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DESCRIPCION
Copolimero-1, proceso para la preparacion y sus métodos de andlisis
Campo de la invencion:

La presente invencion se refiere al uso de fracciones de polipéptidos como marcadores de pesos moleculares para
acetato de glatiramer.

Antecedentes de la invencion:

Una o mas de las enfermedades neuroldgicas mas comunes en adultos humanos es la esclerosis multiple. Esta
dolencia es una enfermedad del SNC inflamatoria crénica caracterizada patolégicamente por la desmielinizacion en el
cerebro y la médula espinal. Acetato de glatiramer (GA), conocido también como copolimero-1, ha mostrado ser
también eficaz en el tratamiento de la esclerosis mdltiple (EM). Las inyecciones subcutaneas diarias de acetato de
glatiramer (20 mg/inyeccion) reducen las lesiones, los indices de recidiva y la progresion de la discapacidad (Johnson
K. P. et al.,, Neurol., 1995, 45(7): 1268-76). Acetato de glatiramer reduce la proporcién de nuevas lesiones de EM que
evolucionan a "agujeros negros"- (Filippi M. et al., Neurol., 2001, 57:731-733).

Acetato de glatiramer (copolimero 1) se comercializa con el nombre comercial COPAXONE®. Esta homologado para
reducir la frecuencia de las recidivas en pacientes con esclerosis multiple remitente recidivante (RRMS). Acetato de
glatiramer consiste en sales de acetato de polipéptidos sintéticos, que contienen cuatro aminoacidos de origen natural:
acido L-glutamico, L-alanina, L-tirosina y L-lisina con una fraccién molar promedio de 0,141, 0,427, 0,095 y 0,338
respectivamente. Se sintetiza polimerizando quimicamente los cuatro aminoéacidos para dar como resultado el
producto con el intervalo de pesos moleculares deseado. El peso molecular promedio de acetato de glatiramer es de
4.700-11.000 daltons [etiqueta estadounidense para polvo liofilizado] o0 5.000-9.000 daltons [Etiqueta estadounidense
para la jeringa precargada/Resumen de caracteristicas del producto]. Copaxona comprende una mezcla de
polipéptidos que tienen diferentes pesos y secuencias moleculares.

La formula estructural de copaxona es

(Glu, Ala, Lys, Tyr)x. XCH3COOH

(CsH9NO4. C3H7NO2.CgH14N202.CoH11NO3)x. XC2H4O2

El proceso para la preparacion de acetato de glatiramer se describe en Euro. J. Immun. 1.242-248(1971) [Tietelbaum
et al] y documento US3849550 [Tietelbaum et al]. EI documento US3849550 divulga un proceso, en el que los
anhidridos de N-carboxi de tirosina, alanina, glutamato de y-bencilo y e-N-trifluoroacetil lisina se polimerizan a
temperatura ambiente en dioxano anhidro con dietilamina como iniciador. El desbloqueo del grupo y-carboxilo del
acido glutamico se efectlia mediante bromuro de hidrégeno en acido acético glacial al que sigue la eliminacién de los
grupos trifluoroacetilo de los restos de lisina mediante piperidina 1 M.

El proceso para la preparacion del copolimero 1 también se divulga en los documentos US5800808, IN 190759,
US5981589, US6054430, US6342476, US6362161 y WO00/05250. Estos documentos detallan el proceso para
preparar el copolimero 1 que implica la polimerizacién de cuatro N-carboxianhidridos de aminoacidos para obtener el
copolimero protegido y la desproteccién del copolimero protegido utilizando bromuro de hidrégeno en acido acético y
piperidina para obtener el copolimero desprotegido que a continuacién se somete a dialisis para la purificacion y el
intercambio de sales.

CO,CHCaHls NHCOCE; € 01
H\_f{%o H\_L(C?)é H\L(?% o epwm
HNT v + HNY L + HNY s + HNY 5 4>1 por— Copolimero protegido
(6] (¢] (€]
L-Alanina NCA y- Bencil-L-GLU NCA TFA-L-Lisina NCA L-Tirosina NCA

HBr-Acido acético 1) Dialisis contra agua

. II\IHCOCF3 Piperidina NHZ hasta pH =8
Copolimero protegido Copolimero . Copolimero ——— = Acetato de glatiramer
! 1 o L.
CO.H CO,H 2) Didlisis contra acido
: g acético al 0,3%
Intermedio 1 Intermedio 2 3) Dialisis contra agua

hasta pH = 5,5-7,0

Esquema |

El documento US20060172942 divulga un proceso para la preparacion de acetato de glatiramer que implica
polimerizar N-carboxianhidridos de tirosina, alanina, y-glutamato de bencilo y trifluoroacetil lisina para obtener
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polipéptidos protegidos. El grupo protector de bencilo de los polipéptidos protegidos se elimina mediante hidrogenolisis
catalitica seguido por la eliminacién del grupo protector de trifluoroacetilo poniendo en contacto el polipéptido con una
base organica. Los grupos trifluoroacetilo libres y las impurezas de bajo peso molecular se eliminan de la mezcla
polipeptidica mediante ultrafiltracion seguida por puesta en contacto de la mezcla polipeptidica con una solucién
acuosa de acido acético para obtener la sal de acetato del polipéptido.

El documento US7049399 describe un proceso para la preparacion de un polipéptido que comprende la polimerizacion
de una mezcla de los N-carboxianhidridos de L-alanina, L-tirosina, un L-glutamato protegido y una L-lisina protegida
para obtener el copolimero protegido o una de sus sales; la desproteccion del copolimero protegido (0 una de sus
sales) para producir el polipéptido o una de sus sales farmacéuticamente aceptables en una Unica etapa; la separacion
y purificacion del polipéptido (o una de sus sales farmacéuticamente aceptables) para obtener un polipéptido
purificado. La desproteccién del copolimero protegido se lleva a cabo tanto mediante hidrogenacién con transferencia
catalitica o hidrogenacion catalitica bajo presion de hidrégeno que varia entre 40-100 psi (275,79-689,476 kPa) y a una
temperatura comprendida en el intervalo de 50° - 80 °C.

La desventaja con respecto al proceso divulgado en estos documentos es que la hidrogenolisis requiere una elevada
presion y temperatura, que a su vez necesita una precaucion de funcionamiento adicional a gran escala, aumentando
de esta manera el coste de produccién. Como Copaxone es estable a una baja temperatura de 2 °C a 8 °C, una
elevada temperatura durante la etapa final puede dar como resultado la degradacion del producto reduciendo por tanto
la calidad y el rendimiento del producto deseado.

El documento W02006050122 describe un proceso en dos etapas para preparar acetato de glatiramer. El proceso
implica polimerizar una mezcla de N-carboxianhidrido de L-tirosina, N-carboxianhidrido de L-alanina,
N-carboxianhidrido de L-glutamato protegido y N-carboxianhidrido de L-lisina N-protegida, en un disolvente aprético
polar, en presencia de un iniciador, para formar un glatiramer protegido; afiadiendo un acido y/o una base organica o
inorganica al glatiramer protegido formado para formar glatiramer; y tratar el glatiramer obtenido con acido acético para
formar acetato de glatiramer. La desproteccion del glatiramer protegido se lleva a cabo mediante dos métodos
diferentes. Un primer método de desproteccion es mediante tratamiento con un acido, y un segundo método para la
desproteccion se lleva a cabo mediante tratamiento con un hidréxido de metal alcalinotérreo. La desventaja de este
proceso es que el uso de un hidréxido de metal alcalinotérreo para la desproteccion de péptidos da como reacciones
lentas y la formacion de elevados niveles del diasteredmero resultante de la racemizacién/epimerizacion de los centros
estereogonicos (Ahmed F. Abdel-Magid et. al., Tetrahedron Letters 39, 3391 (1998)).

El documento W02006029393 divulga un proceso para producir una mezcla de polipéptidos de trifluoroacetilo que no
tienen todos la misma secuencia de aminoacidos, donde cada polipéptido consiste esencialmente en alanina, acido
glutamico, tirosina y lisina, en el que la mezcla tiene un peso molecular promedio deseado que comprende desproteger
una mezcla de polipéptidos consistentes cada uno esencialmente en alanina, y-glutamato de bencilo, tirosina y
trifluoroacetil lisina con una solucién de acido bromhidrico en acido acético, cuya solucion comprende menos de 0,5 %
de bromo libre y menos de 1000 ppm de impurezas de iones metalicos. Este divulga ademas que la solucién de acido
bromhidrico en acido acético que tiene menos de 0,5 % de bromo libre puede conseguirse pretratando la solucién con
un secuestrante de bromo, preferentemente fenol, para disminuir el nivel de bromo libre. Este divulga también el uso
de 10 % a 36 % de &cido bromhidrico en &cido acético.

El documento US20080021200 divulga un proceso para preparar un polipéptido que comprende L-tirosina, L-alanina,
L-glutamato y L-lisina, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en el que dicho proceso comprende, (a)
polimerizar una mezcla de N-carboxianhidrido de L-tirosina, N-carboxianhidrido de L-alanina, N-carboxianhidrido de
un L-glutamato protegido y N-carboxianhidrido de una L-lisina protegida, en un disolvente polar aprotico en presencia
de un iniciador, para formar un polipéptido protegido; (b) premezclar un acido con el polipéptido protegido formado en
la etapa (a) y un disolvente, para formar un producto; y (c) premezclar una sustancia seleccionada entre el grupo que
consiste en diisopropilamina, isopropilamina, amoniaco, y mezclas de los mismos, con el producto formado en la Etapa
(b), y agua o una mezcla de un disolvente y agua, para formar un polipéptido desprotegido o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables. Se divulga ademas que la diisopropilamina y la isopropilamina fueron las Unicas
aminas que eliminaron satisfactoriamente el grupo N-trifluoroacetilo del resto lisina. Se divulga también que, cuando se
usa diisopropilamina o isopropilamina para la eliminacién de grupo trifluoroacetilo, se obtiene una solucion
transparente después de aproximadamente 1 h o después de aproximadamente 1,5 h respectivamente.

El documento W0O2009016643 describe un proceso para la preparacion de acetato de glatiramer (copolimero 1) donde
el copolimero 1 de trifluoroacetilo, obtenido después de la reaccién de desbencilacion, se lavo con un disolvente
organico para eliminar el bromuro de bencilo reactivo, generado como un subproducto de reaccién. El bromuro de
bencilo liberado es un electréfilo muy reactivo y reacciona con nucleéfilos analogos a aminas primarias y secundarias
para generar los productos N-alquilados no deseados. Asimismo, es altamente lacrimégeno y el manejo en grandes
cantidades a escala comercial es peligroso e inseguro. el documento W02009016643 divulga también la reaccion de
desbencilacion del copolimero 1 protegido durante una duracién mas corta de tiempo a una temperatura superior y un
método para eliminar el bromuro de bencilo de la mezcla de reaccion. La eliminacion del grupo protector de bencilo del
acido glutamico se realiza con bromuro de hidrogeno al 33 % en acido acético a 35-45 °C durante 1-5 horas,
reduciendo por tanto el tiempo de reaccion, y, a fin de eliminar el bromuro de bencilo, el producto filtrado se lava con un
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disolvente organico. Este método emplea un disolvente organico adicional que es indeseable a escala comercial. De
este modo, los procesos para la preparacion de acetato de glatiramer anteriormente divulgados no son industrialmente
factibles.

Los inventores de la presente invencion han desarrollado un proceso simple, econémico, eficaz, comercialmente
viable y coherente para la preparacion del copolimero 1 (Acetato de glatiramer). El uso de HBr al 33 % de conduce a la
escisién de las uniones peptidicas en el polimero dando como resultado compuestos de bajo peso molecular. La
presente memoria descriptiva proporciona un proceso comercialmente mas viable para la preparacion de acetato de
glatiramer utilizando HBr de aproximadamente 7 % a 20 %, preferentemente, HBr aproximadamente al 15 % en acido
acético para la eliminacion del grupo protector de bencilo a temperatura ambiente, preferentemente de
aproximadamente 23 °C a 30 °C, mas preferentemente a aproximadamente 25 °C, lo mas preferente a 25 °C+0,2 °C.
La presente memoria descriptiva proporciona ademas un proceso para la preparacion de acetato de glatiramer donde
el sélido humedo obtenido después de la primera etapa de desproteccién no se somete a secado y se utiliza tal cual en
la reaccion adicional, lo que ahorra un tiempo considerable y por tanto se considera que es un proceso industrialmente
viable. La presente memoria descriptiva proporciona ademdas un proceso para la eliminacién del grupo protector de
trifluoroacetilo utilizando amina, preferentemente amina secundaria tal como dialquil amina seleccionada a partir de
dietilamina, dimetil amina o diisopropilamina, preferentemente dietil amina.

La técnica anterior proporciona métodos para la determinacién del peso molecular de polipéptidos, en particular,
acetato de glatiramer. El documento W0200018794 (W0O’794) divulga el uso de una pluralidad de marcadores de
pesos moleculares para establecer una relacién entre el tiempo de retencién en una columna cromatografica y el peso
molecular para la determinacion del peso molecular promedio de lotes de acetato de glatiramer. Cada uno de estos
marcadores de peso molecular divulgados en el documento WO'794 es un polipéptido y tiene una secuencia de
aminoéacidos predeterminada y un peso molecular definido. La presente invencion proporciona el uso de fracciones de
polipéptidos como marcadores de pesos moleculares para acetato de glatiramer, obtenidos sometiendo
Copaxone/Acetato de glatiramer/Glatiramoides a cromatografia de exclusién molecular (SEC) o cromatografia de
permeacion en gel (GPC), para la determinacién del peso molecular de lotes de acetato de glatiramer. Las fracciones
de polipéptidos (marcadores de pesos moleculares) obtenidas mediante el proceso descrito en el presente documento
tienen un peso molecular definido. Sin embargo, la secuencia de aminoacidos de estas fracciones de polipéptidos es
aleatoria.

Otra técnica analitica utilizada para caracterizar un polipéptido/proteina es el mapeo de péptidos. El mapeo de
péptidos es un procedimiento comparativo donde la informacion obtenida, en comparacion con un patrén de referencia
o material de referencia tratado de forma similar, confirma la estructura primaria del polipéptido/proteina. Esto ayuda a
detectar si se han producido alteraciones en la estructura y demuestra la consistencia del proceso y la estabilidad
genética. El documento W02010129851 proporciona un proceso por el cual se utilizan enzimas hidroliticas para digerir
un patrén de una mezcla compleja de polipéptidos tal como acetato de glatiramer, en varios fragmentos de péptidos.
Los fragmentos de péptidos se analizan mediante espectrometria de masas. Los resultados de espectrometria de
masas de cada muestra se utilizan como huella para comparacion con otras muestras. Cada fragmento de péptido
detectado por el primer analizador de masas se selecciond y sometidé a un segundo analisis por espectrometria de
masas para escindir los iones del péptido precursor en fragmentos incluso mas pequefios. Se analizaron los espectros
de masas obtenidos a partir del andlisis de EM/EM mediante un programa informatico tal como Biotools para obtener la
secuencia de cada fragmento de péptido.

Expert Opin. Pharmacother. (2009) 10(4) divulga que el mapeo de polipéptidos utilizando la separacion mediante
electroforesis capilar de fragmentos de polipéptidos obtenidos tras la digestion con tripsina y el mapeo basado en la
hidroélisis proteolitica por la carboxipeptidasa P seguida por la separacion de los fragmentos mediante HPLC en fase
inversa son métodos de discernir las diferencias de secuencias entre las estructuras GA y las de otros glatiramoides.
La carboxipeptidasa P es un reactivo caro y no facilmente disponible. Los inventores de la presente invencion
ensayaron diversas combinaciones de enzimas proteoliticas. Los inventores de la presente invencion han descubierto
que una mezcla de polipéptidos tratados con tripsina seguida por el tratamiento con carboxipeptidasa B proporciona
resultados similares a los de la carboxipeptidasa P.

Objetivo de la invencién:

Un objetivo de la presente invencién es proporcional el uso de fracciones de polipéptidos como marcadores de pesos
moleculares para acetato de glatiramer.

Sumario de la invencion:
La presente invencidn proporciona el uso de fracciones de polipéptidos como marcadores de pesos moleculares para
acetato de glatiramer, en el que las fracciones de polipéptidos tienen una secuencia de aminoacidos aleatoria similar a

la de acetato de glatiramer y se obtienen mediante un proceso que comprende las etapas de,

a) someter una mezcla de polipéptidos, que es una mezcla de polipéptidos que contiene alanina, acido glutamico,
tirosina y lisina en la misma relacibn molar que esta presente en acetato de glatiramer, a cromatografia de
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permeacion en gel (GPC)/Cromatografia de exclusion molecular (SEC) para obtener fracciones de polipéptidos
gue tienen pesos moleculares en el intervalo de 2 kD a 30 kD;

b) seleccionar fracciones de polipéptidos a usar como marcadores de pesos moleculares a partir de dichas
fracciones de polipéptidos obtenidas en la etapa a) de tal manera que una de las fracciones representa el peso
molecular del vértice del pico y otras fracciones estan distribuidas a ambos lados del peso molecular del vértice del
pico;y

¢) determinar el factor de cola de estas fracciones de polipéptidos seleccionados.

Las realizaciones preferidas de dicho uso se reivindican en las reivindicaciones 2 a 20.
Breve descripcion de los dibujos:

Fig.1: Gréafica que muestra el fraccionamiento del lote n.° P53289 de Copaxone®.

Fig. 2: Perfil de pico superpuesto de las fracciones seleccionadas (marcadores de pesos moleculares).

Fig. 3: Curva de calibracion de los marcadores de pesos moleculares fraccionados.

Fig. 4: Determinacion del peso molecular del lote n.° 53119 de Copaxone® mediante GPC utilizando marcadores
de pesos moleculares fraccionados.

Fig. 5: Gréafica que muestra el fraccionamiento de acetato de glatiramer preparado mediante el proceso descrito en
el presente documento

Fig. 6: Curva de calibracion del acetato de glatiramer fraccionado preparado mediante el proceso descrito en el
presente documento.

Fig. 7: Determinacién del peso molecular de acetato de glatiramer utilizando los marcadores proporcionados en la
Tabla 4.

Fig. 8: Cromatograma superpuesto que compara el modelo de escisién de Copaxone® y acetato de glatiramer,
obtenido mediante el proceso descrito en el presente documento, cuando se trata con la enzima tripsina.

Fig. 9: Cromatograma superpuesto que compara el modelo de escisién de Copaxone® y acetato de glatiramer,
obtenido mediante el proceso descrito en el presente documento, cuando se trata con tripsina seguido por la
enzima carboxipeptidasa B.

Descripcion detallada de la invencién:

La presente invencién proporciona el uso de fracciones de polipéptidos como marcadores de pesos moleculares para
determinar el peso molecular del acetato de glatiramer (Copolimero 1).

Los marcadores de pesos moleculares utilizados en la presente invencion son fracciones de polipéptidos que
consisten en polipéptidos con una secuencia de aminoacidos aleatoria similar a la del acetato de glatiramer. Estos
marcadores de pesos moleculares contienen alanina, acido glutamico, tirosina y lisina en la misma relacién molar que
esta presente en acetato de glatiramer.

Una realizacion de la presente invencién proporciona el uso de fracciones de polipéptidos como marcadores de pesos
moleculares para acetato de glatiramer, en el que las fracciones de polipéptidos tienen una secuencia de aminoacidos
aleatoria similar a la de acetato de glatiramer, y se obtienen mediante un proceso que comprende las etapas de,

a) someter una mezcla de polipéptidos que es una mezcla de polipéptidos que contienen alanina, acido glutamico,
tirosina y lisina en la misma relacion molar que esta presente en acetato de glatiramer, a cromatografia de
permeacion en gel (GPC)/Cromatografia de exclusién molecular (SEC) para obtener fracciones de polipéptidos
gue tienen pesos moleculares en el intervalo de 2 kD a 30 kD;

b) seleccionar fracciones de polipéptidos a usar como marcadores de pesos moleculares a partir de dichas
fracciones de polipéptidos obtenidas en la etapa a) de tal manera que una de las fracciones representa el peso
molecular del vértice del pico y otras fracciones estan distribuidas a ambos lados del peso molecular del vértice del
pico;y

¢) determinar el factor de cola de estas fracciones de polipéptidos seleccionados.

Preferentemente, el factor de cola de estas fracciones de polipéptidos seleccionados esté en el intervalo de 0,8 a 1. La
simetria del pico medida segun el factor de cola es de gran importancia en el analisis cromatografico. Cuando el factor
de cola aumenta, la integracion se vuelve menos fiable.

El factor de cola se puede calcular segun el método USP.

Preferentemente, la polidispersidad de estas fracciones de polipéptidos seleccionados es menor que o igual a 1,20.

Preferentemente, la mezcla de polipéptidos es Copaxone® o acetato de glatiramer obtenido mediante el proceso
descrito en el presente documento o mediante cualquier otro proceso conocido.

La columna utilizada en la técnica cromatografica se selecciona entre Superosa-12 o Superdex-75, preferentemente
Superosa-12. La fase mévil se selecciona entre acetato de amonio o formiato de amonio. Se usa acetato de amonio o
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formiato de amonio en un intervalo de concentracion de 0,1 a 0,3 M, preferentemente 0,2 M. El pH de la fase mévil es
aproximadamente de 4 a 6, preferentemente 5. El caudal y la cantidad de solucién de Copaxone®/acetato de
glatiramer que se va a cargar en la columna depende del radio y la longitud de la columna. Los detectores utilizados
para la técnica cromatografica se seleccionan entre detector de UV, detector de indice de refracciéon, MALLS, detector
de fluorescencia o sus combinaciones.

En una realizacién preferida de la presente invencion, aproximadamente 0,5 a 4 mg de Copaxone®/acetato de
glatiramer, preferentemente 2 mg, se somete a GPC (SEC) en una columna Superosa-12 o Superdex-75 utilizando
formiato de amonio 0,2 M o acetato de amonio pH 5,0 como fase movil. Se recogieron 22 fracciones individuales en un
intervalo de 1 minuto como en la Fig. 1. Todas las fracciones se liofilizaron por separado. De las 22 fracciones, se
seleccionaron cinco fracciones de tal manera que se seleccionaron dos de cada lateral del vértice del pico y de la
fraccion del vértice del pico. se determiné el factor de cola de estas fracciones de polipéptidos. El factor de cola esta
preferentemente en el intervalo de 0,8 a 1. Estas fracciones seleccionadas se suspenden en acetato de amonio o
formiato de amonio 0,2 M pH 5,0 y la concentracion final de cada una de estas fracciones se lleva hasta 1-10 mg/ml,
preferentemente 6 mg/ml. Se determinaron los pesos moleculares de estas fracciones seleccionadas se determinaron
utilizando SEC-MALLS. se determinaron el Mp (Peso molecular del vértice del pico), Mw (Peso molecular promedio en
peso), Mn (Peso molecular promedio en namero) y la polidispersidad de cada fraccién seleccionada. valores casi
idénticos de Mp, Mw y Mn sugieren que estas fracciones son casi monodispersas. La polidispersidad de estas
fracciones es menor de 1,05. Estas fracciones caracterizadas se utilizaron como marcadores de pesos moleculares
para la determinacion de Mp, Mw y Mn de los lotes de acetato de glatiramer. Cada una de estas fracciones de
polipéptidos consiste en un polipéptido con una secuencia de aminoacidos aleatoria. Se represent6 graficamente la
curva de calibracion utilizando el log del peso molecular y el tiempo de retencion de estas fracciones como se muestra
en la Fig.3. El coeficiente de correlacion (RZ) para la curva de calibracion es 0,996.

Las condiciones de SEC-HPLC utilizadas para el fraccionamiento de Copaxone® son como se proporcionan en la
Tabla 1 a continuacion,

Tabla 1: Condiciones cromatograficas de SEC-HPLC

HPLC HPLC de Waters

Detectores UV, Rly MALLS

Software Empower 2 y Astra

Columna Superosa 12 (10/300 GL) o Superdex-75

Fase mévil Aceta}o de amonio 0,2 M pH 5,0 o Formiato de
amonio 0,2 M pH 5,0

Caudal 0,5 ml/min.

Deteccion UV 275 nm

Condiciones de RI Sensibilidad: 32, Temp.: 30 °C

MALLS Wyatt MiniDawn Treos

Se determinaron el Mp (Peso molecular del vértice del pico), Mw (Peso molecular promedio en peso) y Mn (Peso
molecular promedio en niimero) para la fraccién seleccionada se proporcionan a continuacién en la Tabla 2.

Tabla 2: Fracciones caracterizadas utilizadas como marcadores de pesos

moleculares
Fraccién Mp (kD) Mw (kD) Mn (kD) | Polidispersidad PD=Mw/Mn
Fraccion n.°5 23,77 23,88 23,76 1,01
Fracciéon n.° 7 17,07 17,16 17,07 1,01
Fraccion n.° 11 8,33 8,82 8,62 1,02
Fraccion n.° 13 5,59 5,98 5,83 1,03
Fraccion n.° 17 3,28 3,48 3,43 1,01

El indice de polidispersidad (PDI) es una medida de la distribucion de la masa molecular en una muestra de polimero
dada. Se calcula dividiendo el peso molecular promedio en peso por el peso molecular promedio en nimero. Valores
casi idénticos de Mp, Mw y Mn sugieren que estas fracciones son casi monodispersas.
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En otra realizacion preferida de la presente invencion, Aproximadamente 40 mg de acetato de glatiramer se someten a
GPC en un sistema GL de Superosa-12 (10/300) utilizando acetato de amonio 0,2 M pH 5,0 como fase movil.
Glatiramer comienza a eluir después de 20 minutos. se recogieron aproximadamente 30 fracciones en un intervalo de
0,5 min. se seleccionaron 12 a 15 fracciones. Estas fracciones se analizaron para el factor de cola, el peso moleculary
la polidispersidad. Se seleccionaron las fracciones de tal manera que una de estas fracciones representa el peso
molecular del vértice del pico y otras fracciones estan distribuidas en cualquier lado del peso molecular del vértice del
pico. Las fracciones que tienen una polidispersidad de menos de 1,2 se seleccionan vy liofilizan. Las fracciones que
tienen una polidispersidad de mas de 1,2 se someten a purificacion adicional con el fin de obtener fracciones que
tienen una polidispersidad menor de 1,2. Preferentemente, se seleccionan fracciones que tienen un peso molecular de
3 kD, 5kD, 7 kD, 10 kD y 12 kD para utilizarse como marcadores de pesos moleculares.

A continuacién, en la Tabla 3, se proporcionan las condiciones de GPC utilizadas para el fraccionamiento del acetato
de glatiramer preparado mediante el proceso descrito en el presente documento.

Tabla 3: Condiciones cromatograficas para la cromat  ografia de permeacién
en gel

Sistema Actapurifier

Columna Superosa 12 (10/300 GL)

Fase movil Acetato de amonio 0,2 mM (pH 5,0)

Volumen de inyeccion 1ml

Caudal 0,5 ml/min.

Tiempo total de analisis 60 min

Detector uv

Deteccion UV 280 nm

Se determinaron los pesos moleculares de estas fracciones seleccionadas se determinaron utilizando SEC-MALLS. A
continuacion, en la Tabla 4, se muestran la Mp y la polidispersidad de estas fracciones seleccionadas,

Tabla 4: Fracciones caracterizadas utilizadas como marcadores de
pesos moleculares

Fraccién Mp(kD) Polidispersidad PD=Mw/Mn
Fraccion n.° 16 12,56 1,05
Fraccion n.° 18 10,05 1,08
Fraccion n.° 22 7,38 1,17
Fraccion n.° 24 5,06 1,11
Fraccion n.° 26 3,2 1,05

Se puede seleccionar cualquier nimero de fracciones para utilizarse como marcadores. Los criterios de seleccién son
gue una de estas fracciones debe representar el peso molecular del vértice del pico y las otras fracciones que se
seleccionan deben estar distribuidas en cualquier lado del peso molecular del vértice del pico.

Preferentemente, el factor de cola de estas fracciones seleccionadas esta en el intervalo de 0,8 a 1.

Estas fracciones de polipéptidos seleccionadas que se van a usar como marcadores de pesos moleculares se
caracterizan ademas por RMN y la relacion de aminoéacidos. El proceso para la preparacion de marcadores de pesos
moleculares como se describe en el presente documento es consistente y reproducible. Los marcadores de pesos
moleculares obtenidos mediante el proceso descrito en el presente documento imitan el acetato de glatiramer en
términos de volumen hidrodindmico.

Una realizacion preferida de la presente invencién proporciona el uso segun la reivindicacion 1, en el que dichas
fracciones de polipéptidos seleccionadas se utilizan como marcadores de pesos moleculares para determinar el peso
molecular de un lote de acetato de glatiramer, mediante un proceso que comprende las etapas de,

a) calibrar la columna SEC/GPC utilizando las fracciones de polipéptidos seleccionadas;
b) establecer una relacién entre el tiempo de retencion y el log del peso molecular de estas fracciones
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seleccionadas por medio de una curva de calibracion;

c) someter el lote de acetato de glatiramer cuyo peso molecular se va a determinar a SEC/GPC para obtener el
tiempo de retencion; y

d) utilizar la relacién entre el tiempo de retencién y el log del peso molecular para determinar el peso molecular del
lote de acetato de glatiramer.

Preferentemente, se determina el peso molecular del vértice del piso de acetato de glatiramer.

En una realizacién preferida, el peso molecular del vértice del pico de acetato de glatiramer se determina mediante
SEC-HPLC utilizando los marcadores de pesos moleculares mencionados en el presente documento. Se calibra la
columna SEC-HPLC utilizando las fracciones de polipéptidos seleccionadas que sirven como marcadores de pesos
moleculares como se ha mencionado en el presente documento. Se establece una relacién entre el tiempo de
retencion y el log del peso molecular de estos marcadores de pesos moleculares representando graficamente una
curva de calibracién como se muestra en la Fig. 3. Copaxone®/Acetato de glatiramer se sometié a SEC-HPLC en una
columna Superosa-12 o Superdex-75, preferentemente Superosa-12 (10 x 300 mm) utilizando formiato de amonio o
acetato de amonio 0,2 M pH 5,0, preferentemente acetato de amonio como fase mdvil. Se cargdé un volumen de
inyeccion de 50 pl de muestra que tiene una concentraciéon de aproximadamente 2 mg/ml en la columna. El caudal se
mantuvo a 0,5 ml/min y el tiempo total de andlisis es de 60 min. Se determiné el peso molecular del vértice del pico
utilizando un detector UV a una longitud de onda de 275 nm. Utilizando la curva patrén, se analizaron dos lotes de
Copaxone® y acetato de glatiramer como se muestra en la Fig. 4, utilizando los marcadores de pesos moleculares
mencionados en la Tabla 2 anterior y los resultados son como se muestra a continuacion en la Tabla 5:

Tabla 5: Peso molecular de lotes de Copaxona/Acetato de glatiramer utilizando los marcadores de pesos
moleculares mencionados en la Tabla 2 anterior (Cur  va de calibracion):

Lote n.° Mp (kDa) Mw (kDa) Mn (kDa)
Ejemplo 7 7,98 8,76 5,91
Ejemplo 8 7,73 8,87 6,1

Comp. n.° 53119 6,98 8,46 5,98
Comp. n.° 53289 7,87 9,55 6,55

Los resultados de la prueba para GPC de COPAXONE® utilizando los marcadores de pesos moleculares
mencionados en la Tabla 2 anterior, son como se resumen a continuacion en la Tabla 6:

Tabla 6: GPC de COPAXONA

COPAXONE® Lote n.° | Mp [D]
538490 7571
P53131 7892
538518 7514
P53119 6983
P53289 7870
P53630 7579
P53631 7566
P53313 7025
P53154 6535
P53613 7130

Se analizaron dos lotes de Copaxone® y acetato de glatiramer como se muestra en la Fig. 7, utilizando los marcadores
de pesos moleculares mencionados en la Tabla 4 anterior y los resultados son como se muestra a continuacion en la
Tabla 7:
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Tabla 7: Peso molecular de lotes de Copaxona/Acetato de glatiramer utilizando los marcadores de pesos
moleculares mencionados en la Tabla 4 anterior (Cur  va de calibracion):

Lote n.° Mp (kD)
Acetato de glatiramer obtenido mediante el proceso
. 7275
descrito en el presente documento
Acetato de glatiramer obtenido mediante el proceso
- 7234
descrito en el presente documento
P53313 7183
P53289 7571

Los lotes de Copaxona/Acetato de glatiramer analizados mediante este método muestran un peso molecular promedio
entre 5000-9000 Daltons.

El lote de acetato de glatiramer, cuyo peso molecular se determind usando el anterior método, se puede usar para la
preparacion de marcadores de pesos moleculares como se ha mencionado en el presente documento.

Una realizacion preferida de la presente invencion proporciona el uso segun la reivindicacién 1, en el que la
10  consistencia y la reproducibilidad de dicho proceso se ensaya mediante un método que comprende las etapas de:

a) obtener mdltiples conjuntos de marcadores de pesos moleculares, mediante el proceso definido en la
reivindicacion 1, a partir de diferentes lotes de Acetato de glatiramer/Copaxona, conteniendo cada conjunto de
marcadores de pesos moleculares que tienen un peso molecular en el intervalo de 2000 a 13000 daltons;

15 b) asignando marcadores de pesos moleculares de cada conjunto obtenido en la etapa a) utilizando un proceso
estadistico de aleatorizacion para generar ademas un conjunto mas grande de marcadores de pesos moleculares;

¢) utilizando estos conjuntos mas grandes obtenidos en la etapa b) como marcadores de pesos moleculares para
determinar el peso molecular de un lote de Copaxona/Acetato de glatiramer mediante GPC;

20 En una realizacion preferida, se generaron cinco conjuntos de marcadores de pesos moleculares utilizando diferentes
lotes de acetato de glatiramer. Cada conjunto contiene siete marcadores de pesos moleculares que tienen diferentes
pesos moleculares en el intervalo de 2000 a 13000 daltons, como se muestra en la Tabla 8 siguiente.

Tabla 8:
Conjunto 1 |Conjunto 2 |Conjunto 3 |Conjunto 4 |Conjunto 5
12628 12208 12215 12373 12580
9892 9241 9915 10128 8939
7019 7991 6706 7870 6556
6185 6335 6073 6267 5890
5163 5704 5532 5631 4969
4888 4612 4755 4000 4069
2709 2989 3775 3292 3671
25

Se aplico el proceso estadistico de aleatorizacion a estos cinco conjuntos de marcadores de pesos moleculares para

generar un conjunto mas grande de marcadores de pesos moleculares, conteniendo cada conjunto siete marcadores
de pesos moleculares como en la Tabla 9 a continuacion,
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Tabla 9:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

12215 | 12628 | 12373 | 12628 | 12215 | 12215 | 12215 | 12373 | 12373 | 12628

8939 10128 9241 8939 10128 9892 9892 9915 9915 9915
7991 6556 7991 7991 6556 7991 6706 6706 6706 6556

6267 6073 6335 6073 6267 6073 5890 5890 6267 6185
4969 5163 5704 5532 5704 4969 5532 5704 4969 4969
4755 4069 4069 4069 4000 4755 4612 4755 4755 4755

2989 3775 2989 2709 2989 2989 3671 3775 3671 3292

Estos conjuntos mas grandes de marcadores se usaron a continuacion para determinar el peso molecular del vértice
del pico del lote del acetato de glariramer y los resultados fueron como se muestran en la tabla 10 siguiente,

Tabla 10:
Lote n.° Min. Max. Dif | Media SD RSD (Intervalo de confianza (nivel del 95 %)

Lote 1 6811 | 7108 | 297 | 6916 | 95,00 | 1,37 6971
Lote 2 6739 | 7036 | 297 | 6842 | 95,61 | 1,40 6897
Lote 3 6763 | 7060 | 297 | 6867 | 9537 | 1,39 6922

Este estudio de aleatorizacion revela que cualquier permutacién-combinacién de marcadores de pesos moleculares
tomados de diferentes conjuntos proporcionara resultados predecibles basandose en un intervalo de confianza del 95
%. Esto indica que el proceso descrito en el presente documento para la preparacién de marcadores de pesos
moleculares es coherente, reproducible y no se ve afectado por la variacion entre lotes del material de partida. Los
marcadores de pesos moleculares generados usando el proceso descrito en el presente documento a partir de
diferentes lotes de acetato de glatiramer proporcionaron resultados predecibles basandose en un intervalo de
confianza del 95 %.

De manera alternativa, se pueden determinar los pesos moleculares de acetato de glatiramer utilizando glatiramoides
como marcadores de pesos moleculares. Los glatiramoides son una mezcla de polipéptidos heterogéneos que
comprende los cuatro aminoacidos, acido L-glutdmico, L-Alanina, L-lisina y L-tirosina en la misma relacion molar que
glatiramer. Se obtuvieron glatiramoides de diversos pesos moleculares inactivando la mezcla de reaccion a diversos
intervalos temporales durante la etapa de desproteccién del acido acético con HBr seguida por desproteccion
utilizando aminas tales como dietilamina, dimetilamina, diisopropilamina o piperidina, preferentemente dietilamina.

Se divulga también un proceso mejorado para la preparacion de polipéptidos, particularmente acetato de glatiramer,
conocido también como copolimero 1, con un peso molecular promedio de 5000-9000 Daltons, a partir de
aminoacidos, concretamente, L-tirosina, L-alanina, acido L-glutdmico y L-lisina o sus sales farmacéuticamente
aceptables.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion se proporciona el uso segun la reivindicacion 4, en
el que dicho copolimero 1 (acetato de glatiramer) se prepara mediante un proceso que comprende las etapas de:

a) tratar el copolimero protegido con HBr de aproximadamente 7 % a 20 % en acido acético a aproximadamente 25
°C durante aproximadamente 21-23 horas para obtener el copolimero de trifluoroacetilo;

b) tratar dicho copolimero de trifluoroacetilo con una base para obtener el copolimero desprotegido
completamente; y

¢) convertir el copolimero completamente desprotegido en copolimero 1.

El copolimero protegido se obtiene polimerizando una mezcla de N-carboxianhidrido de L-alanina, N-carboxianhidrido
de L-glutamato y-protegido, N-carboxianhidrido de L-lisina &-N-protegida y N-carboxianhidrido de L-tirosina en
presencia de un iniciador para obtener el copolimero protegido. El grupo protector (GP) del grupo ©-carboxi libre del
acido L-glutamico se selecciona entre un grupo alquilo, arilo o aralquilo sustituido o no sustituido, preferentemente un
grupo bencilo o un grupo bencilo sustituido y el grupo protector (GP) para el grupo €-amino libre de L-lisina, se
selecciona entre acilo o acilo sustituido donde los sustituyentes se seleccionan entre un grupo alquilo, arilo o halo,
preferentemente un grupo trifluoroacetilo.

10
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En una realizacion preferida de la presente invencion, una mezcla de N-carboxianhidrido de L-alanina,
N-carboxianhidrido de L-glutamato de y-bencilo, N-carboxianhidrido de N-trifluoroacetil L-lisina y N-carboxianhidrido
de L-tirosina, se disuelve en un disolvente adecuado, preferentemente dioxano anhidrido durante un periodo de 1 hora,
preferentemente 30 min, mas preferentemente 15 min. A esta mezcla, se afiadio dietilamina al 1 % en dioxano anhidro
en un lote. La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 24 h a 200-215 rpm. Tras finalizar la
reaccion, se afadié agua desionizada a la mezcla de reaccién para obtener el copolimero protegido como un sélido de
color blanco. El sélido obtenido se filtré al vacio, se lavé con agua desionizada y se sec6 hasta que se consiguio la
pérdida en el secado de un 10 % de NMT (LOD). El copolimero protegido se traté con aproximadamente 7 % a 20 % de
bromuro de hidrégeno (HBr), preferentemente, aproximadamente 15 % de HBr en acido acético y la mezcla se agitd a
aproximadamente 25 °C, preferentemente a 25 °C 0,28 °C durante aproximadamente 21-23 horas a 200-215 rpm
para obtener un copolimero de trifluoroacetilo. A continuacion, la mezcla de reaccion se vertié en agua fria en hielo
para obtener un sélido de color blanco que se neutralizé a continuacién tratandolo con una soluciéon de amoniaco hasta
gue se consiguié un pH de 6-7 y se agité durante 24 h. El sélido se filtré y se lavé con agua. Este tratamiento de la
suspension solida obtenida con solucion de amoniaco descompone también el bromuro de bencilo que se genera
durante la reaccion.

El copolimero parcialmente desprotegido, el copolimero de trifluoroacetilo asi obtenido, se convirti6 en acetato de
glatiramer mediante el proceso divulgado en la solicitud de patente india 1082/MUM/2009 publicada con fecha 23 de
abril de 2009 o mediante cualquier otro método conocido.

La técnica anterior describe la eliminacion del grupo protector de bencilo del acido glutamico utilizando un 33 % de
bromuro de hidrégeno en acido acético. El uso de 33 % de HBr-acido acético (condiciones duras para los péptidos)
puede conducir a una escisién inconsistente y aleatoria de los enlaces peptidicos en el polimero que sobre la
desproteccion adicional da como resultado acetato de glatiramer que tiene un peso molecular inconsistente. Este
proceso descrito en el presente documento emplea el uso de aproximadamente 7 % a 20 % de HBr, preferentemente,
aproximadamente 15 % a aproximadamente 25 % durante aproximadamente 21-23 horas para la eliminacién del
grupo protector de bencilo, que sobre la desproteccién adicional da como resultado acetato de glatiramer que tiene
pesos moleculares que son consistentes y reproducibles.

De acuerdo con otra realizacion de la presente invencion, aproximadamente 7 % a 20 % de HBr, preferentemente,
aproximadamente 15 % de HBr en acido acético se introduce en un reactor a temperatura controlada y se agité a
200-215 rpm durante 20-60 minutos, preferentemente 30 minutos hasta que se alcanzaron aproximadamente 25 °C.
Se afadié secuestrante a la mezcla de reaccién y se agité durante 1-3 horas, preferentemente, durante 2 horas a
temperatura ambiente, preferentemente a aproximadamente 25 °C a 200-215 rpm seguido por la adicién de
copolimero protegido al reactor y agitacién a temperatura ambiente, preferentemente a aproximadamente 25 °C, mas
preferentemente a 25 °C #0,2 °C a 200-215 rpm durante 20-25 horas, preferentemente 21-23 horas. La mezcla de
reaccion se inactivo en agua fria para obtener un soélido de color blanco seguido por la adicién de una solucién de
amoniaco hasta que se consiguié el pH de 6-7 y se agité durante 24 h. El solido obtenido, el copolimero de
trifluoroacetilo, se filtro, se lavé con agua y se seco al aire. Los secuestrantes utilizados para reducir el contenido de
bromo libre se seleccionaron entre fenol, resorcinol, tirosina, bisulfito de sodio, tiosulfato de sodio, naftaleno, 1-naftol o
2-naftol, preferentemente fenol o resorcinol.

Se divulga también un proceso para la preparacion de acetato de glatiramer que comprende someter el copolimero
protegido a una reduccién del tamafio de particulas, con el fin de obtener uniformidad en el tamafio de particulas, antes
de la desproteccion. Esto asegura consistencia y reproducibilidad en los pesos moleculares de los lotes de acetato de
glatiramer. En una realizacion preferida, el copolimero protegido se pasa a través de un tamiz de malla 30 con el fin de
obtener un tamafio de particulas uniforme.

Se divulga también un proceso para la preparacién de copolimero 1 (acetato de glatiramer) que comprende tratar el
copolimero protegido o copolimero de trifluoroacetilo con dialquil amina tal como dietilamina, dimetilamina,
diisopropilamina, preferentemente dietilamina para obtener copolimero parcialmente desprotegido o copolimero
completamente desprotegido y convertir el copolimero parcialmente desprotegido o el copolimero completamente
desprotegido obtenido en copolimero 1 (Acetato de glatiramer).

En una realizacion preferida de la presente invencion, el copolimero parcialmente desprotegido, el copolimero de
trifluoroacetilo, se suspende en un disolvente adecuad, preferentemente agua, y se trata con dietilamina seguido por
agitacion durante 20-30 horas, preferentemente 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se pasé a
través de un filtro de 0,2 y, se sometié a filtracion en flujo tangencial a través de un casete que tiene un corte de pesos
moleculares (MWCO) de 1 KD, se diafiltr6 con agua desionizada hasta que se consiguié un pH de 8-9, a continuacién
con una solucién acuosa de acido acético al 0,3 % seguido por lavado con agua desionizada hasta que se consiguié un
pH de 5,5-7,0. La solucion obtenida se liofilizo a continuacion para obtener el copolimero 1 (Acetato de glatiramer) con
el intervalo de pesos moleculares deseado. El sélido obtenido presenta un peso molecular promedio en el intervalo de
5000 a 9000 Daltons como se determind mediante GPC y MALLS. De manera alternativa, la anterior soluciéon puede
tomarse como tal para la formulacién.

En el proceso descrito en el presente documento, se usé dietilamina como un iniciador asi como un agente de
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desproteccion. Dietilamina, cuando se usa en cantidades mas pequefias en el intervalo de 0,5 % a 5 % con respecto a
los NCA de loas L-aminoacidos, actla como un iniciador, y cuando se usa en cantidades mayores en el intervalo de 1
a 5 veces el peso del copolimero protegido, actiia como un agente de desproteccion para la eliminacion de los grupos
NE-trifluoroacetilo.

Este esquema de reaccién es como se muestra en el Esquema Il siguiente:
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H}I; ||l-\ - EN“ \ + wl L + HTN' 3 ———» Copolimero protegido
Tl’ ) ‘I/ Yo ‘h/ 1,4-dioxano
Q 9 0] o}
L-Alanina NCA y-Bencil-L-GLU NCA TFA-L-Lisina NCA L-TirosinaNCA
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Esquema lI

Se divulga también un proceso para la preparacion del copolimero 1 (Acetato de glatiramer), que comprende las
etapas de,

a) polimerizar una mezcla de N-carboxianhidridos de alanina, N-carboxianhidrido de L-glutamato y-protegido,
N-carboxianhidrido de L-lisina €-N-protegida y N-carboxianhidrido de L-tirosina en presencia de iniciador para
obtener copolimero protegido;

b) tratar opcionalmente el copolimero protegido para obtener un tamafio de particulas uniforme;

¢) tratar el copolimero protegido de la etapa a) o b) con aproximadamente 7 % a 20 % de HBr, preferentemente
aproximadamente 15 % de HBr en acido acético a temperatura ambiente, preferentemente a aproximadamente 25
°C, mas preferentemente a 25 °C+0,2 °C durante aproximadamente 21-23 h para obtener el copolimero
parcialmente desprotegido, el copolimero de trifluoroacetilo;

d) tratar el copolimero parcialmente desprotegido obtenido, el copolimero de trifluoroacetilo con dietilamina para
obtener el polimero completamente desprotegido ;

e) someter el copolimero completamente desprotegido a purificacion e intercambio de sales.

Preferentemente, el copolimero protegido de tamafio de particulas uniforme puede obtenerse haciendo pasar el
copolimero protegido a través de un tamiz de un tamafio de malla deseado, preferentemente tamiz de malla 30.

Se divulga también un proceso para la preparacion de acetato de glatiramer donde la secuencia de desproteccién esta
invertida, que comprende tratar en primer lugar el copolimero protegido con dietil amina para eliminar el grupo
trifluoroacetilo y a continuacién con HBr/acido acético para eliminar el grupo bencilo.

Se divulga también un proceso para la preparacion de acetato de glatiramer donde el sélido hUmedo obtenido después
de la primera etapa de desproteccién no esta sometido a secado y se utiliza como tal para la reaccion adicional que
ahorra un tiempo considerable y por tanto se considera que es un proceso industrialmente viable. El Esquema de
reaccion es como se muestra a continuacién en el Esquema lll,

12



10

15

20

25

30

35

40

ES 2654291 T3

COMCHCHe NHCOCF, C.H,OH
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Esquema Il

Una realizacion preferida de la presente invencion proporciona el uso segun la reivindicacion 13, en el que dicha
conversion del copolimero completamente desprotegido en acetato de glatiramer comprende las etapas de,

a) concentrar una solucién acuosa de copolimero completamente desprotegido (Glatiramer) en un volumen minimo
utilizando filtracion en flujo tangencial (TFF) haciéndolo pasar a través de una membrana de poliéter sulfona de un
casete que tiene un corte de pesos moleculares (MWCO) de 1 KD;

b) lavar la solucién concentrada de la etapa a) con agua hasta que se consiguio un pH de 8 a 9 seguido por lavados
con una solucién de acido acético al 0,3 % para el intercambio de sales para obtener acetato de glatiramer; y

¢) lavar el acetato de glatiramer obtenido de la etapa b) con agua hasta que se consiguié un pH de 5,5 a 7 para
obtener acetato de glatiramer puro.

El agua utilizada para el anterior proceso es preferentemente agua de RO (Osmosis inversa) o WFI (agua para
inyeccion).

Los polipéptidos de pesos moleculares bajos indeseados formados durante el proceso se eliminan mediante filtracion.
Las técnicas de filtracion empleadas, para eliminar los polipéptidos de peso molecular indeseado se pueden
seleccionar entre dialisis, ultrafiltracion o filtracién en flujo tangencial.

El acetato de glatiramer obtenido mediante el proceso descrito en el presente documento tiene un contenido de tirosina
bromada no mayor de aproximadamente 0,15 % cuando se ensaya mediante el método de HPLC en fase inversa y un
contenido de dietilamina no mayor de aproximadamente 5000 ppm, cuando se ensaya mediante el método de
cromatografia de iones.

El N-carboxianhidrido (NCA) de L-aminoacidos tales como L-tirosina, L-alanina, acido L-glutdmico protegido y L-lisina
protegida puede prepararse como se divulga en la solicitud de patente india 1082/MUM/2009dated con fecha 23 de
abril de 2009 o mediante cualquier otro método conocido.

El copolimero 1 (Acetato de glatiramer) obtenido mediante el proceso descrito en el presente documento caracterizad
mediante MALDI, IR, RMN, GPC, CD, UV y analisis de aminoacidos (AAA), se encuentra que es equivalente a
COPAXONE®.

Acetato de glatiramer, preparado mediante el proceso descrito en el presente documento tiene un peso molecular
promedio de entre 5000-9000 D y esta sustancialmente exento de especies de elevado peso molecular que tienen un
peso molecular igual 0 mayor que aproximadamente 35 KD. se puede determinar el peso molecular del acetato de
glatiramer obtenido utilizando los marcadores descritos en el presente documento.

Acetato de glatiramer es una mezcla de polipéptidos compuestos por una mezcla de alanina, acido glutamico, lisina 'y
tirosina en una relacion molar de aproximadamente 4,6:1, 5:3, 6:1 respectivamente. Las fracciones molares
correspondientes son aproximadamente 0,427 para alanina, 0,141 para acido glutamico, 0,338 para lisina 'y 0,095 para
tirosina, que puede variar en aproximadamente +10 %. Las fracciones molares de aminoacidos se determinan
mediante cromatografia liquida de rendimiento ultra alto (UPLC) utilizando una columna AccQTag Ultra (2,1x100 mm,
1,7 um) y un detector UV. Se utilizé un sistema en gradiente como la fase mévil.
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La fraccion molar medida para la muestra innovadora (COPAXONE®) y el copolimero 1 (acetato de glatiramer)
preparados como se describe en el presente documento se encuentra que esta en el intervalo mencionado en la Tabla
11.

En la Tabla 11 se resume el intervalo normalizado de fracciones molares para los aminoacidos:

Amino&cidos Fraccion molar est. Intervalo de fraccion molar est.
L-Tirosina 0,095 0,085 -0,104
Acido L-glutamico 0,141 0,127 -0,155
L-lisina 0,338 0,304 -0,372
L-Alanina 0,427 0,384 -0,470

Otro método adicional para caracterizar polipéptidos es el mapeo de péptidos. este implica un tratamiento quimico o
enzimatico del polipéptido resultante en la formacion de fragmentos de péptidos seguida por la separacion en
identificacion de los fragmentos de una manera reproducible. El mapeo de péptidos es un procedimiento comparativo,
debido a que la informacion obtenida, en comparacion con el material de referencia tratado de forma similar, confirma
la estructura primaria del polipéptido. Se puede revisar un mapeo de péptidos como una huella de una
proteina/polipéptido.

Una realizacion preferida de la presente invencién proporciona el uso segun la reivindicacion 13, en el que el acetato
de glatiramer se caracteriza adicionalmente por el mapeo de péptidos utilizando tripsina y carboxipeptidasa B, que
comprende las etapas de,

a) tratamiento enzimatico del acetato de glatiramer utilizando tripsina para obtener fragmentos de péptidos de
longitudes de cadenas cortas;

b) tratar los fragmentos de péptidos obtenidos en la etapa a) con carboxipeptidasa B dando como resultado una
fragmentacion adicional de la cadena peptidica;

c) separar y analizar los fragmentos de péptidos obtenidos en la etapa b) utilizando la técnica de HPLC para
obtener el cromatograma; y

d) comparar el cromatograma obtenido de esta manera con el cromatograma de referencia normalizado para
determinar la similitud estructural.

Preferentemente, el patrén de referencia es Copaxone® (formulacién comercializada).

En una realizacion preferida, El acetato de glatiramer obtenido como se describe en el presente documento se somete
a tratamiento enzimatico utilizando tripsina (tratada con tosil-L-fenil alanina clorometil cetona) a una temperatura de
aproximadamente 37 °C y un pH de aproximadamente. Este tratamiento se continué durante aproximadamente 4
horas para obtener fragmentos de péptidos de longitudes de cadena cortas. Esta mezcla de fragmentos de péptidos
obtenida tras el tratamiento con tripsina se sometid a tratamiento con carboxipeptidasa B a 37 °C durante
aproximadamente 18 horas que dio como resultado una fragmentacion adicional de la cadena peptidica. Esos
fragmentos se separaron y analizaron en una columna de HPLC C18, de 250 x 4,6 mm para obtener un cromatograma.
El cromatograma obtenido de esta manera se compard con el cromatograma obtenido sometiendo Copaxone® al
mismo tratamiento que se ha mencionado anteriormente.

El cromatograma superpuesto del lote 53378 de Copaxone® y los lotes de acetato de glatiramer obtenidos como se
describe en el presente documento se trataron con tripsina sola como se muestra en la Fig. 8. El cromatograma
superpuesto del lote 53378 de Copaxone® y los lotes de acetato de glatiramer obtenidos como se describe en el
presente documento se trataron con carboxipeptidasa B como se muestra en la Fig 9. Estos perfiles de cromatograma
indican la similitud estructural entre los lotes de copaxona y acetato de glatiramer, obtenidos como se describe en el
presente documento.

En la Fig. 8 y la Fig. 9, (1) representa la solucién de blanco; (2) representa el modelo de fragmentacion para el patron
de referencia Te., lote 53378 de Copaxone®; y (3) y (4) representan el modelo de fragmentacién para los dos lotes de
acetato de glatiramer obtenidos mediante el proceso que se describe en el presente documento.

La técnica anterior divulga el uso de tripsina y carboxipeptidasa P para el mapeo de péptidos de acetato de glatiramer.
Los inventores de la presente invencion han descubierto que el acetato de glatiramer tratado con tripsina seguido por
tratamiento con carboxipeptidasa B proporciona un modelo de escision similar al de carboxipeptidasa B.
Carboxipeptidasa B se selecciona sobre carboxipeptidasa P debido a su facil disponibilidad y ahorro econémico.
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Se divulga también una composicion farmacéutica en la forma de una forma farmacéutica inyectable que comprende
una cantidad eficaz de acetato de glatiramer; y un agente de tonicidad farmacéuticamente aceptable.

Se divulga también una composicion farmacéutica en la forma de una inyeccién subcutanea que comprende una dosis
unitaria de 1 ml de una solucién acuosa que comprende:

a) 20 mg de acetato de glatiramer; y
b) 40 mg de manitol.

Se divulga también un proceso para preparar una composicion farmacéutica en la forma de una inyeccién subcutanea
que comprende:

a) proporcionar una solucion concentrada de acetato de glatiramer con una concentracion (ensayo) que varia
desde 25 mg/ml a 45 mg/ml;

b) disolver el agente de tonicidad en parte de una cantidad de agua para inyeccién para formar una solucién;

¢) afadir la cantidad requerida de solucién concentrada de acetato de glatiramer a una solucion de la etapa (b);
d) constituir el volumen final de solucién utilizando agua para inyeccion;

e) filtrar la solucién de la etapa (d) a través de un filtro de calidad esterilizante de 0,2 y para obtener la solucién
filtrada;

f) introducir dicha solucion filtrada en viales.

Se divulga también un proceso para preparar una composicion farmacéutica en la forma de una inyeccion subcutanea
que comprende:

a) proporcionar una solucién concentrada de acetato de glatiramer con una concentracion (ensayo) que varia
desde 30 mg/ml a 40 mg/ml;

b) disolver manitol en parte de la cantidad de agua para inyeccion;

c¢) afiadir la cantidad requerida de solucion concentrada de acetato de glatiramer a la solucién de la etapa n);

d) constituir el volumen final de solucidn utilizando agua para inyeccion;

e) filtrar la solucion de la etapa d) a través de un filtro de calidad esterilizante de 0,2 y para obtener la solucién
filtrada;

f) introducir dicha solucién filtrada en viales.

Se divulga también un proceso para preparar una composicion farmacéutica en la forma de una inyeccién subcutanea
que comprende:

a) proporcionar acetato de glatiramer;

b) disolver el agente de tonicidad en parte de una cantidad de agua para inyeccién para formar una solucién;

c) disolver acetato de glatiramer en la solucion de la etapa b);

d) constituir el volumen final de solucién utilizando agua para inyeccion;

e) filtrar la solucion de la etapa d) a través de un filtro de calidad esterilizante de 0,2 p para obtener la solucién
filtrada;

f) introducir dicha solucién filtrada en viales.

Se divulga también un proceso para preparar una composicion farmacéutica en la forma de una inyeccion subcutanea
que comprende:

a) proporcionar acetato de glatiramer;

b) disolver manitol en parte de una cantidad de agua para inyeccién para formar una solucion;

¢) disolver acetato de glatiramer en la solucién de la etapa (b);

d) constituir el volumen final de solucién utilizando agua para inyeccion;

e) filtrar la solucién de la etapa (d) a través de un filtro de calidad esterilizante de 0,2 y para obtener la solucién
filtrada;

f) introducir dicha solucion filtrada en viales.

Se uso6 acetato de glatiramer en la preparacion de la composicion farmacéutica tanto como un soélido liofilizado o como
una solucién acuosa que contiene acetato de glatiramer en el intervalo de concentracion de aproximadamente 25-45
mg/ml.

Acetato de glatiramer se puede usar en el intervalo de aproximadamente 1,0 % a 4,0 % en peso de composicién total.
Se pueden usar agentes de tonicidad en el intervalo de aproximadamente 0,9 % a 9,75 % en peso de la composicion
total.

En la practica, el agente de tonicidad que se puede usar incluye, aunque no de forma limitativa, cloruro de sodio,
dextrosa, manitol, sacarosa, lactosa, galactosa, trehalosa, glicina, o una de sus mezclas.
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En la practica, la composicion puede esterilizarse usando filtros de membrana que tengan un tamafio de poro de
aproximadamente 0,2 micrémetros. Los filtros de membrana adecuados que se pueden usar incluyen fluoruro de
polivinilideno (PVDF), polietersulfona (PES) y una membrana de acetato de celulosa.

Salvo que se indique de otra forma, las siguientes definiciones se muestran para ilustrar y definir el significado y el
alcance de los diversos términos utilizados para describir la invencién en el presente documento.

La expresion "temperatura ambiente” debe entenderse que significa una temperatura que varia desde
aproximadamente 20 °C a aproximadamente 40 °C, preferentemente 25 °C a 35 °C.

El término acetato de glatiramer incluira Copaxone®, acetato de glatiramer preparado mediante el proceso que se
describe en el presente documento o preparado mediante cualquier otro proceso.
Los términos "copolimero 1" y "acetato de glatiramer" como se usan en el presente documento son sinénimos.

La expresion "sustancialmente exento" como se usa en el presente documento significa acetato de glatiramer que
contiene menos de aproximadamente 0,2 % de especies de alto peso molecular que tienen un peso molecular igual o
mayor de aproximadamente 40 KD, preferentemente menor de aproximadamente 0,2 % de especies de 35 KF, mas
preferentemente menor de aproximadamente 0,2 % de especies de 35 KD y cantidades no detectables de especies de
40 KD.

Se pueden seleccionar iniciadores a partir de bases, nucledfilos o sus combinaciones. En particular, El iniciador puede
incluir una 0 mas aminas, alcoholes, agua o sus combinaciones.

Las aminas empleadas pueden ser aminas primarias, secundaria o terciaria. Las aminas adecuadas incluyen, pero no
de forma limitativa, dimetilamina, dietilamina, di-n-propilamina, diisopropylamina, di-secbutilamina, N-etillmetilamina,
di-n-butilamina,  di-isobutilamina,  di-terc-butilamina,  diamilamina,  di-n-octilamina,  di-(2-etilhexil)amina,
di-isononilamina, dialilamina, N-metilanilina, difenilamina, o una de sus combinaciones, siendo preferible dietilamina.
Otros iniciadores que se pueden usar para la polimerizacion incluyen K-tOBu, NaH; KH, trietilamina,
tetrametilpiperidina, diciclohexilamina, diciclohexilundecano, diisopropil amina de litio, t-BuLi o sus combinaciones. El
iniciador se usa en una cantidad de aproximadamente 0,2 % a 4 %, preferentemente 0,5 a 1,5 %.

El disolvente adecuado utilizado se selecciona entre el grupo que consiste en agua, alcohol, disolventes apréticos
polares, hidrocarburos clorados o hidrocarburos. El disolvente preferido utilizado para la desproteccion es agua. se
puede seleccionar un alcohol a partir de un alcohol lineal o ramificado. el disolvente aprético polar se selecciona entre
acetato de metilo, acetato de etilo, dimetilfurano, dimetilformamida, 1,4-dioxano, tetrahidrofurano o sus mezclas. se
puede seleccionar un hidrocarburo clorado entre dicloruro de metileno, cloroformo o dicloruro de etileno. Se puede
seleccionar un hidrocarburo entre hexano, pentano, ciclohexano y similares.

Otros acidos que se pueden usar en vez de la mezcla de HBr-acido acético se pueden seleccionar entre HCI, H2SO4,
HNOg, 4cido fosforoso, &cido fosférico, acido fluorosulfénico, acido clorosulfénico, acido acético, acido férmico, acido
propiénico, acido bencenosulfénico, acido metanosulfonico, acido p-toluenosulfénico, acido
p-(n-dodecil)bencenosulfénico o sus combinaciones

Se proporcionan ejemplos para ilustrar los aspectos concretos de la divulgacion y no para limitar el alcance de la
presente invencion.

Ejemplos:

Ejemplo 1(A):

Determinacion del peso molecular de lotes de acetat o de glatiramer
a) Fraccionamiento de copaxona mediante SEC - HPLC:

» Se llevé a cabo la SEC-HPLC con una columna Superosa 12 (10/300 GL) utilizando acetato de amonio 0,2 M pH
5,0 como fase movil, a un caudal de 0,5 ml/min.

» Se inyectaron 100yl de Copaxona (B. N.° P53289, 20mg/ml) a la columna segun el método optimizado,
constituyendo la concentracién inyectada final como 2 mg.

« Seinici6 el pico de la copaxona eluyendo a aproximadamente 17 min y finalizé a aproximadamente 40 min.

« Se recogieron 22 fracciones individuales en un intervalo de 1 minuto (Fig. 1) iniciando desde el minuto 17° y
finalizando en el minuto 39° utilizando un HPLC de Waters y un recolector de fracciones automatizado.

« Las 22 fracciones recogidas por separado se liofilizaron completamente.
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ediante SEC-MALLS:

Condiciones cromatogréficas:

HPLC HPLC de Waters

Detectores UV, Rly MALLS

Software Empower 2 y Astra

Columna Superosa 12 (10/300 GL)

Fase movil Acetato de amonio 0,2 mM (pH
[ ~a\

Caudal 0,5 ml/min.

Deteccion UV 275 nm

Condiciones de RI | Sensibilidad: 32, Temp. : 30 °C

MALLS Wyatt MiniDawn Treos

Se tomaron dos fracciones, cada una en un lateral del vértice del pico y la fraccion en el vértice del pico (Total: 5
fracciones, Fig. 2) para SEC - MALLS. se resuspendieron estas en acetato de amonio 0,2 M pH 5,0
constituyéndose la concentracion final de cada fraccién a 6 mg/ml.

Se llevé a cabo el andlisis para determinar el Mp, Mw, el Mn y la polidispersidad de cada fraccién.

Resultados:
Fraccion Mp (kDa) | Mw (kDa) | Mn (kDa) | Polidispersidad
Fracciéon n.° 5 23,77 23,88 23,76 1,01
Fraccion n.° 7 17,07 17,16 17,07 1,01
Fraccion n.° 11 8,33 8,82 8,62 1,02
Fraccion n.° 13 5,59 5,98 5,83 1,03
Fraccion n.° 17 3,28 3,48 3,43 1,01

c) Uso de copolimeros fraccionados caracterizados c
determinacion de Mp, Mw y Mn de glatiramer mediante

Los valores idénticos de Mp, Mw y Mn sugieren que las muestras fraccionadas fueron casi monodispersas. La
polidispersidad de las muestras fraccionadas era menos de 1,05.

omo marcadores de pesos moleculares para la
cromatografia de exclusiéon por tamafios (SEC):

Las fracciones 5, 7, 11, 13 y 17 eluyeron a un tiempo de retencién de 21,317, 23,100, 26,833, 28,750 y 32,417
minutos respectivamente.

se realizo la curva de calibracion utilizando el software Empower de Waters. Se utilizé una técnica relativa y su 1
ajuste de orden para representar graficamente la curva (Fig. 3).

R2 para la curva de calibracién de las fracciones de copaxona era de 0,996.

Usando esta curva patrén, se analizaron dos lotes cada uno de copaxona y acetato de glatiramer obtenidos
mediante el proceso descrito en el presente documento (Fig. 4) y los resultados fueron del siguiente modo:

er

Ejemplo 1(B):

Resultados con la curva de calibraciéon de las fracciones de

Lote n.° Mp (kDa) | Mw (kDa) | Mn (kDa)
Ejemplo 7 7,98 8,76 5,91
Ejemplo 8 7,73 8,87 6,1

Comp. n.° 53119 6,98 8,46 5,98
Comp. n.° 53289 7,87 9,55 6,55

Determinacion del peso molecular de lotes de acetat

a) Fraccionamiento de acetato de glatiramer obtenid

o de glatiramer
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documento:

« Aproximadamente 40 mg de acetato de glatiramer se sometieron a GPC en una columna de Superose 12 (10/300
GL), Sistema: Acta purifier que utiliza acetato de amonio 2 M pH 5,0 como fase movil, a un caudal de 0,5 ml/min.

e Se inicio6 el pico de glatiramer eluyendo después de aproximadamente 20 min y finaliz6 después de
aproximadamente 40 min.

« Se recogieron 30 fracciones individuales en un intervalo de 0,5 minutos (Fig. 5) iniciando desde el minuto 21°y
finalizando aproximadamente en el minuto 41°.

« Se analizaron aproximadamente 15 fracciones para la polidispersidad y el peso molecular.

« Se seleccionaron las fracciones de tal manera que una de estas fracciones representa el peso molecular del vértice
del pico y otras fracciones estan distribuidas en cualquier lado del peso molecular del vértice del pico.

« Las fracciones que tienen una polidispersidad de menos de 1,2 se seleccionaron vy liofilizaron.

« Las fracciones que tienen una polidispersidad de mas de 1,2 se sometieron a purificacion adicional con el fin de
obtener fracciones que tienen una polidispersidad menor de 1,2.

« Se seleccionaron fracciones que tienen un peso molecular de 3kD, 5 kD, 7 kD, 10kD y 12kD para utilizarse como
marcadores de pesos moleculares.

» Se determiné el peso molecular de estas fracciones seleccionadas utilizando SEC-MALLS [Mismas condiciones
que las mencionadas en el Ejemplo 1(A)], A continuacion en la Tabla se muestran Mp y la polidispersidad de estas
fracciones seleccionadas.

Fracciones caracterizadas utilizadas como marcadore s de pesos

moleculares
Fraccion Mp(kD) Polidispersidad PD=Mw/Mn
Fraccion n.° 16 12,56 1,05
Fraccion n.° 18 10,05 1,08
Fraccion n.°c 22 7,38 1,17
Fraccion n.° 24 5,06 1,11
Fraccion n.° 26 3,2 1,05

« Todas estas fracciones seleccionadas se liofilizaron y caracterizaron.

a) Uso de fracciones caracterizadas como marcadores de pesos moleculares para la determinacion de Mp,
Mw y Mn de glatiramer mediante cromatografia de exc lusién por tamafos (SEC)/ Cromatografia de
permeacion en gel (GPC):

« Las fracciones 16, 18, 22, 24y 26 eluyeron a un tiempo de retencion de 24,60, 25,88, 27,41, 28,95y 31,31 minutos
respectivamente.

« se realizé la curva de calibracion utilizando el software Empower de Waters. Se utilizo una técnica relativay su 1%
ajuste de orden para representar graficamente la curva (Fig. 6).

» R2 para la curva de calibracion de las fracciones caracterizadas era de 0,99.

« Usando esta curva patrén, se analizaron dos lotes cada uno de copaxona y acetato de glatiramer obtenidos
mediante el proceso descrito en el presente documento (Fig. 7) y los resultados fueron del siguiente modo:

Resultados con la curva de calibracién de las fracciones de copaxona:

Lote n.° Mp (kD)
Acetato de glatiramer obtenido mediante el proceso
- 7275
descrito en el presente documento
Acetato de glatiramer obtenido mediante el proceso
- 7234
descrito en el presente documento
P53313 7183
P53289 7571

Ejemplo 2

200 g (0,84 moles de L-glutamato de ©-bencilo y 10 g de carb6n activado se suspendieron en 2,4 | de tetrahidrofurano
(THF). se afiadieron 124,6 g (0,42 moles) de trifosgeno a la mezcla obtenida y se agitaron durante 0,5 h a 50-55 °C.
Tras la finalizacion de la reaccion, la mezcla de reaccion se enfrio a temperatura ambiente, se filtré a través de un lecho
hyflo y se purg6 con nitrégeno gas a través del filtrado obtenido durante 2 h siguiendo con 35 °C. se concentro el
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filtrado al vacio para obtener un aceite. El aceite obtenido se arrastré tres veces con 1 | de hexano para obtener el
sélido. el sélido obtenido se agité con 2 | de hexano, se filtrd, se lavéd con 2 | de hexano y se sec6 al vacio siguiendo a
45 °C. El material seco se pas0 a través de un tamiz de malla 30 y se volvié a secar de nuevo. El sélido vuelto a secar
se almacené a -20 °C en un recipiente hermético.

Rendimiento: 200 g (100 % p/p p.t.a. de aminoacidos), p.f.: 92°-94 °C

Ejemplo 3

Se suspendieron 110 g (0,552 moles) de L-tirosina y carbén activado (5,5 g) en 1,32 | de tetrahidrofurano (THF). Se
afiadieron a este 89,76 g (0,302 moles) de trifosgeno. La mezcla de reaccidn se agitdé durante 2 h a 50-55 °C. Tras la
finalizacion de la reaccion, la mezcla de reaccién se enfrié a temperatura ambiente, se filtré a través de un lecho hyflo.
se purg6 gas nitrégeno a través del filtrado obtenido durante 2 h siguiendo a 35 °C. A continuacién se concentr6 la
mezcla de reaccion al vacio para obtener una masa solida. La masa sélida obtenida se arrastré tres veces con 0,55 | de
hexano y se agit6 adicionalmente con 1,1 | de hexano, se filtrd, se lavd con 1,1 | de hexano y se sec6 al vacio siguiendo
a 45 °C. El material sec6 se pas0 a través de un tamiz de malla 30 y se volvid a secar de nuevo. El sélido vuelto a secar
se almacend a -20 °C en un recipiente hermético.

Rendimiento: 80 g (73 % p/p p.t.a. de aminoacidos). El compuesto se descompuso de 250 °C a 270 °C.

Ejemplo 4

400 g (1,65 moles) de N*-trifluoroacetil L-lisina y carbén activo (20 g) se suspendieron en 4,8 | de tetrahidrofurano
(THF). Se afiadieron a este 243,3 g (0,82 moles) de trifosgeno. La mezcla de reaccién se agito6 durante 0,5 h a 50-55
°C. Tras completar la reaccion, la mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente, se filtrd a través de un lecho
hyflo. Nitrégeno gaseoso se purgd a través del filtrado obtenido durante 2 h a menos de 35 °C. A continuacion, la
mezcla de reaccion se concentrd al vacio para obtener un aceite. El aceite obtenido se depuré con 2 | de hexano tres
veces para obtener un sélido. El sélido obtenido se lavé con 4 | de hexano, se filtrd, se lavo con 4 | de hexano y se seco
al vacio a menos de 45 °C. El material seco se hizo pasar a través de un tamiz malla 30 y se volvié a secar. El sélido
vuelto a secar se almacend a -20 °C en un recipiente hermético.

Rendimiento: 415 g (104 % p/p p.t.a. de aminoacidos), p.f: 83 °C-86 °C

Ejemplo 5

200 g (2,24 moles) de L-alanina se suspendieron en 4 | de tetrahidrofurano (THF) y la mezcla se calenté a 50°- 55 °C
durante 1,5 h. 10 g de carbon activo y 333 g (1,12 moles) de trifosfeno disueltos en 1 | de THF se afiadieron a la
suspension calentada durante un periodo de aproximadamente 10 min a 50-55 °C. La mezcla de reaccion se agitd
durante 1,5 h a la misma temperatura, y un segundo lote de 333 g (1,12 moles) de trifosgeno disuelto en 1 | de THF se
afadié al mismo durante un periodo de aproximadamente 10 min seguido por agitacion de la mezcla durante 1,5 h a
50-55 °C. Tras finalizar la reaccion, la mezcla se filtro, y nitrégeno gaseoso se purgd a través del filtrado obtenido
durante 2 h a menos de 35 °C. El filtrado se concentré al vacio a menos de 35 °C para obtener un aceite. Se afiadieron
1,6 | de acetato de etilo al aceite obtenido, se agité durante 10 min y se filtré a través de un lecho hyflo. Se afiadieron 13
| de hexano al filtrado obtenido para obtener un sélido que se filtrd, se lavo con 4 | de hexano y se secé al vacio a
menos de 45 °C. El material seco se hizo pasar a través de un tamiz malla 30 y se volvio a secar. El sélido vuelto a
secar se almacené a -20 °C en un recipiente hermético.

Rendimiento: 180 g (90 % p/p p.t.a. de aminoécidos), p.f: 91°-92 °C

Ejemplo 6

Una mezcla del L-aminoacidos NCA [50 g de N-carboxianhidrido de L-alanina, 35 g de N-carboxianhidrido de y-bencil
L-glutamato, 83 g de N-carboxianhidrido de N°*-trifluoroacetil L-lisina, 18 g de N-carboxianhidrido de L-tirosina] se
disolvié en 3,5 | de dioxano anhidro y se agit6é durante 30 min. La solucion se filtrd, si se observaba cualquier particula
suspendida insoluble. Una solucion de dietilamina al 1 % en dioxano anhidro (266 ml) se afiadio a la masa de reaccion
en un lote. Se agité la mezcla resultante a temperatura ambiente durante 24 horas a 200-215 rpm. Se afiadieron 10 | de
agua desionizada a la mezcla de reaccion para obtener un sélido de color blanco. El sélido obtenido se filtr6 al vacio,
se lavo con 10 | de agua desionizada y se seco al aire hasta obtener un LOD NMT del 10 %. El sélido obtenido se hizo
pasar a través de un tamiz de malla 30. Rendimiento: 120 g (64,5 % p/p).

Ejemplo 7

En un reactor se introdujeron 960 ml de HBr al ~15 % en acido acético a temperatura ambiente, y se agité a 200-215
rpm durante 30 min hasta alcanzar aproximadamente 25 °C. 115 g de copolimero protegido (del Ejemplo 6) se
afnadieron al reactor, y se agité a aproximadamente 25 °C a 200-215 rpm durante 23 h. La mezcla de reaccion se
inactivd con agua fria para obtener un sélido de color blanco. Se afiadié solucién de amoniaco a lo anterior hasta
conseguir pH 6-7, y se agitdé a temperatura ambiente durante aproximadamente 20 h. El sélido se filtr6, se lavd con
agua y se seco6 al aire. Rendimiento: 75 g (65,2 % p/p)
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Ejemplo 8

75 g de copolimero de trifluoroacetilo (del ejemplo 7) se suspendieron en 3,75 | de agua. Se afiadieron 435 ml de
piperidina a la suspensién en un lote, y se agité durante 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se
hizo pasar a través de un filtro de 0,2 W, se hizo pasar a través de una unidad de filtracion con flujo tangencial con un
casete de corte de peso molecular (MWCO) de 1 KD, se diafiltr6 con agua desionizada, a continuacién con una
solucion acuosa de acido acético al 0,3 %, y de nuevo con agua desionizada hasta conseguir pH 5,5-7. La solucion
obtenida se liofiliz6 a continuacién a sequedad para obtener un sélido esponjoso de color blanco.

Rendimiento: 50,5 g (67,3 % p/p), Peso molecular del vértice del pico (Mp) = 7980 D. De forma alternativa, la solucién
obtenida se puede tomar como tal para formulacion.

Ejemplo 9

75 g de copolimero de trifluoroacetilo (del ejemplo 7) se suspendieron en 3,75 | de agua. Se afiadieron 300 ml de
dietilamina a la suspensién en un lote, y se agité durante 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se
hizo pasar a través de un filtro de 0,2 j, se hizo pasar a través de una unidad de filtracion con flujo tangencial con un
casete de corte de peso molecular (MWCO) de 1 KD, se diafiltr6 con agua desionizada, a continuacién con una
solucion acuosa de acido acético al 0,3 %, y de nuevo con agua desionizada hasta conseguir pH 5,5-7. La solucion
obtenida se liofiliz6 a continuacién a sequedad para obtener un sélido esponjoso de color blanco.

Rendimiento: 52,86 g (70,4 % p/p), Peso molecular del vértice del pico (Mp) = 7730 D. De forma alternativa, la solucién
obtenida se puede tomar como tal para formulacion.

Ejemplo 10

En un reactor se introdujeron 960 ml de HBr al ~15 % en acido acético a temperatura ambiente, y se agité a 200-215
rpm durante 30 min hasta alcanzar 25 °C. 115 g de Copolimero protegido (Ejemplo 6) se afiadieron al reactor, y se
agité a aproximadamente 25 °C a 200-215 rpm durante 23 h. La mezcla de reaccién se inactivd con agua fria para
obtener un sélido de color blanco. Se afiadié solucion de amoniaco a lo anterior hasta conseguir pH 6-7, y se agité a
temperatura ambiente durante aproximadamente 20 h. El sdélido se centrifugd, se lavd con agua y se volvib a
centrifugar para obtener un sélido himedo. El sélido himedo se volvié a suspender en 4,6 | de agua. Se afiadieron 517
ml de piperidina a la suspension en un lote, y se agito durante 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se hizo pasar a través de un filtro de 0,2 y, se hizo pasar a través de una unidad de filtracién con flujo tangencial con un
casete de corte de peso molecular (MWCO) de 1 KD, se diafiltr6 con agua desionizada, a continuacién con una
solucion acuosa de acido acético al 0,3 %, y de nuevo con agua desionizada hasta conseguir pH 5,5-7. La solucion
obtenida se liofiliz6 a continuacién a sequedad para obtener un sélido esponjoso de color blanco.

Rendimiento: 54,5 g (47,39 % p/p), Peso molecular del vértice del pico (Mp) = 6960 D. De forma alternativa, la solucién
obtenida se puede tomar como tal para formulacion.

Ejemplo 11

En un reactor se introdujeron 960 ml de HBr al ~15 % en acido acético a temperatura ambiente, y se agité a 200-215
rpm durante 30 min hasta alcanzar 25 °C. 115 g de Copolimero protegido (Ejemplo 6) se afiadieron al reactor, y se
agité a aproximadamente 25 °C a 200-215 rpm durante 23 h. La mezcla de reaccién se inactivd con agua fria para
obtener un sélido de color blanco. Se afiadié solucion de amoniaco a lo anterior hasta conseguir pH 6-7, y se agité a
temperatura ambiente durante aproximadamente 20 h. El sdélido se centrifugd, se lavd con agua y se volvib a
centrifugar para obtener un sélido himedo. El sélido himedo se volvié a suspender en 4,6 | de agua. Se afiadieron 287
ml de dietilamina a la suspension en un lote, y se agitdé durante 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se hizo pasar a través de un filtro de 0,2 y, se hizo pasar a través de una unidad de filtracion con flujo
tangencial con un casete de corte de peso molecular (MWCQO) de 1 KD, se diafiltr6 con agua desionizada, a
continuacién con una solucion acuosa de acido acético al 0,3 %, y de nuevo con agua desionizada hasta conseguir pH
5,5-7. La solucién obtenida se liofilizé a continuacion a sequedad para obtener un sélido esponjoso de color blanco.
Rendimiento: 55,86 g (48,57 % p/p), Peso molecular del vértice del pico (Mp) = 7291 D. De forma alternativa, la
solucién obtenida se puede tomar como tal para formulacion.

Ejemplo 12

En un reactor se introdujeron 480 ml de HBr aproximadamente al 15 % en acido acético a temperatura ambiente, y se
agité a 200-215 rpm durante 30 min hasta alcanzar 25 °C. 2,4 g de resorcinol se afiadieron a lo anterior y se agitd
durante 2 h a 25 °C a 200-215 rpm. 60 g de Copolimero protegido (Ejemplo 6) se afadieron al reactor, y se agitdé a
aproximadamente 25 °C a 200-215 rpm durante 23 h. La mezcla de reaccién se inactivé con agua fria para obtener un
sélido de color blanco. Se afiadié solucion de amoniaco a lo anterior hasta conseguir pH 6-7, y se agit6 a temperatura
ambiente durante aproximadamente 20 h. El sélido se filtrg, se lavé con agua y se sec6 al aire. Rendimiento: 36 g (60

% p/p).

El mismo ejemplo se repitié usando otro secuestrante de bromo como tirosina, bisulfito de sodio, tiosulfato de sodio,
naftaleno, 1-naftol o 2-naftol. 1.
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Ejemplo 13

36 g de copolimero de trifluoroacetilo (del Ejemplo 12) se suspendieron en 1,8 | de agua. Se afiadieron 209 ml de
piperidina a la suspensién en un lote, y se agité durante 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se
hizo pasar a través de un filtro de 0,2 W, se hizo pasar a través de una unidad de filtracion con flujo tangencial con un
casete de corte de peso molecular (MWCO) de 1 KD, se diafiltr6 con agua desionizada, a continuacién con una
solucion acuosa de acido acético al 0,3 %, y de nuevo con agua desionizada hasta conseguir pH 5,5-7. La solucion
obtenida se liofiliz6 a continuacién a sequedad para obtener un sélido esponjoso de color blanco.

Rendimiento: 24,48 g (68 % p/p)

De manera alternativa, la solucién obtenida se puede tomar como tal para formulacién.

Ejemplo 14

36 g de copolimero de trifluoroacetilo (del Ejemplo 12) se suspendieron en 1,8 | de agua. Se afiadieron 144 ml de
dietilamina a la suspensién en un lote, y se agité durante 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion filtré
con filtro de 0,2 y, se hizo pasar a través de una unidad de filtracidn con flujo tangencial con un casete de corte de peso
molecular (MWCO) de 1 KD, se diafiltr6 con agua desionizada, a continuacién con una solucién acuosa de acido
acético al 0,3 %, y de nuevo con agua desionizada hasta conseguir pH 5,5-7. La solucién obtenida se liofilizé a
continuacién a sequedad para obtener un sélido esponjoso de color blanco.

Rendimiento: 26,8 g (74,4 % p/p)

De manera alternativa, la solucion obtenida se puede tomar como tal para formulacién.

Ejemplo 15

En un reactor se introdujeron 460 ml de HBr al ~15 % en acido acético y 460 ml de acido acético a temperatura
ambiente, y se agité a 200-215 rpm durante 30 min hasta alcanzar 25 °C. 4,6 g de fenol se afiadieron a lo anterior y se
agitdé durante 2 h a aproximadamente 25 °C a 200-215 rpm. 115 g de Copolimero protegido (Ejemplo 6) se afiadieron
al reactor, y se agit6 a aproximadamente 25 °C a 200-215 rpm durante 21-23 h. La mezcla de reaccion se inactivé con
agua fria para obtener un solido de color blanco. Se afiadi6 soluciéon de amoniaco a lo anterior hasta conseguir pH 6-7,
y se agit6 a temperatura ambiente durante aproximadamente 20 h. El sélido se centrifugé, se lavo con agua y se volvié
a centrifugar durante aproximadamente 3 h para obtener un sélido himedo.

El sélido humedo se volvié a suspender en 4,6 | de agua. Se afiadieron 287 ml de dietilamina a la suspensién en un
lote, y se agitd durante 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se hizo pasar a través de un filtro de
0,2 y, se hizo pasar a través de una unidad de filtracién con flujo tangencial con un casete de corte de peso molecular
(MWCO) de 1 KD, se diafiltré con agua desionizada, a continuacion con una solucién acuosa de acido acético al 0,3 %,
y de nuevo con agua desionizada hasta conseguir pH 5,5-7. La solucién concentrada obtenida se filtro a esterilidad, y
se almacend ade 2 °C a 8 °C en un frasco de PET G estéril, que se cubri6é con una bolsa de polietileno de color negro.
Rendimiento: 1670 | (36,1 mg/ml), Peso molecular del vértice del pico (Mp) = 6974 D.

La solucién concentrada obtenida que tiene una concentracion (ensayo) de acetato de glatiramer de aproximadamente
30 - 40 mg/ml se puede tomar como tal para formulacién.

Ejemplo 16

En un reactor se introdujeron 460 ml de HBr al ~33 % en &cido acético y 460 ml de acido acético a temperatura
ambiente, y se agitd a 200-215 rpm durante 30 min hasta alcanzar aproximadamente 25 °C. 4,6 g de fenol se
afnadieron a lo anterior y se agité durante 2 h a 25 °C a 200-215 rpm. 115 g de Copolimero protegido (Ejemplo 6) se
afnadieron al reactor, y se agité a 25 °C a 200-215 rpm durante 21 h. La mezcla de reaccion se inactivé con agua fria
para obtener un sélido de color blanco. Se afiadio solucién de amoniaco a lo anterior hasta conseguir pH 6-7, y se agit6é
a temperatura ambiente durante aproximadamente 20 h. El sélido se centrifugd, se lavd con agua y se volvié a
centrifugar durante aproximadamente 3 h. El sélido hUmedo se volvi6 a suspender en 4,6 | de agua. Se afiadieron 287
ml de dietilamina a la suspension en un lote, y se agité durante 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se hizo pasar a través de un filtro de 0,2 y, se hizo pasar a través de una unidad de filtracion con flujo
tangencial con un casete de corte de peso molecular (MWCQO) de 1 KD, se diafiltr6 con agua desionizada, a
continuacion con una solucion acuosa de acido acético al 0,3 %, y de nuevo con agua desionizada hasta conseguir pH
5,5-7. La solucion concentrada obtenida se filtré a esterilidad, y se almacené a de 2 °C a 8 °C en un frasco de PET G
estéril, que se cubrié con una bolsa de polietileno de color negro.

Rendimiento: 1670 | (35 mg/ml), Peso molecular del vértice del pico (Mp) = 7324 D.

La solucién concentrada obtenida que tiene una concentracion (ensayo) de acetato de glatiramer de aproximadamente
30-40 mg/ml se puede tomar como tal para formulacion.

Ejemplo 17

Andlisis de aminoacidos mediante LIPLC:
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Columna: AccQTag Ultra Column 2,1x100 mm, 1,7 ym
Fase movil A: Eluyente Al (Fase movil AccQTag al 5 % diluida con agua)

Fase movil B: Eluyente B (como tal)

Longitud de onda: 260 nm

Frecuencia de muestreo: 10 puntos/s

Temp. colum.: 55 °C
Temp. mues.: 20 °C
Caudal: 0,7 ml/min

Programacion: Programa del gradiente

Derivatizacion: Derivatizacién mediante AccQ. Agente de derivatizacion Tag

Los resultados del ensayo de las fracciones molares de los aminoacidos se resumen en la Tabla 12:

S - Intervalo de fraccion COPAXONE B. N.° . .
Aminoacidos |Fraccion molar est. molar est. 538518 Ejemplo 7 Ejemplo 8
L-Tirosina 0,095 0,085-0,104 0,099 0,090 0,100

Acido 0,141 0,127-0,155 0,132 0,140 0,140
L-glutamico
L-Lisina 0,338 0,304-0,372 0,347 0,350 0,330
L-Alanina 0,427 0,384-0,470 0,422 0,420 0,430
Ejemplo 18

Mapeo de péptidos usando la enzima tripsina

0,25 mg de acetato de glatiramer se digirieron con 5 ug de tripsina (tratada con tosil-L-fenilalanina clorometil cetona) en
tampon Tris pH 7,5 0,05 M a una temperatura de aproximadamente 37 °C. Este tratamiento se continué durante
aproximadamente 4 horas para obtener fragmentos peptidicos de cadena corta. Estos fragmentos se separaron y se
analizaron usando HPLC-UV en una columna HPLC C18 de 250 x 4,6 mm para obtener un cromatograma. El
cromatograma asi obtenido se comparé con el cromatograma obtenido sometiendo Copaxone al mismo tratamiento
que se ha mencionado anteriormente.

Ejemplo 19

Mapeo de péptidos usando la enzima tripsina 'y carbo  xipeptidasa B

3,5 mg de acetato de glatiramer se digirieron con 7 ug de tripsina (tratada con tosil-L-fenilalanina clorometil cetona) en
tampon Tris pH 7,5 0,05 M a una temperatura de aproximadamente 37 °C. Este tratamiento se continu6é durante
aproximadamente 4 horas para obtener fragmentos peptidicos de cadena corta. Esta mezcla de fragmentos peptidicos
obtenidos después del tratamiento con tripsina se sometié a un tratamiento con 20 ug de carboxipeptidasa B a 37 °C
durante aproximadamente 18 horas, lo que dio como resultado una fragmentacién adicional de la cadena peptidica.
Estos fragmentos se separaron y se analizaron usando HPLC-UV en una columna HPLC C18 de 250 x 4,6 mm para
obtener un cromatograma. El cromatograma asi obtenido se compard con el cromatograma obtenido sometiendo
Copaxone al mismo tratamiento que se ha mencionado anteriormente.

Ejemplo: 20

(A) Composicion:

Ingrediente Cantidad (mg/1 ml)

Acetato de glatiramer|20,00
40,00

Manitol

Agua de inyeccion  |c.s. 1,0 ml

(B) Preparacion:

Se disolvié manitol parcialmente en agua para inyeccidon con agitacion. La solucién concentrada de acetato de
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glatiramer API se afiadid a esta solucién de manitol y se mezcld. El volumen final se completd con la cantidad restante
de agua para inyeccién. El pH de la solucién se comprobd (limite de pH: 5,5 a 7,0). La solucidn final se filtré con un filtro

de 0,2 p de poliétersulfona de calidad para esterilizacion. La solucion filtrada se introdujo en viales y los viales se
precintaron.

Ejemplo 21:

Técnica estadistica para evaluar la coherencia y re producibilidad del proceso de preparacion de los
marcadores de pesos moleculares.

Se generaron cinco conjuntos de marcadores de pesos moleculares usando diferentes lotes de acetato de glatiramer.
Cada conjunto contenia siete marcadores de peso moleculares que tenian diferentes pesos moleculares en el intervalo
de 2000 a 13000 daltons, como se muestra en la Tabla siguiente,

Conjunt | Conjunt | Conjunt | Conjunt (Conjunto
n1 n?2 n? nd [

12628 | 12208 | 12215 | 12373 | 12580
9892 9241 9915 10128 8939
7019 7991 6706 7870 6556
6185 6335 6073 6267 5890
5163 5704 5532 5631 4969
4888 4612 4755 4000 4069

El proceso estadistico de aleatorizacion se aplicé a estos cinco conjuntos de marcadores de pesos moleculares para
generar un conjunto mayor de marcadores de pesos moleculares, conteniendo cada conjunto siete marcadores de
peso moleculares como en la Tabla siguiente,

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

12215 | 12628 | 12373 | 12628 | 12215 | 12215 | 12215 | 12373 | 12373 | 12628
8939 10128 9241 8939 10128 9892 9892 9915 9915 9915
7991 6556 7991 7991 6556 7991 6706 6706 6706 6556
6267 6073 6335 6073 6267 6073 5890 5890 6267 6185
4969 5163 5704 5532 5704 4969 5532 5704 4969 4969
4755 4069 4069 4069 4000 4755 4612 4755 4755 4755

2989 3775 2989 2709 2989 2989 3671 3775 3671 3292

Estos conjuntos mas grandes de marcadores se usaron a continuacion para determinar el peso molecular del vértice
del pico del lote del acetato de glariramer y los resultados fueron como se muestran en la tabla siguiente,

Loten® | Min. | Max. | Dif | Media | sp | rsp | 'Mervalode °9°5”f,i/oa)”za (nivel del
Lotel | 6811 | 7108 | 297 | 6916 | 95,00 | 1,37 6971
Lote2 | 6739 | 7036 | 297 | 6842 | 95,61 | 1,40 6897
Lote3 | 6763 | 7060 | 297 | 6867 | 95,37 | 1,39 6922

Este estudio de aleatorizacion revelé que cualquier permutacién-combinacién de marcadores de pesos moleculares
tomados de diferentes conjuntos proporcionara resultados predecibles basandose en un intervalo de confianza del 95
%. Esto indica que el proceso descrito en el presente documento para la preparacion de marcadores de pesos
moleculares es coherente, reproducible y no se ve afectado por la variacion entre lotes del material de partida. Los
marcadores de pesos moleculares generados usando el proceso descrito en el presente documento a partir de

diferentes lotes de acetato de glatiramer proporcionaron resultados predecibles basandose en un intervalo de
confianza del 95 %.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de fracciones de polipéptidos, como marcadores de pesos moleculares para acetato de glatiramer, en el que las
fracciones de polipéptidos tienen una secuencia de aminoacidos aleatoria similar a la de acetato de glatiramer y se
obtienen mediante un proceso que comprende las etapas de,

a) someter una mezcla de polipéptidos, que es una mezcla de polipéptidos que contiene alanina, acido glutamico,
tirosina y lisina en la misma relacibn molar que esta presente en acetato de glatiramer, a cromatografia de
permeacion en gel (GPC)/Cromatografia de exclusion molecular (SEC) para obtener fracciones de polipéptidos
gue tienen pesos moleculares en el intervalo de 2 kD a 30 kD;

b) seleccionar fracciones de polipéptidos a usar como marcadores de pesos moleculares a partir de dichas
fracciones de polipéptidos obtenidas en la etapa a) de tal manera que una de las fracciones representa el peso
molecular del vértice del pico y otras fracciones estan distribuidas a ambos lados del peso molecular del vértice del
pico;y

c) determinar el factor de cola de estas fracciones de polipéptidos seleccionados.

2. El uso segun la reivindicacion 1, en el que dicho factor de cola de las fracciones de polipéptidos seleccionados esta
en el intervalo de 0,8 a 1.

3. El uso segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que la polidispersidad de dichas fracciones de
polipéptidos seleccionadas es menor que o igual a 1,20.

4. El uso segun la reivindicacion 3, en el que dicha mezcla de polipéptidos es acetato de glatiramer.

5. El uso segun la reivindicacion 1, en el que dicha GPC/SEC se lleva a cabo en una columna Superosa-12 o
Superdex-75 utilizando la fase movil seleccionada entre acetato de amonio o formiato de amonio en un intervalo de
concentracion de 0,1 a 0,3 M.

6. El uso segun la reivindicacion 5, en el que la columna es Superosa 12 (10 x 300 GL); la carga de la columna no
supera 50 mg y el caudal se ajusta en el intervalo de 0,4 a 0,6 ml/min.

7. Eluso segun la reivindicacion 1, en el que dichas fracciones de polipéptidos obtenidas en la etapa a) se liofilizan o en
el que el Mp de dichas fracciones seleccionadas se determina utilizando SEC-MALLS.

8. El uso segun la reivindicacion 1, en el que dichas fracciones de polipéptidos seleccionados se utilizan como
marcadores de pesos moleculares para determinar el peso molecular de un lote de acetato de glatiramer mediante un
proceso que comprende las etapas de,

a) calibrar la columna SEC/GPC utilizando las fracciones de polipéptidos seleccionadas;

b) establecer una relacién entre el tiempo de retenciéon y el log del peso molecular de estas fracciones
seleccionadas por medio de una curva de calibracion;

c) someter el lote de acetato de glatiramer cuyo peso molecular se va a determinar a SEC/GPC para obtener el
tiempo de retencion; y

d) utilizar la relacion entre el tiempo de retencién y el log del peso molecular para determinar el peso molecular del
lote de acetato de glatiramer.

9. El uso segun la reivindicacion 8, en el que se determina el peso molecular del vértice del pico del lote de acetato de
glatiramer.

10. El uso segun la reivindicacion 8, en el que dicha columna de SEC/GPC se selecciona entre Superosa-12 o
Superdex-75; y la fase movil se selecciona entre 0,1 y 0,3 M de acetato de amonio o formiato de amonio.

11. El uso segun la reivindicacion 1, en el que la consistencia y la reproducibilidad de dicho proceso se ensaya
mediante un método que comprende las etapas de

a) obtener multiples conjuntos de marcadores de pesos moleculares, mediante el proceso definido en la
reivindicacion 1, a partir de diferentes lotes de acetato de glatiramer, conteniendo cada conjunto marcadores de
pesos moleculares que tienen un peso molecular en el intervalo de 2000 a 13000 daltons;

b) asignando marcadores de pesos moleculares de cada conjunto obtenido en la etapa a) utilizando un proceso
estadistico de aleatorizacién para generar ademas un conjunto mas grande de marcadores de pesos moleculares;
y

c) utilizar estos conjuntos mas grandes obtenidos en la etapa b) como marcadores de pesos moleculares para
determinar mediante GPC el peso molecular de un lote de acetato de glatiramer.

12. El uso segun la reivindicacion 11, en el que dichos marcadores de pesos moleculares proporcionan resultados
predecibles basados en un intervalo de confianza del 95 % que demuestra la consistencia y la reproducibilidad del
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proceso para la preparacion de marcadores de pesos moleculares.

13. El uso segun la reivindicacion 4, en el que dicho acetato de glatiramer se prepara mediante un proceso que
comprende las etapas de,

a) tratar el copolimero protegido con HBr de aproximadamente el 7 % al 20 % en acido acético a aproximadamente
25 °C durante aproximadamente 21-23 horas para obtener el copolimero de trifluoroacetilo;

b) tratar dicho copolimero de trifluoroacetiio con una base para obtener el copolimero completamente
desprotegido; y

c¢) convertir el copolimero completamente desprotegido en acetato de glatiramer.

14. El uso segun la reivindicacién 13, en el que dicho tratamiento en la etapa a) se lleva a cabo a 25 °C +0,2 °C; dicho
HBr en acido acético esta opcionalmente pretratado con un secuestrante seleccionado entre fenol, resorcinol, tirosina,
bisulfito de sodio, tiosulfato de sodio, naftaleno, 1-naftol o 2-naftol; y dicha base se selecciona entre dietilamina,
dimetilamina o diisopropilamina.

15. El uso segun la reivindicacion 13, en el que dicha base es dietilamina.

16. El uso segun la reivindicacion 13, en el que dicha conversion del copolimero completamente desprotegido en
acetato de glatiramer comprende las etapas de,

a) concentrar una solucién acuosa de copolimero completamente desprotegido hasta un volumen minimo
utilizando filtracion en flujo tangencial (TFF) haciéndolo pasar a través de un casete de membrana de poliéter
sulfona que tiene un corte de pesos moleculares (MWCO) de 1 KD;

b) lavar la solucién concentrada de la etapa a) con agua hasta conseguir un pH de 8 a 9 seguido de lavado con una
solucion de acido acético al 0,3 % para el intercambio de sales para obtener acetato de glatiramer; y

¢) lavar el acetato de glatiramer obtenido en la etapa b) con agua hasta conseguir un pH de 5,5 a 7 para obtener
acetato de glatiramer puro.

17. El uso seguln la reivindicaciéon 16, en el que el peso molecular de dicho acetato de glatiramer se determina
mediante el proceso de la reivindicacién 8 o en donde dicho acetato de glatiramer tiene un contenido de tirosina
bromada de no méas de aproximadamente el 0,15 %, cuando se ensayé mediante HPLC en fase inversa y un contenido
de dietilamina de no méas de aproximadamente 5000 ppm, cuando se ensay6 mediante el método de cromatografia de
iones.

18. El uso segun la reivindicacion 16, en el que dicho acetato de glatiramer tiene un peso molecular promedio en el
intervalo de 5000-9000 Daltons.

19. El uso segun la reivindicacion 13, en el que el acetato de glatiramer se caracteriza adicionalmente por el mapeo de
péptidos utilizando tripsina y carboxipeptidasa B que comprende las etapas de,

a) tratamiento enzimatico del acetato de glatiramer utilizando tripsina para obtener fragmentos de péptidos de
longitudes de cadenas cortas;

b) tratar los fragmentos de péptidos obtenidos en la etapa a) con carboxipeptidasa B dando como resultado una
fragmentacion adicional de la cadena peptidica;

c) separar y analizar los fragmentos de péptido obtenidos en la etapa b) utilizando la técnica de HPLC para obtener
el cromatograma; y

d) comparar el cromatograma obtenido de esta manera con el cromatograma de referencia normalizado para
determinar la similitud estructural.

20. El uso segun la reivindicacion 19, en el que dicho patron de referencia es acetato de glatiramer comercial.
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