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DESCRIPCION
Un proceso para purificar una mezcla de polimeros
Antecedentes de la invencién
La invencion se refiere a métodos para purificar copolimeros de polipéptido, especialmente los polipéptidos COP-1.

La polimerizacion de monomeros naturales o sintéticos es bien conocida, y se describe en libros de texto antiguos
tales como, por ejemplo, Organic Chemistry de Morrison y Boyd, 32 edicion, 1980, capitulo 32. Los polipéptidos son
una clase especifica de los polimeros formados mediante polimerizaciéon de aminoacidos.

Los "polipéptidos de copolimero” se forman generalmente mediante una copolimerizacién aleatoria de aminoacidos.
En este tipo de copolimerizacion, varios aminoacidos diferentes que tienen los grupos carboxi o amino activados se
mezclan entre si en condiciones de reaccion, en el que la formacién del enlace peptidico entre los diferentes tipos de
aminoacidos presentes en la mezcla de reaccion es aleatoria. También se conoce en la técnica que los grupos
quimicos reactivos que no forman parte de la estructura principal del polimero, y que deben permanecer inalterados
después de la polimerizacion, se deben proteger mediante grupos protectores. Tras finalizar la polimerizacion, estos
grupos protectores se eliminan quimicamente.

Un método para conformar un copolimero que contiene leucina y fenilalanina mediante polimerizacién aleatoria se
describe en el documento US 2.657.972.

El documento US 3.849.550 describe un método para conformar un copolimero que contiene alanina (A), acido
glutamico (E), lisina (K), y tirosina (Y) mediante polimerizacion aleatoria. EI método utiliza grupos laterales
protegidos, seguido por dos etapas de desproteccion, pero no especifica ninguna etapa de purificacion. El
copolimero resultante, que posteriormente se ha denominado como Copolimero-1 (COP-1) (véase, por ejemplo, el
documento US 5.800.808), se notifico que tenia una relacion mola de A:E:K:Y de 6:2:4.5:1.

El documento US 5.800.808 describe métodos para obtener COP-1 que tiene un perfil de peso molecular especifico,
con la posterior purificacion mediante dialisis o ultrafiltracién. Se notific6 que COP-1 tenia una relacion mola de
A:E:K:Y de 6:2:5:1. La patente no menciona los métodos de purificaciéon aplicables industrialmente.

El documento WO 2006/083608 describe métodos para fabricar COP-1 y menciona la ultrafiltracion para quitar los
grupos protectores y las impurezas de bajo peso molecular. La relacion molar en el COP-1 de A:E:K:Y corresponde
a ~4,49:~1,48:~3,56:1. En una realizaciéon (Ejemplo 3), se llevo a cabo la ultrafiltracion usando una membrana de 5
kilodalton para eliminar impurezas de bajo peso molecular. Tras 6 ciclos de ultrafiltracion, la solucion se acidificé con
acido acético hasta conseguir un pH de 4,0. Se afiadi6 agua, y la solucion se ultrafiltré hasta conseguir un pH de 5,5.
La solucién se concentré y se liofilizd durante 60 horas.

El documento US 2008/0021192 describe métodos para fabricar COP-1 y posteriormente purificar el COP-1, tales
como mediante dialisis, cromatografia, filtracion, etc. Se notifico que COP-1 tenia una relacién mola de A:E:K:Y
correspondiente a ~4,49: ~1,48: ~3,56:1. En una realizacién (esquema 5), COP-1 se purifica usando ultrafiltracién.
Una mezcla de reaccion que contenia el COP-1 se filtré para eliminar todo el material insoluble y el filtrado se paso
por una ultrafiltracién utilizando una membrana de 1 kilodalton, haciendo circular en primer lugar agua hasta
observar pH 8 en el permeato, y a continuacién haciendo circular acido acético al 0,3 % en agua hasta un pH de 5,5-
6,0 en el retentato. A continuacion, la solucion se liofilizé para obtener aparentemente COP1 en forma de una sal de
acido acético en forma soélida.

El documento WO 2006/050122 ensefia un proceso en el que una mezcla de reaccion que contiene un polipéptido
copolimérico, cuya mezcla tiene un pH de 10 o superior, se mezcla con acido acético de forma que disminuya el pH
de dicha mezcla acuosa antes de llevar a cabo la diafiltracion.

Los métodos de purificacion del COP-1 mediante ultrafiltracién de la técnica anterior anteriormente descritos son
procedimientos multietapa adecuados para una experimentacion a escala de laboratorio. Sigue existiendo
necesidad, sin embargo, de un método de ultrafiltracién mas sencillo y/o mas industrialmente aplicable para purificar
mezclas de reaccion complejas que comprenden polipéptidos, especialmente COP-1.

Sumario de la invencion

La presente invencion se basa en la observacion de que los procesos de ultrafiltracién de la técnica anterior
frecuentemente padecen la obturacion de la membrana filirante y/o la precipitacién del polipéptido copolimérico
durante la ultrafiltracion. La presente invencién se basa parcialmente en el descubrimiento de que, si se proporciona
un acido y/o se forma una sal de adicion de acido del polipéptido en una etapa inicial del proceso, dichos problemas
de obturacion y/o precipitacion se pueden reducir o evitar y, en correspondencia, se puede reducir el numero de
etapas de ultrafiltracion y/o el tiempo necesario.
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De acuerdo con ello, un primer aspecto de la presente invencion se refiere a un proceso de ultrafiltracion, que
comprende: combinar una mezcla de reaccion que tiene un pH de 10 o superior y que contiene varios polipéptidos
copoliméricos que colectivamente tienen mas aminoacidos basicos que aminoacidos acidos, con una solucién acida
acuosa para formar una mezcla de reaccién modificada; y someter dicha mezcla de reaccion modificada a
ultrafiltracién para formar una mezcla de reaccién purificada, en la que dicha solucién acuosa acida se combina con
una solucion de alimentacién de dicha mezcla de reaccién durante dicha ultrafiltracion. El acido utilizado puede ser
un acido organico o inorganico y normalmente es un acido organico que tiene de 1 a 8 atomos de carbono, mas
normalmente de 1 a 4 atomos de carbono, tal como acido acético. Los polipéptidos generalmente se forman a partir
de los aminoacidos alanina; acido glutamico y/o acido aspartico; lisina y/o arginina; y tirosina.

En un aspecto especifico, el proceso anterior se puede usar para fabricar COP-1 purificado. Mas especificamente, el
polipéptido copolimérico de dicho proceso es el polipéptido COP-1, y la ultrafiltracién de dicha mezcla de reaccién
modificada proporciona las sales de adicion de acido de COP-1 purificado. Normalmente, el proceso comprende: (i)
afnadir una solucién acida acuosa a una mezcla de reaccion que contiene polipéptidos COP-1 no protegidos para
obtener sales de adicion de acido de COP-1 en una mezcla de reaccion modificada; y (ii) ultrafiltrar dicha mezcla de
reaccion modificada que contiene dichas sales de adicion de acido de COP-1 para formar sales de adicion de acido
de COP-1 purificado; en la que dicha solucién acuosa acida se combina con una solucion de alimentacion de dicha
mezcla de reaccion durante dicha ultrafiltracion. El acido puede ser organico o inorganico, como se ha mencionado
anteriormente, y de forma tipica es acido acético. La mezcla de reaccién modificada que contiene dichas sales de
acido acético de COP-1 tiene generalmente tiene un pH que difiere del punto isoeléctrico promedio de los
polipéptidos COP-1 no protegidos en al menos una unidad de pH. Normalmente, la mezcla de reaccién que contiene
dichos polipéptidos de COP-1 no protegidos tiene un pH superior o igual a aproximadamente 12 antes de dicha
adicién de la etapa (i). En el caso habitual, la adicion de la solucién de acido acético disminuye el pH de la mezcla de
reaccion desde su valor de partida tipico de aproximadamente 12-13 a 10 o inferior. La concentracién de dicha
soluciéon acuosa de acido acético es normalmente de 0,05 a 0,5 % de acido acético en volumen, tal como
aproximadamente de 0,1 a 0,3 %.

Un aspecto adicional de la invencion se refiere al uso de dicho proceso de ultrafiltracion. Especificamente, en un
proceso para purificar polipéptidos de COP-1, que comprende someter los polipéptidos de COP-1 no protegidos en
una mezcla de reaccion a la ultrafiltracién, se puede realizar una mejora que comprende la etapa de afiadir un acido,
especialmente acido acético, a la mezcla de reaccién alcalina durante la ultrafiltracion.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se dirige a un proceso para purificar polipéptidos copoliméricos tales como los polipéptidos de
COP-1 mediante la realizacion de la ultrafiltracion de la solucion de polipéptidos en presencia de un acido y/o la
forma de sal de adiciéon de acido de los polipéptidos. Se ha descubierto que la adicién de acido y/o la formacion de
sales de adicion de acido de polipéptidos copoliméricos en una etapa temprana de la ultrafiltracion reduce o evita la
obturacion de la membrana filtrante y/o la precipitacion de los polipéptidos copoliméricos durante la ultrafiltracion. Al
proporcionar el acido antes de que se produzca la precipitacion del polipéptido copolimérico y/o que se produzca la
obturacion, el proceso se puede realizar de forma rapida y eficaz. Ademas, se puede reducir el nUmero de etapas de
ultrafiltraciéon, por ejemplo, no hay necesidad de intercambiar repetidamente los liquidos del proceso durante la
ultrafiltracién, y menos medidas (por ejemplo, medidas de pH) son necesarias para determinar el punto final de la
purificacién de la ultrafiltracion.

Los polipéptidos copoliméricos a purificar mediante la invencion son una mezcla de varios polipéptidos que
colectivamente tienen mas aminoacidos basicos que aminoacidos &cidos. Frecuentemente, los polipéptidos
copoliméricos se forman a partir de alanina; acido glutamico y/o acido aspartico; lisina y/o arginina; y tirosina.
Pueden estar presentes otros aminoacidos, pero normalmente, los polipéptidos copoliméricos estan limitados a
estos 4 a 6 aminoacidos. Los polipéptidos copoliméricos tienen varias longitudes de cadena, secuencias, y pesos
moleculares, y colectivamente tienen un peso molecular promedio que normalmente esta comprendido entre 2 y 40
kilodaltons.

Una realizacion preferida de la presente invencion se refiere la purificacion de los polipéptidos copoliméricos a los
que se hace referencia como COP-1. El término "COP-1" ("Copolimero-1") se refiere a una mezcla de polipéptidos
preparada a partir de los aminoacidos alanina (A), acido glutamico (E), lisina (K), y tirosina (Y). La relacién molar de
A:E:K:Y en COP-1 se ha notificado de forma variada. Por ejemplo, la siguiente tabla ilustra las diferentes relaciones
molares adscritas a COP-1:

Fuente relacion molar A:E:K:Y
documento US 3.849.550 6:2:45:1

documento US 5.800.808 6:2:5:1

documentos WO 2006/083608 y US 2008/0021192 ~4,49 :~1,48 :~3,56 : 1
NDA n.° 020622 para COPAXONE® 45:15:35:1
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Para los fines de esta solicitud, se pretende que el término polipéptidos de "COP-1" abarque todas estas variaciones
en las relaciones molares de A:E:K:Y.

La ultrafiltracion, en general, es una técnica de purificacion / separacion bien conocida en la que una solucién se
pone en contacto con una membrana de ultrafiltracion bajo una presién aplicada. La presién aplicada puede ser, por
ejemplo, presién osmotica o presion hidrostatica. La presion aplicada fuerza al disolvente y las moléculas mas
pequefias a atravesar la membrana, mientras que las moléculas mas grandes quedan retenidas por la membrana,
en funcién del corte de pesos moleculares de la membrana. La solucién que pasa a través de la membrana se
denomina permeato. La solucion que contiene las moléculas retenidas se denomina retentato. La membrana de
ultrafiltracion puede retener particulas de 1 kilodalton a 1000 kilodaltons. La membrana de ultrafiltracion debe ser
inerte respecto a la mezcla de reaccién. Los proveedores de membranas tienen criterios de seleccion facilmente
disponibles. La membrana tiene, preferentemente, un corte de pesos moleculares de 1 a 10 kilodaltons, tal como de
3 o 5 kilodalton. Normalmente, el volumen del retentato se mantiene constante durante la ultrafiltracion afiadiendo
una solucion de alimentacién al retentato. Esto permite controlar mejor el proceso de ultrafiltracion y la pureza del
retentato.

La ultrafiltracién utilizada en la invencion comprende de forma tipica hacer pasar una mezcla de reaccién que
contiene los polipéptidos copoliméricos, tales como COP-1, a través de una membrana que tiene un corte de pesos
moleculares de, por ejemplo, 1 a 10 kilodaltons, por lo cual los polipéptidos copoliméricos quedan retenidos en el
retentato y se purifica porque las entidades de menor peso molecular atraviesan la membrana. Los polipéptidos
copoliméricos se "purifican" en el sentido de que al menos cierta cantidad de los residuos no deseados de la mezcla
de reaccidén se eliminan/separan de los polipéptidos copoliméricos retenidos. La eliminacion de las moléculas
pequenas, tales como bases y sus sales, durante la ultrafiltracion conduce por lo general a una reduccién en el pH
de la mezcla de reaccion inicialmente alcalina o retentato.

Un aspecto la invencion se refiere a combinar una mezcla de reacciéon que tiene un pH inicial de 10 o superior,
preferentemente de 12 o superior, y que contiene varios polipéptidos copoliméricos (es decir, que colectivamente
tienen mas aminoacidos basicos que aminoacidos acidos) con una solucién acuosa acida para formar una mezcla
de reaccion modificada. El pH de la mezcla de reaccion modificada es generalmente de 10 o inferior y es a veces de
8 o inferior y normalmente esta en el intervalo de 4 a 8 o de 5 a 7. La mezcla de reaccién modificada se somete a
ultrafiltracién para formar una mezcla de reaccion purificada. Por claridad, la "mezcla purificada" no se necesita para
obtener una pureza casi completa, sino que realimente solo necesita ser mas pura que la mezcla de reaccion inicial.
Esto es, al eliminar parte de las moléculas pequenias, el resto de los polipéptidos son mas puros y se considerarian
por tanto como "purificados”. La "mezcla de reaccion" es normalmente el resultado de la sintesis de polipéptidos,
pero por lo general incluye cualquier liquido que contenga los polipéptidos copoliméricos cuya purificacién, en cierta
medida, se desea. Por ejemplo, la mezcla de reacciéon se puede concentrar antes de llevar a cabo la etapa de
combinacién con el &cido. Pero la mezcla de reaccion tiene un pH superior a 10 en el momento de la etapa de
combinacién. La solucion acuosa de acido se puede basar en acidos organicos o inorganicos. Los acidos deberan
disolverse normalmente en la solucién acuosa. Normalmente, se utilizan acidos organicos que tienen de 1 a 8
atomos de carbono, mas normalmente de 1 a 4 atomos de carbono; es decir, acido férmico, acido acético, acido
propionico, o acido butirico. Aunque en el presente documento se haga referencia a la forma singular, se entiende
que el término "acido" también incluye la forma plural; es decir, se pueden utilizar uno o mas acidos en la solucién.
En general, el agua es el unico disolvente, aunque el uso de alcoholes inferiores u otros disolventes organicos
miscibles con el agua no estan prohibidos en la fabricacion de la solucién acuosa acida.

Las dos etapas se llevaron a cabo simultdaneamente. Esto es, mientras la mezcla de reaccion esta sometida a
ultrafiltracién, una solucion acuosa acida se puede combinar con la anterior para formar la mezcla de reaccion
modificada in situ. Esta etapa de "combinacién” y ultrafiltracion simultdnea se puede llevar a cabo convenientemente
si se emplea una solucién acuosa acida como solucién de alimentacion en el proceso de ultrafiltracion.

Como un aspecto preferido de la invencion se refiere a un proceso para purificar polipéptidos COP-1 mediante el uso
de un acido, la invencién se describira ahora ademas con respecto a esta realizacion en la que el acido es acido
acético. Debe entenderse que otros acidos, diferentes a los que se han mencionado anteriormente, se pueden usar
en vez del acido acético. El proceso comprende afiadir una solucién acuosa de acido acético a la mezcla de
reaccion que contiene COP-1 sin proteger para obtener sales de acido acético de COP-1 en una mezcla de reaccion
modificada y ultrafiltrar dicha mezcla de reaccién modificada que contiene dichas sales de acido acético de COP-1
para formar sales de acido acético de COP-1 purificadas, en el que la solucion acuosa de acido acético se afiade (y
se forman las sales de acido acético de COP-1) durante el sometimiento de la mezcla de reacciéon que contiene los
polipéptidos COP-1 sin proteger de cualquier ultrafiltracion.

La solucién acuosa de acido acético contiene normalmente de 0,05 a 0,5 % de acido acético por volumen en agua,
tal como aproximadamente de 0,1 a 0,3 % de acido acético por volumen en agua.

La expresion "mezcla de reaccion que contiene los polipéptidos COP-1 sin proteger" se refiere a una solucién que
contiene los polipéptidos COP-1 que no tienen sustancial o practicamente grupos de aminoacidos secundarios
protegidos por un grupo protector. Por ejemplo, cuando se preparan polipéptidos COP-1 mediante polimerizacion
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aleatoria (por ejemplo, como se describe en el documento US 3.849.550), tras desproteger los grupos de
aminoacidos secundarios, la mezcla de reaccion es una "mezcla de reaccion que contiene polipéptidos COP-1 sin
proteger". Como otro ejemplo, cuando se preparan polipéptidos COP-1 mediante técnicas de ADN recombinante
(por ejemplo, como se describe en el documento EP 0383620) después que se han expresado los polipéptidos COP-
1 recombinantes en E. coli y escindido de la proteina de fusién Proteina A/rCOP-1, la mezcla de reaccion es una
"mezcla de reaccion que contiene polipéptidos COP-1 sin proteger”. Por tanto, el término "polipéptidos COP-1 sin
proteger" se refiere a polipéptidos COP-1 que se sometieron a etapas de proteccion y de desproteccion (tales como
en polimerizacion aleatoria) y a polipéptidos COP-1 que no se han sometido a una etapa de proteccién (tal como en
las técnicas de ADN recombinante).

En una forma preferida de esta realizacién, la mezcla de reaccion modificada que contiene las sales de acido acético
de COP-1 tienen un pH de menos de o igual a aproximadamente 10 mientras que las sales de acido acético de
COP-1 se someten a ultrafiltracion. Cuando la mezcla de reaccion que contiene los polipéptidos COP-1 sin proteger
tiene un pH de méas de 10, tal como un pH de mas de o igual a aproximadamente 12, la adicién de la solucion
acuosa de acido acético disminuye el pH al pH deseado de menos de o igual a aproximadamente 10. Dicho pH de
partida alto no se requiere estrictamente, sin embargo. Esto es, es posible que la mezcla de reaccion de partida que
contiene los polipéptidos COP-1 sin proteger tenga un pH de menos de 10 antes de que se afiada la solucién
acuosa de acido acético. No obstante, la realizacion tipica de la invencién utiliza una mezcla de reaccion que tiene
un pH de aproximadamente 13 y la adicion de acido acético al anterior reduce el pH a aproximadamente 10 o
menos. En algunas de estas realizaciones, el pH de la mezcla de reaccion modificada durante la ultrafiltracion es
menor de 8, tal como un pH de aproximadamente 4 a aproximadamente 8 o incluso de aproximadamente 5 a
aproximadamente 7. El medio de reaccién modificado resultante que tiene dicho pH reducido se somete a
ultrafiltracién para purificar las sales de acido acético de COP-1.

La ultrafiltracion de los polipéptidos puede experimentar un gradiente de concentracion hacia la interfase de la
membrana, conocido como polarizaciéon por concentracién. La polarizacién de la concentracién tiene un efecto
negativo sobre el flujo (transporte de masa sobre la membrana). Asimismo, la fuerza i6nica del retentato afecta el
flujo. Los flujos son generalmente mayores a fuerza iénica baja y disminuyen cerca del pH isoeléctrico del(de los)
polipéptido(s) que se estan ultrafiltrando. Una fuerza i6nica alta da como resultado también una presion osmética
alta que puede contribuir a un flujo menor. El punto isoeléctrico de un aminoacido es el pH al cual el aminoacido esta
presente en su forma dipolar, completamente ionizada, pero sin carga eléctrica neta. El punto isoeléctrico de un
polipéptido es el pH al cual el polipéptido no tiene carga eléctrica neta. El punto isoeléctrico promedio de una mezcla
de polipéptidos es un promedio de puntos isoeléctricos de los polipéptidos contenidos en la mezcla.

Los polipéptidos COP-1, en su conjunto, tienen mas aminodacidos basicos que aminoacidos acidos, y el punto
isoeléctrico promedio para los polipéptidos COP-1 es normalmente mayor de aproximadamente 7, por ejemplo, entre
aproximadamente 8 y aproximadamente 11, tal como aproximadamente 9 o aproximadamente 10, dependiendo en
su conjunto de la relacién real entre los aminoacidos basicos y los aminoacidos acidos presentes en los polipéptidos
COP-1. De manera ventajosa, la mezcla de reaccion modificada que contiene dichas sales de acido acético de COP-
1 tiene generalmente tiene un pH que difiere del punto isoeléctrico promedio de los polipéptidos COP-1 no
protegidos en al menos una unidad de pH, debido a que el trasporte de masa sobre la membrana (flujo) es mas bajo
en el pH isoeléctrico. Parece que la presencia de los aniones de acido acético en la mezcla de reaccién/retentato
modificada evita o reduce la precipitacion de los polipéptidos a medida que la mezcla/retentato pasa a través del pH
que corresponde al punto isoeléctrico u otro punto de precipitacion de los polipéptidos COP-1 sin proteger.

Se usa normalmente una solucién de alimentacién durante la ultrafiltracién. La solucion de alimentacién se usa como
la solucién acuosa acida en la etapa de combinacion o adicion. Preferentemente, la concentracién de una solucion
acuosa de alimentacion de &acido acético es de aproximadamente 0,05 a 0,5% en volumen, tal como
aproximadamente 0,1 a 0,3 % en volumen. Concentraciones mayores de acido acético pueden dar como resultado
una eliminacion menos eficaz de acido acético durante las etapas de aislamiento (liofilizacion) posteriores.
Opcionalmente, la solucién de alimentacidbn puede cambiarse a agua en las ultimas etapas del proceso de
ultrafiltracién para eliminar el acido acético en exceso; por ejemplo, una vez que el pH es menor de 6. La
concentracion de acido acético en la mezcla de reaccién no excede normalmente la concentracién de acido acético
en la solucién de alimentacion.

El volumen/velocidad de adicion de la solucién de alimentacidon se ajusta normalmente para conseguir una
concentracion de sales de acido acético de COP-1 en el retentato de aproximadamente 1 a 50 gramos por litro
durante la ultrafiltracién, a menudo 20 a 50 gramos por litro, aunque se pueden usar concentraciones mayores.
Durante la ultrafiltracion, la concentracién no debe ser generalmente mayor de aproximadamente 100 gramos por
litro y deben evitarse concentraciones de alrededor de 250 gramos por litro o mayores. Estas concentraciones
mayores pueden tener un efecto negativo sobre el flujo.

Tras la finalizacion de la etapa de ultrafiltracion, el retentato (mezcla de reaccién modificada) que contiene los
polipéptidos COP-1 purificados (sales de acido acético de COP-1 purificadas) tiene un pH. entre 5 y 7, tal como
aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6. De manera ventajosa, se puede llevar a cabo la ultrafiltracion durante
20 horas o menos, preferentemente 10 horas o menos, y mas preferentemente 5 horas o menos. La concentracién
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de los polipéptidos COP-1 purificados en el retentato tras la finalizacion es normalmente de aproximadamente 2 a
aproximadamente 50 gramos por litro, generalmente 20 a 50 gramos por litro, aunque se pueden obtener
concentraciones mayores tales como 75 gramos por litro.

En una realizacion preferida, los polipéptidos COP-1 purificados tienen un peso molecular promedio de 4 a 11
kilodaltons (tal como de 5 a 9 kilodaltons o 6 a 10 kilodaltons) o 7 a 12 kilodaltons. Normalmente, menos de 5 % en
peso de los polipéptidos COP-1 purificados tienen un peso molecular promedio de 40 kilodaltons. Preferentemente,
una fraccion molar de polipéptidos COP1 que tienen un peso molecular de 2 a 20 kilodaltons en dichos polipéptidos
COP-1 purificados es al menos de 0,75. El término "fraccion molar" es el numero de moles de una sustancia
componente en una mezcla dividido por el numero total de moles en la mezcla.

Se pueden preparar polipéptidos COP-1 adecuados para el uso en el proceso de purificacion de la presente
invencion utilizando métodos conocidos. Por ejemplo, los polipéptidos COP-1, incluyendo los polipéptidos COP-1
que tienen un perfil especifico de peso molecular, se preparan cominmente mediante polimerizaciéon aleatoria tal
como se muestra en los documentos US 5.800.808 y US 2008/0021192. Un método para preparar polipéptidos
COP-1 utilizando tecnologia de ADN recombinante, sin embargo, se sabe también que se describe en el documento
EP 0383620.

Por tanto, el proceso de purificacion de la presente invencion puede incluir ademas etapas dirigidas a preparar los
polipéptidos COP-1 sin proteger mediante polimerizacion aleatoria. En particular, el proceso de purificacion puede
comprender ademas polimerizar una mezcla de N-carboxianhidridos de alanina, acido glutamico protegido, lisina
protegida, y tirosina para formar polipéptidos COP-1 protegidos y tratar los polipéptidos COP-1 protegidos con al
menos un agente desprotector para obtener los polipéptidos COP-1 sin proteger. El acido glutamico protegido se
puede formar utilizando, por ejemplo, un grupo protector bencilo o un grupo protector metoxi. Por otra parte, la lisina
protegida se puede formar utilizando, por ejemplo, una imida ciclica o un grupo protector t-butoxicarbonilo.

La distribucion de pesos moleculares de los polipéptidos COP-1 se ve afectada por varios factores, tales como la
concentracion del iniciador de la polimerizacion, la temperatura de reaccion, y el tiempo de reaccion. Al finalizar la
reaccion de polimerizacion, la mezcla del polipéptido resultante se puede someter, por ejemplo, a hidrélisis acida o
alcalina para obtener un peso molecular promedio inferior con una distribucién de peso molecular mas amplia, tal
como los polipéptidos COP-1 que tienen los perfiles de pesos moleculares descritos anteriormente. Se conocen en
la técnica otros métodos para obtener un perfil de peso molecular deseado.

Se conocen en la técnica los agentes desprotectores adecuados para su uso con los correspondientes agentes
protectores. Por ejemplo, se puede eliminar un grupo protector éster de bencilo de un acido glutamico protegido tras
polimerizacion mediante acidos adecuados, tal como acido bromhidrico al 33 % en acido acético, que esta
preferentemente exento de bromo. Dicha etapa de desproteccion acida puede utilizarse también convenientemente
como etapa de despolimerizacién, de tal manera que la desproteccion y la despolimerizacién se combinan en una
etapa. Como otro ejemplo, se pueden eliminar los grupos protectores trifluoroacetilo de una lisina protegida con una
base organica, tal como piperidina. Normalmente, se usa un primer agente desprotector para eliminar los grupos
protectores de los restos de acido glutamico (tal como acido bromhidrico al 33 %), y a continuacion se usa un
segundo agente desprotector para eliminar los grupos protectores de los restos de lisina tal como piperidina. La
expresion "tratar dichos polipéptidos COP-1 protegidos con al menos un agente desprotector para obtener dichos
polipéptidos COP-1 sin proteger” incluye mdltiples etapas de desproteccion utilizando agentes de desproteccion
diferentes, asi como una Unica etapa de desproteccion o miiltiples etapas de desproteccion utilizando el mismo
agente de desproteccion.

Opcionalmente, los polipéptidos COP-1 purificados se pueden aislar a partir del retentato. Por ejemplo, el proceso de
purificacién de la presente invencion puede comprender ademas liofilizar los polipéptidos COP-1 purificados en
forma de sal tras la ultrafiltracién. De esta forma, se pueden obtener acetatos de polipéptidos COP-1 sélidos. La
liofilizacion permite también la eliminacion del acido acético en exceso utilizado en la ultrafiltracion.

En la realizacion anteriormente preferida, la soluciéon de acido acético se combina con la mezcla de reaccién como
solucién de alimentacion al comienzo de la ultrafiltraciéon, o bien, durante la ultrafiltracién. En esta realizacion, el
acido debe combinarse con la mezcla de reaccidon no més tarde que el punto isoeléctrico u otro punto de pH al cual
se produce la precipitacion del polipéptido, es decir, afiadirse antes de la precipitacién del polipéptido, y
generalmente no mas tarde de un pH de 10. Para una mezcla de reaccion de COP-1, el acido se combina
normalmente no mas tarde de un pH de alrededor de 12. El resto de condiciones tal como las que se han indicado
anteriormente se aplican igualmente a esta realizacion.

Aunque la descripcion anterior se ha centrado principalmente en purificar los polipéptidos COP-1 utilizando acido
acético y sus sales, la presente invencién no esta limitada de esta manera y las condiciones de ultrafiltracién,
incluyendo la solucion de alimentacion, etc., tales como se han indicado anteriormente son generalmente aplicables
a todos los aspectos de la invencion. Del mismo modo, los polipéptidos COP-1 se purificarian también utilizando
otras soluciones acidas y sus sales de adicion de acido correspondientes. De manera similar, ademas de COP-1,
otros polipéptidos que se han descrito previamente en el presente documento pueden purificarse de manera similar
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como se describe para COP-1.
La invencion se describirda ademas con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplos

Ejemplo 1: Se preparé un polipéptido como se describe en el documento US 3.849.550. La mezcla de reaccion
resultante, una solucion de 50 mililitros (piperidina 1 M) que contenia 1,0 gramos de polimero protegido con
trifluoroacetilo, se diluyé a 500 ml con un 0,3 % en volumen de acido acético en agua desmineralizada. El pH de la
solucion resultante es de aproximadamente 10. La solucion diluida se introdujo en el deposito de un sistema
Millipore Labscale TFF, provisto de un filtro Pellicon XL con una membrana de 5 kDa (PLCCC 5, 50 cm?). En las
condiciones seleccionadas (presién de entrada 30 psi (207 kPa), presion de salida 10 psi (69 kPa), flujo del
permeato 100 ml/h), se usé acido acético al 0,3 % en agua desmineralizada como solucién de alimentaciéon para
purificar el polimero. Después de 16 horas, el retentato tenia un pH de aproximadamente 5, se detuvo la
alimentacion, y el retentato se ultrafiltré durante 4 horas mas para aumentar la concentracion del polipéptido en el
retentato a aproximadamente 20 gramos por litro. El tiempo de trabajo total fue de 20 horas.

Ejemplo 2_(ejemplo comparativo): Como ejemplo comparativo, se sigui6 el mismo procedimiento que en el Ejemplo
1, pero la mezcla de reaccion se diluy6é con agua desmineralizada y se usé agua desmineralizada como solucién de
alimentacion durante la ultrafiltracion. Después de aproximadamente 2 o 3 horas, se formaron agregados
poliméricos cuando el retentato alcanz6 un pH de aproximadamente 8 o 9. Estos agregados parecieron bloquear el
filtro, dando como resultado una presién de membrana aumentada de mas de 4 bares (400 kPa), que estaba muy
por encima de las especificaciones de seguridad indicadas por el suministrador. La solucion de alimentacion se
cambié a continuacion inmediatamente a un 0,3 % en volumen de acido acético. y se continu6 la ultrafiltracién hasta
que el pH del retentato era de aproximadamente 5. El tiempo de trabajo total aumentd de 20 a 24 horas.

Una comparacion de los ejemplos muestra las ventajas del método de acuerdo con la invencion. Ademas de omitir
un cambio en la solucién de alimentacion, se disminuy6 el tiempo de trabajo total significativamente ya que se redujo
o evitd la precipitacion del polipéptido. Sorprendentemente, no se observé precipitacion o agregacion en el Ejemplo
1 cuando el retentato pasoé a través del punto isoeléctrico del polipéptido. Adicionalmente, en el Ejemplo 1, se redujo
o se elimin6 el riesgo de dafio de membrana. Esto es ventajoso porque cuando se hace funcionar una membrana
fuera de los limites de presion de seguridad especificados, esta debe revisarse tras completar la tarea de
ultrafiltracion. Cuando esta dafada, ha de repetirse la tarea de ultrafiltracion.

Cada una de las patentes, solicitudes de patente, y los folletos mencionados anteriormente se incorporan en el
presente documento por referencia. Sera evidente que la invencién que se ha descrito se puede variar de muchas
maneras y se contempla que todas las modificaciones mencionadas estén comprendidas en el alcance de la
invencion como se define en las siguientes modificaciones.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 584 529 T3

REIVINDICACIONES
1. Un proceso de ultrafiltraciéon, que comprende:

combinar una mezcla de reaccion que tiene un pH de 10 0 mas y que contiene varios polipéptidos formados por
copolimerizacion aleatoria de aminoacidos, que en conjunto tienen mas aminoacidos basicos que aminoacidos
acidos, con una solucion acida acuosa para formar una mezcla de reaccién modificada; y

someter dicha mezcla de reaccién modificada a ultrafiltracion para formar una mezcla de reaccién purificada,

en donde dicha solucién acuosa acida se combina con una solucién de alimentacién de dicha mezcla de reacciéon
durante dicha ultrafiltracion.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha solucidén acuosa é&cida contiene un &cido
seleccionado entre el grupo que consiste en acidos organicos que tienen de 1 a 8 atomos de carbono,
preferentemente acido acético, y acidos inorganicos.

3. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en el que dichos polipéptidos se componen de alanina;
acido glutamico y/o acido aspartico; lisina y/o arginina; y tirosina.

4. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, en el que dicho pH de dicha mezcla de reaccién antes de
dicha etapa de combinacion es al menos 12.

5. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, en el que (i) la mezcla de reaccion contiene polipéptidos COP-
1 sin proteger y (i) la ultrafiltracion de dicha mezcla de reaccién modificada da como resultado sales de adicion de
acido de COP-1 purificadas.

6. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que dicho acido en dicha solucién acuosa acida es acido
acético y dichas sales de adicion de acido de COP-1 son sales de adicion de acido acético de COP-1.

7. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 5 o 6, en el que dicha mezcla de reaccién modificada tiene un pH
que difiere del punto isoeléctrico promedio de dichos polipéptidos COP-1 sin proteger en al menos una unidad de
pH.

8. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1-7, en el que dicha ultrafiliracidn comprende hacer pasar dicha
mezcla de reaccién modificada, tal como las sales de acido acético, a través de una membrana, en donde la
membrana tiene un corte de pesos moleculares de 1 a 10 kilodaltons.

9. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 5-8, en el que dicha ultrafiltracién se lleva a cabo hasta que la
mezcla de reaccion modificada, que contiene preferentemente las sales de acido acético de COP-1, tiene un pH de
aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,0.

10. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 5-9, en el que dicha ultrafiltracién se lleva a cabo durante no mas
de 20 horas, y la concentracion de las sales de acido acético de COP-1 en dicha mezcla de reaccion modificada
después de dicha ultrafiltracion es de aproximadamente de 2 a aproximadamente 50 gramos por litro.

11. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 5-10, en el que dichos polipéptidos COP-1 purificados tienen un
peso molecular promedio de 4 a 11 kilodaltons.

12. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 5-11, que comprende ademas:

a) polimerizar una mezcla de N-carboxianhidridos de alanina, acido glutamico protegido, lisina protegida y
tirosina para formar polipéptidos COP-1 protegidos; y

b) tratar dichos polipéptidos COP-1 protegidos con al menos un agente de desproteccion para obtener dichos
polipéptidos COP-1 sin proteccién.

13. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que dicho acido glutdmico protegido comprende un grupo
protector bencilo o un grupo protector metoxi, y dicha lisina protegida comprende una imida ciclica o un grupo
protector t-butoxicarbonilo.

14. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1-13, que comprende ademas liofilizar dicha mezcla de reaccion
purificada, preferentemente dichos polipéptidos COP-1 purificados.
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