate to

match pemeate rate
- Filter until 150 L of buffer is deplsted, ~ 3
diavolumes

Y

Concentrated washed
50 kg per 150L fermentation ——————» fermentation cell paste
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FIG13

Concentrated washed
farmentation cell paste

Lysls huffer composition;

- Tiis base; 6.057 glhg (0.05M)

- EDTA: .72 g/kg (0.01M)

- NaCl: 184.0 gkg (3.15M)

- Triton X-100: 35 gfkg (3.5%(wiw)
- pH to 8.0 with 0.2N NaOH/

Add 20 kg of Lysis buffer

concentrated HCI
- IS as appropriate

Diluted cail paste

by agitating diluted cell pesie at 150 rpm for 2 hours

Re-suspend cell pasts In Lysls bulfer

PCT/GB2007/000814

l4————— 50 kg per 150L fermertation

] " Adjust 1o 25% sofids, if necsssary (cenlrifugation sample
Re-suspended cell pasta for 5 minutes at 2300 x g to determine solids %)
|
Pasa re-suspanded cell paste through Microfiuldlzer ~# of passes = 1

Rinse Microfuldizer with 10 kg ——— g
of Lysis bufler

Homogenlzed cell lysate

Centrifuge cell lysate

Centrifuged celt lysate

Discard supernatant,
retain pellet

1B rellat

Cell Wash buffer compgsilion,
- Tris base: 6.057 g/kg (0.05M)
- EDTA: 3,72 g/kg (0.01M}

concentrated HCI

Re-suspend 1B paliet to 100% of the origlnal volume
- pH Lo 8.0 with D.2N NaQH/ ilh Wash buffer and ensure the suspensfon is homogenous

- QS as appropriate

Re-suspanded 1B pellet in Wash buffer

Centrifuge re-suspended 1B pellet

Cantrifuged washad IBs

Discard supermatant,
retan pellat

Washed 1B paste

- Feed Pressure = 70-100 psig
- Intenaifier Pressure =17,000 paig

- Bucket centiifuge, fixed-angie rotor
- Centrifugation speed: 7,333 x g

- Centrifugation ime: 30 minules

- Centrifugafion temperatura; 2-8°C

Centifugation paramelers:

- Buckaet ce;nlrlfuge, fixad-angle rolor
- Centrifugation speed: 7333 x g

- Centrifugation time: 30 minutes

- Cenlrifugatlon temperature: 2-8°C

!

-a—— Hald polnt: held frozen st -70°C

(ST
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Input FIG 14 Output

Washed IB paste

Incluslon body Sclubilization -

S0ka
- Tris base: 6,057 g/kg
- Urea: 380.4 g/kg

Re-suspend washed IB pallet 10-fold

;gé;?:&%&:u;c}?\’ NaOH/ with Salubifzalion buter by aglialing 5kg |B pellel resuspended
at ¥ maximum rpm for 10-15 to total of 50kg
- QS a8 eppropriale minutes

Add - DJTT: 15.4 9K&g Immediately
prior to use :
Uee within 12 hours,

Re-suspended 18 peilet in
Solubilization buffer, and adjust the pH
o 8.0

Incubation parameters.

- rgom temperature (22- 25°C)

- 60-75 minutes

- clow mix in @ coverad vaseel (4 of max rpm)
-pHB80

Incubate - 1** solubifization step

Ra-suependad B pefletin
SolubMization bufler, pH &

pH adjustment with 10N NaOH and glacial acetc

acid Adjust pH to 8.5 £ 0.1 with NaOW/Acalic acid ~250mL of 1 3” NaOH
use

Re-suspendad [B peliet In
Solubiizalion buffar, pH 9.5

Incubation parametars:
- room temperature (22- 25°C)
- B0-75 minutes

- slow mix In a coverad vessel (% of max rpm) Incubate - 2™ solubilization step

-pH 8.8

Samples:
15mL CBSB Retaln
Solubilized 1B pefllsl —_— 2mlL SCS-PAGE CB
2mL Weslem Blot
15ml. QC Chlent retaln
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FIG 15

(A)
Clarification TFF membrane:
8 0.5m? Millipors Pellicon 1000 kDa,
regenerated cellulose, screen V (4m?)
on Millipore Prostak system
UF/DE membrane flush; Flush membrane with
- Flush with USP P and clean per DI water

05.116, for new filters, priar to use

Flushed clarification TFF membrane

(B)

UFIDF membrane: |
8 0.5m¢ Miliipore Pelicon 5 kDa,
regenerated cellulose, screen CI(4m’)
on Millipore Proetak systemn

UEDE membrene flush:
- Flush with USP and clean per 06.118, Flush membrang with
{for new filters, prior to use Dl viater

Flushed UF/DF membrane
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FiG 16A

—_—
60kg Solubilized IB pellet

Recirgulation paramelera;
Re-clroulate solubilized [D peilet - Diract rétentate lina to tho faed vessel
through preconditicned clarification TFF systam - Clpse permeale line, fully open retentate valve
- Retentate flow rate 15-20Lmin
- Feed pressure less than or equal to 40 psig
- Racirw]IeIJrJn ims = 10 minutes

Solubinzed 1B peliet In clariication TFF
syetern (1000 kDa)

- Dlrect retentate line o lhe feed vessel
- Open p"ermeale line (collect clarifled TGF-A3 in
permeats) ’
- Retentate flow rate 15-20L/min
Concentrate solubilized [B peliet 5-fold - R;astrid reteniate ficw to achleve initlal TMP of 15
psig
- Collected permeate amount: 80% of the initial
golubllized
1B pellat solution weight

| S —

Permeate:
clarified TGF-B3 solullon (partial)

Wash parematers:

Sglublization buffer compogition: , - Direct retentate line to the faed vessel

- Tris base: 8.057 g/kg (0.05M) - Opan parmeste fine (colec! clarified TGF-B3 in

- DTT: 15.425 gikg (0.18) - . permeate)

- Urea: 360 4 g/kg (6M) p Washy with Sofubilization buRfer - TMP Is riot adjustad from concentratlon step

- pH to 9.5 with 10N NaOH/glacial - Solubiiization buffer feed = permeale removal faed

Acetic acid . - Wash untll 8,5 dlavolumes are removed In permeate
-QS a3 epprepriste

Permeate:
clarifiad TGF-B3 soluton (nal)
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FIG 16B
Input Output

3840 ky .
Solubllized B Solublized 18 peliel
Pellet

Beclrculation parametars:

- Diract retentata fine to the feed vassel Re-clrculate solubilized 1B pellet

- Close permeate ltnw, fully open relentate valve {hrough preconditioned clarification TFF system
- Retantale flow rats 15-20L/min

- Feed prassura less than or equal to 40 psig
- Reclrculation time = 13 minutes

h 4

Solublilzed 18 petlet In clarification TFF
systemn (8 0.5m? Millipore Pellicon 1000
kDra, regeneratad cellulose, screen V
(4n?) on Millipara Prostek systern)

Concentration parametgrs;
- Diredt retentate line 1o the feed vesael
- Open permeate Iina (collact clarifled TGFB3 In
permeaie)
- Rotentate flow rate 1520L/min
- Restrict relentata flow to achieve initial TMP of 15 Gancenlrata solublized 18 pellet 5-fold ~ 28-32 kg of clartfiad solbilized
psig Final nass ~ 7.5-8 kg —— 1B
- Collected parmeate amount: 80% of the initial
solubilized

IB pelet solution weight

h

Pemeate:
clarified TGF-p3 sclutlon {partial)

T - Waeh retentote with Solubliization
Mako up 160 kg buffer
- Tris base: 6.057 g/kg

- Urea: 380.4 g/kg

- pH to 9.5 with 10N NaOH/gtacial
Acetic acld

-QS as appropriate

Yvash parameiers:

- Direct retertate line to the fead vessel
- Open permaats line {collect clarfied
TGF-p3 In permeats) Approximately 64-68 kg of clarified
- TMP and flow rates ars not adjusted solubliized iB

from conceniration slep

- Solubliizatlon buffer feed = permeate
removal feed

-Wash until 8 5 dlavoltimas ara
removed In permeate

Add - DTT: 15.4 g/kg Immedialaly
prior to use
Use within 12 haurs,

Permeate: ; .
Combine - 32:34 kg vith - 84.68 kg, R
clarified TGF-p3 soltion (final) !
i Parmeale Samples:

P |15mL CBSB retain
13mb QC Client retain
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FIG 17A

~150 kg ———————» Clarified TGF-03 solution

- Dlrectrelentate iine to the feed vessel

- Close/permeata fine, fully open retentate
Re-crcutata ciarified TGF-3 solution vahe |

through precondilioned TFF system - Feed flow = 5Umin per m? membrane

- Feed prassure less than of equal to 40 pslg
- Reclréulation time = 10 minutes

Clarified TGF-83 solution in UF/DF
system (5 kDa)

Congentralionh parametars:

- Direct retentate line to the feed vessel

- Opeer permeate line (discard permeate)

- Restrict retentate flow {o achleve TMP = 22 psig
Goncentrate claiified TGF-B3 soluticn by 83% - Removed permeate amount: 83% of the initial
dlarified TGF-p3 sofution weight

- Collect permeate In vessel designation
Concantration Permeats

Retentate:

. ————— N
21.25kg concentrated clarified TGF-33 solution

Diaflration buffer compesition;
- Tris base: 6.056 gkg (0.05M)
-DTT: 1.54 g/kg (0.01M)
- Uraa: 180.2 g/kg (0.3M)

Diafitiration parameters:

- Dirgct retentate line to the feed vessel

- Open permeate line (discard permeate)

- TMP Is not acjusted from concentration step

: i Wash retentate with Diafiltration buffer - Digfitration buller feed = parmeate removal feed
° plg to 9.5 with 10N NaOH/gtacial Acelic - Wash until 4 diavoclumes are removed in
ac rmeate
- QS as appropriate perm

- Collect permeate In vessel designated
Diaflltration Permeate

Retentale:
4k ——————p diafillered TGF-B3 solution
(refold startiing maleral)
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FIG 17B

Input

~100 kg Clarified I8 Solutlon _—

Recirculation paramelers:
- Direct ratontale Iine to the feed vessel

- Closa pammeata ling, fully open retentats
valve

- Feed flow = 20L/min

- Feed pressure less than of equal to 40 psig
- Recirculation time = 10 minutes

Concentration parameters:
- Direct retentate line 1o the feed vessel
- Open permeate line (discard permeate)
- Retentate flow rate 15-20L/min
- Reslrict retentale flow to achleve TMP = 22 pslg
- Removed permeate amount: 83% of the initial
clarified

TGF-p3 solufion waelght
- Collect permeate in vessel designation
Concentration

Permeate

ia i
- Direct retentate line to the feed vessel
- Open permeate line {discard permeate}
- TMP and fiow rate are not adjusted from
concentration step
- Diafiiration buffer feed = permeate removal
feed
- Wash until 4 dlavolumas are removed in
permeate
- Collect permeale in vesael designated
Diaflitration

Penmeate

Diafiltration buffer composltion:
Make up 82 kg

- Tris bage: 8.058 g/kyg

-DTT: 1.64 g/kg

- Uraa: 180.2 g/kg

PCT/GB2007/000814

18/42

Clarifled TGF-B3 solutlon

Ra-circulate clarified TGF-B3 solution
through preconditioned TFF system |

y

Clarified TGF-p3 solution in UF/DF
system (8 0.5m2Mlllipore Pellican 6
kDa, reganerated cellulosa, screan C

(4m?) on Milipore Prostak eystem)

Concantrate clarified TGF-p3 solution by 83% ——— >

h 4

Output

~83 kg of pemeate

Retentate Samples:

Relenlate:
concentrated darifled TGF-p3 sohution

15mL QC Glient retaln

Diaffitration of cancentrated TGF- |33
solution
~12-17 kg

Permeate Samples:
15mL QC Client retain

iaf i
.9, » ~88 kg of diafiltration permeate
- pH to 9.5 with 10N NaOH/glacial Acetic
acld
- QS Bs appropriale )
itiation of the TFF Diafiltration
operation must be started no sarller than .
7 hours aftar preparation of the buffer - ?;::C lglg gf)énnlilfjt.ajn
and no later than B hours after 858 i
preparation buffar, Retentate: 15mL C retain
diafiltersd TGF-p3 solution : 10mL RG/DC assay
(refcld starting material) 2mL Non red SDS-

PAGE CB

Parmeate Samples:
15mL QC Client refain

N
<
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FiG 18A

Retertate:
diafitered TGF-B3 solution

106.26 kg ————»
0s 9 (refold starling material)

BCT/GB2007/000814

It N .
meters;
- GHES: 143.7 9&g (0.7TM ~ Final refold TGF-p3 concantration; 0.25
- NaCl: 58.44 glkg (1M) Diluta Into Refold buffer - Add difitered TCEF_M nion to the malg
- Reducad glutathione: 0.61 g/kg (0.002M) (Refold solution will be refold buffer al 500 mLimin addilon rate
- Oxidized giutathione: 0.245 g/kg (0.0004M) 500 kg total In 500 L refold vessal) ! g
- pH 0 9.5 # 0.05 with 10N NaOH/glacial - PH not adjusted after TGF-H3 is added
Acetic acid ,
|
Y ol .
- Open to alr {passive oxidation)
TGF-P3 in refold buffer - Temperalure <15°C
-pH=985%005
- Agitation = 30 pm
R i f
Moniter ratolding reaction progress - Maximum reaction time is 48 hours + 30 minules
Contineous monitoring of redox potential, pH, — viaredox and CEX-HPLC - Stap reaction when 2 conditions occur:
aghtation, temperaiure (HPLC samples taken at T=0 and then agaln after -;Redox reversal
= no further Increase in CEX-HPLC dimer

first 12 hours and subsequently every 4 hours)

A 4

Refolded TGF-B3 in refold bulfer

peak (<10% between any 3 samples)

7
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FIG 18B
Input Qutput
Ratentate:
12-17 kg dlafiltered retantate —— diafilterad TGF-B3 solution
(refold starting material)

Dilution parameters:
- Final refold TGF-B3 concentration: 0.25 mafg
~ Add diafillered TGF-p3 solutlon to the
refold buffer al 500 mL/min addition rate
- pH not adjusted afler TGF-p3 is added

Refold buffer composition: 700 kg total

- GHES: 145.1 gikg
- NaCl: 58.44 g/kg Diluta into Refold buffer

-~ Reduced glutathione: 0.61 gikg (Refold solution will be

- Oxidized glutathiona: 0.245 glkg 500 kg tofal in 500 L. refold vessel}
- pH to 9.5 + 0.05 with 1ON NaOH/glacial

Acelic acid

Use buffer <7 hours.

A 4

- Open fo air {passive oxidation) .
- Temperature <15°C TGF-83 in refald buffar
-pH=0.510.05
- Agitation = 200 pm
Refold termination critena:
- Maximum reaction lime is 48 hours + 3¢ minutes :
- Stop reaction when 2 conditiens occur. Maonitor refolding reaction progress Refold Samples at each
- Redox reversal —— via redox and CEX-HPLC limepoint
- no further increase in CEX-HPLC dimer (HPLC samples taken at T=0 and then again afer —| 19mL QC Cllent retain
poaak (<10% bstween any 3 samplas) first 12 hours and subsequenlly every 4 hours) 15mL CBSB retain

imL GEX-HPLG

2 ml. Weslern dlot
2 mb Non-red 8D5-
PAGE

Continuous manitoring of redox potential, pH,
agitation, temperature

Y

Refolded TGF-B3 in refold buffer
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FIG19

Post-refold UF membrane:
4 6.1m2 GE Hollow Fiker 5 kDa, PES,
0.5 mm fiber 1D, 60 cm nominal
flowpath (24 .4m?)

s Id ne flush:
- Direct permeate and retentate lines to waste
- Fully open retentate valve
- Dl water feed at 224L/min Fliters cleaned per 06.052
- Open perneale line, restrict retentate fiow until
transmembrane pressure is 10 psig
- Flush with DI water for 80 minutes !
- Determine holdup volume by draining the system

Ftushed post-refold UF membrane
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FIG 20A

. Refolded TGF-B3 In Refold buffer

a .
Re-circulate refolded TGF-B3 solution - Direct retintate line to the feed vessel
through preconditionad UF system - Close permeats line, fully open
relentate valve
- Feed flow = 8.2L/min per m? menkrans
- Recirculgtion time = 10 minutes

h 4

Rafolded TGF-33 solution In UF
System

- Direct retentate line to the f=ed vesse

- Open permaate line (discard parmeate)

Concantrate refolded TGF-p3 sohulon 34013 _ Syarh meacr 18 26 polg

- Parmeals pressure 0-2 pslg

- Removed permeate amount: 80% of tha initial clarified
TGF-p3 solution weight

E

Retentate: i
concentrated refolded TGF-3 solution
~100 kg
!
I
'
Glaclal acetic acid requirement: Adjust pH of concentrated r:
—— :
60 - 70% voluma Increase refolded TGF-p3 solution - use glaclal acets acld

~-finalpH: 2.5-2.8

Acidified concentrated refolded

TGF-P3 solutlon
. - : !
Dilution buifer composilion; Dilut
" e acidified TGF-p3 solution

- Sodium Acstate: 1.14 g/kg (0.02M) with Dilution buffer 11, If conductivity
- Ammonium Sulfate: 220.23 g/kg (2M} is <60 - 70 mSfem. contacl
- Arginine Hydrochloride: 175.55 g/kg (1M) supe r and adjusi o correct !
- Acslic acid: 41.66 gfkg Acetic acid condudtivity by addiion '

L 0
(10%(whx}) of Dilution bufler .

TGF-p3 solution conditioned for Buivl loag fratiop
loading onto Butyl Sepharose 4 Fast - Use 30" Opticap Filter inio » 800 L. bag
Flow column
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FIG 20B

~500 ky ————

Refolded TGF-p3 in Refold buffer

Reclreulation parametars:
- Direct retentate line to the
feed vessel

- Close permeate ling, fully
open retentate valve

- Fead flow = 2241Umln

- Reclrculation time = 10
minutes

Re-circulate refolded TGF-p3 solution
through praconditioned UF system

L

Gon

Refolded TGF-33 solutlon In UF
system (4 6.1m2 GE Hollow Fiber &
kDa, PES, 0.5 mm fibar 1D, 60 cm

naminal fiwpath (24.4m?))

- Direct reteniate fine to the
feed vessel

- Open permesta line
(discard penmeate)

- Inlet pressure 25-35 psig
- Outlet prassura 15-25 psig
- Parmeale pressura 0-2
psig

- Remaved penmeate
amount: 80% of the initial
clarified

Concenlrate refolded TGF33 solution 5-fold

TGF-p3 solution weight

PCT/GB2007/600814

Output

Permeate Samples:
15mL QC Client retain

Retentats: i
concentrated refolded TGF-{33 sclution
~100 kg
pH adiustment
paramelers: )
- use glacial acetic acid
-final pH: 2.6 - 2.8 Adjust pH of concentratad
L. R refolded TGF-p3 solution with acid
Glacial acstic acid requiramant: addition through dip tube

60 - 70% voluma increase

Acidified concentrated refolded

Retentate Samples:
15mL QC Client retaln
15mL CBSB retain

2 ml SDS-PAGE CB

TGF-3 solufion
~150-260 kg

Dilution buffer commosilion:

Make up 300 kg

- Sodium Acelals: 1.14 g/kg

- Ammonium Sulfate: 220.23 g/kg

- Arginine Hydrochloride: 175.55 gfkg
- Acetlc acid: 41.66 ghg Acefic acid

Euttyl load fitration

Dilute acldified TGF-p3 solution
with Dilution buffer 4:1, if conductivity
is <B0 mS/cm, contact
supernvisor and adjust to correct
conductivity by addition
of Dilution buffer

solufion conditionad for
loading onto Buly! Sepharose 4 Fast
Flow columin
~300-400Q kg

- Use 30° Optlcap Filter into a 600 L bag

v

Acidified Refold
Sarﬁp]es:

15mL QC Client retain
15mt. CBSB retain

2 ml SDS-PAGE CB

?
|
|
|
|
|
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Butyl Sepharose 4 Fast Flow resin

Siurry resin by gently swirling/mixing

Slumied Butyl Sepharose 4 Fast Flow
resin

Pour into clean vassel and allow to settie

Settled Butyl Sepharose 4 Fast Flow
Column

Remove fines from setlled resin and re-slury

Sturriad Butyl Sepharose 4 Fast Flow
resin

Butyl Sepharose 4 Fast Flow Column

v

Packed Butyl Sepharose 4 Fast Flow
Column

- Sodium Acetate: 2.72 g/l (0.82M)

- Ammonium Sulfate 132.14 g/L (1M)
- Acetic Acidt 100 mL/L {10%{viv)}

- pH 10 3.3 (o 3.5 with glacfal Acetic
acid/ 10N NaOH

- Conductivity > 100 mSfecm

Packed Butyl Sepharose 4 Fast Flow
Column

PCT/GB2007/000814

M
N

Pour slurried Butyl Sepharose 4 Fast Flow resin into clean chromatography column

Pack column to a final pressure of 3 bar, Lower adzpter to resin bed.

i
!

Flush column at 3 bar with column Equifibration buffer. Lower adapter to resin bed.

]

¢
'
1
1

51[‘!;!' ?gghegﬁi Egg% Flow pperation parameters:
-13-16cm t X 45 cm dlameter
Bal.

~Column Volume: 251

-Linearvelacity: 50-60 crw/hr (1.3 -1.6L/min)
|
]
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FIG 21B
Input
_Buty! Sepharese 4 Fast Flow:
<Wﬂﬂmﬂil / Butyl Sepharose 4 Fast Fiow resin

Slurry resin by gently swirllng/mixing

Slurried Butyl Sepharose 4 Fast Flow
resin

WEI Pour sturried Butyl Sepharose 4 Fast Flow rasin Into claan
Millipore 450mm QuikScals chromatography calumn

Butyl Sepharose 4 Fast Flow Column

_Butyl. Pagking buffec.
300 kg required for packing

-Sodium chloride 58.44 g/kg l_
/ Prassure vessel pack at a pressurs of 3 bar.
Lower adapter to resin bed.

y

Packed Butyl Sepharose 4 Fast Flow
Column

PCT/GB2007/000814

Qutput

g&
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FIG 21B continued

Input

HETP Running solulion:
75-125 kg required for wash
-Sodium chlorde

28.22 g/kg

buffar;
4.5 1. required for 6% bv pulse
-Sodlum chioride
58.44 g/kg

HETP Rupning selulion:
50 kg required for wash

-Sodium chioride
29.22 glkg

26/42

Packed Butyl Sepharose 4 Fast Flow
Column

»

Rinse equilibration buffer out
until conductivity levels off

Load salt pulse

4
Rinse with running solulion for 2bv

h 4

Packed Butyl Sepharose 4 Fast Flow Column

Passing range:
HETP: 1315-4858 plates/m
Asymmetry: 0.68-1.85

PCT/GB2007/000814

Output

&
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FIG 22A

Butyl Sapharose 4 Fast Flow column
load-ready TGF-33 sofuflon

Elitsation parameters:
Filtar - Fitter: Millipore Milligard 0.5 m /0.22 m
l - 110 L par m? membrane

Fitered Butyl Sepharuse 4 Fast Flow
column load

Butyl Sepharose 4 Fast Flow operatlon

pArameters;

-i1 5-18 cm bed height X 45 cm diameter
Butyl Sepharoge 4 Fast Flow - Column Volumz: 24L-25L

-\Linear velocity: 50-80 emvhr {1.3-1.61/min)
- Operating pressure: <1 Bar
EquiibrationWash buffer composition: -[Temperature: 18-22°C
- Sodium Acetale trihydrate: 2.72 g/kg (0.02M) : :

- Ammonium Sulfate; 132.14 g/kg (1M)

h 4

! Equliibrate with4 CV's
- Acetlc Acld: 100 mUL (10%(v/v)) » e
- pH to 3.3 10 3.5 wilh glacial Acetic add/ 10N of Equiiibration buffer
NaOQH

- Condugctivity > 100 mS/cm

Equliibrated Butyl Sepharose 4 Fast
Flow

Butvl Sepharose 4 Fast Flow

opefalion parameters:
- Load caonductivity: >80 mS/cm
- Linear velocity: 23 em/br (0.6L/mIn)

Load filtered Butyl Sepharose 4 Fast Flow column load

Loaded Butyl Sapharose 4 Fast Flow
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FIG 22A continued
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Butyl Sepharose 4 Fast Flow (cont)

Equilibration/¥Wash buffer composiion;

- Sodium Acstate trihydrate: 2.72 g/kg
(0.02M}

- Ammonium Sulfate: 132.14 g/kg (1M)

- Acetic Acld: 100 mU/L (10%{viv))

- pH o 3.3 o 3.5 with glaclal Acatic acid/
10N NaOH

- Conductivity > 100 mS/cm

Eiution byffar compasition:

- Sodlum Acetate: 2.72 gikg (0.02M)

- Gladial Acetic Ackd: 100 mUL (10%(viv)
- Ethy! Alcohiol: 300 mL/L {30%(vA))

- pH 1o 3.3 to 3.5 with glacial Acetic acxd/ 10N

NaOH
- Conductivity < 10 mS/cm

SP Loag Dilution buffer;

- Sodium Acetate irihydrate:

2.72 gikg (0.02M)

- Glactal Acetic Acld: 100 mb/L
(10%(v/v)

- Ethyl Alcohol: 300 mU/L (30%(viv)
- pHto 3.9 to 4.1 wilh glacial Acelic
acid/ 10N NaOH

- Conductivity < & mS/cm

Dllute Butyl Sephaiose 4 Fast Flow elutfon

Loaded Butyl Sepharose 4 Fast Flow

Wash Bulyl Sepharose 4 Fast Flow Column wilh

4 CV's of Equilibration/Wash buffer

Washed Butyl Sepharose 4 Fast Flow
Colunin

Elute Butyl Sepharose 4 Fast Flow Column
with Elution Buffer in Step Gradient
collect 0.1 AU rising to 0.1 AU felling

Butyl Sepharose 4 Fast Flow Elution
TGF-p3 solution

Adjust elution pH 10 4.0 +/- 0.1
with glaclal Acetic acld / 10N NaQH

pH adjusted Butyl Buly! Sepharose 4
Fast Flow Elution

Check the etulion
solution conductivity

Is conduclivity
<27.0mSlem?

Buvt Sep

- Linear v

L arosa 4 Fa

PCT/GB2007/000814

ow of i

- Lmear velpclty: 42 em/hr (1.1L/min)

- Elution target for elution buffer amouni requirement:

5CVs

elocily: 50-60 conihr {1.3-1.6L/min)

wilh SP Sepharose Dilution buffer
unlll conductivity Is < 7 mS/cm

Conditionad
SP Sepharase Fast Flow Load

y |

Conditlone_ld
SP Sepharose Fast Flow Load

Filter through 0.22um Opticap

Y

oy

Filirafi
- 4" Opticap filter

Filtered conditioned

SP Sepharose Fast Flow Load

-120L

o



WO 2007/104934

Input

B

- 15-18 cm bed helght X 45 cm diametar

- Column Volume: 24L-251

- Linear veloclty: 50-60 cmvhr (1.3-1.6L/min)
- Operating pressure. < 2.8 Bar

- Temperature: 18-22°C

Make up 200 kg for equilibratlon

buif itfon:
- Sodium Acetate trihydrate: 2.72 g/kg
- Ammonlum Sulfate: 132 g/kg
- Glaclal Acetic Acld: 100 g/kg
- plito 3.3 lo 3.5 with glacial Acetic
acld! 10N NaOH
- Conductivity > 100 mS/em

29/42

FIG 22B

Fltered Butyl Sepharose 4 Fast Flow
column load
~300-400 kg

Wash with 4 CV WF|

Butyl Sepharose 4 Fasl Fiow

o Equllbrate with 4 CV's

Butyl Sepharcse 4 Fast Flow

operation parametars:
- Load conductlvity: >60 mS/em
- Linear velocity: 23 cm/hr (0.6L/min)

" of Equilibration buster

Equiltbrated Butyl Sepharose 4 Fast
Flow

Load filtered Butyl Scpharose 4 Fast Flow column load

Loaded Butyl Sepharose 4 Fast Flow

PCT/GB2007/000814

Output

Butyl Load Samples:
3mL RGDC
2 mL Reducing+
Nonreducing SDS-PAGE CB
2 mL Weslem biot
2 mL CEX-HPLC
5 ml. Endotoxin
10 mL cliant retain
10 mL QC Retaln
23 ml Microblal Bloburden

&
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FIG 22B continued

Input Output
Butyl Sephargse 4 Fagt Flow gparaflon
Ll l. Ity: 50-80 cm/r (1.3-1.6L/min) Flow Through Samples: |
- Linear velocity: oU-00 am/hr (1.2-1.0L/min . :
Loaded Butyi Sepherose 4 Fast Flow > 10 mL CBent Retein
2 mL Westem Elot
I 18] i
Make up 200 kg for wash
- Sadium Acetate trihydrate: 2.72 g/kg
- Ammonium Suifate: 132 glkg Wash Butyl Sepharose 4 Fast Flow Column with —————————»  Wash Samples:
- Glaclal Acetic Acid: 100 g/kg 4 CV's of Equlllbration/Wagh buffar 10 mL Client Retaln

- pH1o 3.3 to 3.5 with glacial Acetlc
acld/ 10N NaOM
- Condugtivity > 100 mS/ocm

Waghad Butyl Sepharose 4 Fast Flow

| i . Column
- Linear velocity: 42 crv/hr (1.1U/min)
- Elution target for elution buffar amount requiremeant:
5CVs
Elution bufier composition: Efute Bu
yl Sepharose 4 Fast Flow Column
m"’k‘e up 22"3:‘% wtion with Elution Buffer in Step Gradient
ake up 200 kg for elution collact 0.1 AU rising to 0:1 AU falling

- Scdium Acetate trihydrale; 2.72 glkg
- Glacial Acetic Acid: 100g/kg
- 191 proof Ethyl Alcohol: 300 g/kg

- pH to 3.3 to 3.5 with glacial Acetlc
acid/ 10NAN_aOH Butyl eluate Samples:
- Conductivity < 5 mS/cm - Butyl Sepharose 4 Fast Flow Eiution 2 mL Red. + Nonred. SDS-PAGE
TGF-p3 solution CB
2 mL Weslern Blot
2 mb GEX-HPLC
3mL RC/DC
Adjust elution pH to 4.0 +~ 0.1 2 mk RP-HPLC
with glecial Acelic acid / 10N NaCH ; 5 mL Endotoxin
10 mL QC Reialn
v i 10 mL Glient Retaln

pH adjusted Butyl Butyl Sepharose 4
Fast Flow Elution

~30 L
SP Load Dilution buffer:
Mako up 160 kg
-ZST;d‘l;;kn; Acetate trihydrate: Chack the elution
: solution conductivity

- Glacial Acetic Acid: 100 a/kg

- 181 proof Ethyl Alcohol: 300 gfkg
- pH to 3.9 to 4.1 with glacial Acelic
acid/ 10N NaOH

- Conductivity < 5.0 mS/cm

Is conductivity
= 7.0mS/km?

|

Dilute Butyl Sepharose 4 Fast Flow elution
with SP Sepharose Dilution buffer
until conductivity is < 7 mS/fem

|

Y '
Conditioned Conditioned !

SP Sepharose Fast Flow Load SP Sephargse Fast Fllow Load

| [

Filter through 0.22pm Opticap

Filtration parametars: Filtered conditioned
- 4" Opticap filter sp SBDhamf$2i;aft Flow Load
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FIG 23A Butyl Sepharose 4 Fast Flow Cleaning Post-Use
Butyl Sep 4 i m
- 16 cm béd halght X 45 em diameler
Butyl Sepharcse 4 Fast Flow - Column Volume: 24-25L
- Linear velodty: 40 cmhr

Wash column with 2-3 CV's of DI Water

Buly| Sepharose 4 Fast Flow In D!

Watar
™\
Butyt Gleaning Solution: Wash column with 2-3 GV's of Butyl Cleaning Solution
Make up 200 kg total minimum contact time 30-60 mina.
- Sodium Hydroxide : 20 g/kg {0.5N)
/ Sanitized Butyl Sepharose 4 Fast Flow
ul ing and
alufign; . -
-_Sé%lﬁ Hydroxide :0.4 g/Kg Store column with 2.3 CV's of 0.01 N NaOH
(0.01N

Sanilized and Stered Butyl Sepharose
4 Fast Flow

Butyl Sepharose 4 Fast Flow Cleaning Pre-Use/
Regeneration

)

- 16 cm bed Height X 45 cm diamater

Butyl Sepharose 4 Fast Flow - Column Volime: 24-25L
- Linear velocjty: 5060 em/hr (16.4-20ml/min)

Wash column whh 2-3 C\'s of DI Water

Bulyl Sepharose 4 Fast Flow In DI
Water

Wash column with 4 CV'e of Equilibration Buffer

uilibrati ¥ i
- Sodium Acetate: 2.72 g/l (20 miM)
-Ammonium Sulfate: 132.14 g/L (1M}
- Acelic Acld: 100 mL/L (10%VAv) Regenerated Bulyl Sepharose 4 Fast
- pH 10 3.3 0 3.6 with 10N NeOM/ Flow
giacial Acallc acid
- Conductivity > 100 mS/em
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FIG 23B Butyl Sepharose 4 Fast Flow Cleaning Pre-Use
input Output
Bulyl Sepherose 4 Fast Flow operallon pammeters;
- 16 cm bed height X 45 cm diameter
- Column Voluma: 24-25L Buty| Sepharose 4 Faat Flow

- Linsear velocily: 40 cenhr

Wash column with 2-3 CV's of Buty! Claaning Sofution
minimum contact ime 30-60 mins.

Buty] Cleaning.Solullon:
Make up 200 kg total - »
- Sodium Hydroxide : 20 g/kg :

Butyl Sepharose 4 Fast Flow in DI

Water
WEL
ISL
Wash column with 2-3 CV's of DI Water ’
: |
Sanitized Butyl Sepharose 4 Fast Flow I
Make up 200 k tolal. |
p g Store column with 2-3 CV's of Bulyl Storage Solution

- Sodium Hydmoxkie :0.4 g/kg

Y

Sanitized and Slored Butyl Sepharose ,
4 Fast Flow

e
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FIG 24
Input Qutput
- 10 am -11 cm bed height X 30 om dlameter
- Column volume: 7.1-7.8L
- Linear velocity: 40 emvhr (471 mUmin)
Make up 200 kg total SP Sepharose 4 Fast Flow in 1M NaCl
SP Cleaning Solutton:
- Sadium Hydroxide : 20g/kg ash cotumit with 2-3 CV's of SP Cleaning Solution
SP Sepharose Fast Flow Cleaned In
water f

Flush with 2-3 CV's of waler ,

Sanltfzed SP Sephaross Fast Flow

Make up 200 kg total

Store column with 2-3 CV's of SP Storage Solution

lution:
191 proof Ethanol: 210g/kg —> }

Sanitized and Stored Bulyl Sepharose
4 Fast Flow
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Input

_SP Sepharose FE:
~10L slury from container for & 8 | pagked
< 3

SP Packing bulfer;

200 kg reqguired for packing
-Sodium chloride

28.22 g/kg

34/42

FIG 25

SP Sepharose Fast Flow resin

Slurry res!n by gently swirling/mixing

Slurrled SP Sepharcse Fast Flow resin

Pour slurried SP Sepharose Fast Flow resin into
clean GEHealthcare BPG 300/500 chromatography columr}

—>» Pressure vessel pack at a pressure of 3 bar.

25 L for packing

- Sodium Acetate trihydrate: 2.72 g/kg
- Gladial Acetic Acid: 102 gfkg

- 191 proof Ethy| Alcohol: 250 g/kg

- NaCl: 28.3g/kg

- pH te 3.3 to 3.5 with glacial Acetic
acid/ 10N NaOH

- Conductivity = 25 - 30 mS/cm

ﬁlﬁiﬂﬂmﬁ!ﬂ;ﬂﬂ&l’.@ﬂﬂ.}f

l.ower adapter to resin bed.

v

Pass 3 bv through the column at 120 cnvhr
If necessary lower adapler to resin bed

¥

SP Sepharose Fast Flow
BPG 300
-10cm -31 cm bed height X 30 cm
dlameter
- Column volume: 7.1-7.8L

PCT/GB2607/G008 14

Output



WO 2007/104934

FIG 25 continued
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Packed SP Sepharose Fast Fiow
Column

HETE Running solution:
25-40 kg required for wash
-Sadium chioside !
29.22 g'kg

_HETP Sak Pulse buffar:
0.16 L requlred for pulse
-Sodlum chloride

58.44 gikg

HETP Rynning selution:
16 kg required for wash
-Sodium chloride

29.22 gkg

Rinse equilibration buffer oul
until conductivity levels off

v
Load salt pulse

A\ 4
Rinse with running sclullon for 2bv

h

ECT/GB2007/000814

Packed SP Sepharose Fasl Flow Celumn

Passing range:
HETP: 2300-5300 plates/m
Asymmetry: 0.8-1.3
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- Acetic Acld: 100 mLL {10%(viv))
- Sodium Chkaride: 2.92 g

10N NaOH
- Conductivity < 7 mS/am

&%Emmmmmmmmﬁn
- Sodium Acetate: 2.72 g/, (0.02M)

- Ethyl Alcohel: 300 mL/L ;30 h(viv)}
L NaCl (0.05M)
- pH to 3.8 to 4.1 with glacial Acetic acid/

- Acetic Acid: 100 mLiL

NaOH
- Conductlylty < 7 mSfcm

8P _Sephamse Equillbration buffer/Wash
- Soglum Acetate: 2.72 g/l (0.02M)
?10% viv))
- Ethyl Alcohol: 300 mL/L (30% (viv))
- Sodium Chlorlde: 2.92 g/l NaCl (0.05M)
- pH ta 3.9 to 4.1 with glaclal Acetic agidf10N

ution b B

B
- Sodlum Acetate : 2.72 g/L (0,02/V)
- Acetic Acid: 100 mL/L (10% (v/v))
- Ethyl Alcohol 300 mL/L (30% (vAY))

- NaCl: 29.22

EIL (O.SML‘
- pH to 3.9 to 4.1 with glacial Acetic

acid! 10N NaOH
- Conductivlty = 25 - 30 mS/em
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FIG 26A

Flitered Gondltioned
SP Sepharose Fast Flow Load

Prepare SF Sepharose Fast Flow column

v
SP Sepharosa Fast Flow

Equillbrate SP Sepharose Fast Flow column

wlth 3-4 CV's of Equiiibration buffer

|

Equliibrated SP Sepharose Fast Flow

Load SP Sepharose Fast Flaw with filtered

conditioned load

y

Loaded SP Sepharose Fast Flow

Wash SP Sepharose Fast Flow
column to baseling with 3 CV's
of Equliibration Wash Bufier

h 4

Washed SP Sepharose Fast Flow

Elute TGF-p3 with
a 15 CV gradlent to 50% Buffer B.

Cdilect 1L fractions 0.1 AU 1o 0.1 AU.

l

SP Sepharose Fast Flow Elution
Pudfied TGF-p3 solution

PCT/GB2007/000814

PS 5 Qw gnerallon
paramelars:
- 10 cm -11 cm bed helght X 30 cm
diameter
- Column volume: 7.1-7.8L
- Illlnear velocity: 120 cm/hr (1.4L/min}

SP Sephargse Fast Fiow operation
nammetars:
Linear veloclty: 120 cm/ M (1.4L/min)

S Fl ion

Y -
E’Inaar veiodty: 120 em/hr (1.4L/min)

SP_Sepharose Fast Flow gparation
paramaters;
Linear velodity: 120 crm/hr (1.4L/min)

1L elution fraclions are analyzed via rp-
LC and

EX-HPLC

Fractions of > 90% purity are pooled

'OT!
T

%
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FIG 26B
input Output
Fitered Conditioned
SP Sepharase Fast Flow Load
Equilibration 2oL
Equilibrate SP Sepharose Fast Flow column
with 3-4 CV's of Equilibration buffer
- Linear velocity: 120 cmihr {(1.4Limin)
Wash with 4 CV WFI
_SP Sephargse Equilboretion buffer/\Wash
Buffer: 100 ka final weight
 Glacial Avcic Acts 104 g SP Load Samples:
e SP Sepharose Fast Flow 2 mL CEXHPLC
- 191 proof Ethyl Alcohol: 255 gikg
- Sodlum Chloride: 2.98 grkg BPG 300 2ml RP-HPLG
- pH 10 3.9 o 4.1 with giacial Acetic acd/ -10cm 11 cm bed helght X 30 cm 10 mL Client Retain
10‘; NaOH § dlameter 10 mL QC Retain
- Conduclivily < 8.0 mSfem - Golumn volume: 7.1-7.81. 2 mL Western Blot

[ A

Load SP Sapharose Fest Flow
with fillered Equllibrated SP Sepharose Fast Flow
d load
conditioned loa Collett Flowthrough

Flow through Samples:

10 mL Client Retain
Wash SP Sepahrose FF 10 mL QC Relain

-3 CV column wash

- Linear velocity: 120 cm/hr (1.4L4

- pHio 3.9 to 4.1 with glacial Acetic
acld/ 10N NaOH

mic) ‘ Wash Loaded SP Sepharose Fast
_SP Sephargse Equllibratlon bufierVWash Flow i
Buffer; 100 kg final buffer v Wash Samples:
- Sodium Acetate trihydrate: 2.78 g/kg 10 mL Client Relain
- Glacial Acetic Acid: 104 g/kg
- 181 proof Ethyl Alcoho!l: 255 gikg L .
- Sodiurn Chioride: 2.98 g/kg
- pH to 3.9 to 4.1 with glacial Acetic acid/10N Y
NaOH )
- Conductivlty < 8.0 mS/icm .
Elute SP Sepharose Fast FLow
Collect Fractions
] Samples:
Eluta Butyl Sepharose 4 Fast Flow Celumn Analyze fractions by:
with Elution Buffer with a linear gradient 2 mL CEX HPLC
of 0% to 50% Buffer B for 15 CV, — 2 mL RP-HPLC
Elution: Cellect 0.1 AU rising to 0.1 AU falling
- Linsar velocily; 120 crvhr {1.4L/
min)
Wash Butyl Sephamse 4 Fast Flow Column
with Eluion Buffer In a 50%-100% step gradient. i
SP Sepharosa Efu :
- Sodium Acelale trihydrate: : i :
2.72 g/kg i - 2L elutlon fractions are
- Glaclal Acetic Acid: 102 g/g SP Sepharose Fast Flow Elution b analyzed via rp-HPLC
- 191 proof Ethy! Alcohol: 250 gikg : Purifled TGF-p3 salution and CEX-HPLC
- Sedium Chioride: 29.3 g/kg ~1518 L ' - Fractions of > 90%
L purity are pooled

- Conductlvity = 25 - 30 mS/cm Wash calurmn with 2-3 GV's of 1M NaCl ‘ Samples:Pooled SP:
; 2mL CEX HPLC
! 2 mL RP-HPLC

J 2 mL absorbance at 278nm
Stripped SP Sephaross 4 Fast Flow | 2mL Red. + Nogéed- SDS-PAGE
| 5 mL Endoloxin
| 10 mL Client Retain
10 mL QC Relain
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FIG 27

Q o i ers;
(A) SP Sepharose 4 Fast Flow -10 ¢m -11jcm bed heith % 30cm ﬁlameler

- Calumn volume: 7.1-7.8L
- Linear veloclty: 40 cmi/hr (471 mL/min)

[
Wash column with 2-3 CV's of 1M NaCl

SP Sepharose 4 Fast Flow In 1M NaC|

Flush with 2-3 CV’s of water

SP Sepharuse Fast Flow Gleaned in
water

- Sodiurn Hydroxide : 20 g/kg (05} Wash calumn with 2-3 CV's of 0.5N NaOH

Sanitized SP Sepharose Fast Flow

gg iglgmgg and Storgns '
Eﬂs& nj)m Hydroxids :0.4 g/Kg >— Stora calumn with 2-3 CV's of 0.01 N NaOH

Senitized and Stored Bulyl Sephaiuse
4 Fast Flow

SP Sepharose Fast Flow operation paramsters;
- 10 em -11 cm bed height X 30 cm diameter

- Column volume: 7.1-7.8L
(B) SP Sepharose Fast Flow - Uinear velochty: 120 crhr (1.4L/min)

Wash column with 2-3 CV's of DI Water

)

SP Sepharose Fast Flow in DI Water

Wash column with 4 CV's of Equilibration Buffer
I 1

o
- Sodium Acetale: 2.72 g/L (0.02M) l
- Acetic Acid: 100 mbLa, w%swv))
- Ethyl Alcohel: 360 mLIL (30%(vA))
- Sodium Chloride: 2.92 g/L NaCl {0.05M) Regenerated SP Sepharose Fast Flow
- pH 10 3.9 to 4,1 with glacial Acatic acid/
10N NaOH
- Conductivity < 7 mSicm

/2D
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FIG 28A

UF/DF membrane:

Sting: Tm¥membrane  ——————= Milllpore Pelicon 5 kDa, regenerated
cellulose, screen C

[
- Dlrect permeate and[ retantate lines to wasts
- Fully open retentate valve
- DI water feed at 5L/min per m?2 membrane
- Flush 12L of Di water per i membrane
Fiush membranie with - Open permeate line,! restrict ratentate flow untit

Dt water feed pressure Is 25 psig
- Increase DI water feed flow untfl faad pressure is 80 psig

- Ftush untll 70L of DI, water par m2 membrane

are collected In permeale
- Determine holdup volume by draining the syslem

Flushed UF/DF membrane
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FIG 28B

UF/IDF membrana:
Skzing: 1.5m?membrane  ————® Millipore Pellicon 5 kDa, regsnerated
callulose, screen C

- Dlract permeate and retentate lines to wasle
- Fully cpen ratentate valve
- Dl waler feed at 51/min per m? membrane
- Flush 12L of DI water per m? membrane
- Open permeata line, restrict retentate flow untl " Flush membrane with
fead pressure is 25 pslg Dl water
- Increase DI water feed flow unilt feed pressura Is 80 psig
- Flush untht 70L of D} water per m? membrane
ara collected in permeats
- Delermine holdup voluma by dralning the system

v

Flushed UF/DF membrane




WO 2007/104934
41/42

FIG 29A

Pooted SP Sepharose Fast Flow
Eltion

Re-circulate solution through
preconditioned UF/DF system

Purified TGF-B3 solution in
final UF/DF system

Concenirate purified TGF-p3
solution to 10mg/mL {Ag, )

r

Ratentate: concantrated purified
TGF-p3 solution

Diafilter concentrated TGF-3 sotution
into Formulation buffer

busffer osjtion:

- mUL (0.12% {viv))
- Eth lAlouhol 200 mUL (20%{viv))
-pHio38lod. 1 with glacial Acetic
acid/ 10N NaQH

Retentate: Final Product
(TGF-33 In 0.12% Acetlc acld, 20% (w/
w) Ethyl alcohol (whw))

Fill 1mL of bulk formulated product
into 2mL giass vials

Final Product
(TGF-3 in 0.12% Acelic acid, 20% (w/
w) Ethyl alcohal {whv))

Store at -20°C

PCT/GB2097/000814

I [+ M
- Direct retentate fine to the fead vassel
- Close permeate lina! fully open retentata vatve
- Feed fow = 5Umin per m* membrane
- Recircutation time =[10 minutas

Conceniralion pargmeters:

- Direct retentate Ilne|lo the fead vessel

- Open permeate lme {discard parmeata)

- Restrict retentate flow ta achieve TMP = 20 - 30psig

Uiafilretion parameters:

- Direct retentate 'Ilne to the feed vessel

- Open permsate Iine (discard permeate)

- Reslrict retentate ﬁow to achieve TP =28 - 32psig
- Diafitration buffar feed permaate removal fead

- Diafiter untll 6 diavolumes are removed in parmeate

Einai fill paramaters;

- Performed in & Bio Safety Cabinet

- Flitered through Willipore Ailipak 80 0.22urm

- Dispensing volume: 1.1 +/- 0.1mL

- Following the fill, vlais are acepticaly stoppered and

crimped !
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FIG 29B

Input

- Direct retentate ine to the feed vessel
- Close permeate line, fully open retentata

valve

- Feed flow = 5L/min per m? membrane

- Recirculation time = {10 minutes

Concentratlon parameters:
- Direct retentate line 10 the Teed vessal
- Open permeale line (dizscard permeaals)

- Restrict retentate flow to achleve TMP =20 -

30psig

iafil n m 3
- Direct ratentate line o the fead
vessel
- Open permeate Hne (discard
permeata)
- Restrict retentate flow to achleve
TMP = 28 - 32psig
- Diafiltratlon buffer feed = permeate
removal feed
-~ Diafilter until 6 diavolumes are
removed in permeale

42/42

Pooled SP Sepharose Fast Flow
Elution
~15-18 L

Re-circulate solufion through
preconditioned UF/DF system

Purlfied TGF-B3 solution in
final UF/DF syslem

Concentrate purified TGF-3

solution to 12mgimL (A, )

Retenlate: concentraied purified
TBF-p3 sclution

Fomulation buffer composilion:
- Acetic Acid 1.2 mUL

- 181 proof Ethyl Alcohol:

209.4 mLiL

- pH to 3.9 to 4.1 with glacial Acetic
acld/ 10N NaOH

Diafilter concentrated TGF-p3 solullon inte Formulation buffer

Y

Retentate: Final Product
(TGF-p3 in 0.12% Acetic acid, 20% (v/
v) Etny! alcohol (viv))

Ena} il paramelers:

- Performed in a Bio Safety Cabinet

- Flltered through Milipore Millipak 60
0.22um

- Dispensing volume; 1.1 +- 0.1mL

- Following the fill, viels are aceptically
stoppered and crimped

|

Diute Diafitered TGF-33 solution to

104+2mg/mL (As780 WIth Formulation buffar
|

|
PCT/GB2007/000814

]

Output

—_—

F'ennﬁfe
Sarnplas
16 mL QC Retain

Parmaale
Samp!es
SmL Ay
1 ml CEX-HPLG
1mL SQS -PAGE
§ mL Clignt Retain
5 mL QC Retain

Permaale:
Samples:
15 mL QC Retaln

Fill 1mL of bulk formulated product
Into 2mL glass vials

Final Product
{TGF-p3in 0.12% Acetlc acld, 20% (v/
v) Ethy! alcohol (viv))

Store at -20¢C

Samples, bulk,

5 mL visual inspection
d 10 mL pH, conductivity
10 mL Ethanc! contert by GC

10 mL DNA
2 mLHCP

5 inL Peptide mapping
5 ml Absorbance at 278 nm

2 mL CEX-HPLC
2 mL RP-HPLC

1 mL Non-Red + Red. SDS-PAGE CB,

33

2 ml. Westem Blot

5 mi_ Endeloxin

15 mL QC chient refain
15 mL CBSB Retain

%
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Box i Observations where certaln claims were found unsearchable (Continuation of ﬂnmlz of first sheet)

This Intarnational Search Report has not been established in respect of certain claims under Articie 17(2a) for the following reasons:

Claims Nos.:
bacause thay relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

2. D Claims Nos.:
becauss they relate to parts of the International Application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extant that no meaningful intemational Search can be carried out, specifically:
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a. [ ] claims nos.

because thay are dependant cialms and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box M Obsanaﬂonswhoremﬂyoﬂmonﬁonlslackhgwmﬂmnﬂonofmsmwmjem)

This International Searching Authority found multiple inventions in this intemational application, as follows:

see additional sheet

1. [Zl As all required addtional search fees were timely paid by the applicant, this Intemational Search Report covers all
searchable ciaims.

2. D As all searchable ctaims could be searched without effort justifying an additional fee, mismmmtydldnotlmitapaymem
ot any acditional fee.

3. D As only some of the required addiional search lees were umely paid by the applicant, this International Search Report
covars only those clalms for which tees were paid, specifically claims Nos.: {
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. D No required additonal search fees were timely paid by the appicant. Consaquently, this lntomalioLal Saarch Report is
restricted to the invention first mentioned In the daims; it is covered by claims Nos.: I
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Remark on Protes! D The addifonat search fees were accompanied by the applicant’s protest
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D No protast accompanied tha payment ofaddmonai search 1e0s.
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210 !

This International Searching Authority found multiple (groupé of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1 (partially), 2 and 3 (completely), 8-15 (partially),
16 and 17 (completely), 18-20
(partially), 21 and 22 (completely),
23-31 (partialiy)

Claims relating to the use of CHES for the refolding of
TGF-beta proteins

2. claims: 1 (partially), 4-7 (completely), 8-15 (partially), 18-20
(partially), 23-31 (partially) !

Claims relating to the use of CHES analogues for|the
refolding of TGF-beta proteins
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogota,
2020

Doctor (a)

CASTILLO GRAU GERMAN

Apoderado(a) y/o Representante de
RENOVO LIMITED

REFERENCIA Radicacién No. 8 99914
Solicitud internacional PCT/GB2007/000814
Fecha inicio fase nacional 11/10/2008
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430

Oficio No. N21 3 7 4 1

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamentoien el articulo 38 de
la Decisién 486 de la Comisién de la Cemunidad Andina, artic$lo 27 del Tratado de
gooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis deil %eglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que|consta la cesidn del
derecho a 1la patente del inventor al solicitante © a su causante, conforme a lo
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 |de la Comisidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados enlel extranjero, estos
deberadn legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
Cé6digo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 1ii) del Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes
PCT., el alcance de las tales declaraciones se determiﬁaré seglin indicquen
claramente una cesidédn de derechos del inventor al sclicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulg Quinto, Titulo X de
la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercie. |

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentrc del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidn del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la sclicitud se
considerard abandonada y perderd su prelacidn.

Notifiguese el presente
e), del capitulo guipto

acio conforme a lo dispuesto en el Jnumeral 5.2, literal
itulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA CE$PEDES DE VERGEL
Jefe de la dividgidn de Nuevas Creaciones |
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jfernahd

requerimiento fue notificado por fijacién en lista de







