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ES 2369 642 T3

DESCRIPCION

Polipéptidos relacionados con el copolimero 1 para su uso como marcadores de pesos moleculares y para uso
terapéutico

INTRODUCCION

La presente invencion proporciona marcadores de pesos moleculares para la determinacion precisa del peso molecular
del acetato de glatiramero, de terpolimeros y otros copolimeros. Los marcadores de pesos moleculares son polipéptidos
que tienen pesos moleculares identificados entre 3757 Daltons y 11.727 Daltons, y una composicidon de aminoacidos que
se corresponde con el acetato de glatiramero o con un copolimero relacionado. Los pesos moleculares identificados se
proporcionan mediante polipéptidos que tienen secuencias definidas. Los marcadores de pesos moleculares que se
corresponden con el acetato de glatiramero comprenden los aminoacidos alanina, &cido glutamico, tirosina y lisina en
relaciones molares especificas. Los marcadores de pesos moleculares correspondientes a terpolimeros relacionados
comprenden tres de los cuatro aminoacidos. En una forma de realizacion preferida, el polipéptido tiene alanina en el
extremo N-terminal y tirosina en la cuarta posicion desde el extremo N-terminal. La presente invencion proporciona
adicionalmente una pluralidad de marcadores de pesos moleculares para la determinaciéon del intervalo de pesos
moleculares de una composicion copolimérica. La pluralidad de marcadores de pesos moleculares idealmente presenta
relaciones lineales entre la elipticidad molar y el peso molecular, o entre el tiempo de retencion y el log del peso
molecular.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El acetato de glatiramero (Copolimero 1; Cop 1; en lo sucesivo copolimero GLAT) es una mezcla de polipéptidos
compuestos de alanina, acido glutamico, lisina, y tirosina en una relacion molar de aproximadamente 4,6:1,5:3,6:1,0,
respectivamente, que se sintetiza polimerizando quimicamente los cuatro aminoacidos, formando productos con pesos
moleculares medios que abarcan entre 4000 aproximadamente y 13.000 Daltons aproximadamente. Las fracciones
molares correspondientes son de 0,427 para la alanina, 0,141 para el acido glutamico, 0,337 para la lisina y 0,093 para la
tirosina, aproximadamente, y pueden variar en un +10% aproximadamente. Los intervalos de pesos moleculares medios
preferidos y los procedimientos de preparacién de terpolimeros se describen en la patente de EE.UU. N° 5.800.808.

Para certificar la preparacion del Copolimero 1 o de un terpolimero para su uso en productos farmacéuticos, es necesario
determinar con precision la distribucion de pesos moleculares de los polipéptidos en la preparacion. Un procedimiento
para determinar el peso molecular es cromatografia en una columna de Superosa 12. Los coeficientes de calibracion de
columnas para la determinacion del peso molecular del acetato de glatiramero se han determinado usando lotes de
acetato de glatiramero con pesos moleculares medidos indirectamente. Las medidas indirectas han incluido la
viscosimetria y la velocidad de sedimentacién por ultracentrifugacion. Mas recientemente, se han preparado lotes de
marcadores de acetato de glatiramero, cuyos pesos moleculares se determinaron por dispersion de luz ldser en multiples
angulos (MALLS).

Asi, existe una necesidad de marcadores de pesos moleculares utiles como patrones para la determinacion de la
distribucion de pesos moleculares de composiciones copoliméricas contempladas por la invencion. Los marcadores de
pesos moleculares deseables tienen pesos moleculares y propiedades fisicas definidos que son andlogos a las
moléculas para las cuales se va a determinar el peso molecular. Idealmente, hay una relacion lineal entre los pesos
moleculares definidos (o el log de los pesos moleculares definidos) de los marcadores y una propiedad fisica medible tal
como, por ejemplo, la elipticidad molar de los marcadores, o el tiempo de retencidon de los marcadores en una columna
de separacion por tamafo molecular.

RESUMEN DE LA INVENCION

Los marcadores de pesos moleculares de secuencia definida que tienen caracteristicas quimicas vy fisicas similares al
copolimero GLAT proporcionan una calibracién precisa y robusta ajustada para determinaciones del peso molecular de
lotes de produccion. La presente invencion revela derivados del copolimero GLAT utiles como marcadores de pesos
moleculares para la determinacion de los intervalos de pesos moleculares de preparaciones de copolimero GLAT. Estos
polipéptidos corresponden a las SEQ. NO. 1-7 tal y como se describe. Para la determinacién del intervalo de pesos
moleculares de una preparacion de copolimero GLAT, el derivado preferido es un polipéptido que tiene una composicion
de aminoacidos que se corresponde aproximadamente con el copolimero GLAT y un peso molecular identificado que
esta entre 3757 Daltons y 11.727 Daltons. El polipéptido tiene relaciones molares especificas de los aminoacidos alanina,
acido glutamico, tirosina y lisina. Ademas, en una forma de realizacion preferida el polipéptido tiene alanina en el extremo
N-terminal y tirosina en la cuarta posicién desde el extremo N-terminal. Para la determinacion del peso molecular de un
terpolimero, el derivado preferido tendra un peso molecular definido y una composicion de aminoacidos que se
corresponde aproximadamente con aquélla del terpolimero. Otros copolimeros también estan contemplados por la
invenciéon. Cuando se determina el peso molecular de un copolimero contemplado por la invencién, el derivado del
polipéptido tendra un peso molecular definido y una composicién de aminoacidos que se corresponde aproximadamente
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con aquélla del copolimero.

La presente invencién proporciona adicionalmente una pluralidad de marcadores de pesos moleculares para la
determinacién del peso molecular del acetato de glatiramero o de un terpolimero u otro copolimero en una columna de
separacion de pesos moleculares. Los marcadores comprenden de dos a siete 0 mas polipéptidos, cada polipéptido con
un peso molecular identificado. Cuando se determina el intervalo de pesos moleculares del acetato de glatiramero, una
pluralidad preferida de marcadores de pesos moleculares tendran pesos moleculares definidos desde 3757 Daltons
hasta 11.727 Daltons, y una composicion de aminoacidos correspondiente al acetato de glatiramero o a un terpolimero
seleccionado. En formas de realizacion preferidas, hay una relacion lineal entre el log del peso molecular de los
marcadores de pesos moleculares polipeptidicos y el tiempo de retencién de los marcadores de pesos moleculares en la
columna de separacion por tamafos o entre el peso molecular de los marcadores de pesos moleculares y la elipticidad
molar de los marcadores de pesos moleculares.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1a proporciona la distribucion de la alanina en los marcadores moleculares (marcadores TV) descritos en la
Tabla 1. La posicion del aminoacido esta definida por el eje X. La presencia de una alanina esta indicada por una barra
vertical en la posicion del aminoacido indicado.

La Figura 1b proporciona la distribucion de la lisina en los marcadores TV descritos en la Tabla 1. La posicion del
aminoacido esta definida por el eje X. La presencia de un resto de lisina esta indicada por una barra vertical en la
posicion del aminoacido indicado.

La Figura 1c proporciona la distribucién del acido glutamico en los marcadores TV descritos en la Tabla 1. La posicién del
aminoacido esta definida por el eje X. La presencia de un resto de acido glutamico esta indicada por una barra vertical en
la posicion del aminoacido indicado.

La Figura 1d proporciona la distribucion de la tirosina en los marcadores TV descritos en la Tabla 1. La posicion del
aminoacido esta definida por el eje X. La presencia de un resto de tirosina esta indicada por una barra vertical en la
posicion del aminoacido indicado.

La Figura 2 proporciona una grafica de la elipticidad molar frente al peso molecular de los presentes marcadores TV
comparados con marcadores de acetato de glatirdmero conocidos. La elipticidad molar se proporciona en 107 grad cm?
dmol™ y el peso molecular esta en Daltons. Los circulos indican marcadores TV y los cuadrados representan marcadores
de acetato de glatiramero. Como se muestra, los marcadores TV proporcionan una relacion lineal entre la elipticidad
molar y el peso molecular.

La Figura 3a proporciona una grafica del tiempo de retencién relativo (TRR) de los presentes marcadores TV frente al log
del peso molecular de esos marcadores, usando un algoritmo basado en el TRR.

La Figura 3b proporciona una gréfica del log del peso molecular de los marcadores TV frente al tiempo de retencion (TR)
de esos marcadores, usando un algoritmo basado en Millennium.

La Figura 4a proporciona una grafica que resume diversas calibraciones del tiempo de retencion relativo (TRR) de los
marcadores TV frente al peso molecular de esos marcadores, usando un algoritmo basado en el TRR. Los datos se
obtuvieron de 16 columnas. Se representan los valores promedio para cada una de las 16 calibraciones.

La Figura 4b proporciona una grafica que resume diversas calibraciones del peso molecular de los marcadores TV
presentes frente al tiempo de retencion relativo (TRR) de esos marcadores, usando un algoritmo basado en Millennium.
Los datos se obtuvieron de 16 columnas. Se representan los valores promedio para cada una de las 16 calibraciones.

La Figura 5 representa la inhibicion de la uniéon del Cop 1 a anticuerpos policlonales anti-Cop 1 mediante cuatro
marcadores TV y Cop 1 (03494). Las relaciones de absorbancia indican la absorbancia medida con una concentracién
de inhibidor creciente en relacién a la absorbancia en ausencia de inhibicion de la union.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Los marcadores de pesos moleculares de la invencion (por ejemplo, marcadores TV), incluyen las SEQ. NO. 1-7 que
tienen una composicion de aminoacidos que se corresponde aproximadamente con el acetato de glatiramero o con
terpolimeros relacionados, y un peso molecular identificado que esta entre 3757 Daltons y 11.727 Daltons y son Utiles
para la determinacion con precision del peso molecular del copolimero GLAT y de terpolimeros relacionados. Se deduce
de los requerimientos para un peso molecular identificado que un marcador TV debe tener un peso molecular discreto y
no un intervalo de pesos moleculares. Por consiguiente, los marcadores TV se sintetizan segun una secuencia de
aminoacidos predeterminada que se corresponde en composicion con el copolimero para el que se debe determinar el
intervalo de pesos moleculares. Optimamente, los marcadores TV tienen una actividad terapéutica que es similar al
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copolimero correspondiente. Estos marcadores se pueden usar en cualquier sistema de discriminacion de tamafos
moleculares usando cualquier procedimiento o aparato de determinacion de pesos moleculares disponible. Por ejemplo,
los presentes marcadores se pueden usar para la calibracién de cualquier procedimiento o aparato cromatografico que
se use para las determinaciones de pesos moleculares de polipéptidos o proteinas. Ese aparato cromatografico puede
ser una columna de separacion de pesos moleculares que separa polipéptidos en base a su tamafio molecular. Ejemplos
de columnas de separacién de pesos moleculares incluyen columnas TSK, columnas de Sephadex, columnas de
Sepharosa, y columnas de Superosa. Para proporcionar marcadores de pesos moleculares de tamafio y composicion
discretos, los marcadores de pesos moleculares de la invencién se pueden sintetizar segun secuencias predeterminadas
mediante procedimientos que son muy conocidos por aquellos expertos en la materia.

Las frases "aminoacido" y "secuencia de aminoacidos”" como se definen en el presente documento y en las
reivindicaciones pueden incluir uno o mas componentes que son derivados de aminoacidos y/o analogos de aminoacidos
que comprenden parte o la totalidad de los restos para uno cualquiera o0 mas de los 20 aminoacidos de origen natural
indicados por esa secuencia. Por ejemplo, en una secuencia de aminoacidos que tiene uno o mas restos de tirosina, una
porcion de uno o mas de esos restos se puede sustituir por homotirosina. Ademas, una secuencia de aminoacidos que
tiene uno o mas enlaces no peptidicos o peptidomiméticos entre dos restos adyacentes, esta incluida dentro de esta
definicion.

Los cadigos de aminoacidos de una letra y de tres letras (y el aminoacido que representa cada uno) son los siguientes: A
significa ala (alanina); C significa cys (cisteina); D significa asp (acido aspartico); E significa glu (acido glutamico); F
significa phe (fenilalanina); G significa gly (glicina); H significa his (histidina); | significa ile (isoleucina); K significa lys
(lisina); L significa leu (leucina); M significa met (metionina); N significa asn (asparagina); P significa pro (prolina); Q
significa gIn (glutamina); R significa arg (arginina); S significa ser (serina); T significa thr (treonina); V significa val (valina);
W significa trp (triptéfano) ; e Y significa tyr (tirosina).

El término aminoacido "hidréfobo" esta definido en el presente documento y en las reivindicaciones como incluyendo a
los aminoacidos alifaticos alanina (A, o ala), glicina (G, o gly), isoleucina (1, o ile), leucina (L, o leu), prolina (P, o pro), y
valina (V, o val), siendo los términos entre paréntesis las abreviaturas estandar del cédigo de una letra y de tres letras
para cada aminoacido, y a los aminoacidos aromaticos triptéfano (W, o trp), fenilalanina (F, o phe) y tirosina (Y, o tyr). Los
aminoacidos confieren hidrofobicidad en funcién de la longitud de las cadenas laterales alifaticas y del tamafio de las
aromaticas, cuando se encuentran como restos dentro de una proteina.

El término aminoacido "cargado" esta definido en el presente documento y en las reivindicaciones como incluyendo a los
aminoacidos acido aspartico (D, o asp), acido glutamico (E, o glu), histidina (H, o his), arginina (R, o arg) y lisina (K, o lys),
que confieren una carga positiva (his, lys y arg) o negativa (asp y gly) a valores fisiolégicos de pH en disoluciones
acuosas a proteinas que contienen estos restos.

Composiciones de polipéptidos contempladas por la invencion. Segun la presente invencion, para los presentes
marcadores son necesarios polipéptidos que tienen pesos moleculares definidos y que comprenden cuatro de los
aminoacidos tirosina, acido glutamico, alanina y lisina. Los marcadores de pesos moleculares de la invencion pueden
estar compuestos de aminoacidos L o D. Como es sabido por alguien experto en la materia, los aminoacidos L se
encuentran en la mayoria de proteinas naturales. No obstante, comercialmente estan disponibles aminoacidos D y se
pueden sustituir por alguno o todos los aminoacidos usados para preparar los marcadores de pesos moleculares de la
invencion. La presente invencion contempla marcadores de pesos moleculares formados de mezclas de aminoacidos D
y L, asi como marcadores de pesos moleculares constituidos esencialmente por cualquiera de los aminoacidos L o D.

El peso molecular medio y la fraccién molar media de los aminoacidos de los presentes polipéptidos pueden variar. No
obstante, se contempla un intervalo de pesos moleculares de 3757 a 11.727, y se prefieren polipéptidos basicos, en lugar
de polipéptidos acidos.

La presente invencion proporciona marcadores polipeptidicos que contienen tirosina, alanina, acido glutamico y lisina en
relaciones molares definidas como se define por las SEQ. NO. 1-7. La relacion molar de aminoacidos de los presentes
polipéptidos es aquella encontrada en el copolimero GLAT. Esa correspondencia en las relaciones molares proporciona
los mejores marcadores de pesos moleculares debido a que esos marcadores tendran una carga y una forma molecular
que es similar a aquella del copolimero GLAT. Cuando se usan marcadores estructuralmente diferentes, los marcadores
pueden migrar o eluir de forma algo diferente de las preparaciones del copolimero GLAT, incluso de aquellas
preparaciones que tienen el mismo peso molecular que los marcadores.

Ademas, en una forma de realizacion preferida, la alanina esta en el extremo N-terminal y la tirosina esta en la posicion
cuatro desde el extremo N-terminal. Los andlisis de degradacion de Edman realizados sobre diversos lotes de acetato de
glatiramero revelaron una mayor abundancia de alanina en el extremo N-terminal y de tirosina en la posicién cuatro
desde el extremo N-terminal. Por tanto, en ciertas formas de realizacion preferidas, los marcadores de pesos moleculares
del copolimero GLAT tienen alanina en el extremo N-terminal y tirosina en la posicion cuatro desde el extremo N-
terminal. Los estudios de la reacciéon de polimerizacion usada para sintetizar el copolimero GLAT han indicado que la
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alanina y el acido glutamico polimerizan mas rapido que la lisina. Como resultado, la porcién C-terminal del copolimero
GLAT tiende a ser mas rica en alanina y en acido glutamico, mientras que la porciéon N-terminal tiende a ser mas rica en
lisina. En formas de realizacion preferidas, la distribucion de restos aminoacidos en los marcadores de pesos
moleculares del copolimero GLAT refleja esta predisposicion.

Cuando se determina el intervalo de pesos moleculares del copolimero GLAT, un marcador de pesos moleculares
preferido consta esencialmente de los aminoacidos alanina, acido glutamico, tirosina y lisina en fracciones molares de
0,38 aproximadamente a 0,50 de alanina aproximadamente, de 0,13 aproximadamente a 0,15 de acido glutamico
aproximadamente, de 0,08 aproximadamente a 0,10 de tirosina aproximadamente, y de 0,3 aproximadamente a 0,4 de
lisina aproximadamente.

Cuando el marcador de pesos moleculares contiene alanina, acido glutamico y tirosina, la alanina puede estar presente
en una fraccion molar de 0,005 aproximadamente a 0,800 aproximadamente, el acido glutamico puede estar presente en
una fraccion molar de 0,005 aproximadamente a 0,300 aproximadamente, y la tirosina puede estar presente en una
fraccion molar de 0,005 aproximadamente a 0,250 aproximadamente. El peso molecular esta entre 3757 y 11.727
Daltons.

Cuando el marcador de pesos moleculares contiene alanina, acido glutamico y lisina, la alanina puede estar presente en
una fracciéon molar de 0,005 aproximadamente a 0,600 aproximadamente, el acido glutamico puede estar presente en
una fraccion molar de 0,005 aproximadamente a 0,300 aproximadamente, y la lisina puede estar presente en una
fraccion molar de 0,2 aproximadamente a 0,7 aproximadamente. El peso molecular esta entre 2000 aproximadamente y
40.000 Daltons aproximadamente, y preferentemente entre 3000 aproximadamente y 12.000 Daltons aproximadamente.

Cuando el marcador de pesos moleculares contiene alanina, tirosina y lisina, la alanina puede estar presente en una
fraccién molar de 0,3 aproximadamente a 0,6 aproximadamente, la tirosina puede estar presente en una fraccion molar
de 0,005 aproximadamente a 0,250 aproximadamente, y la lisina puede estar presente en una fraccion molar de 0,1
aproximadamente a 0,5 aproximadamente. El peso molecular esta entre 2000 aproximadamente y 40.000 Daltons
aproximadamente, y preferentemente entre 3000 aproximadamente y 12.000 Daltons aproximadamente.

Cuando el marcador de pesos moleculares contiene acido glutamico, tirosina y lisina, el acido glutdmico puede estar
presente en una fraccion molar de 0,005 aproximadamente a 0,300 aproximadamente, la tirosina puede estar presente
en una fraccion molar de 0,005 aproximadamente a 0,250 aproximadamente, y la lisina puede estar presente en una
fraccién molar de 0,3 aproximadamente a 0,7 aproximadamente. El peso molecular esta entre 3757 y 11.727 Daltons.

Los polipéptidos de la invencidén se pueden usar para determinaciones de intervalos de pesos moleculares de otros
copolimeros contemplados por la invencién. Los copolimeros contemplados pueden consistir en combinaciones de tres,
cuatro, o cinco o mas aminoacidos. En general, para determinar el intervalo de pesos moleculares de un copolimero
contemplado por la invencion, el marcador de pesos moleculares polipeptidico tendra un peso molecular y una
composicion de aminoéacidos definidos que se corresponde aproximadamente con aquella del copolimero. Sera evidente
para alguien experto en la materia que cualquier tendencia en la distribucién de los aminoacidos en un copolimero se
puede determinar como se ha descrito anteriormente para el copolimero GLAT. Por ejemplo, se pueden obtener las
cantidades relativas de aminoacidos incorporados en cada posicion de una poblacién de terpolimeros analizando los
productos de cada etapa de una degradacion de Edman. Alternativamente, se pueden controlar las proporciones de
aminoacidos incorporados en una poblaciéon de terpolimeros durante la sintesis. Donde sea aplicable, se pueden
sintetizar marcadores de pesos moleculares que reflejan la tendencia. Ademas, ciertos marcadores de pesos
moleculares de terpolimeros preferidos tendran alanina o tirosina en posicion cuatro.

Las secuencias de marcadores de pesos moleculares polipeptidicos en cuestion se dan en la Tabla 1 (SEQ ID NO: 1-7)
usando el cédigo convencional de una letra de los aminoacidos y leyendo desde el extremo N-terminal al extremo C-
terminal. Las siete secuencias indicadas son preparaciones individuales de polipéptidos que tienen una composicion de
aminoacidos que se corresponde con el acetato de glatiramero. Normalmente, los aminoacidos que comprenden una
molécula marcadora de pesos moleculares son predominantemente de una de las dos configuraciones (configuracion D
o L). En formas de realizacién preferidas, una molécula marcadora de pesos moleculares esta compuesta en su totalidad
de aminoacidos de la misma configuracion. No obstante, en ciertas formas de realizacion se pueden preferir moléculas
marcadoras de pesos moleculares que comprenden aminoacidos de configuracién mixta, cuando el peso molecular se
determina para una preparacion de acetato de glatiramero que comprende aminoéacidos de configuraciéon mixta.
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Tabla 1. Secuencias de aminoacidos de marcadores TV seleccionados

SEQ ID | Secuencia

NO

1 AKKYAKKEKAAKKAYKKEAKAKAAEAAAKEAAYEA

2 AKKYAKKAKAEKAKKAYKAAEAKKAAKYEKAAAEKAAAKEAAYEA

3 AKKYAKKEKAYAKKAEKAAKKAEAKAYKAAEAKKKAEAKY-
KAEAAKAAAKEAAYEA

4 AKKYAKKEKAYAKAKKAEAKAAKKAKAEAKKYAKAAKAEK-
KEYAAAEAKYKAEAAKAAAKEAAYEA

5 AKKYAKKEKAYAKKAEKAAKKAEAKAYKAAEAKKKAKAEA-
KKYAKAAKAEKKEYAAAEAKYKAEAAKAAAKEAAYEA

6 AKKYAKKEKAYAKKAEKAAKKAEAKAYKAAEAKKKAKAEA-
KKYAKAAKAEKKEYAAAEAKYKAEAAKKAYKAEAAKAAAKEAAYEA

7 AKKYAKKAEKAYAKKAKAAKEKKAYAKKEAKAYKAAEAKK-
KAKAEAKKYAKEAAKAKKEAYKAEAKKYAKAAKAEKKEYA-
AAEAKKAEAAKAYKAEAAKAAAKEAAYEA

En otra forma de realizacion, la presente invencion proporciona una pluralidad de marcadores de pesos moleculares para
la determinacion del peso molecular de acetato de glatiramero o de un terpolimero en una columna de separacion de
pesos moleculares. La pluralidad de marcadores de pesos moleculares son polipéptidos. La pluralidad de marcadores
puede ser de dos a siete. En una forma de realizacion preferida, la pluralidad de marcadores es de siete. Cada
polipéptido tiene un peso molecular identificado que esta entre 3757 Daltons y 11.727 Daltons, y una composiciéon de
aminoacidos que se corresponde aproximadamente con aquella del acetato de glatirdmero o de un terpolimero.

Cuando esa pluralidad de marcadores de pesos moleculares se usa como patron para la determinacion del peso
molecular del acetato de glatiramero o de un terpolimero, existe una relacién que es aproximadamente lineal entre el
tiempo de retencion de los marcadores de pesos moleculares en una columna cromatografica y el log del peso
molecular. Se usa una pluralidad de marcadores que es suficiente para establecer la relacion aproximadamente lineal,
aunque se pueden emplear mas. La Fig. 3 muestra la relacién aproximadamente lineal entre el tiempo de retencion
relativo y el log de pesos moleculares para los marcadores TV de la invencion.

En otra forma de realizacién, existe una relacion aproximadamente lineal entre la elipticidad molar de los marcadores de
pesos moleculares y el peso molecular de los marcadores. Cuando se determina el peso molecular de una preparacion
de acetato de glatiramero mediante elipticidad molar, se usa una pluralidad de marcadores que es suficiente para
establecer la relacion aproximadamente lineal, aunque se pueden emplear mas. A continuaciéon se obtiene un peso
molecular para la preparacion de acetato de glatiramero o de terpolimero basandose en la relacion lineal. La Fig. 2
muestra la relacion aproximadamente lineal entre la elipticidad molar y el peso molecular para marcadores TV de la
invencion.

Los ejemplos que siguen describen la invencion con detalle mostrando cémo se pueden realizar ciertas formas de
realizacion especificas representativas, los materiales, aparatos y etapas del procedimiento que se entienden como
ejemplos que estan previstos solo con fines ilustrativos. En particular, no se pretende que la invencién esté limitada a los
procedimientos, materiales, condiciones, parametros del proceso, aparatos y similares citados especificamente en el
presente documento.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién en profundidad.

EJEMPLO 1

Propiedades fisicas de los marcadores TV

Sintesis en fase sélida

Se prepararon siete marcadores de pesos moleculares con pesos moleculares comprendidos entre 3700-12.000 Daltons
aproximadamente en el laboratorio del Prof. M. Fridkin (Weizmann Institute of Science) (Tabla 2). Estos marcadores se
denominan marcadores TV. A los péptidos individuales se les asigné un nombre TV-##, donde ## es el nimero de restos

de aminoacidos (por ejemplo, TV-35 es el marcador 35-mero). La composiciéon de aminoacidos de estos marcadores
cumple las especificaciones del acetato de glatirdamero (Tabla 2).
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Tabla 2

TV-35 - Péptido con un peso molecular = 3757 Daltons

Ala Glu Tyr Lys
Numero de restos 15 5 3 12
Fracciéon molar 0,429 0,143 0,086 0,343
TV-45 - Péptido con un peso molecular = 4790 Daltons

Ala Glu Tyr Lys
Numero de restos 20 6 4 15
Fracciéon molar 0,444 0,133 0,089 0,333
TV-56 - Péptido con un peso molecular = 6008 Daltons

Ala Glu Tyr Lys
Numero de restos 24 8 5 19
Fraccion molar 0,429 0,143 0,089 0,339
TV-66 - Péptido con un peso molecular = 7040 Daltons

Ala Glu Tyr Lys
Numero de restos 29 9 6 22
Fraccién molar 0,439 0,136 0,091 0,333
TV-77 - Péptido con un peso molecular = 8259 Daltons

Ala Glu Tyr Lys
Numero de restos 33 11 7 26
Fracciéon molar 0,429 0,143 0,091 0,338
TV-86 - Péptido con un peso molecular = 9220 Daltons

Ala Glu Tyr Lys
Numero de restos 37 12 8 29
Fracciéon molar 0,430 0,140 0,093 0,337
TV-109 - Péptido con un peso molecular = 11.727 Daltons

Ala Glu Tyr Lys
Numero de restos 46 15 10 38
Fracciéon molar 0,422 0,138 0,092 0,349

Las figuras 1a, 1b, 1c y 1d proporcionan la distribucién de alanina, lisina, acido glutamico y tirosina, respectivamente, en
los marcadores TV descritos en la Tabla 2. La posicion del aminoacido esta definida por el eje X, con el primer
aminoacido que corresponde a la posicion C-terminal. La presencia de un aminoacido esta indicada por una barra
vertical en la posicién del aminoacido indicada.

Confirmacién de la masa y la secuencia

Espectroscopia de masas. Las muestras de polipéptidos se analizaron inmediatamente después de su sintesis usando
un espectrofotometro de masas de plataforma VG equipado con una fuente de ionizacion por electropulverizacion. Varios
meses mas tarde el andlisis se repitid en TEVA usando un espectrofotometro de masas PE-Sciex AP1300 equipado con
una fuente de ionizacion por electropulverizacion (Tabla 3, primera preparacion). Estos resultados indican que cada
marcador TV polipeptidico tiene un Unico componente principal con la masa molecular prevista.

Tabla 3. Espectroscopia de masas de polipéptidos de secuencia definida

Polipéptido Masa molecular diseiiada Masa molecular Masa molecular
(Daltons) determinada — primera determinada —
preparacion (Daltons) | segunda preparacion
(Daltons)
TV-35 3757 3757 3757
TV-45 4790 4790 4790
TV-56 6008 6008 6008
TV-66 7040 7041 7040
TV-77 8259 8259 8259
TV-86 9220 9220 9220
TV-109* 11.727 11.728 11.727

* El 109-mero se purificd posteriormente por fraccionamiento en una columna de fase inversa. Se recogieron tres
fracciones y la fraccion nimero 2 se destin6 con fines de calibracion y se denominé TV-109.

Se prepard un segundo lote de marcadores. La espectroscopia de masas confirmé que los polipéptidos de la segunda

preparacion eran idénticos a los polipéptidos de la primera preparacion (Tabla 3, segunda preparacion). La similitud entre
las dos preparaciones también se confirmé por cromatografia en Superosa 12. Cada uno de los marcadores eluyé con
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un pico agudo a un tiempo de retencion distinto, independientemente del lote analizado. Por tanto, los marcadores TV de
la presente invencion se pueden sintetizar con una masa reproducible.

Degradaciéon de Edman. La secuencia prevista de los polipéptidos se confirmé mediante analisis de degradacion de
Edman de la primera preparacion.

Caracterizacion de los polipéptidos

Dicroismo circular. La similitud estructural entre los marcadores de pesos moleculares y el acetato de glatiramero es un
requisito previo para una calibracién adecuada de una columna de separacién por tamafios moleculares. Las diferencias
en la estructura del polipéptido pueden dar como resultado diferentes tamafios hidrodinamicos y en consecuencia un
tiempo de retencion alterado en el sistema cromatografico. La elipticidad, determinada mediante dicroismo circular, sirve
como medida de la estructura secundaria de un polipéptido. Cuando la elipticidad de los marcadores de pesos
moleculares y el acetato de glatiramero es similar, las estructuras de los dos seran similares.

La elipticidad molar de los polipéptidos se determind en un espectrofotémetro Jobin-Yvon CD. La Figura 2 y la Tabla 4
muestran que el grado de elipticidad molar esta correlacionado con el peso molecular del polipéptido. El péptido mas
corto presentaba el valor de elipticidad mas bajo. La elipticidad molar de los nuevos marcadores era del mismo orden de
magnitud que aquéllas de los marcadores de pesos moleculares de acetato de glatiramero usados actualmente. Notese
gque aunqgue se representa el peso molecular exacto para los marcadores TV, en la grafica se usé el peso molecular
medio en numero para el acetato de glatiramero.

Asi, los nuevos marcadores y el acetato de glatiramero poseen estructuras similares y son, por tanto, adecuados para su
uso como marcadores de pesos moleculares para nuevas preparaciones de acetato de glatiramero.

Tabla 4. Elipticidad molecular

Marcador PM PM (Daltons) Elip-M. (210 nm)

Marcadores TV

TV-35 3757 -1,5367

TV-45 4790 -2,1651

TV-56 6008 -3,9658

TV-66 7040 -3,5172

TV-77 8259 -4,8365

TV-86 9220 -5,4546

TV-109 11.727 -6,818
Acetato de glatiramero

BD 743 3700 -2,0186

BD 714 5600 -4,4182

BD 681 6600 -5,2019

BD 677 7000 -6,0153

56895 8000 -6,9062

90995 8500 -9,1736

BD 656 8900 -8,8576

Estos datos analiticos indican que los polipéptidos marcadores TV sintetizados presentan un grado sustancial de similitud
a los marcadores de pesos moleculares de acetato de glatiramero usados actualmente. El contenido en aminoacidos
esta dentro de las especificaciones del acetato de glatiramero. Los nuevos polipéptidos y los marcadores de pesos
moleculares de acetato de glatiramero tienen una estructura secundaria similar, expresada como elipticidad molar. En
consecuencia, se espera que los marcadores TV migren o eluyan en un sistema cromatografico de exclusion molecular
(GPC), tal como Superosa 12, igual que una preparacion de acetato de glatiramero.
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EJEMPLO 2
Calibracion de una columna Superosa 12 con marcadores TV

Se espera que los marcadores TV y una preparacion de acetato de glatiramero muestren una correlacién similar entre el
tiempo de retencion relativo (TRR) y el log del peso molecular. Los marcadores TV se sometieron a cromatografia en
varias columnas de Superosa 12. Se registr6 el pico del tiempo de retencion para cada uno de los polipéptidos. La
correlacion lineal entre el Log del Peso Molecular (PM) y el Tiempo de Retencion Relativo (TRR) se calculd de la manera
siguiente: TRR = B1 + B2 x LogPM (véase Fig. 3a y Tabla 5).

El sistema de adquisicion de datos basado en Millennium introducido recientemente (Waters Corp., Mildford, Ma)
proporciona una calibracion integrada de columnas GPC. El algoritmo para la calibracion se basa en el tiempo de
retencion y viene dado por la ecuacion:

LogPM = A + B x TR 0 PM = 10**&T®)

en la que PM es el peso molecular, TR es el tiempo de retencion, A y B, respectivamente, son la ordenada en el origen y
la pendiente de la funcién de regresion calculada (Fig. 3b, Tabla 5).

Los resultados obtenidos mediante este algoritmo son practicamente idénticos a aquellos obtenidos con el algoritmo
aplicado actualmente, basado en el TRR. En el intento de automatizar los procedimientos, se empled el sistema de
adquisicién de datos basado en Millennium para llevar a cabo la calibracion usando los marcadores TV. Los
procedimientos analiticos se actualizaron en consecuencia.

Se obtuvo una buena correlacion (r2>0,98) entre el log PM y el TRR, aunque los puntos no se distribuyen uniformemente
en torno a la linea de regresion. Esta distribucion es debida a las diferencias en la elipticidad de los diversos marcadores,
como también se observo para el acetato de glatiramero. El marcador de pesos moleculares bajos que se desvia algo de
la linealidad no se puede excluir debido a que la regresion debe cubrir valores por debajo de los 2500 Daltons para el
primer parametro de distribucion de la desviacion estandar (+1DS). Este es un rasgo general de todos los péptidos cortos
- son menos helicoidales y mas lineales.

Para la calibracion basada en los marcadores de pesos moleculares del acetato de glatiramero, la ordenada en el origen
(B1) y la pendiente (B2) fueron, respectivamente, 1,7415 y -0,2784. Esto se compara favorablemente con los valores de
calibracion obtenidos con los marcadores TV (B1 = 1,6996; B2 = -0,2705). Los pesos moleculares obtenidos usando los
dos grupos de calibracion dentro del intervalo de especificacion difirieron, normalmente, en no mas del 20% en el
intervalo de pesos moleculares bajos y no mas del 12% en el intervalo de especificacion del TRR del pico (peso
molecular medio). Esta diferencia relativamente pequefia sostiene la afirmacién de que estos marcadores pueden
sustituir a los marcadores de pesos moleculares de acetato de glatiramero usados actualmente sin un cambio
significativo en los valores de pesos moleculares obtenidos.

Tabla 5a. Calibracion mediante marcadores de PM de acetato de glatiramero

Marcador PM LOG PM TR del pico TRR*
TV-35 3757 3,575 28,97 0,728
TV-45 4790 3,68 27,96 0,703
TV-56 6008 3,779 27,12 0,682
TV-66 7040 3,848 26,32 0,662
TV-77 8259 3,917 25,56 0,643
TV-86 9220 3,965 24,93 0,627
TV-109 11.727 4,069 23,57 0,593

ORDENADA EN
EL ORIGEN **A 6,2516 ***B1 1,6996
PENDIENTE B -0,0918 B2 -0,2705
r 0,9927 0,9923

*TRR = TR/TR Acetona
** calculado segun la ecuacién Millennium: LogPM = A + B x TR
*** calculado segun la ecuacion: TRR = B4 + B, x log PM
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La calibracion basada en los marcadores TV se compard con la calibracion basada en los marcadores de pesos
moleculares del acetato de glatiramero (Tabla 5b). Las dos calibraciones se compararon calculando los valores de pesos
moleculares para cada grupo de calibracion en el intervalo TRR de 0,5 a 0,8. El grupo de calibracién del marcador TV
incluia una fracciéon de TV-109 que se purificd mediante cromatografia de fase inversa antes de su uso para la calibracién

de la columna.
Tabla 5b. Calibracion de la columna mediante marcadores TV
TRR | TR* (min) | Ac.Glatir. (PM1) | TV(0,1) (PMm) | Diferencia (PMm-PM1)
Daltons Daltons Daltons %

0,5 19,89 28.800 26.700 -2100 -7,3%
0,51 20,28 26.500 24.500 -2000 -7,5%
0,52 20,68 24.400 22.600 -1800 -7,4%
0,53 21,08 22.500 20.700 -1800 -8,0%
0,54 21,48 20.700 19.100 -1600 —7,7%
0,55 21,87 19.000 17.500 -1500 -7,9%
0,56 22,27 17.500 16.100 -1400 -8,0%
0,57 22,67 16.100 14.800 -1300 -8,1%
0,58 23,07 14.900 13.600 -1300 -8,7%
0,59 23,46 13.700 12.500 -1200 -8,8%
0,6 23,86 12.600 11.500 -1100 -8,7%
0,61 24,26 11.600 10.600 -1000 -8,7%
0,62 24,66 10.700 9700 -1000 -9,3%
0,63 25,06 9800 9000 -800 -8,2%
0,64 25,45 9000 8200 -800 -8,9%
0,65 25,85 8300 7600 =700 -8,4%
0,66 26,25 7700 7000 -700 -9,1

0,67 26,65 7100 6400 -700 -9,9

0,68 27,04 6600 6900 -600 -9,2%
0,69 27,44 6000 5400 -600 -10,0%
0,70 27,84 5500 5000 -500 -9,1%
0,71 28,24 5100 4600 -500 -9,8%
0,72 28,63 4700 4200 -500 -10,6%
0,73 29,03 4300 3900 -400 -9,3%
0,74 29,43 4000 3600 -400 -10,0%
0,75 29,83 3600 3300 -300 -8,3%
0,76 30,23 3400 3000 -400 -11,8%
0,77 30,62 3100 2800 -300 -9,7%
0,78 31,02 2800 2500 -300 -10,7%
0,79 31,42 2600 2300 -300 -11,5%
0,80 31,82 2400 2100 -300 -12,5%

Pureza de los marcadores TV. Tres de los marcadores (TV-66, TV-77 y TV-86) se purificaron posteriormente mediante
cromatografia de fase inversa. Se obtuvieron tres fracciones para cada marcador. La fraccion media que contiene la
porcion principal del pico se sometié a cromatografia en el sistema Superosa 12 en comparacion con los marcadores sin
fraccionar (Tabla 6). Los marcadores TV se sometieron a cromatografia de separacion por tamafio sin purificacion
(Normal) y después de purificacion mediante cromatografia de fase inversa (Purificado). Se determinaron los tiempos de
retencién del pico y se calcularon las diferencias. El tiempo de retencion del pico permanecio inalterado por el grado de
pureza. Por tanto, el producto final de la sintesis es Util para una calibracion precisa y no es necesaria una purificacion
adicional.

Tabla 6. Efecto de la purificacién sobre el tiempo de retencién

Marcador TV Tiempo de retencion (TR) (min) Diferencia (%)
Normal Purificado
TV-66 26,200 26,233 -0,13%
TV-77 25,450 25,450 0,00%
TV-86 24,867 24,850 0,07%

Consistencia en los valores reportados (Validacidon cruzada). Seis lotes de acetato de glatiramero, fabricados en
1993 y 1994, se volvieron a analizar mediante GPC calibrada con los marcadores TV. Sus pesos moleculares medios y
la distribucion de pesos moleculares se comparé con los valores reportados en el momento de su liberacién. La Tabla 7
muestra una comparacién de los datos de los pesos moleculares del certificado de analisis original y los datos de los
pesos moleculares obtenidos usando una columna de Superosa 12 calibrada con marcadores TV. Las diferencias en los
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valores reportados normalmente son inferiores al 10%.

Tabla 7. Comparacion de las determinaciones de pesos moleculares

Preparacion de Cop
1 PM Millennium PM CoA Diferencia %
00193 Media 10.250 9900 -3,5%
-1 DS 20.950 19.100 -9,7%
+1 DS 51.000 4800 -6,3%
00594 Media 6700 6550 -2,3%
-1 DS 15.700 15.100 -4,0%
+1 DS 3600 3400 -5,9%
00993 Media 9200 8600 -7,0%
-1 DS 18.500 17.350 -6,9%
+1 DS 4700 4400 -6,8%
04194 Media 6100 6150 0,8%
-1 DS 12.600 12.500 -0,8%
+1 DS 3200 3200 0,0%
01793 Media 8800 8300 -6,0%
-1 DS 18.100 17.300 -4,6%
+1 DS 5200 4750 -9,5%
05494 Media 8100 8300 2,4%
-1 DS 17.800 17.450 -2,0%
+1 DS 4100 4100 0,0%

Estabilidad de los marcadores en disolucion. Los marcadores TV se sometieron cuatro veces a cromatografia en un

5 periodo de 24 horas. Todos los marcadores se mantuvieron en disolucién a temperatura ambiente y se analizaron a
intervalos de 8 horas. La Tabla 8 muestra el tiempo de retencion del pico medido para los marcadores TV en cada uno
de los cuatro puntos temporales. A una concentracion de 0,1 mg/ml, los marcadores TV fueron estables en disolucion
durante al menos 24 horas a temperatura ambiente.

10 Tabla 8. Estabilidad de los marcadores TV en disolucién a temperatura ambiente
Tiempo de retencién del pico (min) Media DSR
TV-35 29,883 29,883 29,900 29,950 29,904 0,106%
TV-45 28,933 28,917 28,917 28,933 28,925 0,032%
TV-56 28,250 28,217 28,283 28,250 28,250 0,095%
TV-66 27,400 27,350 27,433 27,433 27,404 0,143%
TV-77 26,750 26,700 26,750 26,783 26,746 0,128%
TV-86 26,117 26,100 26,150 26,150 26,129 0,095%
TV-109 Fr11 24,783 24,850 24,883 24,850 24,842 0,169%

Ademas, las disoluciones de los marcadores se almacenaron durante hasta tres meses y medio bajo diversas
condiciones de almacenamiento (2-8°C, -10 a -20°C, con/sin azida). Los marcadores TV son estables durante al menos 3
meses cuando se almacenan en forma de disoluciones congeladas (Tabla 9). Como precaucion se decidid permitir el
almacenamiento de disoluciones congeladas durante dos meses.

15
Los marcadores TV liofilizados son estables durante al menos dos afos segun los datos de estabilidad acumulados.

Tabla 9. Estabilidad de los marcadores TV de -10° a -20°C

Fecha de calibracion 22/5/97 9/7/97 4/9/97
Intervalo (dias) - 48 105
Marcador PM TR TR TR
TV-35 3757 28,867 28,867 28,967
TV-45 4790 27,833 27,917 27,950
TV-56 6008 27,076 27,133 27,100
TV-66 7040 26,233 26,317 26,300
TV-77 8259 25,467 25,617 25,550
TV-86 9220 24,883 25,017 24,950
TV-109 11.727 23,500 23,650 23,583

20 Resumen de los datos de calibracion. En total, los marcadores TV se analizaron 53 veces en dos laboratorios. En la
Fig. 4 y en la Tabla 10 se presenta un resumen de los datos. Las diferencias observadas entre las carreras individuales
(Fig. 4) reflejan variaciones entre las columnas mas que diferencias entre los laboratorios participantes. Esto esta
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indicado en la Fig. 4 mediante el uso de simbolos diferentes para algunas de las carreras. Las constantes de calibracion
en la Tabla 10 se calcularon usando la ecuaciéon de Millennium para los datos obtenidos para 53 grupos de calibracion
inyectados en 16 columnas.

Tabla 10. Constantes de calibracién obtenidas en los laboratorios Plantex y Abic
TR TR
Marcador PM Media DS DSR% Min Max Media -DS | Media +DS

TV-35 3757 29,69 0,463 1,6% 28,85 30,35 28,30 31,08
TV-45 4790 28,72 0,481 1,7% 27,88 29,40 27,28 30,16
TV-56 6008 27,99 0,520 1,9% 27,08 28,77 26,43 29,55
TV-66 7040 27,19 0,526 1,9% 26,26 27,96 25,61 28,77
TV-77 8259 26,49 0,550 2,1% 25,51 27,33 24,84 28,14
TV-86 9220 25,89 0,556 2,1% 24,89 26,72 24,22 27,56
TV-109 11.727 24,56 0,557 2,3% 23,53 25,41 22,89 26,23
Ordenada en el origen (A) | 6,4706 | 0,1220| 1,9% 6,2561 6,6500 6,1046 6,8366

Pendiente (B) -0,0969 | 0,0032 | -3,3% | —0,1014 | -0,0919 | -0,1064 -0,0873

r 0,9901 | 0,0022 | 0,2% 0,9868 | 0,9828 0,9835 0,9967

Distribucion de pesos moleculares de una preparacion de acetato de glatiramero. Se determiné el peso molecular
para un lote de acetato de glatiramero (BN 90995). La Tabla 11 resume los datos obtenidos de 16 determinaciones en
columnas calibradas con marcador TV.

Tabla 11a. TR del acetato de glatiramero (BN 90995)

Media DS DSR%
Pico 26,208 0,434 1,66
-2 DS (2,5%) 19,865 0,528 2,66
-1 DS (16%) 22,578 0,477 2,11
+1 DS (84%) 28,934 0,324 1,12

Tabla 11b. TRR del acetato de glatiramero (BN 90995)

Media DS DSR%
Pico 0,664 0,014 2,09
-2 DS (2,5%) 0,503 0,016 3,09
-1 DS (16%) 0,572 0,015 2,54
+1 DS (84%) 0,733 0,011 1,53

Tabla 11c. PM (Daltons) del acetato de glatiramero (BN 90995)

Fecha Media DS DSR%
Pico 7459 146 1,95
-1 DS (16%) 16.622 466 2,80
+1 DS (84%) 4089 77 1,89

La aplicacién de un peso molecular y un grupo de marcadores de secuencia definida para la calibraciéon de la columna de
Superosa 12 tiene varias ventajas sobre los marcadores de pesos moleculares de acetato de glatiramero usados
actualmente.

Primero, el uso de sintesis en fase soélida asegura la consistencia entre las diversas preparaciones de cada lote. Los
resultados de la espectroscopia de masas (Tabla 3) confirmaron la reproducibilidad de la sintesis. Esta consistencia
proporciona una precision mejorada en las determinaciones de los pesos moleculares.

Segundo, la calibraciéon actual esta basada en la determinacion del TRR al 50% del area del pico para cada uno de los
marcadores de pesos moleculares de acetato de glatiramero. Los nuevos marcadores eluyen en forma de picos agudos.
Su uso en calibracién es més preciso que el tiempo de retencion calculado al 50% del area de un pico ancho.

Tercero, el uso de marcadores con pesos moleculares definidos mediante secuencias predeterminadas excluye cualquier
incertidumbre que pueda acompafiar al uso de los marcadores cuyo peso molecular esta determinado por una medida
inexacta de las propiedades fisicas.

Cuarto, el procedimiento de calibracion facilita la normalizacion de columnas para las determinaciones de los pesos
moleculares, independientemente de cambios menores entre lotes, edad o instrumentacion de las columnas.
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<220>

<221> Fuente

<222> (1)..(35)

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 1

Ala Lys Lys Tyr Ala Lys Lys Glu Lys Ala Ala Lys "Lys Ala Tyr Lys

1 5 10 15
Lys Glu Ala Lys Ala Lys Ala Ala Glu Ala Ala Ala lLys Glu Ala Ala
20 4 25 30
Tyr Glu Ala
35

<210> 2
<211> 45
<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<221> Fuente

<222> (1)..(45)

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 2
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Ala Lys Lys Tyr Ala Lys Lys Ala Lys Ala Glu Lys Ala Lys Lys Ala

1 5 10 i5
Tyr Lys Ala Ala Glu Ala Lys Lys Ala Ala Lys Tyr Glu Lys Ala Ala
20 , 25 30
Ala Glu Lys Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Tyr Glu Ala
35 40 45

<210>3
<211> 56
<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<221> Fuente

<222> (1)..(56)

<223> /nota="Descripcion de secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 3

Ala Lys Lys Tyr Ala Lys Lys Glu Lys Ala Tyr Ala Lys Lys Ala Glu

1 5 10 15
Lys Ala Ala Lys Lys Ala Glu Ala Lys Ala Tyr Lys Ala Ala Glu Ala
20 25 30
Lys Lys Lys Ala Glu Ala Lys Tyr Lys Ala Glu Ala Ala Lys Ala Ala
35 40 45
Ala Lys Glu Ala Ala Tyr Glu Ala
50 55
<210> 4
<211> 66
<212> PRT

<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<221> Fuente

<222> (1)..(66)

<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 4
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Ala
1

Ala

Ala

Lys

Glu
65

<210>5
<211>7

Lys

Glu

Lys

Tyr

50

Ala

7

<212> PRT
<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<221> Fuente

Lys Tyr Ala Lys

5

Ala Lys Ala Ala

20

Ala Ala Lys Ala

35

Lys Ala Glu Ala

<222> (1)..(77)
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 5

Ala Lys Lys Tyr

1

Lys Ala

Lys Lys

Ala Glu
50

Ala Ala

65

<210>6

<211> 86
<212> PRT
<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<221> Fuente

Ala
Lys
35

Lys

Lys

<222> (1)..(86)
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 6

Lys
20
Ala

Lys

Ala

Ala Lys
5

Lys Ala
Lys Rla

Glu Tyr

Ala Ala
70

ES 2369 642 T3

Lys

Lys

Glu

Ala
55

Glu
Lys
Lys
40

Lys

Lys Ala Tyr

10

Ala Lys Ala

25

Lys Glu Tyr

Ala Ala Ala

Lys Glu Lys Ala

Glu

Glu

Ala

55

Lys

Ala

Ala

40

Ala

Glu

10
Lys Ala
25
Lys Lys

Ala Glu

Ala Ala

15

Ala

Glu

Ala

Lys

Lys

Ala

Ala

45

60

Tyr

Tyr

Tyr

Ala

Tyr
75

Ala

Lys

Ala

Lys

60

Glu

Glu

Lys

Ala

Lys
45

Tyr

Ala

Ala
Lys
30

Ala

Ala

Lys
Ala
30

Ala

Lys

Lys Lys
15
Lys Tyr

Glu Ala

Ala Tyr

Ala Glu
15
Glu Ala

Ala Lys

Ala Glu
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15

Ala Lys

1

Lys Ala

Lys Lys

Ala Glu

50

Ala Ala

65

Lys

Ala

Lys
35

Glu Ala Ala

<210>7
<211>1

09

<212> PRT
<213> SECUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<221> Fuente
<222> (1)..(109)
<223> /nota="Descripcién de secuencia artificial: péptido sintético”

<400> 7
Ala
1
Lys
Tyr
Tyr
Ala
65

Ala

Ala

Lys

Ala

Lys

Ala

50

Lys

Ala

Ala

Lys

Ala

Ala

35

Lys

Lys

Glu

Lys

Tyr

Lys

20

Ala

Lys

Lys

Tyr

Tyr

Lys

20

Ala

Glu

Tyr

Ala

Ala
100

Ala

Lys

Lys

Glu

Ala

Glu
85

Lys

Ala

Ala

Tyr

Tyr

70

Ala

ES 2369 642 T3

Lys

Glu

Glu

Ala

55

Lys

Glu

Ala

Ala

40

Ala

Ala

Lys
Lys
25

Lys

Ala

Glu

Ala
10

Ala
Lys

Glu

Ala

Ala Lys Lys Ala Glu Lys

5

Glu

Glu

Ala

Ala

Lys

85

Ala

Lys

Ala

Ala

Lys

70

Lys

Ala

Lys

Lys

Lys

55

Ala

Ala

Lys

Ala

Lys

40

Ala

Ala

Glu

Glu

Tyr

25

Lys

Lys

Lys

Ala

Ala
105

16

10

Ala

Ala

Lys

Ala

Ala

90

Ala

Tyr
Tyr
Ala

Ala
75

Ala
iys
Lys
Glu
Glu
75

Lys

Tyr

Ala
Lys
Ala
Lys

60

Lys

Tyr

Lys

Ala

Lys
Ala
Lys
45

Tyr

Ala

Ala

Glu

Glu

45

Ala
60
Lys

Ala

Glu

Tyr

Lys

Tyr

Ala

Lys
Ala
30

Ala

Lys

Ala

Lys

Ala

30

Ala

Lys

Glu

Lys

Ala

15

Glu

Ala

Ala

Ala

Lys

15

Lys

Lys

Ala

Tyr

Ala
95

Glu

Ala

Lys

Glu

Lys
80

Ala

Rla

Lys

Glu

Ala

80

Glu



10

15

20

25

30

ES 2369 642 T3

REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, 0 SEQ ID NO: 7.

2. El polipéptido de la reivindicacion 1, cuya secuencia de aminoacidos esta expuesta en la SEQ ID NO: 1.
3. El polipéptido de la reivindicacion 1, cuya secuencia de aminoacidos esta expuesta en la SEQ ID NO: 2.
4. El polipéptido de la reivindicacion 1, cuya secuencia de aminoacidos esta expuesta en la SEQ ID NO: 3.
5. El polipéptido de la reivindicacion 1, cuya secuencia de aminoacidos esta expuesta en la SEQ ID NO: 4.
6. El polipéptido de la reivindicacion 1, cuya secuencia de aminoacidos esta expuesta en la SEQ ID NO: 5.
7. El polipéptido de la reivindicacion 1, cuya secuencia de aminoacidos esta expuesta en la SEQ ID NO: 6.
8. El polipéptido de la reivindicacion 1, cuya secuencia de aminoacidos esta expuesta en la SEQ ID NO: 7.
9. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el polipéptido consta exclusivamente de

L—aminoacidos.

10. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el polipéptido consta exclusivamente de
D—aminoécidos.
11. El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para su uso en la determinacion del peso

molecular medio del acetato de glatiramero.

12. Un procedimiento para la determinacién del peso molecular medio del acetato de glatiramero que
comprende la calibraciéon de un aparato cromatografico que se usa para la determinacion del peso molecular con el
polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 y la determinacion del peso molecular medio del acetato de
glatiramero usando el aparato cromatografico calibrado que se usa para la determinacion del peso molecular.
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FIGURA 1a-3
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FIGURA 1b-3
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FIGURA 1¢c-3
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FIGURA 1d-3
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G—0 Marcadores TV
O Marcadores de acetato de glatiramero

Elipticidad molar (10 grad cm2 dmol1)
T

3000 1000 00 6G00 7000 80C0 9000 10000 11000 12000
Peso molecular (Daltons)

Figura 2. Elipticidad de los marcadores TV y de los marcadores de pesos
moleculares de acetato de glatiramero usados actualmente en funcién de sus
pesos moleculares. Los valores CD experimentales se presentan a continuacion.
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a)

T35
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0,72- N\
. N Tvas
0,70- e
Y V.56
0,68 - .
& \‘ Tv66
- 0g6- L4
- \ ™7
0,64 - .
. . Tveas
e

o,ez-_ \\

Y = 169064 - 0,270542X \
0,60~ EMS = 1,56211e-005 tTVe109
R!= 0,992 [ ]
35 3p 3,7 3 3,9 4,0 4,1

Log peso molecular

b)
4,1- _TV09
LN
ot b ~,
% 4,0- S Tves
g K\ ™7
- 9
o 39- ~
= S Tves
(]
o - \ T™V-58
2 38 ®
™~
8’ N ™.
- 37- Na V4
- \'\ V-8
Y = 6,25159 - 0,0917861X ®
EMS = 0,000252874
a5 R=0%9
23 24 25 26 27 28 29

Tiempo de retenciéon (min)

Fig. 3. Calibracion de una columna de Superosa 12 con el grupo de 7
marcadores TV presentados calculada con el algoritmo basado en el TRR (a)
y el algoritmo basado en Millennium (b).
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0,76~
0,72-
0,70~
o,ea-'
0,86-
084-
0s2-

TRR

0,60-
058 — o000 6000 8000 10000
Peso molecular (Daltons)

Peso molecular (Daltons)
/
E//

23 24 25 28 27 28 29 30 A
Tiempo de retenciéon (min)

Fig. 4. Resumen de las calibraciones con marcadores TV en dos laboratorios
TEVA. Los datos se obtuvieron en 16 columnas probadas entre abril de 1997
y febrero de 1998. Para cada una de las 16 columnas probadas se usan en la
presentacion los valores medios. Las calibraciones se presentan en el
algoritmo TRR (a) usado actualmente y el algoritmo basado en Millennium

(b).

32



ES 2369 642 T3

(jw/Bn) sjanjos ousydey

o__ } m_,o w_d N_.o mno m_.o v_,o nﬂo N”o r“o o“o
WW/
_..._//
ON ///
////n/ /D
[ — / I m///
- J@ e — w;/
/ I/l/
I O
®m|>|—| A Vant —~— /l/.ﬁu,,/.
LLNL 8- .
9G-AL —@—
Ge-NL O
Yeye0 —¥—

uoioiqiyuil odil ap oAesuaounuwul |8 opuesn ,, L.-dOJ-ououw,, ap vSI13

G ‘b4

(wu goy) e1oUegIOSqE 9P UOIORIDY

33



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

