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DESCRIPCION
Control de composiciones de copolimeros.
Antecedentes

El acetato de glatiramer (conocido también como copolimero-1 y comercializado como el ingrediente activo en
COPAXONE® por Teva Pharmaceutical Industries Ltd., Israel) se utiliza en el tratamiento en la forma recurrente-
remitente de la esclerosis multiple (RRMS). De acuerdo con la etiqueta del producto COPAXONE®, el acetato de
glatiramer (GA) esta constituido por las sales acetato de polipéptidos sintéticos que contienen cuatro aminoacidos
existentes naturalmente: L-acido glutamico, L-alanina, L-tirosina y L-lisina, con una fraccién molar media consignada
de 0,141, 0,427, 0,095, y 0,338, respectivamente. Quimicamente, el acetato de glatiramer se designa como polimero
de L-acido glutamico con L-alanina, L-lisina y L-tirosina, acetato (sal). Su formula estructural es

(Glu, Ala, Lys, Tyr)®*xCH;COOH

(CsHgNO4 ® C3HzNO2® CHi yN2O2® CalHy s NO3) ® xCaHyO2
CAS - 147245.92-9

WO 2007/022193 A2 y WO 2006/029393 A2 dan a conocer métodos de produccion de acetato de glatiramer.
Sumario de la invencion

La invencién esta basada, al menos en parte, en la identificacion de métodos para controlar el nivel de L-acido
piroglutamico (piro-Glu) en acetato de glatiramer (GA). Piro-Glu esta presente en GA, y la capacidad para controlar
el nivel de piro-Glu en GA es util para controlar a la vez la calidad del producto y el proceso en la fabricacion de GA.

Se describe en esta memoria un método para preparacion de una composicion que comprende acetato de
glatiramer, que comprende: polimerizar N-carboxianhidridos de L-alanina, L-acido glutamico protegido con bencilo,
L-lisina y L-tirosina protegidas con acido trifluoroacético (TFA) para generar un copolimero protegido (Compuesto
Intermedio-1); tratar el copolimero protegido para despolimerizar parcialmente el copolimero protegido y desproteger
los grupos protegidos con bencilo generando con ello un producto parcialmente despolimerizado y desprotegido de
bencilo (Compuesto Intermedio-2); tratar el producto parcialmente despolimerizado para desproteger las lisinas
protegidas con TFA generando con ello un producto desprotegido de TFA (Compuesto Intermedio-3) y procesar
ulteriormente el Compuesto Intermedio-3 para crear acetato de glatiramer, en donde la mejora comprende: controlar
el agua presente durante al menos una parte del paso de despolimerizacién que estd dentro de un intervalo
predeterminado.

En diversas realizaciones del método que antecede esta presente agua, ajustada o controlada al comienzo del paso
de despolimerizacion; se afiade agua durante el paso de despolimerizacion; el agua presente durante el paso de
despolimerizacion esta presente dentro de un intervalo predeterminado (v.g., el intervalo predeterminado es 4-25%,
5-25%, 4-20%, 4-16%, 7-15%, 8-14%, 9-13%, 10-12%, 13-19%, 14-18% p/p frente al Compuesto Intermedio-1); la
despolimerizacion procede durante 16-64 horas, preferiblemente al menos 25 horas (v.g., 25-55 horas, al menos 30
horas, 30-50 horas, al menos 40 horas, 43-47 horas); la reaccion de despolimerizacién se lleva a cabo a 17-35°C,
v.g., 18-30°C, 18-22°C; el paso de despolimerizaciéon comprende poner en contacto el copolimero protegido con una
solucion que comprende fenol, HBr y acido acético; la concentracion de piro-Glu en el acetato de glatiramer
purificado es 2000-7000 ppm (v.g., 2500-6000 ppm; 2500-5500 ppm; 3000-5000 ppm; 3500-4500 ppm, 2400-6500
ppm); el PM del acetato de glatiramer purificado es 5000-9000 Da (v.g., 6500-7500 Da); en una realizacion esta
presente agua durante el paso de despolimerizacion en 11,2% p/p frente al Compuesto Intermedio-1, la
despolimerizacion transcurre durante 43-47 horas a 18-22°C y el proceso produce acetato de glatiramer purificado
en el cual esta presente piro-Glu en 0,24-0,65% p/p (2400-6500 ppm). La mejora comprende adicionalmente:
preparar una composicion farmacéutica que comprende al menos una parte del acetato de glatiramer purificado; y
en algunos casos el método incluye adicionalmente medir la cantidad de agua en el paso de despolimerizacion al
menos una vez.

Se describe también un método para preparacién de una composicidon que comprende acetato de glatiramer, que
comprende: polimerizar N-carboxianhidridos de L-alanina, L-acido glutamico protegido con bencilo, L-lisina y L-
tirosina protegidas con acido trifluoroacético (TFA) para generar un copolimero protegido; tratar el copolimero
protegido para despolimerizar parcialmente el copolimero protegido y desproteger los grupos protegidos con bencilo
generando con ello un producto parcialmente despolimerizado; tratar el producto parcialmente despolimerizado para
desproteger las lisinas protegidas con TFA generando con ello un producto desprotegido de TFA; y procesar el
producto desprotegido de TFA para crear acetato de glatiramer, en donde esta presente agua durante al menos una
parte del paso de despolimerizacion.

Un método adicional es un método para preparar una composicion que comprende acetato de glatiramer, que

comprende: polimerizar N-carboxianhidridos de L-alanina, L-acido glutamico protegido con bencilo, L-lisina y L-

tirosina protegidas con acido trifluoroacético (TFA) para generar un copolimero protegido; tratar el copolimero

protegido para despolimerizar parcialmente el copolimero protegido y desproteger los grupos protegidos con bencilo
2
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generando con ello un producto parcialmente despolimerizado; tratar el producto parcialmente despolimerizado para
desproteger las lisinas protegidas con TFA generando con ello acetato de glatiramer; y purificar el acetato de
glatiramer para crear acetato de glatiramer purificado, en donde esta presente agua durante al menos una parte del
paso de despolimerizacion dentro de un intervalo predeterminado.

Un método adicional descrito es un método para preparar una composicion que comprende acetato de glatiramer,
que comprende: polimerizar N-carboxianhidridos de L-alanina, L-acido glutamico protegido con bencilo, L-lisina y L-
tirosina protegidas con acido trifluoroacético (TFA) para generar un copolimero protegido; tratar el copolimero
protegido para despolimerizar parcialmente el copolimero protegido y desproteger los grupos protegidos con bencilo
generando con ello un producto parcialmente despolimerizado; tratar el producto parcialmente despolimerizado para
desproteger las lisinas protegidas con TFA generando con ello un producto desprotegido de TFA; y procesar el
producto desprotegido de TFA; para crear acetato de glatiramer, en donde el agua presente durante al menos una
parte del paso de despolimerizacion se controla de modo que esté dentro de un intervalo predeterminado.

En variaciones de los métodos que anteceden esta presente agua, ajustada o controlada al comienzo del paso de
despolimerizacion; se afiade agua durante el paso de despolimerizacion; el agua presente durante el paso de
despolimerizacion esta presente dentro de un intervalo predeterminado (v.g., el intervalo predeterminado es 4-25%,
5-25%, 13-19%, 14-18% p/p frente al Compuesto Intermedio-1); la despolimerizacion transcurre durante al menos 25
horas (v.g., al menos 30 horas o al menos 40 horas); el paso de despolimerizacién comprende poner en contacto el
copolimero protegido con una solucion que comprende fenol, HBr y acido acético; la concentracion de piro-Glu en el
acetato de glatiramer purificado es 2000-7000 ppm (v.g., 2500-6000 ppm; 2500-5500 ppm; 3000-5000 ppm; 3500-
4500 ppm, 2400-6500 ppm (0,24%-0,65% p/p); el PM del acetato de glatiramer purificado es 5000-9000 Da (v.g.,
6500-7500 Da); la mejora comprende adicionalmente: preparar una composicion farmacéutica que comprende al
menos una parte del acetato de glatiramer purificado; el paso de tratamiento del producto parcialmente
despolimerizado para desproteger las lisinas protegidas con TFA comprende tratar el producto despolimerizado con
piperidina; el copolimero protegido se aisla y se seca al menos parcialmente antes de tratar el copolimero protegido
para despolimerizar parcialmente el copolimero protegido y desproteger los grupos protegidos con bencilo; el
producto parcialmente despolimerizado se aisla y se seca al menos parcialmente antes del paso del tratamiento del
producto parcialmente despolimerizado para desproteger las lisinas protegidas con TFA; en algunos casos, el
método incluye adicionalmente medir la cantidad de agua en el paso de despolimerizacion al menos una vez.

Como se utiliza en esta memoria, un "copolimero", "copolimero de aminoacidos" o "preparaciéon de copolimero de
aminoacidos" es una mezcla heterogénea de polipéptidos que comprende una pluralidad definida de diferentes
aminoacidos (tipicamente entre 2-10, v.g. entre 3-6, aminoacidos diferentes). Un copolimero puede prepararse a
partir de la polimerizacién de aminoacidos individuales. El término "aminoacido" no se limita a los aminoacidos
existentes naturalmente, sino que puede incluir derivados de aminoacidos y/o analogos de aminoacidos. Por
ejemplo, en un copolimero de aminoacidos que comprende aminoacidos de tirosina, uno o mas de los aminoacidos
pueden ser una homotirosina. Adicionalmente, un copolimero de aminoacidos que tiene uno o mas enlaces no
peptidicos o peptidomiméticos entre dos residuos adyacentes esta incluido dentro de esta definicion.

Breve descripcion de las figuras
La Figura 1 representa la estructura de piro-Glu.

La Figura 2 es un grafico que representa los resultados de estudios acerca del efecto de la presencia de agua en la
reaccion de despolimerizacion utilizada en la produccion de acetato de glatiramer.

Descripcion detallada de la invencion

Ademas de una exposicion acerca del peso molecular y la composicion de aminoacidos, que se citan en la etiqueta
aprobada para el producto por la FDA, la etiqueta y otra bibliografia disponible para COPAXONE® no proporciona
informacion detallada acerca de las caracteristicas fisicoquimicas del producto. Se ha encontrado previamente que
piro-Glu (Figura 1) es un componente de COPAXONE® (acetato de glatiramer o GA) que esta presente dentro de un
intervalo predeterminado (US Serial No. 12/408058). Por ejemplo, en muchos casos el contenido de piro-Glu de una
preparacion de GA puede estar comprendido entre 2000 ppm y 7000 ppm o 2400-6500 ppm.

La produccién de GA implica polimerizacion de aminoacidos para producir una mezcla de péptidos, a la que se hace
referencia como Compuesto Intermedio-1, seguido por despolimerizacion y desproteccion parciales del Compuesto
Intermedio-1 para producir Compuesto Intermedio-2. Se ha encontrado ahora que el nivel de piro-Glu en GA puede
ser controlado eficazmente por control del agua presente durante el paso de despolimerizacion del proceso de
fabricacion de GA, por ejemplo, por ajuste del contenido de agua al comienzo de y/o durante el paso de
polimerizacién; v.g., por adicion de agua a un nivel predeterminado al comienzo o durante el paso de
despolimerizacion. Ademas, se ha encontrado ahora que por un control (v.g. ajuste) apropiado de la cantidad de
agua presente durante el paso de despolimerizacion y la duracion del paso de despolimerizacion es posible producir
GA con un contenido especificado de piro-Glu y un peso molecular (PM) maximo especificado. En muchos casos se
especifica que el contenido de piro-Glu del copolimero o GA sea 2000 a 7000 ppm, v.g., 2500-5500 ppm, v.g., 3000-
5000 ppm, v.g., 3500-4500 ppm, 2400-6500 ppm, y el agua presente durante la reaccion de despolimerizacién o
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afadida al final de la reaccion de despolimerizacion se controla o se ajusta preferiblemente para alcanzar este
contenido de piro-Glu especificado. En muchos casos es deseable tener un peso molecular (PM) maximo de GA
que es 5000 a 9000 Da, v.g., 6000 a 8000 Da, cuando se mide como se describe en la Patente U.S. 7.074.580.

Fabricacién de Acetato de Glatiramer

Generalmente, el proceso para la fabricacion de acetato de glatiramer incluye los pasos siguientes:

Paso 1: polimerizacién de N-carboxianhidridos de L-alanina, L-acido glutamico protegido con bencilo, L-lisina
y L-tirosina protegidas con acido trifluoroacético (TFA) (a los que se hace referencia colectivamente como
NCAs) para dar como resultado un copolimero protegido (Compuesto Intermedio-1),

Paso 2: despolimerizacion y desproteccion de bencilo del Compuesto Intermedio-1 utilizando acido
bromhidrico en acido acético (v.g. HBr al 33%/acido acético tratado con fenol), y

Paso 3: desproteccion de las lisinas protegidas con TFA en el Compuesto Intermedio-2 (v.g. por tratamiento
con piperidina) para crear Compuesto Intermedio-3, seguido por procesamiento para generar GA y
purificacion y secado ulteriores de la sustancia farmaco GA aislada.

En el Paso 1 de la fabricacion de GA, los NCAs se co-polimerizan en una ratio predeterminada utilizando dietilamina
como iniciador. Después del consumo de los componentes NCA, la mezcla de reaccion se apaga en agua. El
polimero protegido resultante (Compuesto Intermedio-1) se aisla y se seca. En el Paso 2 de la fabricacion de GA, el
Compuesto Intermedio-1 se trata con HBr al 33% tratado con fenol en acido acético (HBr/AcOH). Esto da como
resultado la escision del grupo protector bencilo en los acidos glutamicos asi como la escision de los enlaces
peptidicos en todo el polimero. Después de cierto periodo de tiempo, la reaccion se apaga con agua, y el polimero
producido se aisla por filtracion y se lava con agua. El polimero producido, Compuesto Intermedio-2, tiene un peso
molecular reducido con relacién al Compuesto Intermedio-1. El Compuesto Intermedio-2 se seca antes de proceder
al Paso 3. En el Paso 3, el Compuesto Intermedio-2 se trata con piperidina acuosa para eliminar el grupo
trifluoroacetilo en las lisinas. El copolimero resultante, Compuesto Intermedio-3, se purifica subsiguientemente
utilizando diafiltracion/ultrafiltracion y la sal acetato resultante se seca para producir la sustancia farmaco Acetato de
Glatiramer.

Métodos para la fabricacion de GA se describen en las publicaciones siguientes: Patente U.S. No. 3.849.550; WO
95/031990 y US 2007-0021324.

Control de piro-Glu y despolimerizacién con Agua

Como se muestra mas adelante, GA con un contenido de piro-Glu de aproximadamente 4000 ppm y un peso
molecular (PM) maximo aproximado de 7000 Da puede prepararse teniendo agua presente en la reaccion de
despolimerizacion en aproximadamente 16% p/p frente al Compuesto Intermedio-1. Si bien la cantidad de agua
presente se expresa aqui con relacion a la cantidad de Compuesto Intermedio-1, la cantidad de agua presente
puede expresarse de cualquier manera convencional, por ejemplo: p/p frente al peso de Compuesto Intermedio-1
afiadido a la reaccién de despolimerizacién; p/p frente al peso de fenol utilizado para tratar el HBr/acido acético
afiadido a la reaccién de despolimerizacioén; p/p frente al peso total de HBr/acido acético afiadido a la reaccién de
despolimerizacion; v/v frente al volumen total de HBr/acido acético afiadido a la reaccién de despolimerizacion; o p/p
frente al peso total de la reaccion de despolimerizacion. Asi pues, la cantidad de agua presente con relacion a
HBr/AcOH sobre una base v/v puede calcularse a partir de la cantidad de agua presente con relaciéon al Compuesto
Intermedio-1 sobre una base p/p como sigue:

VOI(agua)/VOI(HBr/AcOH) = (P(agua)/P(Compuesto Intermedio-1)) X (P(Compuesto Intermedio-1)/P(HBr/AcOH)) X
(P(HBr/AcOH)/VOI(HBr/AcOH)) X (VOI(agua)/P(agua)) = (P(agua)/ P(Compuesto Intermedio-1)) X

(P(compuesto Intermedio-1)/ PHBriAcoH)) X (DensidadHeracoryDensidadagua))

El agua presente durante la reaccion de despolimerizacién puede incluir agua presente en el Compuesto Intermedio-
1 afiadido a la reaccién de despolimerizacion (v.g. por utilizacion de Compuesto Intermedio-1 que no esta totalmente
seco) y/o agua que se afiade al comienzo o durante la reaccion de despolimerizacion. Asi pues, la cantidad de agua
presente durante al menos una parte de la reaccion de despolimerizacion puede controlarse por adicion de agua a la
reaccion para alcanzar un nivel predeterminado de agua o por tener cierta cantidad de agua presente en el
Compuesto Intermedio-1 afiadido a la reaccién o por una combinacion de adicién de agua y tener agua presente en
el Compuesto Intermedio-1. Asi pues, la cantidad de agua presente puede controlarse teniendo simplemente una
cantidad razonablemente consistente de agua presente en el Compuesto Intermedio-1. El agua puede afiadirse a la
reaccion de despolimerizacion en cualquier momento, pero mas a menudo esta presente a un nivel predeterminado,
v.g., 4-25%, 5-25%, 10-20%, 4-20%, 4-16%, 7-15%, 8-14%, 9-13%, 10-12%, 13-19%, 14-18%, 15-17%, o 16% p/p
frente al peso de Compuesto Intermedio-1, al comienzo de la reaccién de despolimerizacion. Dado que la reaccion
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de despolimerizacion puede a la vez consumir y producir agua, la cantidad de agua presente puede cambiar
ligeramente a lo largo del curso de la reaccion de despolimerizacion.

La cantidad de agua presente durante el paso de despolimerizacion puede impactar en el contenido de piro-Glu y el
peso molecular del GA resultante, como se muestra por los experimentos descritos a continuacion. No obstante, la
cantidad de agua presente durante el paso de despolimerizacion puede variar dentro de un intervalo razonable y ser
compatible todavia con la produccion de GA que tiene un contenido de piro-Glu y peso molecular deseables.

Ejemplos
Ejemplo 1

El efecto del agua presente durante el paso de despolimerizacion, Paso 2, sobre el contenido de piro-Glu y el peso
molecular del GA resultante se examind como sigue. Se produjo Compuesto Intermedio-1 como se ha descrito arriba
y se dividio entre dos reacciones de despolimerizaciéon (A y B). Para la reaccién de Despolimerizacion A, no se
afadio cantidad alguna de agua. Para la reaccion de Despolimerizacion B, se afiadié agua hasta 16% p/p medido
frente al Compuesto Intermedio-1. Se dejé transcurrir la despolimerizacion a 20°C. Partes alicuotas retiradas
periddicamente de cada reaccién se apagaron con agua y se procesaron ulteriormente para producir GA. Se
midieron el contenido de piro-Glu (ppm), medido como se describe a continuacion, y el peso molecular (PM) maximo
de cada una de las muestras de GA resultantes. Los resultados de este analisis se muestran en la Figura 2. La
escala de peso molecular (PM) (Da) se encuentra en el eje de la izquierda, y la escala de concentracion de piro-Glu
(ppm) en el eje de la derecha. El tiempo de la reaccion de Despolimerizacion A (sin agua afiadida) se encuentra en
el eje horizontal superior, y el tiempo de la reaccion de Despolimerizaciéon B (con agua presente al 16% p/p frente al
Compuesto Intermedio-1) se representa en el eje horizontal inferior. La escala del grafico es tal que la linea
horizontal marcada "punto medio del intervalo deseado de GPC-PM (Da)/punto medio del intervalo deseado de piro-
Glu (ppm)" indica a la vez un peso molecular (PM) deseable (7000 Da) y una concentracion de piro-Glu deseable
para GA (4000 ppm). Las lineas marcadas MW, y MWg representan el peso molecular PM del GA producido a partir
del material eliminado de la reaccion de Despolimerizacion A y la reaccion de Despolimerizacion B, respectivamente,
en diversos momentos. Las lineas marcadas Pya y Pyg representan la concentracion de piro-Glu en el GA producido
a partir del material eliminado de la reaccién de Despolimerizacion A y la reaccion de Despolimerizacion B,
respectivamente, en diversos momentos.

En ausencia de agua afiadida, no se alcanza la combinacion deseada de peso molecular y concentracion de piro-
Glu. Como se puede ver en la Figura 2, después de aproximadamente 12 horas (escala en el eje horizontal superior)
la reaccion de Despolimerizacion A (sin agua afiadida) produce un material que proporciona GA que tiene una
concentracion de piro-Glu deseada (aproximadamente 4000 ppm), pero el peso molecular (PM) del GA es
aproximadamente 7400 Da, por encima del 7000 Da deseado. Como se puede ver también en la Figura 2, después
de aproximadamente 26 horas (escala en el eje horizontal superior), la reacciéon de Despolimerizaciéon A (sin agua
afiadida) produce un material que proporciona GA que tiene un PM deseado (aproximadamente 7000 Da), pero la
concentracion de piro-Glu del GA es mayor que 6000 ppm, que esta por encima de 4000 ppm (el punto medio del
intervalo deseado). En contraste, cuando se afiade agua a la reaccion de despolimerizacion hasta 16% (p/p) frente
al Compuesto Intermedio-1), se alcanza la combinacion deseada de peso molecular y concentracion de piro-Glu.
Como se puede ver también por la Figura 2, después de aproximadamente 43 horas, la reaccion de
Despolimerizacion B (16% de agua p/p frente al Compuesto Intermedio-1) produce un material que proporciona GA
que tiene un peso molecular deseado (PM aproximadamente 7000 Da) y una concentracion de piro-Glu deseada
(aproximadamente 4000 ppm).

Ejemplo 2

En el estudio arriba descrito, la concentracion de GA en piro-Glu se midié como sigue. Se escindieron residuos piro-
Glu N-terminales utilizando piro-glutamato-aminopeptidasa de Pyrococcus furiosus. Se aisla piro-Glu en el
hidrolizado enzimatico resultante por cromatografia liquida en fase inversa seguido por deteccion a 200 nm
utilizando una curva estandar de referencia preparada con concentraciones conocidas de L-piro-glutamato. Se
ensaya la neurotensina (un polipéptido disponible comercialmente que tiene 100% de piro-glutamato en el término
N) como control para asegurar la aceptabilidad de la digestion y adecuacion de la separacion por HPLC. El analisis
cromatografico se realiza utilizando una columna de HPLC Waters Atlantis C18 y una fase movil isocratica
constituida por 100% de agua, ajustada a pH 2,1 con &cido fosforico. Las muestras y los estandares se mantienen a
2-8°C. El pico correspondiente al resto piro-glutamato se eluye en un tiempo de retencion de aproximadamente 12
minutos. La medida directa del contenido de piro-glutamato se realiza sobre una base p/p y los resultados se
expresan como ppm (microgramos/gramo).
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar una composicion que comprende acetato de glatiramer purificado, que comprende:
polimerizar N-carboxianhidridos de L-alanina, L-acido glutamico protegido con bencilo, L-lisina y L-tirosina protegidas
con acido trifluoroacético (TFA) para generar un copolimero protegido (Compuesto Intermedio-1);

tratar el Compuesto Intermedio-1 para despolimerizar parcialmente el copolimero protegido y desproteger los grupos
protegidos con bencilo generando con ello un producto parcialmente despolimerizado (Compuesto Intermedio-2);
tratar el Compuesto Intermedio-2 para desproteger las lisinas protegidas con TFA generando con ello acetato de
glatiramer; y

purificar el acetato de glatiramer para crear acetato de glatiramer, en donde esta presente agua durante al menos
una parte del paso de despolimerizacion, en donde el agua presente durante al menos una parte del paso de
despolimerizacion se controla de modo que esté dentro de un intervalo predeterminado.

2. El método de la reivindicacion 1 en el que esta presente agua al comienzo del paso de despolimerizacion.

3. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 en el que se afiade agua durante el paso de
despolimerizacion.

4, El método de la reivindicacion 1, en el que el intervalo predeterminado es 4-25% p/p frente al Compuesto
Intermedio-1.
5. El método de la reivindicacion 1, en el que el intervalo predeterminado es 13-19% p/p frente al Compuesto
Intermedio-1.
6. El método de la reivindicacion 1, en el que el intervalo predeterminado es 14-18% p/p frente al Compuesto
Intermedio-1.
7. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-6 en el que la despolimerizaciéon transcurre durante al

menos 25 horas.
8. El método de la reivindicacion 7, en el que la despolimerizacién transcurre durante al menos 30 horas.
9. El método de la reivindicacion 8, en el que la despolimerizacién transcurre durante al menos 40 horas.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que el paso de despolimerizacion comprende poner
en contacto el copolimero protegido con una solucidon que comprende fenol, HBr y acido acético.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en el que la concentracion de piroglutamato en el acetato
de glatiramer purificado es 2000-7000 ppm.

12.  El método de la reivindicacion 11, en el que la concentracion de piroglutamato en el acetato de glatiramer
purificado es 2500-5500 ppm.

13.  El método de la reivindicacion 11, en el que la concentracion de piroglutamato en el acetato de glatiramer
purificado es 3000-5000 ppm.

14.  El método de la reivindicacion 11, en el que la concentracion de piroglutamato en el acetato de glatiramer
purificado es 3500-4500 ppm.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en el que el PM del acetato de glatiramer purificado es
5000 a 9000 Da.

16. El método de la reivindicacion 15, en el que el PM del acetato de glatiramer purificado es 6500-7500 Da.

17. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en el que el Compuesto Intermedio-1 se aisla y se seca
al menos parcialmente antes de tratar el Compuesto Intermedio-1 para despolimerizar parcialmente el copolimero
protegido y desproteger los grupos protegidos con bencilo.

18. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en el que el Compuesto Intermedio-2 se aisla y se seca
al menos parcialmente antes del paso de tratamiento del producto parcialmente despolimerizado para desproteger
las lisinas protegidas con TFA.

19. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-16, en el que el paso de tratamiento del producto
Compuesto Intermedio-2 para desproteger las lisinas protegidas con TFA comprende tratar el Compuesto
Intermedio-2 con piperidina.

20. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-16, que comprende adicionalmente medir la cantidad de
agua en el paso de despolimerizacion al menos una vez.
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21. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-20, que comprende adicionalmente: preparar una
composicion farmacéutica que comprende al menos una porcion del acetato de glatiramer purificado.

22. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-21, en el que esta presente agua durante el paso de
despolimerizacion en 11,2% p/p frente al Compuesto Intermedio-1.

23. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-22, que comprende despolimerizar el Compuesto
Intermedio-1 durante 43-47 horas a 18-22°C.

24, El método de la reivindicacion 1, en el que esta presente agua durante la reaccién de despolimerizacion en
un nivel que produce acetato de glatiramer purificado con una concentracién de piroglutamato de 2000-7000 ppm y
un PM de 5000-9000 Da.

25. El método de la reivindicacion 1, en el que esta presente agua durante la reaccion de despolimerizacion
dentro de un intervalo predeterminado que proporciona acetato de glatiramer purificado con una concentracion de
piroglutamato de 2000-7000 ppm y un PM de 5000-9000 Da.

26. El método de la reivindicacion 1, en el que el agua presente durante al menos una parte del paso de
despolimerizaciéon se controla de modo que esté comprendida dentro de un intervalo predeterminado que
proporciona acetato de glatiramer purificado con una concentracién de piroglutamato de 2000-7000 ppm y un PM de
5000-9000 Da.



ES 2 52373213

FIGURA 1
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Efectos del Agua sobre GPC-PM, Piroglu y Velocidad de Reaccion
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