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Lie&ivo na poodavania interleukinu-2 a stabilizovany lyofilizovany alebo sprejovo sufeny
farmaceuticky prostriedok s obsahom interleukinu-2

Je popisané pouzitie interleukinu-2 (IL-2) na vyrobu lieciva
na podavanie IL-2 subjektu, ktory to potrebuje, a pouZitia
interleukinu-2 (IL-2) na vyrobu lie¢iva na zvySenie biolo-
gickej dostupnosti IL-2 podavaného subjektu. Je popisany
aj stabilizovany lyofilizovany alebo sprejovo suSeny farma-
ceuticky prostriedok, ktory obsahuje interleukinu-2 ako te-
rapeuticky &innu zlozku.
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LIECIVO NA PODAVANIE INTERLEUKiINU-2 A STABILIZOVANY
LYOFILIZOVANY ALEBO SPREJOVO SUSENY FARMACEUTICKY
PROSTRIEDOK S OBSAHOM INTERLEUKINU -2

Oblast’ techniky

Predkladany vynalez sa tyka pouZzitie interleukinu-2 (IL-2) na vyrobu
lieCiva na pouzitie na podavanie IL-2 subjektu, ktory to potrebuje, a pouzitia
interleukinu-2 (IL-2) na vyrobu lie€iva na zvySenie biologickej dostupnosti IL-2
podavaného subjektu. Vynalez sa taktiez tyka stabilizovaného lyofilizovaného
alebo sprejovo suSeného farmaceutického prostriedku, ktory obsahuje

interleukinu -2 ako terapeuticky ucinnu zloZku.

Doterajsi stav techniky

Plicna inhalacia poskytuje sfubny spésob absorpcie peptidov a
proteinov, ktoré su tazko oralne biologicky dostupné v doésledku
nedostatoéného transportu cez gastrointestinalny epitel alebo z dévodu vysokej
hladiny prvotného peceriového metabolizmu. Pripadné vyhody tohto spdsobu
dodavania lieCiv obsahujlcich peptidy alebo proteiny je vécSia miera abosrpcie
z dévodu absorpénej povrchovej plochy, ktora je priblizne 140 m?, a vysokého
objemu krvi (5000 ml/min v ludskych pltcach), prudiacim cez pftca. (Hollinger
(1985) v Respiratory Pharmacology and Toxicology (Saunders, PA) s. 1-20).
Nedostatok niektorych foriem peptidazovej/proteazovej aktivity v porovnani s
gastrointestinalnym traktom a nedostatok prvotného pecefioveho metabolizmu
absorbovanych zliéenin zvy$uje potenciélne vyhody podavania proteinovych
liegiv prostrednictvom plicnej inhalacie. Zaujem o tento spdsob podavania sa
zvy$il v poslednych rokoch, pretoze velké mnozstvo potencialnych lieCiv
obsahujlcich proteiny alebo peptidy je absorbovanych efektivnejsie z pfic ako
z gastrointestinalneho traktu. (Patton a Platz (1992) Adv. Drug. Del. Rev. 8:
179-196; Niven (1993) Pharm. Technol. 17: 72-82).
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Podavanie farmaceutickych formulacii obsahujucich peptidy alebo
proteiny pulmonalnou inhalaciou je zname, av$ak len niekolko prikladov bolo
kvantitativne dolozené. Pozri, napriklad, Hubbard a kol. (1989) Ann. Internal
Med. 3(3): 206-212 (plazma a-1-antripsin); Smith a kol. (1989) J. Clin. Invest.
84: 1145-1154 (a-1-proteinazovy inhibitor). Pokusy na zvieratach ukazali, ze ak

sa rekombinantny ludsky rastovy hormén zavédza pomocou aerosélu, ten je
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absorbovany z pluc rychlejSie a vysledkom je rychlejSi rast pri porovnani s
subkutannou injekciou (Oswein a kol. (1990), ,Aerosolization of Proteins” v
Proceedings of Symposium on Respiratory Drug Delivery |l (Keystone,
Colorado, March 1990). Rekombinantné verzie cytokinov gama interferén (IFN-
y) a nadorovy nekroticky o faktor (TNF-a) boli tiez pozorované v krvnom
rieCisku po aerosélovom podani do pluc (Debs a kol. (1988) J. Immunol. 140:
3482-3488). Uskutocnitelnost pulmonalneho dodavania faktoru stimulujuceho
koldonie granulocytov (G-CSF) a erytropoietinu (EPO) cicavcom bolo tieZz
predvedené. Pozri U.S. patenty €. 5 284 656 a 5 354 934, pripadne pozri U.S.
patent ¢. 5 907 848, kde sa systémovo uskutoChovalo dodavanie inzulinu
cicavéiemu hostitelovi pomocou inhalacie suchého praskového aerosoélu

obsahujuceho inzulin.

Napriek tymto prikladom dodavania proteinu pulmonalnou cestou,
zostava nepredpovedatelné &i urcity peptid méze byt dodavany so systémovym
efektom takymto spdsobom. Dalej, biologicka dostupnost polypeptidov
zavadzanych pulmonalnou cestou je zvyCajne dost nizka. Napriklad,
puimonalne  podanie  endotelinu-1  (ET-1), 21  aminokyselinového
vazokonstrikéného peptidu produkovaného edotelialnymi bunkami, nie je take
uéinné ako intravenozne podanie (Braquet a kol. (1989) J. Cardio. Pharm. 13,
suppl. 5: 143-146). Vazoaktivny intestinalny peptid, maly polypeptid s
molekulovou hmotnostou 3 450 daltonov (D), ktory zapriCifiuje
bronchodilataciu, ked sa poda intraven6zne zvieratam, vratane [udi, nema
dostatodny uginok, ked sa podava inhalaciou. (Barrowcliffe a kol. (1986)
Thorax. 41/42: 88-93).

Uspesné dodavanie peptidov alebo proteinov hiboko do tkaniv pluc
zavisi od mnohych faktorov. Rozsah absorpcie vnutri pficnych tkaniv sa meni
podla velkosti a truktury polypeptidu a pouZitého zariadenia na zavadzanie, v
rozsahu od 0 - 95 % podavanej davky. Pristroje na dodavanie su nebulizatory,
inhalatory  odmeriavajuce davku a praskové inhalatory.  Priprava
farmaceutickych kompozicii obsahujlcich proteiny alebo peptidy ako vodne

kvapalné aerosoly, nevodné suspenzné aerosély alebo suché praskove
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aerosély na plucne zavadzanie s pouZitim takychto pristrojov na dodavanie
moze ovplyvnit stabilitu polypeptidu, a z toho dévodu biologicki dostupnost' a
taktieZ biologicku aktivitu po zavedeni. Pozri Wall (1995) Drug delivery 2: 1 - 20,
Krishnamurthy (March 1999) BioPharm., s. 34 - 38). Teda, uspe$né pllcne
podavanie urcitého terapeutického proteinu spésobujice systémovy efekt sa
neda predpokladat dopredu pri testovani na zvieracich modeloch. Jednym
takymto modelom je intratracheélna (IT) technika (Niven a kol. (1994) Pharm.
Res. 12: 1142 - 1149; Niven a kol. (1995) Pharm. Res. 12 1889-1895). Tento
model predpoveda pfucnu absorpciu terapeutického proteinu (pozri, napriklad
Patton a kol. (1994) J. Controlled Release 28: 79-85).

Interleukin-2 sa normalne podava intravenéznou alebo subkutannou
injekciou. Plucne podavanie tohto proteinu poskytuje neinvazivnu alternativu k
tymto spésobom podavania. Plucna inhaldcia interleukinu-2 bola opisana s
pouzitim nebulizatora, ktorym sa dodava vodna kvapalna formulacia
obsahujuca IL-2. (U.S. patent €. 5 399 341 a 5 780 012). AvSak sa ukazalo, ze
plucne podavanie polypeptidov vo forme aerosdlu s pouzitim rozprasovacieho
systému denaturuje niektorych polypeptidov. (pozri Ip a kol. (1995) J. Pharm.
Sci. 84: 1210-1214 (interferdn); Niven a kol. (1994) Int. J. Pharm. 109: 17-26
(rekombinantny faktor stimulujuci kolénie granulocytov); a Niven a kol. (1995)
Phar. Res. 12: 53-59). V priebehu rozpraSovania je polypeptid vystaveny

Smykovému napatiu, ktoré méze zvySovat stratu biologickej aktivity.

So zretelom na vyS$Sie uvedené, dodavanie proteinov s vysokou
biologickou dostupnostou zostdva narocnou ulohou. NavySe existuje potreba

neinvazivnych metdd podavania IL-2 so systémovou odozvou.

Podstata vynalezu

Predmetom tohto vynalezu je pouzitie interleukinu-2 (IL-2) na vyrobu
lieCiva na podavanie IL-2 subjektu, ktory to potrebuje, spdsobom, ktory

zahrnuje:
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a) ziskanie farmaceutického prostriedku obsahujiceho  stabilizovany

monomeérny IL-2 alebo jeho varianty,

b) vyrobu tohto prostriedku ako vodného, alebo nevodného roztoku,

vodnej, alebo nevodnej suspenzie, alebo ako suchej praskovej formy; a

c) podanie tohto roztoku, suspenzie a suchej praskovej formy tohto

prostriedku uvedenému subjektu prostrednictvom plucnej inhalacie.

Predmetom tohto vynalezu je taktieZz pouZitie interleukinu-2 (IL-2) na
vyrobu lieCiva na podavanie [L-2 subjektu, ktory to potrebuje, spésobom, ktory
zahrnuje:

a) ziskanie vysoko absorbovatelného farmaceutického prostriedku
obsahujuceho monomérny IL-2, pricom tento prostriedok obsahuje aspori
jednu povrchovo aktivnu latku v mnozstve dostatoénom na zvySenie absorpcie

tohto prostriedku po plfacnej inhalacii prostriedku.

b) vyrobu tohto prostriedku ako vodného, alebo alebo nevodného roztoku,

vodnej, alebo alebo nevodnej suspenzie alebo ako suchej praskovej formy; a

c) podanie tohto roztoku, suspenzie a suchej praskovej formy tohto

prostriedku uvedenému subjektu prostrednictvom plucnej inhalacie.
Predmetom tohto vynalezu je dalej pouZitie interleukinu-2 (IL-2) na

vyrobu lie¢iva na podavanie IL-2 subjektu, ktory to potrebuje, spésobom, ktory

zahrnuje:

a) ziskanie farmaceutického prostriedku obsahujuceho multimérny IL-2

alebo jeho varianty,

b) vyrobu uvedeného prostriedku ako vodného, alebo nevodného roztoku,

vodnej, alebo alebo nevodnej suspenzie alebo ako suchej praskovej formy; a

c) podanie uvedeného roztoku, suspenzie alebo suchej praskovej formy

tohto prostriedku subjektu prostrednictvom plticnej inhalacie.

Predmetom tohto vynalezu je rovnako pouzitie interleukinu-2 (IL-2) na
vyrobu lie¢iva na podavanie IL-2 subjektu, ktory to potrebuje, spésobom, ktory

zahrnuje:
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a) ziskanie farmaceutického prostriedku obsahujuceho stabilizovany

lyofilizovany, alebo sprejovo suseny IL-2, alebo jeho varianty ;

b) vyrobu uvedeného prostriedku ako vodného, alebo nevodného roztoku,

vodnej, alebo alebo nevodnej suspenzie alebo ako suchej praskovej formy; a

c) podanie uvedeného roztoku, suspenzie alebo suchej praskovej formy

tohto prostriedku subjektu prostrednictvom plucnej inhalacie.

Predmetom tohto vyndlezu je rovnako pouzitie interleukinu-2 (IL-2) na
vyrobu lie€iva na zvySenie biologickej dostupnosti IL-2 podavaného subjektu
prostrednictvom plucnej inhalacie, spdsobom, ktory zahrriuje podavanie vysoko
absorbovatelného farmaceutického prostriedku obsahujuceho monomérr-ly fL-2
uvedenému subjektu prostrednictvom plucnej inhalacie, pricom tento
prostriedok  obsahuje aspon jednu povrchovo aktivhu latku v mnozstve
dostatocnom na zvy$enie absorpcie tohto prostriedku po plucnej inhalacii

prostriedku.

Predmetom tohto vynalezu je rovnako pouzitie interleukinu-2 (IL-2) na
vyrobu lie¢iva na zvySenie biologickej dostupnosti IL-2 podavaneho subjektu
prostrednictvom pltcnej inhalacie, spésobom, ktory zahriuje podavanie
farmaceutického  prostriedku  obsahujuceho multimémy IL-2 uvedenému
subjektu prostrednictvom plucnej inhalacie, pricom tento prostriedok obsahuje

aspof jednu povrchovo aktivnu latku v mnozZstve dostatocnom na zvysenie

absorpcie tohto prostriedku po plucnej inhalacii prostriedku.

Predmetom tohto vynalezu kone¢ne je pouZitie interleukinu-2 (IL-2) na
vyrobu lie¢iva na zvy$enie biologickej dostupnosti IL-2 podavaného subjektu
prostrednictvom plucnej inhalacie, spdsobom, ktory zahriiuje podavanie
farmaceutického prostriedku obsahujiceho stabilizovany, lyofilizovany, alebo
sprejovo su$eny IL-2 uvedenému subjektu prostrednictvom pltcnej inhalacie,
pricom tento prostriedok obsahuje aspor jednu povrchovo aktivnu latku v
mnoZstve dostatoénom na zvy$enie absorpcie tohto prostriedku po plucnej

inhalacii prostriedku.
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Predmet tohto vynalezu dalej tvori stabilizovany lyofilizovany alebo
sprejovo suseny farmaceuticky prostriedok, ktorého podstata spociva v tom, ze

obsahuje:

interleukin-2 (IL-2) ako terapeuticky ucinnu zlozku;

aspon jedno Cinidlo na zvacSenie objemu pritomné v mnozstve od asi
0 % do asi 5 %;

aspon jeden cukor vybrany zo suboru pozostavajiceho zo sacharozy,
trehaldzy, rafinézy, stachydzy, sorbitolu alebo aspod z jednej aminokyseliny
vybranej zo skupiny pozostavajucej z argininu a lyzinu, kde tento cukor je
pritomny od asi 0 % do asi 9 %, a kde tato aminokyselina je pritomna od. asi 0

% do asi 1 %; a

pufrovacie ¢inidlo na udrZanie tohto prostriedku pri pH v rozsahu od asi

4,0 do asi pH 8,5 ked je tento prostriedok rekonstituovany ako kvapalina.

Prehlad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1 ukazuje profily strednej plazmovej koncentracie Proleukinu po
intratrachealnom (IT) (750 ug rhiL-2/zviera) a subkutannom (SC) (150 pg rhiL-

2/zviera) podani krysam.

Obrazok 2 ukazuje profily stredne] plazmovej koncentracie
monomérneho rhlL-2 s polysorbatom 80 (Tween 80) po intratrachealnom (IT)

(375 ng/zviera) a subkutannom (SC) (75 pg/zviera) podani krysam.

Obrazok 3 ukazuje plazmovu koncentraciu IL-2 po intratrachealnom (IT)
(375 ng/zviera), subkutdnnom (SC) (150 ng/zviera) alebo intraven6znom (IV)
(150 pg/zviera) podani monomérneho rhiL-2 s alebo bez polysorbatu 80
(Tween 80) krysam.

Obrazok 4 ukazuje plazmovl koncentraciu IL-2 po intratrachealnom (IT)
(400 pg/zviera), subkutannom (SC) alebo intravenéznom (IV) (0,5 mg/zviera)
podani monomérneho rhiL-2 s alebo bez polysorbatu 80 (Tween 80) alebo

argininu krysam.
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Obrazok 5 ukazuje plazmovu koncentraciu IL-2 po intratrachealnom (IT)
(400 pg/zviera) podani monomérneho rhiL-2 alebo Proleukinu s réznymi
povrchovo aktivnymi Cinidlami (Poloxamer 188, PEG 4600 a polysorbat 80
(Tween 80) v réznych Casoch). VSetky monomeérne rhiL-2 formulacie obsahuju

arginin, zatial' Co formulacie Proleukinu neobsahuju arginin.

Podrobny opis vynalezu

Vynalez je zaloZeny na spdsoboch podavania interleukinu-2 (IL-2)
prostrednictvom plucnej inhalacie. Pouzitia podla tohto vynalezu zahfnaju
pripravu farmaceutického prostriedku obsahujceho IL-2 na nasledné podévanie
ako vodného alebo nevodného roztoku alebo suspenzie alebo suchej praskove;
formy. Medzi prostriedky na pouzitie podla tohto vynalezu patria prostriedky
obsahujuce stabilizovany monomerny |L-2 alebo jeho varianty, prostriedky
obsahujuce multimérny IL-2 a prostriedky obsahujuce stabilizovany lyofilizovany
alebo sprejovo suseny IL-2. Kazdy z tychto prostriedkov méze dalej obsahovat
tenzid v dostatoénom mnoZstve na zvySenie absorpcie tohto prostriedku po
jeho plucnej inhalacii. Takéto prostriedky su oznaCované ako vysoko

absorbovatelné prostriedky.

Vynalez umozfiuje spdsob zvySenia biologickej dostupnosti IL-2
podavaného subjektu prostrednictvom plucnej inhalacie. Tento spdsbo
zahriuje pripravu aerosolu alebo iného vhodného preparatu vysoko
absorbovatelnych prostriedkov popisanych v tomto vynaleze a podavanie
aerosolu alebo iného vhodného preparatu subjektu prostrednictvom plucnej
inhalacie.

Spoésoby podavania interleukinu, predovsetkym interleukinu-2, subjektu
sa vykonavaju prostrednictvom plicnej inhalécie. Interleukin-2 je lymfokin
produkovany normalnymi periférnymi lymfocytmi v krvi a je v tele pritomny v
nizkych koncentraciach. To spdsobuje proliferaciu T buniek stimulovanych
antigénom alebo mitogénom po vystaveni pésobeniu rastlinnym lektinom,
antigénom alebo inym stimulom. [L-2 prvy raz opisal Morgan a kol. (1976)

Science 193: 1007-1008 a pdvodne bol pomenovany ako rastovy faktor T
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buniek kvéli jeho schopnosti indukovat proliferaciu stimulovanych T lymfocytov.
Ide o protein s uvadzanou molekulovou hmotnostou v rozmedzi od 13 000 do
17 000 (Gillis a Watson (1980) J. Exp. Med. 159: 1709) a izoelektricky bod ma
v rozmedzi od 6 - 8,5. Pripusta sa okrem toho, ze vlastnosti rastového faktora,
menia funkcie imunitného systému in vitro alebo in vivo. IL-2 je jeden z
niekolkych lymfocyty produkujucich mediatorovych regulatorov, ktoré
sprostredkovavaju interakcie a funkcie v bunke. Spdsoby tu opisané zahfiiaju
pulmonalnu inhalaciu IL-2 alebo jeho variantov. IL-2 proteiny a jeho varianty
zahrnuté v predkladanom vynaleze su uvedené podrobne nizSie, po opisani

spdsobov a kompozicii podla vynalezu.

Spdsoby podla vynalezu zahffiaju pripravu farmaceutickych kompozicii
obsahujucich IL-2 alebo jeho varianty vo forme vhodnej na pulmonaine
dodavanie a podavanie pripravku subjektu pulmonalnou inhalaciou. Vyrazom
Jpulmonalna inhalacia® sa mysli podavanie farmaceutickej kompozicie priamo
do plfuc zavadzanim tejto kompozicie v aeroséle alebo inej vhodnej forme

z dodavacieho pristroja do ustnej dutiny subjektu pri€om subjekt inhaluje cez
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ustnu dutinu. Vyrazom ,aerosol* sa mysli suspenzia pevnych alebo kvapalnych
Castic v prudiacom vzduchu alebo inom fyziologicky prijatelnom plynnom prude.
Iné vhodné pripravky zahfnaju, nie st vSak na ne obmedzené, hmlu, paru alebo
sprejové pripravky, pokial Castice obsahujuce kompoziciu proteinu su
zavadzané vo velkosti, ktora je nizSie opisana pre farmaceutickl kompoziciu vo
forme sucheho prasku. Pulmonalna inhalacia sa méze uskuto€rovat aj inymi
vhodnymi spésobmi, ktoré su zname odbornikom v odbore. Tie mézZu
zahriovat kvapalnu instilaciu, pri ktorej sa pouzije vhodné zariadenie alebo iné
takéto spdsoby. Pulmonalna inhalacia ma za nasledok usadzovanie
inhalovanych kompozicii proteinu v alveolach pfuc subjektu. Usadené proteiny
sa mozu absorbovat, pasivne alebo aktivne, cez vrstvy epitelu alveol- alebo

epitetu kapilar do krvného rieCiska na naslednu systémovu distribuciu.

Pulmonalne podavanie polypeptidov alebo proteinov ako je IL-2 vyZaduje
davkovanie biologicky aktivnych substancii z davkovacich pristrojov do Ustnej
dutiny subjektu poc¢as inhalacie. Pre ulely predkladaného vynalezu, kompozicie
obsahujuce IL-2 alebo jeho varianty sa podavaju inhalaciou aerosélu alebo
iného vhodného pripravku, ktory sa ziska z vodného alebo nevodného roztoku
alebo suspenzie alebo pevnej alebo suche] praskovej formy farmaceutickej
kompozicie, v zavislosti od pouzitého davkovacie pristroja. Takéto davkovacie
pristroje su zname zo stavu techniky, ale nie su na ne obmedzene,
nebulizatory, inhalatory odmeriavajuce davku, inhalatory suchého prasku a iné
primerané  davkovacie = mechanizmy, ktoré  umoziuju  davkovanie
farmaceutickych kompozicii vo forme vodného alebo nevodného roztoku alebo
suspenzie alebo ako pevné alebo suché prasky. Vyrazom ,vodny" sa mysli
kompozicia pripravena s, obsahujuca alebo rozpustena vo vode, vratane zmesi
kde je voda prevladajlicou substanciou zmesi. Prevladajuca substancia je
pritomna v omnoho vaésom mnoZstve ako ostatné komponenty zmesi.
Vyrazom ,nevodny” sa mysli kompozicia pripravena s, obsahujuca alebo
rozpustena v substancii inej ako voda alebo zmesi, kde voda nie prevladajucou
substanciou v zmesi. Vyrazom ,roztok sa mysli homogénny pripravok jednej
alebo dvoch substancii, ktoré mézu byt pevné, kvapalné alebo plynné alebo ich

vzajomné kombinacie. Vyrazom ,suspenzia“ sa mysli zmes substancii, pricom
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jedna alebo viac nerozpustnych substancii je homogénne dispergovanych v ingj

prevladajucej substancii.

Pre GcCely predkladaného vynalezu su vyrazy ,pevny‘ alebo ,suchy
prasok® zamenitelné. Vyrazom ,pevna“ alebo ,sucha praskova“ forma
farmaceutickej kompozicie sa mysli kompozicia vysusena na jemny prasok s
obsahom vlhkosti menej ako priblizne 10 % hmotn., zvyCajne menej ako
priblizne 5 % hmotn. a vyhodne menej ako priblizne 3 % hmotn. Tato sucha
praskova forma kompozicie pozostava z Castic obsahujucich IL-2 alebo jeho
varianty. Castice maju vyhodne stredny priemer menej ako priblizne 10 um,
vyhodnejSie menej ako priblizne 7 um, este vyhodnejSie menej ako priblizne 6
um a este vyhodnejsie v rozmedzi od 0,1 do 5 um, najvyhodnejSie v rozmedzi

od 1,0 do priblizne 5 um.

Teda, kvapalné farmaceutické kompozicie obsahujuce IL-2 alebo jeho
varianty uréené na pouzitie v spdsoboch podla predkladaného vynalezu mézu
byt dalej pouZité ako kvapalny roztok alebo suspenzia v davkovacom pristroji
alebo mdézu byt najskér spracované na suchu pradkovu formu s pomocou
lyofilizacie alebo sprejovych su$iacich technik znamych v odbore. Kvapalny
roztok alebo suspenzia sa pouZiva v dodavacom pristroji, nebulizatori,
inhalatore odmeriavajucom davku alebo inom vhodnom dodavacom zariadeni
ako jednotliva a rozdelena davka na pulmonélnu inhalaciu farmaceuticky
uéinného mnozstva kompozicie do pluc subjektu ako kvapdcéky, ktoré maju
rovnaku velkost ako bolo vy3Sie uvedené pre suchu praskova formu. Vyrazom
Jfarmaceuticky u€inné mnozstvo“ sa mysli mnozstvo potrebné na lieCenie,
prevenciu alebo diagnostiku choroby alebo tazkosti. Kvapalny roztok alebo
suspenzia kompozicie sa mdZe pouZit' s fyziologicky vhodnymi stabilizujucimi
¢inidlami, napuciavadlami, excipientami, povrchovo aktivnymi latkami alebo ich
kombinaciami ako sa pojednava dalej. Priklady vhodnych excipientov zahrnuju,
ale nie su na ne obmedzené, pufre, modifikatory viskozity alebo iné

terapeuticky neaktivne ale funkéné aditiva.
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Kvapalné farmaceutické kompozicie sa prednostne lyofilizuji na pouzitie
v spdsoboch podla vynalezu, priCom lyofilizované kompozicie sa mell za
ziskania jemného suchého prasku pozostavajuceho =z C&astic velkosti
uvedenych vyssSie. Sprejoveé suSenie sa pouziva na ziskanie suchej praskovej
formy kvapalne] farmaceutickej kompozicie, priCom proces sa realizuje za
podmienok, vysledkom ktorych je v podstate jemny amorfny suchy prasok
pozostavajuci z Castic, ktorych pozadovana velkost je uvedena vyssie.
Podobne, ked je uz pociatocna farmaceuticka kompozicia v lyofilizovanej
forme, mbéze sa kompozicia pomliet, za ziskania suchej praskovej formy na
dalSiu pripravu aerosdlu alebo iného pripravku vhodného na pulmonalinu
inhalaciu. Ked zaciato¢nou farmaceutickou kompoziciou je sprejovo susena
forma, kompozicia je vyhodne pripravena tak, Ze je uz v suchej praskovej forme
¢astice maju vhodnu velkost na davkovanie ako vodny alebo nevodny roztok
alebo suspenzia alebo sucha praskova forma v sulade so spdsobmi
pulmonalneho podavania podfa vynalezu. Spdsoby pripravy suchej praskovej
formy farmaceutickych kompozicii pozr, napr. WO 96/32149, WO 97/41833,
WO 98/29096 a U.S. patenty ¢. 5 976 574, 5 985 248 a 6 001 336; tu uvedené

ako odkazy.

Vysledna sucha praskova forma kompozicie sa potom umiestni vo vnutri
vhodného davkovacieho pristroja kvéli naslednej priprave aerosoélu alebo iného
vhodného prostriedku, ktory je dodavany subjektu pulmonalnou inhalaciou.
Sucha praskova forma farmaceutickej kompozicie sa pripravi a davkuje sa za
pouzitia inhalatora odmeriavajuceho davku alebo iného vhodného pristroja ako
vodny alebo nevodny roztok alebo suspenzia. Farmaceuticky ucinné mnoZstvo
suchej praskovej formy kompozicie sa podava ako aerosél alebo iny
prostriedok vhodny na pulmonalnu inhalaciu. MnoZstvo suchej praskovej formy
kompozicie umiestnené vo vnutri dodavacieho pristroja umoznuje dostatocné
dodavanie farmaceuticky uéinného mnozstva kompozicie subjektu inhalaciou.
MnoZstvo suchej praskovej formy umiestnené v dodavacom pristroji bude
kompenzovat mozné straty pristroja poCas skladovania a dodavania suchej
praskovej formy kompozicie. Po umiestneni suchej praskovej formy vo vnutri

dodavacieho pristroja, Castice vhodnej velkosti ako je uvadzané vy$sSie su
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suspendované v pohonnej latke aerosolu. Stlaéena nevodna suspenzia je
potom uvolnena z dodavacieho pristroja do dychacich ciest subjektu pocas
inhalacie. Dodavaci pristroj dodava davku kompozicie jednorazovo alebo
rozdelent na viacero davok pulmonalnou inhalaciou do plic subjektu v
farmaceuticky Gu¢innom mnozstve. Aerosdlova pohonna latka méze byt kazda
bezna latka pouzivana na tento ucel, ako je chlérfluéruhlik, hydrochlor-
fluéruhlik, hydrofluéruhlik alebo uhlovodiky, vratane trichlorfluérmetanu,
dichlérdifluérmetanu, dichlértetrafluérmetanu, dichlérdifluérmetanu,
dichlortetrafluéretanolu a 1,1,1,2-tetrafluéretanu  alebo ich kombinacie.
Povrchovo aktivne latky sa mézu pridavat k farmaceutickej kompozicii na
redukciu adhézie suchého prasku obsahujiceho proteiny k stenam
dodavacieho pristroja, z ktorého sa aerosol davkuje. Vhodné povrchovo aktivne
latky na takéto pouzitie zahfiaju, ale nie su na ne obmedzené, sorbitan trioleat,
séjovy lecitin a olejova kyselina. Pristroje vhodné na pulmonalne zavadzanie
suchej praskovej formy kompozicie proteinu ako nevodna suspenzia su
komeréne dostupné. Priklady takychto pristrojov zahrfiiuju inhalator
odmeriavajuci davku Ventolin (Glaxo Inc., Research Triangle Park, NC) a
inhalator Intal (Fisons, Corp., Bedford, MA). Pozri tiez aerosélové dodavacie
pristroje opisané v U.S. patentoch 5 522 378, 5 775 320 5 934 272 a 5 960
792, tu zahrnuté ako odkazy.

Ked pevna alebo sucha praskova forma farmaceutickej kompozicie ma
byt dodavana ako sucha praskova forma, vyhodnym dodavacim pristrojom je
inhalator suchého prasku. Sucha praskova forma farmaceutickej kompozicie sa
vyhodne pripravuje ako suchy praskovy aerosél dispergovanim v prudiacom
vzduchu alebo v inom fyziologicky prijateflnom plynnom pride beZznym
spbésobom. Priklady komeréne dostupnych inhalatorov suchého prasku
vhodnych na pouzitie podla spdsobov tu uvedenych zahriuji Spinhaler
praskovy inhalator (Fisons Corp., Bedford, MA) a Ventolin Rotahaler (Glaxo,
Inc. Research Triangle Park, NC). Pozri tiez dodavacie zariadenia suchého
prasku opisané v WO 93/00951, WO 96/09085, WO 96/32152 a U.S. patenty 5
458 135, 5 785 049 a 5 993 783, tu zahrnuté ako odkazy.
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Farmaceuticka kompozicia vo forme suchého prasku obsahujuca IL-2
alebo jeho varianty sa méze rekonstituovat na vodny roztok na nasledné
dodavanie ako vodny roztok aerosélu s pouzitim nebulizatora, inhalatora
odmeriavajuceho davku alebo iného vhodného dodavacieho pristroja. V
pripade nebulizatora vodny roztok drzany vo vnutri fluidnej nadrzky sa premeni
na vodny sprej, ktorého len mala cCast opusta nebulizator kvdli dodaniu
kompozicie subjektu v akomkolvek Case. Zostavajuci sprej sa odvedie spat’ do
fluidnej nadrzky vo vnutri nebulizatora, kde sa znova aerosilizuje na vodny
sprej. Tento proces sa opakuje dovtedy, kym fluidna nadrzka nie je Upiné
vyCerpana alebo do vtedy, kym podavanie aerosolizovaného spreja nie je
ukoncené. Takéto nebulizatory su komeréne dostupné a zahriuju, napriklad
nebulizator Ultravent (Mallinckrodt Inc., St. Luis, MO) a nebulizator Acorn |l
(Marquest Medical Products, Englewood, CO). Pozri tiez nebulizator opisany v
WO 63/00951, a zariadenie na dodavanie aerosolizovanej vodnej formulacie

opisané v U.S. patente €. 5 544 646, tu zahrnuty ako odkaz.

Akakolvek IL-2 farmaceuticka kompozicia sa mdze pouzit' v spésoboch
podla vynalezu. Takéto farmaceutické kompozicie si zname v odbore a
zahfnaju, ale nie st na ne obmedzené, tieto zverejnené U.S. patenty ¢. 4 745
180; 4 766 106; 4 816 440; 4 894 226; 4 931 544 a 5 078 997, vSetky su tu
zahrnuté ako odkazy. Kvapalné, lyofilizované alebo sprejovo susené
kompozicie obsahujuce IL-2 alebo jeho varianty, ktoré si zname zo stavu
techniky sa mdzu pripravit ako vodny alebo nevodny roztok alebo suspenzia
alebo ako sucha praskova forma na dalSie podavanie subjektu pulmonalnou
inhalaciou. Kazda z tychto kompozicii bude obsahovat IL-2 alebo jeho varianty
ako terapeuticky alebo profylakticky aktivhu zlozku. Vyrazom  terapeuticky
alebo profylakticky aktivna zloZzka"“ sa mysli IL-2 alebo jeho varianty $pecificky
inkorporované do kompozicie za ucelom vyvolat pozadovany terapeuticky
ucinok s ohladom na lieCenie, prevenciu alebo diagnostikovanie ochorenia
alebo potiaZzi u subjektu, ked sa farmaceuticka kompozicia podava subjektu.
Vyhodne farmaceuticka kompozicia zahfila vhodné stabilizujuce Einidla,
napuciavadla alebo oboje na minimalizovanie problémov spojenych so stratou

stability proteinu a biologickej aktivity pocas lyofilizacie, sprejovom suseni alebo
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aerosolizacie, vratane spdsobov pulmonéalneho podavania podla vynalezu.

Vo vyhodnom uskutoéneni vynalezu, farmaceutické kompozicie
pouzitelné v spdsoboch podla vynalezu su kompozicie obsahujice
stabilizovany monomérny IL-2 alebo jeho varianty, kompozicie obsahujuce
multimérny IL-2 alebo jeho varianty, kompozicie obsahujuce stabilizovany
lyofilizovany alebo sprejovo sudeny IL-2 alebo jeho varianty a vysoko

absorbovatelné formy takychto kompozicii, ako sa tu uvadza.

Farmaceutické kompozicie obsahujuce monomérny IL-2 alebo jeho
varianty su zverejnené v zavislej prihlake s nazvom ,Stabilizovaneé kvapalne
polypeptidy obsahujice farmaceutické kompozicie® (Stabilized ‘Liquid
Polypeptide-containing Pharmaceutical Compositions) podanej 4. oktobra 1999
s C&islom 60/157696, ktorej uvedenie je tu zahrnuté ako odkaz. Vyrazom
,monomérny* IL-2 sa myslia molekuly proteinu, ktoré su pritomné v podstate vo
svojej monomérne] forme, nie v agregovanej forme, vo farmaceutickych
kompoziciach tu opisanych. Preto kovalentné alebo hydrofébne oligomery
alebo agregaty IL-2 nie su pritomné. Stru¢ne, IL-2 alebo jeho varianty v tychto
kvapalnych  kompoziciach je  formulovany s uritym  mnozZstvom
aminokyselinovej bazy, ktord zmen$uje moznost tvorby agregatov IL-2 alebo
jeho variantov pofas skladovania. Aminokyselinova baza je aminokyselina
alebo kombinacia aminokyselin, kde ktorakolvek aminokyselina je pritomna aj
vo forme ako volna baza alebo ako sol. Vyhodné aminokyseliny su vybrané zo
skupiny pozostavajucej z argininu, lyzinu, kyseliny asparagovej alebo kyseliny
glutamovej. Tieto kompozicie dalej obsahuju pufor na udrZiavanie pH kvapalnej
kompozicie s rozsahom prijatelnym na udrZanie stability [L-2 alebo jeho
variantov, kde pufrom je v podstate kyselina bez svojej soli, kyselina vo svojej
soli alebo zmes kyseliny a jej soli. Vyhodne je kyselina vybrana zo skupiny
obsahujlicej kyselinu jantarovd, kyselinu citrénovu, kyselinu fosfore¢nu alebo

kyselinu glutamovu.

Aminokyselinova baza v tychto kompoziciach sliuZi na stabilizaciu IL-2
jeho variantov proti vzniku agregatov poCas skladovania kvapalnej

farmaceutickej kompozicie, s pouzitim kyseliny v podstate bez svojej soli,

31983/B



12

kyseliny vo svojej soli alebo zmesi kyseliny a jej soli ako pufra, pricom
vysledkom je kvapalnd kompozicia, ktorej osmolarita je blizka izotonickej. Ku
kvapalnym farmaceutickym kompoziciam sa méZu dodatoCne pridat dalSie
stabilizujuce ¢&inidla, obzvlast metionin, neiénové povrchovo aktivne latky ako je
polysorbat 80 a EDTA, na dalSie zvySenie stability polypeptidu. Takéto
kvapalné farmaceutické kompozicie su stabilizované ako je spominané,
pridavkom aminokyselinovej bazy v kombinacii s kyselinou v podstate bez jej
soli, kyselinou s jej solou alebo zmesou kyseliny a jej soli, vysledkom ¢oho je
kompozicia so zvy$enou stabilitou pri skladovani pri porovnani s kvapalnou
kompoziciou formulovanou bez pritomnosti kombinacie tychto dvoch

komponentov.

Tieto kvapainé farmaceutické kompozicie obsahujuce stabilizovany
monomeérny IL-2 alebo jeho varianty sa mézu pouZit bud ako vodna forma
alebo pripravit ako pevna alebo sucha praskova forma na pouzitie v spésoboch

podla predkladaného vynalezu, ako je uvedené vyssie.

Priklady farmaceutickych kompozicii obsahujucich multimérny ludsky IL-
2 alebo jeho varianty su zverejnené v U.S. patente ¢. 4 604 377, zverejnenie,
ktorého je tu zahrnuté ako odkaz. Vyrazom multimérny sa myslia molekuly
proteinu pritomné vo farmaceuticke] kompozicii v mikroagregovanej forme,
ktorej molekulové asociacie pozostavaju z 10-50 molekul. Tieto multiméry su
pritomné ako volne viazané, fyzikalne spojené IL-2 molekuly. Lyofilizovana
forma tychto kompozicii je komeréne dostupna pod obchodnym nazvom
Proleukin (Chiron Corporation). Lyofilizované formulacie zverejnené v tomto
odkaze  zahruju  selektivne  oxidovany,  mikrobiaine  produkovany
rekombinantny ludsky IL-2 (,rhIL-2%), v ktorom rekombinantny IL-2 je primieSany
k vo vode rozpustnému nosiCu ako je manitol, ktory poskytuje objem a
dostato¢nému mnozZstvu dodecylsulfatu sodného na zabezpecenie rozpustnosti
rekombinantného [L-2 vo vode. Tieto kompozicie su vhodné na rekonstituciu vo
vodnej injekcii pri parenteralnom podani a stabilné a dobré tolerované fudskymi
pacientmi. Po rekonstituovani si IL-2 a jeho varianty zachovavaju multimeérny

stav. Takéto lyofilizované alebo kvapalné kompozicie obsahujuce multimérny
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IL-2 alebo jeho varianty su zahrnuté v spdsoboch podla predkladaného

vynalezu.

Ked farmaceutické kompozicie obsahujice [IL-2 alebo jeho varianty su
spracované do pevnej alebo suchej praskovej formy na dalSie dodavanie ako
aerosol, méze byt ziaduce aby bol pritomny nosiCovy material, ktory slizi ako
¢inidlo na zvacSenie objemu alebo stabilizujuce Cinidlo. Takto predkladany
vynalez zahfna stabilizované lyofilizované alebo sprejovo suSené farmaceutické
kompozicie obsahujuce IL-2 alebo jeho varianty na pouzitie v spdsoboch podla
predkladaného vynalezu. Tieto kompozicie mdzu dalej obsahovat aspon jedno
¢inidlo na zvacsenie objemu, aspon jedno Cinidlo v mnozstve dostatoc¢nom na
stabilizaciu proteinu polas susSiaceho procesu alebo obe ¢Cinidla. Vyrazom
,stabilizovany” sa mysli IL-2 protein alebo jeho varianty, ktoré si zachovavaju
monomérnu alebo multimérnu formu a taktiez aj iné kfu¢ové vlastnosti ako je
kvalita, Cistota a ucinnost po lyofilizacii alebo sprejovom suseni za ziskania

pevnej alebo suchej praskovej formy kompozicie.

Vyhodné nosi¢ové materialy pouZivané ako Cinidla na zva¢Senie objemu
zahfiaju glycin, manitol, alanin, valin alebo ich kombinacie, najvyhodnejsi je
glycin. Cinidlo na zvaé$enie objemu je pritomné vo formulacii v rozmedzi od 0
% do priblizne 10 % (w/v), v zavislosti od pouZzitého Cinidla. Ked je ¢inidlom na
zvacsenie objemu glycin, je pritomny v rozmedzi od priblizne 0 % do priblizne 4
%, vyhodne priblizne 0,25 % do priblizne 3,5 %, vyhodnej$ie priblizne 0,5 % do
3,0 %, este vyhodnejsie priblizne 1,0 % do priblizne 2,0 %, najvyhodnejSie
priblizne 2,0 %. Ked je ¢Cinidlom na zvacSenie objemu manitol, je pritomny v
rozmedzi od priblizne 0 % do priblizne 5,0 %, vyhodne priblizne 1,0 % do
priblizne 4,5 %, vyhodnejsie priblizne 2,0 % do priblizne 4,0 %, najvyhodnejSie
priblizne 4,0 %. Ked je cCinidlom na zvacSenie objemu alanin alebo valin, su
pritomné v rozmedzi od priblizne 0 % do priblizne 5,0 %, vyhodne priblizne 1,0
% do priblizne 4,0 %, vyhodnejSie priblizne 1,5 % do priblizne 3,0 %,

najvyhodnejsie priblizne 2,0 %.

Vyhodné nosiCové materialy pouzivané ako stabilizatory zahfnaju

akykolvek cukor alebo cukrovy alkohol alebo akukolvek aminokyselinu.
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Vyhodnymi cukrami su sachardza, trehaldza, rafinéza, stachyoéza, sorbitol,
glukdza, laktéza, dextroza alebo ich kombinacie, vyhodne sacharéza. Ked je
stabilizatorom cukor, je pritomny v rozmedzi od priblizne 0 % do priblizne 9,0
(w/v), vyhodne priblizne 0,5 % do priblizne 5,0 %, vyhodnejsie priblizne 1,0 %
do priblizne 3,0 %, najvyhodnejSie priblizne 1,0 %. Ked je stabilizatorom
aminokyselina, je pritomna v rozmedzi od priblizne 0 % do priblizne 1,0 (w/v),

vyhodne priblizne 0,3 % do priblizne 0,7 %, najvyhodnejsie priblizne 0,5 %.

Takéto stabilizované alebo sprejovo susené kompozicie mézu fubovolne
obsahovat metionin, kyselinu etyléndiamintetraoctovu (EDTA) alebo jednu z jej
soli ako je disodna sol EDTA alebo iné chelatacné Cinidio, ktoré chrani IL-2
alebo jeho varianty proti oxidacii metioninom. Pouzitie tychto cinidiel tymto
spdsobom je opisané v patentovej prihlaske U.S. ¢. 60/157696, tu zahrnute;
ako odkaz. Metionin je pritomny v stabilizovanej alebo sprejovo susené
farmaceutickej kompozicii v koncentraciach od priblizne 0 do priblizne 10,0 mM,
vyhodne priblizne 1,0 do priblizne 9,0 mM, vyhodnejsie priblizne 2,0 do priblizne
8,0 mM, este vyhodnejsie priblizne 3,0 do priblizne 7,0 mM, eSte viac
vyhodnejsie priblizne 4,0 do priblizne 6,0 mM, najvyhodnejsie priblizne 5,0 mM.
EDTA je pritomna koncentraciach od priblizne 0 do priblizne 10,0 mM, vyhodne
priblizne 0,2 mM do priblizne 8,0 mM, vyhodnejSie priblizne 0,5 mM do priblizne
6,0 mM, este vyhodnejSie priblizne 0,7 mM do priblizne 4,0 mM, eSte viac
vyhodnej$ie priblizne 0,8 mM do priblizne 3,0 mM, esSte viac vyhodnejSie

priblizne 0,9 mM do priblizne 2,0 mM, najvyhodnejSie priblizne 1,0 mM.

Stabilizované alebo sprejovo susené kompozicie sa mdézu formulovat' s
pouzitim pufrovacieho Cinidla, ktoré udrziava pH farmaceutickej kompozicie v
prijatelnom rozmedzi, ked je v kvapalnej faze, tak aj pocCas formulacneho
procesu alebo po rekonstitucii vysuSenej formy kompozicie. Vyhodne je pH v
rozmedzi od priblizne 4,0 do priblizne pH 8,5, vyhodnejSie je priblizne pH 4,5 do
priblizne pH 7,5, este vyhodnejSie priblizne pH 50 do priblizne pH 6,5,
vyhodnejsie este priblizne pH 5,6 do priblizne pH 6,3, a najvyhodnejsie priblizne
pH 5,7 do priblizne pH 6,2. Vhodné pH zahfiia priblizne 4,0, priblizne 4,5,
priblizne 5,0, priblizne 5,1, priblizne 5,2, priblizne 5,3, priblizne 5,4, priblizne
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5,5, priblizne 5,6, priblizne 5,7, priblizne 5,8, priblizne 5,9, priblizne 6,0,
priblizne 6,1, priblizne 6,2, priblizne 6,3, priblizne 6,4, priblizne 6,5, priblizne
6,6, priblizne 6,7, priblizne 6,8, priblizne 6,9, priblizne 7,0, priblizne 7,1,
priblizne 7,2, priblizne 7,3, priblizne 7,4, priblizne 7,5, aZz do 8,5. Najvyhodnejsie
pH je priblizne 5,8.

Vhodné pufrovacie cCinidla zahfiaju, ale nie sU na ne obmedzené,
citratovy pufor, fosforeCnanovy pufor, sukcinatovy pufor, vyhodnejSie citrat
sodny/kyselina citrénova. Alternativhe mdzZe byt pouZzity imidazol alebo histidin
alebo ina bazal/kyselina, ktora udrziava pH v rozmedzi od priblizne pH 4,0 do
priblizne 8,5. Pufre sa vyberaju s ohladom na kompatibilitu so susSiacim
procesom a nemaju vplyv na kvalitu, Cistotu, ulinnost a stabilitu pocas

spracovania a skladovania.

Podla jedného uskutoénenia vynalezu, stabilizované lyofilizované alebo
sprejovo suSené farmaceutické kompozicie obsahuju IL-2 alebo jeho varianty,
glycin v rozmedzi od priblizne 0 % do priblizne 2,0 %, sacharézu v rozmedzi od
priblizne od priblizne 0 % do priblizne 9,0 %, metionin v koncentracii od
priblizne 0 mM do priblizne 10 mm a EDTA v koncentracii od priblizne 0 mM do
priblizne 10 mM, ktora pufruje pH od priblizne pH 5,0 do priblizne pH 8,0 s 10,0
mM citratom sodnym/kyselinou citrénovou ako pufrom. Vo vyhodnom
uskutocneni stabilizované lyofilizované alebo sprejovo suSené farmaceutické
kompozicie obsahujice IL-2 alebo jeho varianty dalej obsahuju 2,0 % glycinu,
1,0 % sacharozy, 5,0 mM metioninu, 1,0 mM EDTA a viac ako 0 % do priblizne
1,0 % polysorbatu 80, pH je pufrované od priblizne 6,0 do priblizne pH 7,0 s 10
mM citratom sodnym/kyselinou citrbnovou. Koncentracia IL-2 alebo jeho
variantov v tychto kompoziciach je priblizne 0,01 mg/ml do priblizne 1,0 mg/mli,
vyhodne priblizne 0,2 mg/m! do priblizne 0,8 mg/ml, vyhodnejSie priblizne 0,3
mg/mi do priblizne 0,6 mg/ml, najvyhodnejsie priblizne 0,3 mg/ml do priblizne

0,5 mg/mil.

Ktorakolvek z farmaceutickych kompozicii obsahujuca IL-2 alebo jeho
varianty zamyslana na pouZitie v sposobe podla vynalezu sa méze formulovat

s aspon jednou povrchovo aktivhou latkou v mnozstve dostatoénom na
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zvy8enie absorpcie inhalovanych CciastoCiek obsahujucich IL-2 alebo jeho
varianty, kvoli ziskaniu vysoko absorbovatelnej kompozicie na pouzitie pri
pulmonalnej inhalacii podla tu opisanych spésobov. Vyrazom  vysoko
absorbovatelna® sa mysli farmaceuticka kompozicia obsahujuca IL-2 alebo jeho
varianty a aspon jednu povrchovo aktivhu latku, pouzita v spdsoboch
pulmonalneho podavania podla predkladaného vynalezu, ktorej biologicka
dostupnost' je priblizne 1,5- az 20-nasobne, vyhodne priblizne 1,6- az priblizne
17-nasobne, vyhodnejSie priblizne 1,7- az priblizne 15-nasobne, este
vyhodnejsie priblizne 1,8- az priblizne 13-nasobne, eSte viac vyhodnejSie
priblizne 1,9- az priblizne 11-nasobne a najvyhodnejSie priblizne 2,0- az
priblizne 10-nasobne vaésia v porovnani s formulaciou obsahujacou IL-2. alebo
jeho varianty bez pritomnosti povrchovo aktivnej latky. Takto pouZita povrchovo
aktivna latka spdsobuje zvySenie biologickej dostupnosti inhalovaného I[L-2

alebo jeho variantov ako je uvedené nizsie.

Akakolvek povrchovo aktivha latka, ktora zvySuje absorpciu
farmaceutickej kompozicie obsahujucej IL-2 alebo jeho varianty spésobom tu
opisanym sa mdze pouzit na ziskanie vysoko absorbovatelnych
farmaceutickych kompozicii obsahujucich proteiny. Vhodné povrchovo aktivne
latky zvySujuce absorpciu inhalovaného IL-2 alebo jeho variantov zahfiaju, ale
nie sl na ne obmedzene, polyoxyetylénsorbitolestery ako su polysorbat 80
(Tween 80) a polysorbat 20 (Tween 20); polyoxypropylénpolyoxyetylénestery
ako je Poloxamer 188; polyoxyetylénalkoholy ako je Brij 35, zmes
polysorbatovych povrchovo aktivnych latok s fosfolipidmi ako je fosfatidylcholin
a derivaty (dipalmitoyl, dioleoyl, dimyristyl alebo zmesi derivatov ako su 1-
palmitoyl, 2-oleoyl, atd"), dimyristolglycerol a ostatné Cleny fosfolipidglycerolovej
skupiny, lyzofosfatidylcholin a jeho derivaty; zmes polysorbatov s lyzolecitinom
alebo cholesterolom; zmes polysorbatovych povrchovo aktivnych latok s
sorbitanovymi povrchovo aktivnymi latkami (ako su sorbitan monoleat, dioleat,
trioleat alebo iné z tejto triedy); poloxamérové povrchovo aktivne latky; ZICove
soli a ich derivaty ako su cholat sodny, deoxycholat sodny, glykodeoxycholat
sodny, taurocholat sodny, atd.; micely IL-2 alebo jeho variantov zmieSané so

ZlCovymi solami a fosfolipidmi; Brij povrchovo aktivne latky (ako Brij 35-
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PEG923, laurylalkohol atd.). Pridané mnozstvo povrchovo aktivnej latky je v
rozmedzi od priblizne 0,005 % do priblizne 1,0 % (w/v), vyhodne priblizne 0,005
% do priblizne 0,5 %, vyhodnejSie priblizne 0,01 % do priblizne 0,4 %, este
vyhodnejsie priblizne 0,03 % do priblizne 0,3 %, najvyhodnejsie priblizne 0,05
% do priblizne 0,2 %.

V jednom uskutoCneni sa vysoko absorbovatelna farmaceuticka
kompozicia sklada z monomérneho IL-2 s aspon jednej povrchovo aktivnej
latky ako je uvedené hore v mnoZstve dostatotnom na zvySenie absorpcie
inhalovaného IL-2. Tato kompozicia je podobna vysoko absorbovatelnej
farmaceutickej kompozicii obsahujucej stabilizovany monomérny IL-2.alebo
jeho varianty, ale bez pritomnosti aminokyselinovej bazy.

Skoér uvedené fubovolné stabilizujuce Cinidla alebo ¢inidla na zvacsenie
objemu a povrchovo aktivna latka sa mézu pridat’ k farmaceutickej kompozicii
prednostne pri priprave pevnej alebo praskovej formy. V takomto pripade, tieto
¢inidla sa formuju sucasne s a ako &ast Castic obsahujucich IL-2 alebo jeho
varianty. Ked sa priprava uskuto¢ni tymto spésobom, IL-2 alebo jeho varianty
su pritomné v kazdej jednotlivej €astici v hmotnostnych percentach v rozmedzi
od priblizne 0,01 % do priblizne 100 %, vyhodne od priblizne 0,1 % do pribliZzne
10 %. ZvysSok Castice tvori najma stabilizator, ale tiez zahfiia pufor a ostatné
zlozky spomenuté vysSie. Pripadne, ak ktorékolvek z tychto Cinidiel nie je
pritomné vo farmaceutickej kompozicie mbZe sa pripravit oddelene v suche;
praskovej forme a potom byt zmieSané so suchou praskovou formou
farmaceutickej kompozicii pred pripravou konecnej praskovej formy kompozicie

ako aerosolu.

V sulade so spdsobom podla predkladaného vynalezu, vodny alebo
nevodny roztok alebo suspenzia alebo pevna alebo sucha praskova forma
kompozicie obsahujica IL-2 alebo jeho varianty sa podava subjektu vo forme
aerosolu alebo iného pripravku vhodného na pulmonalne podavanie. Vyrazom
,subjekt* sa mysli akékolvek zviera. Vyhodne je subjektom cicavec,
najvyhodnejsie je ¢lovek. Zvlast délezitymi cicavcami okrem [udi su psi, macky,

kravy, kone, ovce a o$ipané, ale nie su na ne obmedzené.
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Podavanie kompozicie na lieCebné ucely méze byt jednak profylaktické
alebo terapeutické. Ked sa podava profylakticky, substancia sa podava v
predstihu pred akymkolvek symptémom. Profylaktické podavanie substancie
sluZi na prevenciu alebo zmensenie akychkolvek nasledujlcich symptomov.
Terapeutické podanie substancie sa uskutocnuje na zaciatku (alebo kratko po)
prejaveni sa symptémov. Takéto podanie sluzi na zmens$enie akychkolvek

aktualnych symptomov.

Predkladany vynalez taktiez poskytuje spésob na zvySenie biologickej
dostupnosti IL-2 alebo jeho variantov podavanych pulmonalnou inhalaciou.
Spbsob zahfna pripravu vysoko absorbovatelnych kompozicii tu opisanych ako
je aerosol alebo iné vhodné pripravky a podavanie aerosolu a inych vhodnych
pripravkov subjektu pulmonalnou inhalaciou. Vyrazom , biologicka dostupnost’
sa mysli miera absorpcie [IL-2 alebo jeho variantov pfucnymi tkanivami do
krvného rie€iska po pulmonalnom podani IL-2 alebo jeho variantov v porovnani
s mnozstvom IL-2 alebo jeho variantov v krvnom rieisku po intravendzne;
injekcii (absolutna biologicka dostupnost) alebo subkutannej injekcii (relativna
biologicka dostupnost). Biologicka dostupnost inhalovaného IL-2 alebo jeho
variantov sa mdze zvysit po pridavku povrchovo aktivnej latky k farmaceuticke;j

kompozicii obsahujucej IL-2 alebo jeho varianty pred jej podanim subjektu.

Na ucCely podfa predkladaného vynalezu, biologickda dostupnost
farmaceutickych  kompozicii obsahujucich IL-2 je stanovena pouzitim
intratrachealnej (IT) techniky (Niven a kol. (1194) Pharm. Res. 12: 1142-1149;
Niven a kol. (1995) Pharm. Res. 12: 1889-1895). Takto sa roztok obsahujuci IL-
2 formulaciu vstrekne z injekCnej striekalky cicavcovi bud priamo do trachei
(IT), priamo do zily (IV) alebo subkutanne (SC). Krv sa potom odobera v
intervaloch a analyzuje sa pritomnost IL-2. Biologicka dostupnost sa vypocita
ako plosny obsah pod krivkou po normalizovanej davke (AUC) pricom ide o
pomer po IT (alebo SC) proti IV podaniu (absolutna biologicka dostupnost)
alebo IT proti SC podaniu (relativna biologicka dostupnost), detaily su opisané

v prikladoch nizsie.
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IL-2 pritomny vo farmaceutickych kompoziciach tu opisanych na pouZitie
v sposoboch podfa vynalezu mdze byt nativny alebo ziskany rekombinantnymi
technikami, a moze byt z akéhokolvek zdroja, vratane cicavcov, napr. mys§,
krysa, kralik, primat, oSipana a ¢lovek. Vyhodne takéto polypeptidy pochadzaju
z humanneho zdroja, a vyhodnejSie ide o rekombinantne ludské proteiny z

mikrobialnych hostitelov.

Farmaceutické kompozicie pouzitelné v spdsoboch podla vynalezu
mozu zahfhat biologicky aktivne varianty IL-2. Takéto varianty by si mali
udrziavat poZadovanu biologicki aktivitu nativneho polypeptidu, takze
farmaceutickd kompozicia obsahujuca variant polypeptidu ma taky isty
terapeuticky uc¢inok ako farmaceuticka kompozicia obsahujiaca nativny
polypeptid ked sa podava subjektu. Teda variant polypeptidu bude sluzit' ako
terapeuticky aktivna zlozka vo farmaceutickej kompozicii spésobom podobnym,
ktory sa pozoroval pre nativny polypeptid. Zo stavu techniky st dostupné
spbsoby na uréenie ¢i variant polypeptidu si uchovava pozadovanu biologicku
aktivitu a teda sluzi ako terapeuticky aktivna zlozka vo farmaceuticke;
kompozicii. Biologicka aktivita sa mdze merat s pouzitim testov $pecifickych
uréenych na meranie aktivity nativneho polypeptidu alebo proteinu, vratane
testov opisanych v predkladanom vynaleze. Navyse, protilatky zvySené proti
biologicky aktivnemu nativnemu polypeptidu sa mdzu testovat na ich
schopnost’ viazat variant polypeptidu, kde uCinna vézba indikuje polypeptid

majuci konformaciu podobnu nativnemu polypeptidu.

Vhodné biologicky aktivne varianty nativneho alebo prirodzene sa
vyskytujuceho IL-2, mdzu byt fragmenty, analogy alebo derivaty tohto
polypeptidu. Vyrazom ,fragment‘ sa mysli polypeptid skladajlci sa len z Casti
intaktnej polypeptidovej sekvencie a Struktury, a mdze byt C-terminalnou
deléciou alebo N-terminalnou deléciou nativneho polypeptidu. Vyrazom
,analog” sa mysli analég bud nativneho polypeptidu alebo fragmentu nativneho
polypeptidu, kde analdég zahfiia nativnu polypeptidovi sekvenciu a S$truktuaru,
ktora ma jednu alebo viac aminokyselinovych substittcii, inzercii alebo delecii.

,Muteiny“ ako sU tu opisané a peptidy, ktoré maju jeden alebo viac peptoidov
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(peptidové mimika) su tiez zahrnuté v termine analég (pozri medzinarodna
prinlaska ¢. WO 91/04282). Vyrazom ,derivat® sa mysli vhodna modifikacia
nativneho polypeptidu, ktory je skimany, fragmentu nativneho polypeptidu
alebo ich prislusnych analdgov, ako je glykozylacia, fosforylacia, polymérna
konjugacia (s polyetylénglykolom) alebo ina adicia cudzich skupin, pokial
pozadovana biologicka aktivita nativneho polypeptidu sa zachova. Spdsoby
pripravy polypeptidovych fragmentov, analdégov a derivatov st zname zo stavu

techniky.

Napriklad aminokyselinové sekvencie variantov polypeptidov sa mozu
pripravit mutaciou v klonovanej DNA sekvencii kodujucej nativny polypeptid,
ktory sa skuma. Spdsoby mutagenézy a modifikacie nukleotidovych sekvencii
su dobre zname zo stavu techniky. Pozri napr. Walker and Gaastra, eds. (1983)
Techniques in Molecular Biology (MacMillan Publishing Company, New York):
Kunkel (1985 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 488-492; Kunkel a kol. (1987)
Methods Enzymol. 154: 367-382; Sambrook a kol. (1989) Molecular Cloning: A
Laboratory manual (Cold Spring Harbor, New York); U.S. patent ¢. 4 873 192; a
tam citované odkazy, su tu zahrnuté ako odkazy. Vodidlom k vhodnym
aminokyselinovym substituciam, ktoré neovplyviuju biologickd  aktivitu
skumaneho polypeptidu sa daju najst v modeli od Dayhoff a kol. (1978) v Atlas
of Protein Sequence a Structure (Natl. Biomed. Res. Found, Washington,
D.C.), tu zahrnuté ako odkaz. Konzervativne substitlcie, ako je vymena jednej
aminokyseliny za inu s podobnymi vlastnostami, su vyhodné. Priklady
konzervativhych substiticii zahffiaju, ale nie su na ne obmedzené, Gly<Ala,

ValolleslLeu, AspoGlu, LyseArg, Asne=GIn a Phes TrpaTyr.

Pri konstrukcii variantov skumanych IL-2 polypeptidov, modifikacie sa
tvoria z takych variantov, ktoré maju pozadovanu aktivitu. Samozrejme,
akékolvek mutacie v DNA kédujucej varianty polypeptidov nesmui ponechavat
sekvencie mimo c&itaci ramec a vyhodne nevytvaraju komplementarne Useky,
ktoré produkuju sekundarnu mRNA Struktaru. Pozri Euroépska patentova

prinlaska EP 75 444.
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Biologicky aktivne varianty IL-2 bud( vSeobecne mat aspon 70 %,
vyhodne aspon 80 %, vyhodnej$ie pribliZne 90 % az 95 % alebo viac,
najvyhodnejsie priblizne 98 % alebo viac identickych aminokyselinovych
sekvencii s aminokyselinovymi sekvenciami referenCnej polypeptidovej
molekuly, ktora pini Ulohu bazy na porovnanie. Biologicky aktivny variant
nativneho polypeptidu, ktory sa skima, sa mdze lisit od nativneho polypeptidu
1 az 15 aminokyselinami, 1 az 10, 6 aZ 10, a 5, 4, 3, 2 alebo dokonca 1
aminokyselinovym zvy$kom. Vyrazom ,identita sekvencie® sa myslia rovnaké
aminokyselinové zvysky, ktoré sa nachadzaju vo vnutri variantu polypeptidu a
polypeptidovej molekuly, ktoréd slizi ako referencna, ked Specifikovany, suvisly
segment aminokyselinovej sekvencie variantu je zarovnany a porovr;any S
aminokyselinovou sekvenciou referencnej molekuly. Percento identity sekvencii
medzi dvoma aminokyselinovymi sekvenciami je vypocitané uréujucim Cislom
pozicii aminokyselinovych zvy$kov, ktoré sa vyskytuji v oboch sekvenciach
davajlcich podet sparenych pozicii, deleno pocet sparenych pozicii celkového
mnozZstva pozicii v segmente podrobujicom sa porovnavaniu s referencnou

molekulou, a nasobenie vysledku 100 dava percento sekvencnej identity.

Na u&ely optimalneho usporiadania dvoch sekvencii, susedny segment
aminokyselinovej sekvencie variantu méze mat’ dalSie aminokyselinové zvysky
alebo deletované aminokyselinové zvy3ky vzhladom na aminokyselinové
sekvencie referenénej molekuly. Susedné segmenty pouzité na porovnanie s
referenénou aminokyselinovou sekvenciou budi obsahovat aspof dvadsat (20)
susednych aminokyselinovych zvy$kov, a méZe ich byt 30, 40, 50, 100 alebo
viac zvyskov. Korekcie na zvy$enie identity sekvencie suvisiace s zahnutim
medzier vo variantoch aminokyselinovych sekvencii sa mézu uskutoCnovat
priradenim penalty medzier. Spdsoby usporiadania sekvencii su dobre zname
zo stavu techniky pre obe aminokyselinové sekvencie a pre nukieotidové

sekvencie kddujuce aminokyselinové sekvencie.

Teda uréenie percenta identity medzi akymikolvek dvoma sekvenciami
mdze byt uskutoénené pouzitim matematického algoritmu. Jeden vyhodny, ale

neobmedzujuci priklad matematického algoritmu pouzivany na porovnavanie
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sekvencii je algoritmus Myersa a Millera (1988) CABIOS 4: 11-17. Takyto
algoritmus je pouZzity v ALIGN programe (verzia 2.0), ktory je stuéastou GCG
softvérového balika na urCovanie poradia sekvencii. A PAM120 tabulka
hmotnosti zvy$kov, dizka penalty medzier 12 a penalty medzier 4 moéze byt
pouzita s ALIGN programom, ked sa porovnavaju aminokyselinové sekvencie.
Iny vyhodny, ale neobmedzujuci priklad matematického algoritmu na pouzitie
pri porovnavani dvoch sekvencii je algoritmus Karlina a Altschula (1993) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 87: 2264, modifikovany Karlinom a Altschulom (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5877. Takyto algoritmus je inkorporovany
do NBLAST a XBLAST programov od Altschul a kol. (1990) J. Mol. Biol. 215
403. BLAST nukleotidové hladanie sa méze realizovat s NBLAST progrémom,
skore = 100, wordlenght =12, za ziskania nukleotidovej sekvencie homolégnej k
nukleotidove] sekvencie kodujucej skumany polypeptid. BLAST proteinové
hladanie sa moze realizovat XBLAST programom, skére = 50, wordlenght = 3,
za ziskania aminokyselinovej sekvencie homolégnej ku skimanému
polypeptidu. Na ziskanie poradia s medzerami na porovnavacie Ucely, sa méze
pouzit BLAST s medzerami ako je opisané v Altschul a kol. (1997) Nucleic
Acids Res. 25 : 3389. Pripadne PSI-Blast sa mézZe pouzit na uskuto&nenie
opakovanych hladani, ktoré detekuju vzdialeny vztah medzi molekulami. Pozri
Altschul a kol. (1997) supra. Ked sa pouzivaju BLAST, BLAST s medzerami a
PSI-Blast programy, mézu sa pouzit Standardné parametre jednoduchych
programov (napr. XBLAST a NBLAST). Pozri http://www.ncbi.nim.nih.gov. Tiez
pozri ALIGN program (Dayhoff (1978) v Atlas of Protein Sequence and
Structure 5: Suppl. 3 (National Biomedical Research Fundation, Washington,
D.C.) a programy vo Wisconsin Sequence Analysis Package, Verzia 8
(dostupna od Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin), napriklad, GAP

program, kde su vyuzité Standardné parametre programov.

Beruc do uvahy percento identity aminokyselinovych sekvencii, niektoré
pozicie aminokyselinovych zvySkov sa mozu liSit ako vysledok konzervativnych
aminokyselinovych substitucii, ktoré ale neovplyviiuji viastnosti funkcii
proteinu. V tychto pripadoch, percento identity sekvencii mbéze byt upravené

vzostupne na objasnenie podobnosti v konzervativhe substituovanych
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aminokyselinach. Takéto Upravy sU dobre zname zo stavu techniky. Pozri,
napriklad, Myers a Miller (1988) Computer Applic. Biol. Sci. 4: 11-17.

Presna chemicka S&truktira polypeptidu zavisi od mnohych faktorov.
Pretoze ionizovatelné amino a karboxylové skupiny su pritomné v molekule,
uréité polypeptidy sa mozu ziskat ako kyslé alebo bazické soli alebo v
neutralnej forme. Vsetky takéto pripravy, ktoré uchovavaju biologicku aktivitu,
ked sU umiestnené vo vhodnych environmentalnych podmienkach su zahrnuté
v definicii polypeptidov ako sa tu pouziva. Dalej, primarne aminokyselinové
sekvencie polypeptidu mézu byt zvacSené derivatizaciou s pouZitim cukrovych
zvySkov (glykozylaciou) alebo inymi doplnkovymi molekulami ako su. lipidy,
fosfaty, acetylové skupiny a podobne. Mézu byt zvacsené konjugaciou so
sacharidmi. Urgity aspekt takého zvacSenia je uskutoCneny cez post-
transnacionalny spracovavaci systém produkujiuceho hostitefa; ostatné takéto
modifikacie su uvadzané in vitro. Pri akejkolvek udalosti, takéto modifikacie
zahfiaju definicie polypeptidov ako su uvedené tu, pokial aktivita polypeptidu
nie znitena. Og&akava sa, Ze takéto modifikacie moézu kvantitativne alebo
kvalitativne ovplyviiovat aktivitu, bud zvySenim alebo znizenim aktivity
polypeptidu, v réznych skuskach. Dalej, jednotlivé aminokyselinové zvysky v
retazci mézu byt modifikované oxidaciou, redukciou, alebo inou derivatizaciou
a polypeptidy sa mozZu Stiepit za ziskania fragmentov, ktoré si uchovavaju
aktivitu. Takéto zmeny, ktoré neniCia aktivitu, nemenia aktivitu sekvencie

polypeptidu podla definicie skimaného polypeptidu ako sa tu pouziva.

Stav techniky poskytuje vyznamny smer ohladne pripravy a pouZitia
polypeptidovych variantov. V priprave IL-2 variantov, odbornik v danej oblasti
modze lahko urdit, ktoré modifikacie nativheho proteinu nukleotidove] alebo
aminokyselinovej sekvencie budu viest k variantom, ktoré su vhodne na
pouzitie ako terapeuticky aktivne zlozky farmaceutickej kompozicie pouzivané v

spdésoboch podla predkladaného vynalezu.

Varianty IL-2 na pouzitie v spdsoboch a kompoziciach podla
predkladaného vynalezu mézu byt z akéhokolvek zdroja, ale vyhodne je IL-2

rekombinantny. Vyrazom ,rekombinantny IL-2 sa mysli interleukin-2, ktory ma
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porovnatelnt biologickt aktivitu s IL-2 s nativnymi sekvenciami a ktory je
pripraveny rekombinantnymi DNA technikami ako je opisané, napr. Taniguchi a
kol. (1983) Nature 302: 305-310 a Devos (1983) Nucleic Acids Research 11:
4307-4323 alebo mutatne zmeneny IL-2 ako je opisany Wangom a kol. (1984)
Science 224: 1431-1433. V8eobecne, gén kodujlci IL-2 je kionovany a potom
exprimovany v transformovanych organizmoch, vyhodne mikroorganizmoch a
najvyhodnejSie E.coli, ako je tu opisané. Hostitelsky organizmus exprimuje
cudzie gény na produkciu IL-2 za expresnych podmienok. Synteticky
rekombinantny IL-2 sa mdzZe pripravit v eukaryotoch, ako st kvasinky alebo
ludskeé bunky. Proces rastu, zberu, rozruSenia a extrakcie IL-2 z buniek je v
podstate opisany napriklad U.S. v patentovej prihlaske ¢. 4 604 377; 4 738 927:
4 656 132; 4 569 790; 4 748 234; 4 530 787; 4 530 787; 4 572 798; 4 748 234
a 4 931 543 tu zahrnuté ako odkaz v ich Uplnosti.

Pre priklady variantov IL-2 proteinov, pozri eurépska patentova prihlaska
¢. 136 489; eurdpska patentova prihlaska ¢. 83101035.0 podana 3. februara
1983 (zverejnena 19. oktébra 1993 pod Cislom 91539); europska patentova
prinlaska €. 82307036.2, podana 22. decembra 1982 (zverejnena 14.
septembra 1983 pod Cislom 88195); rekombinantné IL-2 muteiny st opisané v
europske] patentovej prihlaske ¢. 83306221.9, podanej 13. oktobra 1983
(zverejnena 30. maja 1984 pod cCislom 109748), ktora je ekvivalentom k
belgickemu patentu ¢. 893 016 a U.S. patentu ¢. 4 518 584; muteiny su
opisané v U.S. patentoch €. 4 752 685 a WO 99/60128; a IL-2 mutein pouzity v
prikladoch tu opisany v U.S. patente €. 4 931 543; vSetky su tu zahrnuté ako
odkazy. Dalej IL-2 méze byt modifikovany s polyetylénglykolom na zvy$enie
rozpustnosti a upravu farmakokinetického profilu (pozri U.S. patent ¢.4 766 406,

tu zahrnuty ako odkaz v jeho UplInosti.

Nasledujuce priklady st len na ilustraciu ale nie na obmedzenie.
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Priklady uskutoénenia vynalezu

IL-2 je uginny mitogén, ktory stimuluje proliferaciu T buniek. Ma Siroke
terapeutické pouzitie pri lieGeni metastadz rakoviny, ako adjuvant pri terapii
rakoviny a ako konjuktivne cinidlo pri infekénych ochoreniach. S rozvojom
mnohych klinickych skusok pouZzitia IL-2 pri terapii, sa rozpoznala nevyhnutnost

jeho neinvazivneho podavania.

Niekolko farmaceutickych formulacii obsahujucich rekombinantny fudsky
IL-2 (,rhIL-2“) bolo ocenenych pre ich potencialnu ucinnost pri pulmonainom
podavani. Testované formulacie zahrfiuja Proleukin, lyofilizovanu thiL-2
formulaciu prave predavanu Chiron Corp. na lieCenie pacientov s metastickym
karcinémom obli¢iek alebo metastatickym melanémom. TaktieZz je v 3. faze
skusok na lie¢enie pacientov s HIV infekciou. Obsahuje 0,05 - 2,0 mg/ml rhiL-2,
2.3 -7 % manitolu, 5,0 - 20,0 mM fosfore€nanu sodného, priblizne 130 - 230 pg
SDS/ml rhiL-2 pri pH 5,5 - 8,0 po rekonstitdcii s vodou pre injekcie (WFI). IL-2
vo formulacii existuje v mikroagregovanej forme s priemernou asociaciou

molekul 10 - 50. Agregéacia moze ovplyviiovat absorpciu pfticami.

Novo vyvinuta stabilizovana kvapalna IL-2 formulacia sa testuje a je
opisana v U.S. patentovej prihlaske ¢. 60/157696. Kvapalna IL-2 formulacia je
uréena ako monomeérny rhiL-2 v tychto Studiach. Na rozdiel od formulacie
Proleukinu, molekula rhiL-2 v tychto kvapalnych formulaciach existuje v
stabilizovanej monomérnej forme. Téato formulacia obsahuje 0,03 - 3,0 mg/mi
rhiL-2, 150 - 300 mM bazy L-argininu, 50 - 1560 mM kyseliny jantarovej, 05 - 5,0
mM disodnej soli EDTA, 1,0 - 10,0 mM metioninu a 0,05 - 0,2 % polysorbatu 80
(Tween 80) pri pH 5,0 - 8,0. Predpoklada sa, Ze stabilizovana monomérna
formulacia IL-2 sa lep$ie absorbuje hlboko do plic povrchom nez multimérna
formulacia Proleukinu. Okrem toho aminokyseliny a polysorbat 80 pouzivany vo
formulaciach méze priniest vyhody pri pulmonalnom dodavani ako je zvySenie

absorpcie IL-2 cez tkanivo pluc.
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Tieto IL-2 formulacie su cenné pre ich relativnu pulmonalnu biologicku
dostupnost v porovnani so subkutannou injekciou za pouzitia intratrachealneho
krysieho modelu. Krysdm Sprague-Dawley sa podavali dve IL-2 formulacie
intratrachealnou instilaciou (IT) alebo subkutannou (SC) injekciou. Pre kazdé IT
podanie zvierata najskoér boli anestetizované izofluranom alebo zmesou C0O,/0,
a drzane v sternalnej alebo zvislej polohe. VSetky IT podané davky IL-2 sa
instilovali bud katétrom alebo ihlou zakoncenou balonikom s pouzitim 1-ml
jednorazovej injekénej striekacky. Po IT davkovani zvierata boli ponechané vo
zvislej polohe priemerne 20 sekund, aby sa umoznilo rozpustenej davke usadit
sa v plucach. Vzorky krvi tychto krys sa zozbierali vo vopred uréenych ¢asovych
intervaloch a heparinizovali sa. Plazma zo vzoriek krvi sa separo{/ala a

analyzovala imunologickym testom na uréenie koncentracie 1L-2.

Styri $tadie sledovali zvysenie systémove;j biologickej dostupnosti
Proleukinu a monomeérnej formulacie IL-2 po intratrachealnom, subkutannom
alebo intravenéznom dodani u krys. Monomérne formulacie sa menia podfa
toho ¢i je pritomny polysorbat 80 (Tween 80) a/alebo arginin v kompozicii. Profil
koncentracie IL-2 v plazme zo $tudii zobrazuju obrazky 1 - 4. Farmakokinetické
parametre su zhrnuté v tabulkach 1 - 4, jednotlivo. Frakcie davok absorbované
systémovo boli vypocitané pre kazdu formulaciu ako normalizovana davka AUC
pomer IT proti SC podaniu (relativna biologicka dostupnost). V &tudiach s bez
zodpovedajuceho SC podania pre niektoré monomérne formulacie, relativna
biologickad dostupnost’ sa vypocitala s pouzitim AUC pri SC podani podobne;
monomeérnej formulacie zaloZzenej na predchadzajucej skusenosti, ze SC AUC

tychto monomérnych formulacii st podobné.
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Tabulka 1 - PK parametre po IT alebo SC podani formulacie Proleukinu u 8

krys (4/pohlavie)®.

Spésob Priemernd Déavka Cmax Tmax ty AUC R.B.
podania BW(g) zvieratu (ng/ml) (h) (h) (0-inf.) (IT/SC)
(ug) (ng-h/mi) (%)
IT 319 750 19 2 3,7 80 14
SC 327 150 43 1 1,1 118

® Symboly pouzité v tabulke: IT - intratrachealne podanie, SC - subkutanne
podanie, BW - telesna hmotnost, Cmax - zistena maximalna IL-2 konceﬁtrécia
v plazme, Tmax - ¢as pre Cmax, ty, - polCas pre clearanciu, AUC - plocha pod
krivkou IL-2 v plazme oproti ¢asu, R.B. - relativna biologicka dostupnost
vypocitana v percentach pricom AUC pre IT je delené AUC pre SC po

normalizovanej davke a vynasobené 100.

Tabulka 2 - PK parametre po IT alebo SC podani stabilizovanej monomérnej

rhiL-2 formulacie (s polysorbatom 80) u 8 krys (4/pohlavie)®.

Sposob Priemerna Davka Cmax Tmax ty AUC R.B.
podania BW (g) zvieratu (ng/ml) (h) (h) (0-inf.) (IT/SC)
(ng) (ng-himl) (%)
IT 311 375 202 1,5 0,6 482 146
SC 320 75 26 05 1.3 66

® Symboly pouzité v tabulke: IT - intratrachealne podanie, SC - subkutanne
podanie, BW - telesna hmotnost, Cmax - zistena maximalna IL-2 koncentracia
v plazme, Tmax - ¢as pre Cmax, ty, - pol€as pre clearanciu, AUC - plocha pod
krivkou IL-2 v plazme oproti ¢asu, R.B. - relativna biologicka dostupnost
vypoé&itana v percentach pricom AUC pre IT je delené AUC pre SC po

normalizovanej davke a vynasobené 100.

31 983/B




28

Tabulka 3 - PK parametre po IT, SC alebo IV podani monomérnej rhiL-2

formulacie s alebo bez polysorbatu 80 (Tween 80) u 8 krys (4/pohlavie)®.

Tween Spdsob Priemerna Davka Cmax Tmax  AUC R.B.
podania BW (g) zvieratu (ng/ml) (h) (0-inf)  (IT/SC)
(SC/IV)  AB. (1g) (ng-h/mb) (%) (%)
+ IT ~320 375 190 0,5 327 90°
- IT ~320 375 51 0,2 88 24 10
- SC ~320 150 72 0,5 145
- vV ~320 150 4238 0 1532

? Symboly pouzité v tabulke: IT - intratrachealne podanie, SC - subkutanne
podanie, BW - telesna hmotnost, Cmax - zistena maximalna IL-2 koncentracia
v plazme, Tmax - ¢as pre Cmax, ty;, - pol€as pre clearanciu, AUC - plocha pod
krivkou IL-2 v plazme oproti Casu, R.B. - relativna biologicka dostupnost
vypocCitana v percentach pricom AUC pre IT je delené AUC pre SC po
normalizovanej davke, A.B. - absolutna biologicka dostupnost’ vypocitana v

percentach pricom AUC pre SC je delené AUC pre IV a vynasobené 100.

° Vypocet relativnej biologickej dostupnosti monomérnej formulacie s

polysorbatom 80 s pouzitim AUC pre SC monomérnej formulacie bez

polysorbatu 80.
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Tabulka 4 - PK parametre po IT, SC alebo IV podani monomérnej rhiL-2
formulacie (s polysorbatom 80 a argininom), monomérna formulacia bez

polysorbatu 80 a monomérna formulacia bez argininu u 4 samgich krys®.

Formulacia Spoésob | Priemerna | Davka | Cmax | Tmax AUC R.B.
A.B. podania | BW (g) |{zvieratu|(ng/ml)| (h) (O-inf.) | (IT/SC)
(SC/IV) (ng) (ng-h/mi) | (%) [ (%)
monomérna’ IT ~400 400 441 | 05 697 185
monomérna SC ~400 ~200 156 0,5 188 15
monomeérna v ~400 ~200 | 14068 | O 1250
bez Tweenu 80° IT ~400 400 176 | 0,17 298 79°
bez argininu® IT ~400 400 637 | 0,17 530 141°

® Symboly pouzité v tabulke: IT - intratrachealne podanie, SC - subkutanne
podanie, BW - telesna hmotnost, Cmax - zistena maximalna IL-2 koncentracia
v plazme, Tmax - ¢as pre Cmax, ty, - polCas pre clearanciu, AUC - plocha pod
krivkou IL-2 v plazme oproti ¢asu, R.B. - relativna biologickd dostupnost
vypo€itana v percentach pricom AUC pre IT je delené AUC pre SC po
normalizovanej davke, A.B. - absolutna biologicka dostupnost vypocitana v
percentach pricom AUC pre SC je delené AUC pre IV a vynasobené 100.

® Formulacia obsahujuca 0,1 % polysorbatu 80 a 230 mM argininu.

 Formulacia obsahujica 230 mM argininu.

¢ Vypoget relativnej biologickej dostupnosti monomérnej formulacie bez

polysorbatu 80 a bez argininu s pouZzitim AUC pre SC monomérnej formulacie.
® Formulacia obsahujtca 0,1 % polysorbatu 80.

Vy$&sie uvedené udaje tykajuce sa absorpcie IL-2 tymito podaniami moézu
byt sumarizované nasledovne. Relativna biologicka dostupnost’ Proleukinu po
IT davkovani v porovnani s SC davkovanim bola 14 % (Tabulka 1). Monomérny
IL-2 obsahujdci polysorbat 80 sa absorboval podstatne lepsie ako Proleukin po
IT davkovani. Absolutna biologicka dostupnost SC k IV bola 15 % (Tabulka 4),

zatial €o relativna biologicka dostupnost IT k SC je priemerne 140 % (Tabulka
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2, 3, 4), poukazujuc na to, ze pri IT davkovani bolo absorbovanie rovnako
dobré alebo lepsie ako pri SC davkovani. Monomérny IL-2 obsahujlci
polysorbat 80 ale nie arginin sa absorboval priblizne rovnako ako monomeérny
IL-2 obsahujuci polysorbat 80 aj arginin (Tabulka 4). Monomérny IL-2 bez
polysorbatu 80 sa absorboval lepSie ako Proleukin, ale nie tak dobre ako
monomérny 1L-2 obsahujuci polysorbat 80. Absolitna biologicka dostupnost
bola 10 % (Tabulka 3) a relativna biologicka dostupnost bola 52 % (Tabulka 3
ad).

Piata studia bol smerovana k dalSiemu skumaniu ucinkov nizsich
koncentracii polysorbatu 80 (Tween 80) a inych povrchovo aktivnych latok (0,1
% Poloxamer 188 (predavany pod menom Pluronic F68 firmou BASF) a PEG
4600 (polyetylénglykol majuci priemernt molekulovi hmotnost 4600 zakupeny
od Aldrich) na biologicku dostupnost intratrachealne (IT) podaného Proleukinu

a monomérneho rhiL-2.

V tejto piatej Studii, ako v predchadzajucich Studiach, samcie krysy
Sprague-Dawley sa rozdelili do oSetrovanych skupin (4 krysy/skupina). Kazdej
kryse sa podala jedna 400 pg davka rhlL-2. IT davka sa podavala s pouZitim
rovnakého postupu ako je opisané vyssie u ostatnych 4 studiach. Vzorky krvi
véetkych krys sa odoberali vo vopred urCenych casovych intervaloch a
heparinizovali. Plazma zo vzoriek krvi sa oddelila a analyzovala imunologickou

skuskou na koncentraciu IL-2.

Monomérne formulacie sa menili podfa typu alebo mnozstva povrchovo
aktivnej latky pouzitej s 230 mM argininu pritomného v testovanych
monomérnych formulaciach. Formulacie Proleukinu sa [iSili podla toho ¢i bol
pritomny polysorbat 80 (Tween 80) v mnoZstve 0,1 % alebo nie. Ziadny arginin

nebol pouzity vo formulaciach Proleukinu.

Profily IL-2 koncentracie v plazme zo $tudii zobrazuje obrazok 5. Plocha
pod krivkou koncentracia - €as pre IT davkovanie (AUC) pre kazdu
koncentraciu je uvedend v Tabulke 5. Relativha biologicka dostupnost
formulacii Proleukinu a monomérnych formulacii sa vypocitala v percentach s

pouzitim AUC pre $pecifické formulacie v porovnani s AUC pre monomeérne
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formulacie s polysorbatom 80 (Tween 80) ako referentnou formulaciou a su

uvedené v Tabulke 5.

Tabulka 5 - Porovnanie intratracheédlnej biologickej dostupnosti medzi

formulaciami s 400 pg rhilL-2/zviera

Formulacia AUC  Relativna biologicka dostupnost
(ng-h/ml) (% k monomérnemu [T)

Monomérna (0,1 % Tween 80)* 664 100
Monomérna (0,03 % Tween 80) 503 76
Monomérna (0,01 % Tween 80) 637 96
Monomérna (0,001 % Tween 80) 668 101
Monomérna (0,1 % Poloxamer 188) 724 109
Monomérna (0,1 % PEG 4600) 596 90
Proleukin (Ziadny Tween 80) 28,4 4

Proleukin (0,1 % Tween 80) 86,2 13

* Referenéna formulacia na vypocet relativnej biologicke] dostupnosti.

Vyssie uvedené Udaje ukazujl, Ze pritomnost polysorbatu 80 moze mat
ulohu pri systémovej absorpcii Proleukinu podaného IT. Udaje tiez ukazuju, ze
biologicka dostupnost bola podobna ako pre monomérny rhiL-2 formulovany s
Poloxamerom 188, PEG 4600, 0,1 % polysorbatu 80 a 0,001 % polysorbatu 80.
Biologicka dostupnost monomérnej formulécie obsahujucej 0,1 % polysorbatu
80 a arginin bola vyssia pri porovnani s formulaciou Proleukinu obsahujucou
0,1 % polysorbatu 80.

Véetky publikacie a patentové prihladky tu spomenuté v $pecifikaciach
su indikativne pre toho, kto ma skusenosti v odbore, a ktorého sa vynalez tyka.
Vsetky publikacie a patentové prihladky su tu zahrnuté ako odkaz v rovnakom
rozsahu ako individualne publikacie alebo patentové prihlasky a boli $pecificky

a jednotlivo spomenuté ako odkaz.
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Hoci predchadzajuci vynalez bol opisany detailne kvdli ilustracii
prikladmi pre Gcely pochopenia, je zrejmé, Ze urité zmeny a modifikacie mézu

byt uskutocnené v ramci oblasti nasledujucich patentovych narokov.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouzitie interleukinu (IL-2) na vyrobu lie€iva na pouzitie na

podavanie IL-2 subjektu, ktory to potrebuje, pricom tento sposob zahrnuje

a) ziskanie farmaceutického prostriedku  obsahujuceho

stabilizovany monomérny IL-2 alebo jeho varianty,

b) vyrobu tohto prostriedku ako vodného, alebo nevodného
roztoku, vodnej, alebo nevodnej suspenzie, alebo ako suchej praskovej formy;

a

c) podanie tohto roztoku, suspenzie a suchej praskovej formy

tohto prostriedku uvedenému subjektu prostrednictvom plucnej inhalacie.

2. PouZitie podla naroku 1, kde uvedeny prostriedok je v kvapalnej

forme.

3. Pouzitie podla naroku 1, kde uvedeny prostriedok je v suchej
forme, pricom tato sucha forma je vybrana zo siboru pozostavajuceho z

lyofilizovanej formy a sprejovo susenej formy.

4. PouZitie podla naroku 1, kde uvedeny roztok alebo suspenzia su

podavané z rozprasovaca, alebo davkovacieho inhalatora .

5. PouZitie podla naroku 1, kde uvedena sucha praskova forma je

podavana z davkovacieho inhalatora , alebo inhalatora suchého prasku.

6. Pouzitie podla naroku 5, kde uvedena sucha praskovéa forma sa
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sklada z Castic majucich stredny priemer menej ako 10 pum.

7. Pouzitie podfa naroku 6, kde uvedené Castice maju stredny

priemer v rozmedzi 1 az 5 um.

8. Pouzitie podla naroku 1, kde uvedenym prostriedkom je vysoko
absorbovatelny prostriedok, dalej obsahujlci aspor jednu povrchovo aktivnu
latku v mnoZstve dostatoénom na zvy$enie absorpcie prostriedku po plucnej

inhalacii tohto prostriedku.

9. Pouzitie podfa naroku 8, kde uvedena povrchovo aktivna latka je

vybrana zo skupiny pozostavajlcej z polysorbatu 20 a z polysorbatu 80.

10.  PouZitie podla naroku 9, kde uvedenou povrchovo aktivnou

latkou je polysorbat 80.

11. Pouzitie interleukinu-2  (IL-2) na vyrobu lie¢iva na pouZitie pri
spOsobe podavania IL-2 subjektu , ktory to potrebuje, prisom tento spdsob

zahrnuje:

a) ziskanie vysoko absorbovatelného farmaceutického
prostriedku obsahujiceho monomérmy IL-2 alebo jeho varianty, pricom tento
prostriedok  obsahuje aspon jednu povrchovo aktivhu latku v mnozstve
dostatoCnom - na zvy$enie absorpcie tohto prostriedku po plucnej inhalacii

prostriedku.

b) vyrobu tohto prostriedku ako vodného, alebo alebo nevodného
roztoku, vodnej, alebo alebo nevodnej suspenzie alebo ako suchej praskove;

formy; a

C) podanie tohto roztoku, suspenzie a suchej praskovej formy
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tohto prostriedku uvedenému subjektu prostrednictvom pftcnej inhalacie.

12.  Pouzitie podfa naroku 11, kde uvedeny prostriedok je v kvapalnegj

forme.

13.  Pouzitie podla naroku 11, kde uvedeny prostriedok je v suchej
forme pricom tato sucha forma je vybrana zo skupiny pozostavajucej z

lyofilizovanej formy a sprejovo suSenej formy.

14.  Pouzitie podla naroku 11, kde uvedeny roztok alebo suspenzia su

podavané z rozprasovaca alebo davkovacieho inhalatora.

15.  Pouzitie podla naroku 11, kde uvedena suchéa praskova forma je

podavana z davkovacieho inhalatora alebo inhalatora suchého prasku.

16.  Pouzitie podla naroku 15, kde uvedena sucha praskova forma je

zloZena z Castic majlcich stredny priemer menej ako 10 um.

17. Pouzitie podfa naroku 16, kde uvedené Castice maju stredny

priemer v rozmedzi 1 az 5 um.

18. Pouzitie podla naroku 11, kde uvedena povrchovo aktivna latka

je vybrana zo suboru pozostavajuceho z polysorbatu 20 a polysorbatu 80.

19. Pouzitie podla naroku 18, kde uvedenou povrchovo aktivnou

latkou je polysorbat 80.
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20.  Poutitie interleukinu-2 (IL-2) na vyrobu lie¢iva na pouzitie pri
spOsobe podavania IL-2 subjektu, ktory to potrebuje, pricom tento spdsob

zahrnuje

a) ziskanie farmaceutického  prostriedku obsahujliceho

multimérny IL-2 alebo jeho varianty,

b) vyrobu uvedeného prostriedku ako vodného, alebo nevodného
roztoku, vodnej, alebo alebo nevodnej suspenzie alebo ako suchej praskovej

formy; a

c) podanie uvedeného roztoku, suspenzie alebo suchej praskovej

formy tohto prostriedku subjektu prostrednictvom plicnej inhalacie.

21. Poutitie podfa naroku 20, kde uvedeny prostriedok je v kvapalnej

forme.

22.  PouZitie podla naroku 20, kde uvedeny prostriedok Je Vv suchej
forme, pricom uvedend sucha forma, je vybrana zo suboru pozostavajuceho z

lyofilizovanej formy a sprejovo susenej formy.

23.  Poutitie podla naroku 20, kde uvedeny roztok alebo suspenzia su

podavané z davkovacieho inhalatora.

24.  PouZitie podla naroku 20, kde uvedena sucha praskova forma je

podavana z davkovacieho inhalatora, alebo inhalatora suchého prasku.

25.  Pouzitie podla naroku 24, kde uvedena sucha pragkova forma je

zlozena z Castic majlcich stredny priemer menej ako 10 um.
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26. Pouzitie podla naroku 25, kde uvedené cCastice maju stredny

priemer v rozsahu od 1 do 5 um.

27. Pouzitie podla naroku 20, kde uvedeny prostriedok je vysoko
absorbovatelny prostriedok obsahujluci dalej aspon jednu povrchovo aktivnu
latku v mnoZstve dostatoénom na zvySenie absorpcie prostriedku po pfucnej

inhalacii tohto prostriedku.

28.  Pouzitie podla naroku 27, kde uvedena povrchovo aktivna latka je

vybrana zo skupiny pozostavajlcej z polysorbatu 20 a polysorbatu 80.

29. Pouzitie podla naroku 28, kde uvedenou povrchovo aktivnou

latkou je polysorbat 80.

30. Pouzitie interleukinu-2 (IL-2) na vyrobu lieCiva na pouzitie pri
spbsobe podavania IL-2 subjektu, ktory to potrebuje, priCom tento spdsob

zahriuje

a) ziskanie farmaceutického prostriedku  obsahujaceho

stabilizovany lyofilizovany, alebo sprejovo suseny IL-2, alebo jeho varianty ;

b) vyrobu uvedeného prostriedku ako vodného, alebo nevodného
roztoku, vodnej, alebo alebo nevodnej suspenzie alebo ako suchej praskovej

formy; a

c) podanie uvedeného roztoku, suspenzie alebo suchej praskovej

formy tohto prostriedku subjektu prostrednictvom plucnej inhalacie.
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31.  Pouzitie podla naroku 30, kde uvedeny roztok alebo suspenzia

su podavané zrozprasovaca alebo davkovacieho inhalatora .

32.  PoulZitie podla naroku 30, kde uvedend sucha praskova forma je

podavana z davkovacieho inhalatora alebo inhalatora suchého prasku.

33.  Pouzitie podla naroku 32, kde uvedena sucha praskova forma je

zlozena z Castic majucich stredny priemer mensi ako 10 um.

34. Pouzitie podla naroku 33, kde uvedené Castice maju stredny

priemer v rozsahu od 1do 5 um.

35.  Poutitie podla naroku 30, kde uvedeny prostriedok je vysoko
absorbovatelny prostriedok obsahujici dalej aspor jednu povrchovo aktivnu
latku v mnozstve dostatocnom na zvySenie absorpcie tohto prostriedku po

placnej inhalacii kompozicie.

36.  Pouzitie podla naroku 35, kde uvedena povrchovo aktivna latka

je vybrana zo slboru pozostavajiceho z polysorbatu 20 a polysorbatu 80.

37.  PouZitie podla naroku 36, kde uvedenou povrchovo aktivhou

latkou je polysorbat 80.

38.  Poulitie interleukinu-2 (IL-2) na vyrobu lie¢iva na pouzitie na
sposob  zvySenia biologickej dostupnosti IL-2 podavaného  subjektu
prostrednictvom plucnej inhalacie, pricom tento spésob zahriiuje podavanie
farmaceutického  prostriedku  obsahujiceho stabilizovany monomérny [L-2

alebo jeho varianty uvedenému subjektu prostrednictvom plucnej inhalacie.
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39. Pouzitie podfa naroku 38, kde uvedeny prostriedok dalej
obsahuje aspor jednu povrchovo aktivnu latku v mnozstve dostatoénom na
zvySenie absorpcie tohto prostriedku po plucnej inhalacii uvedeného

prostriedku .

40. Pouzitie interleukinu-2 (IL-2) na vyrobu lieCiva na pouzitie na
spOsob zvySenia biologickej dostupnosti [L-2 podavaného subjektu
prostrednictvom plucnej inhalacie, priCom tento spdsob zahriiuje podavanie
vysoko absorbovatelného farmaceutického prostriedku  obsahujiceho
monomérny IL-2 alebo jeho varianty uvedenému subjektu prostrednictvom
plicnej inhalacie, pricom tento prostriedok obsahuje aspoi jednu povrchovo
aktivnu latku v mnozstve dostato€nom na zvySenie absorpcie tohto prostriedku

po plucnej inhalacii prostriedku.

41. Pouzitie interleukinu-2 (IL-2) na vyrobu lieCiva na pouZitie na
spdsob  zvySenia biologickej dostupnosti IL-2 podavaného subjektu
prostrednictvom plucnej inhalacie, pricom tento spdsob zahrfiuje podavanie
farmaceutického  prostriedku  obsahujuceho multimérny IL-2 alebo jeho
varianty uvedenému subjektu prostrednictvom plucnej inhalacie, priCom tento
prostriedok  obsahuje aspon jednu povrchovo aktivhu latku v mnozZstve
dostatoénom na zvySenie absorpcie tohto prostriedku po placnej inhalacii

prostriedku.

42.  Poutzitie interleukinu-2 (IL-2) na vyrobu lie€iva na pouzitie na
spbsob zvyéenia biologickej dostupnosti IL-2 podavaného subjektu
prostrednictvom plicnej inhalacie, pricom tento spdsob zahrriuje podavanie
farmaceutického prostriedku obsahujuceho stabilizovany, lyofilizovany, alebo
sprejovo suseny IL-2 alebo jeho varianty uvedenému subjektu prostrednictvom
pfucnej inhalacie, pricom tento prostriedok obsahuje aspon jednu povrchovo

aktivnu latku v mnozstve dostatoénom na zvySenie absorpcie tohto prostriedku
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po plucnej inhalacii prostriedku.

43.  Stabilizovany alebo sprejovo suseny farmaceuticky prostriedok

vyznacujuci sa tym, ze obsahuje:
interleukin-2 (IL-2) ako terapeuticky ucinnt zlozku;

aspon jedno Cinidlo na zvacSenie objemu pritomné v mnoZstve od asi 0
% do asi 5 %;

aspon jeden cukor vybrany zo sUboru pozostavajuceho zo sacharozy,
trehaldzy, rafindzy, stachydzy, sorbitolu alebo aspon z jednej aminoKyseliny
vybranej zo skupiny pozostavajucej z argininu a lyzinu, kde tento cukor je
pritomny od asi 0 % do asi 9 %, a kde tato aminokyselina je pritomna od asi 0

% doasi1%:;a

pufor na udrzanie tohto prostriedku pri pH v rozsahu od asi 4,0 do asi

pH 8,5 ked je tento prostriedok rekonstituovany ako kvapalina.

44, Farmaceuticky prostriedok vyznaéujuci sa tym, Ze obsahuje
interleukin-2 (IL-2), alebo jeho varianty ako terapeutické &inidlo, pricom tento
prostriedok obsahuje asponl jednu povrchovo aktivhu latku v mnozstve
dostatoCnom na zvySenie absorpcie tohto prostriedku po plicnej inhalacii

uvedeneho prostriedku.

45.  Farmaceuticky prostriedok podla naroku 44, vyznaéujuci sa tym,
Ze uvedena povrchovo aktivna latka je vybrana zo stboru pozostavajuceho z

polysorbatu 20 a polysorbatu 80.

46. Pouzitie interleukinu-2 (IL-2) na vyrobu lieCiva na pouzitie na
sposob podavania interleukinu-2 (IL-2) alebo jeho variantov subjektu, ktory to

potrebuje, pricom tento spdsob zahriiuje podavanie prostriedku podla naroku
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44 prostrednictvom pfucnej inhalacie.

47. Pouzitie podla naroku 46, kde uvedeny prostriedok je podavany

z rozpra$ovaca, alebo davkovacieho inhalatora.

48. Pouzitie podla naroku 46, kde uvedeny prostriedok je podavany z

davkovacieho inhalatora alebo inhalatora suchého prasku.

49. Pouzitie podra naroku 48, kde uvedeny prostriedok je v suchej
praskovej forme pozostavajlcej z Castic so strednym priemerom mensim ako

10 pm.

50. Pouzitie podla naroku 49, kde uvedené castice maju stredny

priemer v rozsahu od 1do 5 um.
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