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ES 2276 698 T3

DESCRIPCION

Composiciones farmacéuticas que contienen un polipéptido liquido estabilizado.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere, en general, a la preparacion de composiciones farmacéuticas liquidas que com-
prenden interleucina-2 (IL-2) o variantes de la misma, que normalmente son inestables en formulaciones farmacéuticas
liquidas.

Antecedentes de la invencion

Recientes avances en el desarrollo de la tecnologia de ingenieria genética han proporcionado una amplia variedad
de polipéptidos biolégicamente activos en cantidades suficientemente grandes para usar como farmacos. Sin embargo,
los polipéptidos pueden perder actividad biolégica como resultado de inestabilidades fisicas, incluida la desnatura-
lizacién y la formacion de agregados solubles e insolubles, y una variedad de inestabilidades quimicas, tales como
hidrélisis, oxidacidn y desamidacion. La estabilidad de los polipéptidos en formulaciones farmacéuticas liquidas se
puede ver afectada, por ejemplo, por factores tales como el pH, la fuerza idnica, la temperatura, los ciclos repetidos
de congelacién-descongelacion y la exposicion a fuerzas de cizalladura mecdnicas tales como las que se producen
durante el procesamiento. LA formacién de agregados y la pérdida de actividad biolégica también se pueden producir
como resultado de la agitacidn fisica y las interacciones de moléculas polipeptidicas en solucién y en las interfases
liquido-aire dentro de los viales de almacenamiento, Se pueden producir cambios conformacionales adicionales en los
polipéptidos adsorbidos en las interfases aire-liquido y sélido-liquido durante la compresién-extension de las interfa-
ses resultantes de la agitacién durante el transporte o en otro momento. Tal agitacion puede causar que la proteina se
lie, agregue, forme particulas y, en dltimo término, precipite con otras proteinas adsorbidas. Para una revision general
de la estabilidad de productos farmacéuticos proteicos, véase, por ejemplo, Manning y col. (1989) Pharm. Res. 6: 903-
918 y Wang y Hanson (1988) J. Parenteral Sci. Tech. 42: S14.

La inestabilidad de formulaciones farmacéuticas liquidas que contienen polipéptidos ha urgido el envasado de
estas formulaciones en la forma liofilizada junto con un medio liquido adecuado para la reconstitucién. Aunque la
liofilizacién mejora la estabilidad durante el almacenamiento de la composicién, muchos polipéptidos exhiben una
disminucién de la actividad, bien durante el almacenamiento en el estado seco (Pikal (1990) Biopharm. 27: 26-30)
o como resultado de la formacién de agregados o la pérdida de actividad catalitica tras la reconstitucién como una
formulacién liquida (véase, por ejemplo, Carpenter y col. (1991) Develop. Biol. Standard 74: 225-239; Broadhead y
col. (1992) Drug Devel. Ind. Pharm. 18: 1169-1206; Mumenthaler y col. (1994) Pharm. Res. 11: 12-20; Carpenter y
Crowe (1988) Cryobiology 25: 459-470; y Roser (1991) Biopharm. 4: 47-53).

El documento EP0229016 describe composiciones liquidas de IL-2 que después se liofilizan, donde dichas compo-
siciones comprenden arginina o lisina y 4cido tartdrico o dcido lactico, y que poseen un pH de 7. Sin embargo, la IL-2
se somete a un pH extremo durante la preparacién de las composiciones de IL-2, que pueden hacer que el polipéptido
se desnaturalice, lo que afecta a su actividad bioldgica.

El documento US 5.078.997 describe composiciones liquidas liofilizadas y después reconstituidas de IL-2, que
comprenden arginina y un tampén de citrato.

Aunque el uso de aditivos ha mejorado la estabilidad de las proteinas secas, muchas formulaciones rehidratadas
contintian teniendo cantidades inaceptables o indeseables de proteina agregada inactiva (véase, por ejemplo, Townsend
y DeLuca (1983) J. Pharm. Sci. 80: 63-66; Hora y col. (1992) Pharm. Res. 9: 33-36; Yoshiaka y col. (1993) Pharm.
Res, 10: 687-691). Asimismo, la necesidad de la reconstitucién es un inconveniente e introduce la posibilidad de
dosificacién incorrecta.

Aunque se ha formulado una serie de composiciones farmacéuticas liquidas para estabilizar la actividad biolégica
de los polipéptidos contenidos en ellas, la degradacién de los polipéptidos en formulaciones liquidas continda creando
problemas a los facultativos médicos. En consecuencia, existe una necesidad de composiciones farmacéuticas adicio-
nales, que comprenden estabilizantes fisiolégicamente compatibles que estimulan la estabilidad de los componentes
polipeptidicos, de modo que se mantiene su eficacia terapéutica.

Resumen de la invencion

La invencién se refiere a un procedimiento para preparar composiciones que comprenden un polipéptido de IL-
2 como componente terapéuticamente activo. El procedimiento de la invencién se define en las reivindicaciones y
se proporcionan procedimientos ttiles en su preparacion. Las composiciones preparadas mediante el procedimiento
de la invencién son composiciones farmacéuticas liquidas estabilizadas que incluyen un polipéptido de IL-2 cuya
eficacia como componente terapéuticamente activo estd normalmente comprometida durante el almacenamiento en
formulaciones liquidas como resultado de la agregacién del polipéptido. Las composiciones farmacéuticas liquidas
estabilizadas comprenden, ademas de la IL-2 que exhibe formacién de agregados de la IL-2 durante el almacenamiento
en una formulacién liquida, una cantidad de un aminoécido base suficiente para disminuir la formacién de agregados
de la IL-2 durante el almacenamiento, donde el aminoécido base es un aminoécido o una combinacion de aminoacidos
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seleccionados del grupo constituido por arginina, lisina, 4cido aspdrtico y dcido glutdmico. Las composiciones ademas
comprenden un agente tamp6n para mantener el pH de la composicion liquida dentro de un intervalo aceptable para la
estabilidad de la IL-2, donde el agente tampdn es un dcido sustancialmente libre de su forma en sal.

El aminodcido base sirve para estabilizar la IL-2 frente la formacién de agregados durante el almacenamiento de
la composicion liquida farmacéutica, mientras se usa un 4cido sustancialmente libre de su forma de sal, ya que el
agente tampoén tiene como resultado una composicion liquida que posee una osmolaridad que es casi isoténica. La
composicién farmacéutica liquida puede ademads incorporar otros agentes estabilizantes, mds particularmente metio-
nina, un tensioactivo no iénico tal como polisorbato 80, y EDTA, para incrementar mds la estabilidad del polipéptido.
Tales composiciones farmacéuticas liquidas se dice que estdn estabilizadas, ya que la adicién del aminoacido base en
combinacion con un acido sustancialmente libre de su forma de sal, un acido en su forma de sal o una mezcla de un
dcido y su forma de sal, tiene como resultados un incremento de la estabilidad en el almacenamiento de las composi-
ciones en relacién con las composiciones farmacéuticas liquidas formuladas en ausencia de la combinacién de estos
dos componentes.

También se proporcionan procedimientos para incrementar la estabilidad de la IL-2 es una composicién farmacéuti-
caliquida y para incrementar la estabilidad en el almacenamiento de tal composicion farmacéutica. Los procedimientos
comprenden incorporar en la composicién farmacéutica liquida una cantidad de una aminodcido base suficiente para
disminuir la formacién de agregados de la IL-2 durante el almacenamiento de la composicion, y un agente tampon,
donde el agente tampdn es un 4cido sustancialmente libre de su forma en sal. Los procedimientos encuentran utilidad
en la preparacion de las composiciones farmacéuticas liquidas de la invencién.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra el porcentaje restante de IL-2 soluble en muestras de estabilidad almacenadas a 40°C, anali-
zado mediante HPLC-RP. Las formulaciones contenian 0,2 mg/ml de IL-2, succinato sédico 10 mM a pH 6 y sorbitol
270 mM o sacarosa o manitol.

La Figura 2 muestra el porcentaje restante de IL-2 soluble en muestras de estabilidad almacenadas a 50°C, anali-
zado mediante HPLC-RP. Las formulaciones contenian 0,1 mg/ml de IL-2, succinato sédico 10 mM a pH 6 y 150 mM
de varios aminoécidos indicados en la figura.

La Figura 3 muestra el porcentaje restante de IL-2 soluble en muestras de estabilidad almacenadas a 40°C, anali-
zado mediante HPLC-RP. Las formulaciones contenfan 0,2 mg/ml de IL-2, succinato sédico 10 mM a pH 6 y 50, 100
6 270 mM de sorbitol.

La Figura 4 muestra el porcentaje restante de IL-2 soluble en muestras de estabilidad almacenadas a 50°C, anali-
zado mediante HPLC-RP. Las formulaciones contenian 0,2 mg/ml de IL-2, succinato sédico 10 mM a pH 6 y 50, 100
6 150 mM de arginina.

La Figura 5 muestra la semivida (t;,, en dias) de IL-2 soluble restante analizado mediante HPLC-RP como funcién
del pH a 50°C. Las formulaciones contenian 0,2 mg/ml de IL-2, 10 mM de tampén (glicina, acetato sédico, citrato
sddico, succinato sddico, fosfato sédico, borato sédico) y NaCl 150 mM, sorbitol 270 mM o arginina 150 mM.

La figura 6 muestra el grifico Ln-Ln de la semivida (t,,,) frente a la concentracién inicial de proteina para las
muestras de estabilidad almacenadas a 50°C. Las formulaciones contenian 0,1, 0,2 6 0,5 mg/ml de IL-2 en succinato
sédico 10 mM a pH 6 y L-arginina 150 mM.

La Figura 7 muestra el porcentaje restante de IL-2 soluble, analizado mediante HPLC-RP, en muestras tratadas
con 1, 3 y 5 ciclos de congelacién-descongelacion desde -70°C hasta la temperatura ambiente. Las formulaciones
contenian 0,2 mg/ml de IL-2, succinato sédico 10 mM, arginina 150 mM y de 0 a 0,1% de polisorbato 80.

La Figura 8 muestra el porcentaje restante de IL-2 soluble, analizado mediante HPLC-RP, en muestras tratadas con
envio desde Emeryville, California, a San Louis, Missouri, y de San Louis de vuelta a Emeryville en hielo. Se usaron
dos formulaciones que contenian varias cantidades de polisorbato 80: una formulacién de arginina, que contenia 0,2
mg/ml de IL-2 en succinato sédico 10 mM a pH 6 y arginina 150 mM; y una formulacién de NaCl, que contenia 0,2
mg/ml de IL-2 en citrato sédico 10 mM a pH 6,5 y NaCl 200 mM.

La Figura 9 muestra la semivida (t,,, en dias) del TFPI soluble restante en cuatro formulaciones analizadas me-
diante IEX-HPLC como una funcién de la concentracién de arginina a 50°C. Todas las formulaciones contenfan 0,15
mg/ml de TFPI y o L-arginina base o L-arginina HCL, tamponada a pH 5,5 con 4cido citrico o 4cido citrico y citrato
sédico 10 mM. Las formulaciones de TFPI especificas contenfan: (s) 20-150 mM L-arginina, dcido citrico y citrato
sédico 10 mM como tampén; (b) L-arginina base 20-150 mM, titulada con 4cido citrico; (c) L-arginina HCI 100-300
mM, 4cido citrico y citrato sédico 10 mM como tampén; (d) L-arginina base 100-300 mM titulada con 4cido citrico.

La Figura 10 muestra la semivida (t,,,, en dias) del TFPI soluble restante en cuatro formulaciones analizadas
mediante IEX-HPLC como una funcién de la concentracién de arginina a 50°C. Todas las formulaciones contenian
0,15 mg/ml de TFPI y o L-arginina base o L-arginina HCL, tamponada a pH 5,5 con 4cido succinico o con 4cido

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2276 698 T3

succinico y succinato sédico 10 mM. Las formulaciones de TFPI especificas contenian: (a) 20-150 mM L-arginina
HCI, 4cido succinico y succinato sédico 10 mM como tampén; (b) L-arginina base 20-150 mM, titulada con 4cido
succinico; (¢) L-arginina HCI 100-300 mM, 4cido succinico y succinato sédico 10 mM como tampén; (d) L-arginina
base 100-300 mM titulada con 4cido succinico.

La Figura 11 muestra la semivida (t,,, en dias) del TFPI soluble restante en cuatro formulaciones analizadas
mediante IEX-HPLC como una funcién de la concentracién de arginina a 50°C. Todas las formulaciones contenian
0,15 mg/ml de TFPI y L-arginina base, tamponada a pH 5,5 con 4cido succinico o con 4cido citrico. Las formulaciones
de TFPI especificas contenian: (a) 20-150 mM L-arginina base 20-150 mM, titulada con 4cido citrico; (b) 20-150 mM
L-arginina base 20-150 mM, titulada con 4cido succinico; (c) L-arginina base 100-300 mM titulada con 4cido citrico;
(d) L-arginina base 100-300 mM, titulada con dcido succinico.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién estd dirigida a un procedimiento para la preparacién de composiciones farmacéuticas 1i-
quidas que comprenden un polipéptido de IL-2 como componente terapéuticamente activo y a procedimientos utiles
en su preparacion. Para los propdsitos de la presente invencidn, se pretende que el término “liquido” en relacién con
las composiciones farmacéuticas o formulaciones incluya el término “acuoso”. Como se usa en la presente memoria
descriptiva, el término “polipéptido de IL-2” abarca polipéptidos y proteinas de IL-2 naturales (nativas), sintéticas y
recombinantes, y variantes biologicamente activas de las mismas, donde dicha variante posee al menos un 70% de
identidad de secuencia con dicho polipéptido, como se cualifica en otro lugar de la presente memoria descriptiva. Con
“componente terapéuticamente activo” se pretende el polipéptido de IL-2, que se incorpora de forma especifica en
la composicién para que provoque una respuesta terapéutica deseada con respecto al tratamiento, la prevencion o el
diagnéstico de una enfermedad o afeccién en un sujeto cuando la composicién farmacéutica se administra a dicho
sujeto.

Mais particularmente, las composiciones preparadas segin la invencion son composiciones farmacéuticas liquidas
estabilizadas cuyos componentes terapéuticamente activos incluyen un polipéptido de IL-2 que normalmente exhibe
formacién de agregados durante el almacenamiento en formulaciones farmacéuticas liquidas. Por “formacion de agre-
gados” se pretende decir una interaccion fisica entre las moléculas de IL-2 que tiene como resultado la formacién de
oligémeros, que pueden permanecer solubles, o grandes agregados visibles que precipitan en la solucién. Por “durante
el almacenamiento” se pretende decir una composiciéon farmacéutica liquida o formulacién una vez preparada, no se
administra de inmediato a un sujeto. Mds bien, tras la preparacion, se envasa para su almacenamiento, bien en forma
liquida, en un estado congelado o en forma seca para su posterior reconstitucién en una forma liquida u otra forma
adecuada para la administracién a un sujeto. Por “ forma seca” se pretende decir que la composicion o formulacién
farmacéutica liquida se seca bien mediante liofilizacion (es decir, liofilizacién; véase, por ejemplo. Willians y Polli
(1984) J. Parenteral Sci. Technol. 38: 48-59), pulverizacién (véase Masters (1991) en Spray-Drying Handobook (5*
ed.; Longman Scientific and Technical, Essez, RU), pag. 491-676; Broadhead y col. (1992) Drug Devel. Ind. Pharm.
18: 1169-1206; y Mumenthaler y col. (1994) Pharm. Res. 11: 12-20) o secado al aire (Carpenter y Crowe (1988)
Cryobiology 25: 459-470; y Roser (1991) Biopharm. 4: 47-53). La formacién de agregados por los polipéptidos de
IL-2 durante el almacenamiento de una composiciéon farmacéutica liquida puede afectar de forma adversa a la activi-
dad bioldgica de esta IL-2, teniendo como resultado la pérdida de eficacia terapéutica de la composicién farmacéutica.
Ademds, la formacién de agregados puede causar otros problemas tales como bloqueo de tubos, membranas o bombas,
cuando la composicién farmacéutica que contiene la IL-2 se administra usando un sistema de infusion.

Las composiciones farmacéuticas liquidas estabilizadas preparadas de acuerdo con la invencién ademds compren-
den una cantidad de un aminoécido base suficiente para disminuir la formacién de agregados por el péptido de IL-2
durante el almacenamiento de la composicién. Por “aminodcido base” se pretende decir un aminoacido o una com-
binacién de aminodcidos seleccionados del grupo constituido por arginina, lisina, dcido aspdrtico y dcido glutdmico,
donde cualquier aminodcido dado esta presente en su forma de base libre o en su forma de sal. Donde se usa una com-
binacién de aminodacidos, todos los aminodcidos pueden estar presentes en las formas de sus bases libres, todos pueden
estar presentes en sus formas de sal o algunas pueden estar presentes en sus formas de base libre mientras que otras
estan presentes en sus formas de sal. Los aminoécidos a usar en la preparacion de las composiciones son los que llevan
una cadena lateral cargada, tal como arginina, lisina, dcido aspértico y dcido glutdmico. Cualquier estereoisémero (es
decir, isémero L, D o DL) del aminodcido concreto, o combinaciones de estos estereoisémeros, puede estar presente
en las composiciones farmacéuticas preparadas de acuerdo con la invencion, siempre que el aminodcido concreto esté
presente en su forma de base libre o en su forma de sal. Preferentemente se usa el estereoisémero L.

En combinacién con el aminodcido base como se define en la presente memoria descriptiva, las composiciones
farmacéuticas liquidas estabilizadas preparadas de acuerdo con la invencién comprenden ademads un dcido sustancial-
mente libre de su forma de sal, para mantener el pH de la solucién. Tal combinacién proporciona una osmolaridad de
la solucién menor que si se usan un 4cido y su forma de sal como agentes tamp6n en combinacién con un aminodcido
base para formular una composicion farmacéutica estabilizada. La ventaja de tal combinacién es que se puede incor-
porar una concentracion superior del estabilizante, el aminodcido base, en la composicién farmacéutica sin exceder
la isotonicidad de la solucién. Por “un dcido sustancialmente libre de su forma de sal” se pretende decir que el dcido
que sirve como agente tampén con la composicion farmacéutica liquida estd presente en ausencia de cualquiera de
sus formas de sal. Normalmente, cuando un tampén que comprenda un dcido se usa en una composicién farmacéutica
liquida, se prepara usando una forma de sal del dcido o una combinacién del dcido y una forma de sal del 4cido. Por
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tanto, por ejemplo, el tampon se prepara usando el dcido con su contraion, tal como sodio, potasio, amoniaco, calcio
0 magnesio. Por tanto, un tampén succinato generalmente consiste en una sal de 4cido succinico, tal como succinato
sddico, o una mezcla de 4cido succinico y succinato sédico. Los acidos adecuados para usar en la formulacién de
las composiciones liquidas estabilizadas que contienen polipéptido de IL-2 preparadas de acuerdo con la presente
invencién incluyen, entre otros, dcido succinico, dcido citrico, dcido fosférico, acido glutdmico, dcido maleico, 4ci-
do miélico, 4cido acético, dcido tartdrico y dcido aspartico, mds preferentemente dcido succinico y 4cido citrico, més
preferentemente 4cido succinico.

Las composiciones farmacéuticas liquidas que contienen polipéptido de IL-2 preparadas de acuerdo con la inven-
cién son composiciones “estabilizadas”. Por “estabilizada” se pretende decir que en las composiciones liquidas se
ha incrementado su estabilidad al almacenamiento en relacidn con las composiciones preparadas en ausencia de la
combinacién de un aminodcido base y un agente tamp6n como se describe en la presente memoria descriptiva. Esta
estabilidad al almacenamiento incrementada se observa en la formulacién liquida, ya sea almacenada directamente en
dicha forma para su uso posterior, almacenada en estado congelado y descongelada antes de usar, o preparada en forma
seca, tal como liofilizada, seca al aire o pulverizada, para su posterior reconstitucion en una forma liquida u otra forma
antes de usar. Preferentemente, las composiciones de la invencién se almacenan directamente en su forma liquida para
obtener todas las ventajas de la conveniencia de poseer una mayor estabilidad al almacenamiento en la forma liquida,
facilidad de administracién sin reconstitucién y capacidad para suministrar la formulacién en jeringas precargadas
listas para usar o en forma de preparaciones multidosis si la formulacién es compatible con agentes bacteriostiticos.

Las composiciones preparadas de acuerdo con la invencidn estdn relacionadas con el descubrimiento de que la
adicién del aminodcido arginina, lisina, dcido aspdrtico o dcido glutdimico en su forma de base libre o en su forma
de sal en combinacién con un 4cido sustancialmente libre de su forma de sal, tiene como resultado una composicién
farmacéutica liquida que contiene el polipéptido IL-2 preparada sin la combinacién de estos dos componentes. La
mayor estabilidad al almacenamiento de la composicion se consigue a través de la influencia del aminoécido sobre
la estabilidad del polipéptido IL-2 terapéuticamente activo, mds particularmente su influencia sobre la agregacion del
polipéptido IL-2 durante el almacenamiento en formulaciones liquidas. Ademads, la de un aminoacido base como se ha
definido en la presente memoria descriptiva y un dcido sustancialmente libre de si forma en sal en las formulaciones
que contienen el polipéptido IL-2 tiene como resultado composiciones farmacéuticas liquidas que son casi isoténicas
sin tener que incluir agentes isotonificantes adicionales, tales como cloruro sédico. Por “casi isoténico” se preten-
de decir que la composicién liquida posee una osmolaridad de aproximadamente 240 mmol/kg a aproximadamente
360 mmol/kg, preferentemente de aproximadamente 240 a aproximadamente 340 mmol/kg, mds preferentemente de
aproximadamente 250 a aproximadamente 330 mmol/kg, incluso mds preferentemente de aproximadamente 260 a
aproximadamente 320 mmol/kg, mas preferentemente de aproximadamente 270 a aproximadamente 310 mmol/kg.

El aminodacido base incorporado en las composiciones farmacéuticas liquidas estabilizadas preparadas de acuerdo
con la invencién protege el polipéptido IL-2 terapéuticamente activo frente a la agregacidn, incrementando de este
modo la estabilidad del polipéptido IL-2 durante el almacenamiento de la composicién. Por “incrementando la estabi-
lidad” se quiere decir que la formacién de agregados por el polipéptido IL-2 durante el almacenamiento de la composi-
cion farmacéutica liquida disminuye en relacién con la de agregados del polipéptido IL-2 durante el almacenamiento en
ausencia de este agente estabilizante concreto. La disminucién de la formacién de agregados con adicién del aminodci-
do base se produce de un modo dependiente de la concentracién. Es decir, concentraciones crecientes del aminoacido
base conducen a un incremento de la estabilidad de un polipéptido IL-2 en una composicién farmacéutica liquida
cuando ese polipéptido normalmente exhibe formacién de agregados durante su almacenamiento en una formulacién
liquida en ausencia del amino4cido base. La determinacién de la cantidad de un aminodcido base concreto a afiadir a
una composicién farmacéutica liquida para disminuir la formacién de agregados para incrementar la estabilidad del po-
lipéptido IL-2 y asi incrementar la estabilidad en el almacenamiento de la composicidn, se puede determinar con faci-
lidad sin experimentacion innecesaria usando procedimientos generalmente conocidos para un experto en la técnica.

Por tanto, por ejemplo, el efecto del aminodcido base concreto sobre la agregacion del polipéptido IL-2 durante el
almacenamiento en una composicion liquida se puede determinar con facilidad midiendo el cambio en el polipéptido
IL-2 soluble en solucién en el tiempo. La cantidad de polipéptido IL-2 soluble en solucién se puede cuantificar me-
diante un niimero de ensayos analiticos adaptados pata la deteccion del polipéptido de interés. Tales ensayos incluyen,
por ejemplo, HPLC de fase inversa (RP)-HPLC, (SEC)-HPLC de exclusién por tamafio y absorbancia UV, como se
describe en los siguientes ejemplos. Cuando un polipéptido IL-2 de interés forma agregados tanto solubles como in-
solubles durante el almacenamiento en formulaciones liquidas, se puede usar una combinacién de RP-HPLC y SEC-
HPLC para distinguir entre dicha porcién del polipéptido IL-2 soluble que esta presente como agregados solubles y
la porcién que estd presente en forma molecular no agregado biolégicamente activa, como se describe en el siguiente
ejemplo 1.

En el caso de agregacidn, una cantidad eficaz de aminodcido base a incorporar en una composicién farmacéutica
liquida que contiene el polipéptido IL-2 con el fin de obtener la composicién farmacéutica estabilizada de acuerdo
con el procedimiento de la invencién se veria como una cantidad que tuviera como resultado una disminucién de
la formacion de agregados en el tiempo y, por tanto, una mayor retencidén de polipéptido IL-2 en solucién en su
forma molecular no agregada biol6gicamente activa. Por tanto, como se describe en los siguientes ejemplos, una
cantidad eficaz de agente estabilizante para usar en la preparacion de una composicién estabilizada de acuerdo con
el procedimiento de la invencion serfa una cantidad que tuviera como resultado una retencién de IL-2 superior en su
forma molecular monomérica.
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La mayor estabilidad en el almacenamiento de las composiciones liquidas estabilizadas que contienen polipéptido
IL-2 preparadas de acuerdo con la invencién también se puede asociar con los efectos inhibidores del aminodcido base
sobre la desamidacién de los residuos de glutamina y/o asparagina en el polipéptido terapéuticamente activo duran-
te el almacenamiento. El efecto de un aminodcido base concreto sobre la desamidacién de estos residuos durante el
almacenamiento en una composicion liquida se puede determinar con facilidad mediante el control de la cantidad de
polipéptido IL-2 presente en su forma desamidada en el tiempo. Los procedimientos para medir especies molecula-
res, es decir nativas o desamidadas, de un polipéptido IL-2 concreto presente en fase de solucién son generalmente
conocidos en la técnica. Tales procedimientos incluyen separacion cromatografica de las especies moleculares e iden-
tificacién usando patrones de peso molecular de polipéptidos, tales como con RP-HPLC como se describe en los
ejemplos siguientes.

El uso de la combinacion de un aminoécido base tamponado mediante un 4cido sustancialmente libre de su forma
de sal para incrementar la estabilidad del polipéptido IL-2 en las composiciones farmacéuticas liquidas estabilizadas
preparadas de acuerdo con la invencién proporciona ventajas sobre, por ejemplo, el uso de un aminoacido en una sis-
tema tampdn de 4cido succinico/succinato de sodio. Esta nueva combinacion permite la preparacion de formulaciones
casi isotonicas que poseen concentraciones superiores del aminoacido estabilizante que pueden conseguirse con el uso
de un sistema tampdn que es una mezcla de un 4cido y su forma de sal. La concentracién superior del amino4cido esta-
bilizante permite incrementos todavia mayores en la estabilidad del polipéptido y, por tanto, incrementa la estabilidad
en el almacenamiento de la formulacion.

Por ejemplo, cuando se usa 4cido succinico para tamponar la base arginina afiadida a una formulacién liquida que
comprende la proteina interleucina 2 (IL-2) y que posee un pH 6ptimo de dicha proteina (pH 5,8), la concentracién de
arginina se puede incrementar a 230 mM manteniendo al mismo tiempo la isotonicidad de la formulacién. Esto tiene
como resultado la duplicacién del periodo de caducidad de almacenamiento de la IL-2 a 50°C, que es una medida de la
estabilidad de la proteina. Aunque se puede conseguir un periodo de caducidad de almacenamiento de la IL-2 similar
usando la misma concentracién de arginina y dcido succinico/succinato sédico como agente tampén, se debe afadir
arginina en su forma 4cida para obtener un pH similar, y la formulacién resultante es hiperténica (véase el Ejemplo 1,
Tabla 1).

La capacidad para usar concentraciones mds elevadas de un aminodcido como principal agente estabilizante eli-
mina la necesidad de mds estabilizantes polipeptidicos tradicionales tales como seroalbimina bovina o seroalbimina
humana, que son agentes estabilizantes menos deseables a causa de su potencial contaminacién viral.

Ademds, es deseable la isotonicidad de las composiciones farmacéuticas liquidas, ya que tiene como resultado una
reduccién del dolor tras la administracién y minimiza los posibles efectos hemoliticos asociados con las composi-
ciones hipertonicas o hipotdnicas. Por tanto, las composiciones estabilizadas preparadas de acuerdo con la invencién
no sélo poseen una mayor estabilidad en el almacenamiento, sino también poseen el beneficio afiadido del dolor sus-
tancialmente reducido tras la administracién en comparacién con formulaciones que usan otros sistemas tampdén mas
tradicionales que consisten en un 4cido y una forma en sal del 4cido. Por ejemplo, la composicidn farmacéutica liquida
estabilizada, cuando se inyecta exhibe una reduccién del dolor asociado con quemazén y ardor en comparacion con la
inyeccion de solucién salina normal (véase el Ejemplo 7).

Habiendo identificado las ventajas de preparar composiciones de polipéptido IL-2 de acuerdo con el procedi-
miento de la invencién con un aminodcido base como principal agente estabilizante y un dcido sustancialmente libre
de su forma en sal como agente tampén, se encuentra dentro de la experiencia en la técnica determinar, sin experi-
mentacién innecesaria, las concentraciones preferidas de cada uno de estos componentes que se van a incorporar en
una composicién farmacéutica liquida que comprende un polipéptido terapéuticamente activo de interés que exhiba
formacién de agregados como se describe en la presente memoria descriptiva para obtener una mayor estabilidad
del polipéptido IL-2 durante el almacenamiento de dicha composicién. Siguiendo los protocolos descritos en, por
ejemplo, el Ejemplo 1 que figura més adelante, el técnico experto puede valorar un intervalo de concentraciones de-
seadas del aminodcido base y los diversos dcidos tampdn para usar en las composiciones farmacéuticas liquidas que
se describen en la presente memoria descriptiva. Preferentemente, la cantidad de aminodcido base incorporada en la
composicién se encuentra dentro de un intervalo de concentraciones de aproximadamente 100 mM a aproximada-
mente 400 mM, preferentemente de aproximadamente 130 mM a aproximadamente 375 mM, mds preferentemente
de aproximadamente 150 mM a aproximadamente 350 mM, incluso mas preferentemente de aproximadamente 175
mM a aproximadamente 325 mM, todavia mds preferentemente de aproximadamente 180 mM a aproximadamente
300 mM, incluso més preferentemente de aproximadamente 190 mM a aproximadamente 280 mM, mds preferente-
mente de aproximadamente 200 mM a aproximadamente 260 mM, dependiendo de la proteina presente en la com-
posicion. Aunque el agente tampdn puede ser el dcido en su forma de sal, o una mezcla del 4cido y su forma de
sal, preferentemente el agente tampdn es el 4cido sustancialmente libre de su forma de sal, por las razones venta-
josas descritas en la presente memoria descriptiva. El dcido usado como agente tamp6n se afiade, preferentemente,
en un intervalo de concentraciones de aproximadamente 40 mM a aproximadamente 250 mM, de aproximadamen-
te 50 mM a aproximadamente 240 mM, de aproximadamente 60 mM a aproximadamente 230 mM, de aproxima-
damente 70 mM a aproximadamente 220 mM, mas preferentemente de aproximadamente 80 mM a aproximada-
mente 210 mM, més preferentemente de aproximadamente 90 mM a aproximadamente 200 mM, dependiendo del
acido usado como agente tampén y estabilizandose el pH 6ptimo para el polipéptido IL-2 frente a la formacién de
agregados.
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En una forma de realizacién, el aminodcido base es base arginina presente a una concentracién de aproximada-
mente 230 mM y el dcido usado como agente tamp6n es dcido succinico a una concentracion de aproximadamente 128
mM. Esto permite la preparacién de una composicién farmacéutica liquida que contiene un polipéptido que posea una
osmolaridad que sea casi isoténica y un pH de aproximadamente 5,8. En otra forma de realizacién, el aminodcido base
es arginina base presente a una concentracién de aproximadamente 300 mM y el 4cido usado como agente tampén es
cido citrico a una concentracion de aproximadamente 120 mM. Esto permite la preparacion de de una composicioén
farmacéutica liquida que contiene polipéptido IL-2 que posee una osmolaridad que es casi isoténica y un pH de apro-
ximadamente 5,5. En otra forma mas de realizacién, el aminodcido base es arginina base presente a una concentracién
de aproximadamente 200 mM a aproximadamente 300 mM y el dcido usado como agente tampdn es dcido citrico a
una concentracion de aproximadamente 120 mM a aproximadamente 180 mM. Esto permite la preparacién de una
composicion farmacéutica liquida que contiene un polipéptido que posea una osmolaridad de aproximadamente 256
mmol/kg a aproximadamente 363 mmol/kg a un pH de aproximadamente 5,5.

Por tanto, en otra forma de realizacion de la invencién, la composicién farmacéutica liquida estabilizada comprende
arginina base a una concentracion de aproximadamente 150 mM a aproximadamente 350 mM, y 4cido succinico a una
concentracion de aproximadamente 80 mM a aproximadamente 190 mM. En una forma de realizacién preferida, la
arginina base estd presente en la composicion farmacéutica liquida de IL-2 a una concentracién de aproximadamente
230 mM vy el 4cido succinico estd presente a una concentraciéon de aproximadamente 128 mM. Esta composicién
de IL-2 preferida posee un pH de aproximadamente 5,8 y una osmolaridad de aproximadamente 250 mmol/kg a
aproximadamente 330 mmol/kg. La concentracién de IL-2 de una variante de la misma en estas composiciones es
de aproximadamente 0,01 mg/ml a aproximadamente 2,0 mg/ml, preferentemente de aproximadamente 0,02 mg/ml a
aproximadamente 1,0 mg/ml, mds preferentemente de aproximadamente 0,03 mg/ml a aproximadamente 0,8 mg/ml,
mas preferentemente de aproximadamente 0,03 mg/ml a aproximadamente 0,5 mg/ml.

Como se muestra en los siguientes ejemplos, el pH de una formulacién farmacéutica que contiene polipéptido IL-
2 afecta a la estabilidad del polipéptido contenido en ella, principalmente a través de su efecto sobre la formacién
de agregados de polipéptido IL-2. Por tanto, la cantidad de 4cido tampdn presente en las composiciones farmacéuti-
cas preparadas de acuerdo con la invencidn variard en funcién del pH 6ptimo para la estabilizada de un determinado
polipéptido IL-2 de interés. La determinacion de este pH éptimo se puede conseguir usando procedimientos en gene-
ral disponibles en la técnica, y que ademds se ilustran en los ejemplos descritos en la presente memoria descriptiva.
Los intervalos de pH preferidos para las composiciones de la invencién son de aproximadamente un pH 4,0 a apro-
ximadamente un pH de 9,0, mds particularmente de aproximadamente un pH 5,0 a aproximadamente un pH de 6,5,
dependiendo del polipéptido. Por tanto, en una forma de realizacién, el pH es de aproximadamente 5,8.

Las composiciones farmacéuticas estabilizadas que comprenden un aminoécido base tamponado con un &4cido
sustancialmente libre de su forma de sal, también pueden comprender agentes estabilizantes adicionales, que ademas
potencian la estabilidad de un polipéptido de IL-2 terapéuticamente activo en la misma. Los agentes estabilizantes de
particular interés para la presente invencion incluyen, entre otros, metionina y EDTA, que protegen el polipéptido IL-
2 frente a la oxidacion de metionina; y un tensioactivo no iénico que protege al polipéptido IL-2 frente a la agregacién
asociada con la congelacién-descongelacién o a la cizalladura mecénica.

De este modo, se puede afiadir el aminoacido metionina para inhibir la oxidacién de los residuos de metionina
en sulféxido de metionina, cuando el polipéptido IL-2 que actiia como agente terapéutico es un polipéptido IL-2
que comprende al menos un residuo de metionina susceptible a tal oxidacién. Por “inhibe” se quiere decir la acu-
mulacién minima de especies de metionina oxidada en el tiempo. La inhibicién de la oxidacién de metionina tiene
como resultado una mayor retencioén del polipéptido IL-2 en su forma molecular adecuada. Se puede usar cualquier
estereoisdmero de metionina (isémero L, D o DL) o combinaciones de los mismos. La cantidad que se debe afiadir
debe ser una cantidad suficiente para inhibir la oxidacién de los residuos de metionina de modo que la cantidad de
sulféxido de metionina sea aceptable para las agencias reguladoras. Normalmente, esto significa que la composicioén
contiene como mdximo de aproximadamente 10% a aproximadamente 30% de sulféxido de metionina. En general,
esto se puede conseguir afiadiendo metionina de forma que la proporcién entre metionina afiadida y los residuos de
metionina oscila de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1000:1, mds preferentemente de aproximadamente 10:1
a aproximadamente 100:1.

La cantidad preferida de metionina que se debe afiadir se puede determinar con facilidad mediante la prepara-
cién de la composicién que comprende el polipéptido IL-2 de interés con concentraciones diferentes de metionina y
determinando el efecto relativo sobre la formacién de especies oxidativas del polipéptido usando patrones de peso mo-
lecular de polipéptidos, tales como con RP-HPLC, como se describe mds adelante en el Ejemplo 2. La concentracién
de metionina que maximiza la inhibicién de la oxidacién de los residuos de metionina sin producir efectos adversos
sobre la inhibicién relacionada con los aminodcidos de la agregacion del polipéptido IL-2 representaria una cantidad
preferida de metionina que se debe afiadir a la composicién para mejorar mas la estabilidad del polipéptido.

La degradacién del polipéptido IL-2 debido a congelacidn descongelacion o a cizalladura mecédnica durante el
procesamiento de la composicion liquida de acuerdo con el procedimiento de la presente invencion se puede inhibir
mediante la incorporacion de tensioactivos en las composiciones liquidas que contienen polipéptido IL-2 el fin de
reducir la tension superficial en la interfase solucién-aire. Los tensioactivos tipicos empleados son tensioactivos no
iénicos, incluidos ésteres de sorbitol de polioxietileno tales como polisorbato 80 (Tween 80) y polisorbato 20 (Tween
20); ésteres de polioxipropileno-polioxietileno tales como Pluronic F68; alcoholes de polioxietileno tales como Brij

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2276 698 T3

35; simeticona; polietilen glicol tal como PEG400; lisofosfatidilcolina; y polioxietilen-p-t-octilfenol tal como Triton
X-100. La estabilizacién clédsica de productos farmacéuticos mediante tensioactivos o emulsionantes se describe, por
ejemplo, en Levine y col. (1991) J. Parenteral Sci. Technol. 45(3): 160-165, en la presente memoria descriptiva por
referencia. Un tensioactivo preferido empleado en la practica de la presente invencion es polisorbato 80.

Ademds de los agentes descritos anteriormente, se pueden afadir otros agentes estabilizantes, tales como albu-
mina, dcido etilendiaminotetracético (EDTA) o una de sus sales tales como EDTA disddico, para potenciar mds la
estabilidad de las composiciones farmacéuticas liquidas. La cantidad de albimina se puede afiadir a concentraciones
de aproximadamente 1% p/v o menores. El EDTA acttia como secuestrante de iones metdlicos conocido por catalizar
muchas reacciones de oxidacion, lo que proporciona un agente estabilizante adicional.

En una forma de realizacién de la invencion, la composicién farmacéutica liquida estabilizada comprende IL-2 o
una variante de la misma, arginina base a una concentracién de aproximadamente 150 mM a aproximadamente 350
mM, 4cido succinico a una concentracién de aproximadamente 80 mM a aproximadamente 190 mM, metionina a una
concentracién de aproximadamente 0,5 mM a aproximadamente 10 mM, EDTA a aproximadamente 0,1 a aproxima-
damente 5,0 mM y polisorbato 80 a aproximadamente 0,001% a aproximadamente 0,2%. En una forma de realizacién
preferida, la arginina base estd presente en esta composicion farmacéutica liquida de IL-2 a una concentracion de
aproximadamente 230 mM vy el 4cido succinico estd presente a un a concentracién de aproximadamente 128 mM. Esta
composicioén de IL-2 preferida posee un pH de aproximadamente 5,8 y una osmolaridad de aproximadamente 250
mmol/kg a aproximadamente 330 mmol/kg. La concentracién de IL-2 o de la variante de la misma en estas composi-
ciones es de aproximadamente 0,01 mg/ml a aproximadamente 2,0 mg/ml, preferentemente de aproximadamente 0,02
mg/ml a aproximadamente 1,0 mg/ml, mas preferentemente de aproximadamente 0,03 mg/ml a aproximadamente 0,8
mg/ml, més preferentemente de aproximadamente 0,03 mg/ml a aproximadamente 0,5 mg/ml.

Cuando sea deseable, también se pueden incluir azicares o alcoholes de azicares en las composiciones farma-
céuticas liquidas que contienen polipéptido IL-2 de la presente invencidn, Se puede usar cualquier azicar tal como
mono-, di- o polisacaridos, o glucanos solubles en agua, incluidos, por ejemplo, fructosa, glucosa, manosa, sorbosa,
xilosa, maltosa, lactosa, sacarosa, dextrano, pululano, dextrina, ciclodextrina, almidén soluble, hidroxietil almidén y
carboximetilcelulosa-Na. La sacarosa es el aditivo de azicar mas preferido. Alcohol de aziicar se define como un
hidrocarburo de C4-C8 que posee un grupo OH e incluye, por ejemplo, manitol, sorbitol, inositol, galactitol, dulci-
tol, xilitol y arabitolm, siendo el manitol el aditivo alcohol de azicar mas preferido. Los azicares o los alcoholes de
azicar mencionados anteriormente se pueden usar individualmente o en combinacién. No existe un limite fijo de la
cantidad usada, siempre que el azicar o el alcohol de azicar sean solubles en la preparacién liquida y no afecte de
forma adversa a los efectos estabilizantes conseguidos usando los procedimientos de la invencion. Preferentemente, la
concentracion del azicar o del alcohol de aziicar se encuentra entre aproximadamente 1,0% p/v y aproximadamente
15,0% p/v, mas preferentemente entre aproximadamente 2,0% p/v y aproximadamente 10,0% p/v.

Las composiciones farmacéuticas liquidas estabilizadas preparadas de acuerdo con la invencién pueden contener
otros compuestos que incrementar la eficacia o estimulan las cualidades deseables del polipéptido IL-2 de interés
que sirve como componente terapéuticamente activo siempre que el principal efecto estabilizante obtenido con el
aminodcido base no se vea afectado de forma adversa. LA composicién debe ser segura para administrar a través de
la via que se escoja, debe ser estéril y debe conservar su actividad terapéutica deseada.

Las composiciones preparadas de acuerdo con la presente invencion se preparan, preferentemente, mediante la
premezcla de los agentes estabilizantes y tampdn, y cualquier otro excipiente antes de la incorporacién del polipéptido
de interés. Cualquier excipiente adicional que se pueda afiadir para estabilizar mds las composiciones de la presente
invencién no debe afectar de forma adversa a los efectos estabilizantes del principal agente estabilizante, es decir un
aminodcido base, en combinacién con el agente tampodn, es decir un dcido sustancialmente libre de su forma de sal,
como se usa para obtener las nuevas composiciones descritas en la presente memoria descriptiva. Tras la adicién de
una cantidad preferida de un aminodcido base para alcanzar la disminucién de la formacién de agregados de un po-
lipéptido IL-2 de interés, se ajusta el pH de la composicion liquida usando el agente tamp6n, preferentemente dentro
de un intervalo descrito en la presente memoria descriptiva, mds preferentemente al pH 6ptimo para el polipéptido IL-
2 de interés. Aunque el pH se puede ajustar después de la adicion del polipéptido IL-2 de interés en la composicion,
preferentemente se ajusta antes de la adicidn de este polipéptido, ya que esto puede reducir el riesgo de desnaturali-
zacién del polipéptido IL-2. A continuacién, los dispositivos mecdnicos adecuados se usan para obtener una mezcla
adecuada de los constituyentes.

Los polipéptidos IL-2 presentes en las composiciones farmacéuticas liquidas estabilizadas preparadas de acuerdo
con la invencién pueden ser nativos u obtenerse mediante técnicas recombinantes, y pueden proceder de cualquier
fuente, incluidas fuentes mamiferos tales como, por ejemplo, ratones, ratas, conejos, primates, cerdos y seres huma-
nos, siempre que cumplan el criterio especificado en la presente memoria descriptiva, es decir, siempre que formen
agregados durante su almacenamiento en formulaciones liquidas. Preferentemente, tales polipéptidos IL-2 derivan de
una fuente humana, y mds preferentemente son proteinas humanas recombinantes de huéspedes microbianos.

También se abarca dentro del término “polipéptido IL-2”, como se usa en la presente memoria descriptiva, las va-
riantes biolégicamente activas de un polipéptidos IL-2 de interés que sirve como componente terapéuticamente activo
en las composiciones farmacéuticas de la invencién. Tales variantes deben conservar la actividad biolégica deseada
del polipéptido IL-2 nativo de forma que la composicién farmacéutica que comprende la variante del polipéptido IL.-2
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posea el mismo efecto terapéutico que la composicién farmacéutica que comprende el polipéptido IL-2 nativo, cuando
se administra a un sujeto. Es decir, el polipéptido IL-2 variante servird como componente terapéuticamente activo en
la composicién farmacéutica de un modo similar al observado para el polipéptido IL-2 nativo. En la técnica se dispone
de procedimientos para determinar si un polipéptido IL-2 variante conserva la actividad bioldgica deseada y, por tan-
to, sirve como componente terapéuticamente activo en la composicion farmacéutica. La actividad bioldgica se puede
medir usando ensayos disefiados especificamente para medir la actividad del polipéptido IL-2 nativo o la proteina, in-
cluidos ensayos descritos en la presente invencién. Ademads, se puede analizar la presencia de anticuerpos aparecidos
frente al polipéptido IL-2 nativo biolégicamente activo para determinar su capacidad para unirse al polipéptido IL-2
variante, donde una unién eficaz es indicativa de un polipéptido con una conformacién similar a la del polipéptido IL-
2 nativo.

Variantes biolégicamente activas y adecuadas de un polipéptido IL-2 nativo o natural de interés pueden ser frag-
mentos, andlogos y derivados de dicho polipéptido. Por “fragmento” se quiere decir un polipéptido compuesto por
unicamente una parte de la secuencia polipeptidica y estructura intactas, y puede ser una delecién en el extremo C o
una delecién en el extremo N del polipéptido nativo. Por “andlogo” se quiere decir un andlogo de I polipéptido nativo o
de un fragmento del polipéptido nativo, donde el andlogo comprende una secuencia polipeptidica y estructura nativas
que poseen una o mds sustituciones, inserciones o deleciones de aminodcidos. También abarcados en el término ané-
logo se encuentran “muteinas”, tal como las descritas en la presente memoria descriptiva, y los péptidos que poseen
uno o més peptoides (similares a los péptidos) (véase la publicacién internacional N° WO 91/04282). Por “derivado”
se quiere decir cualquier modificacién adecuada del polipéptido nativo de interés, de un fragmento del polipéptido
nativo o de sus respectivos andlogos, tal como glicosilacién fosforilacién u otra adicién de restos extrafios, siempre
que se conserve la actividad bioldgica deseada del polipéptido nativo. Los procedimientos para preparar fragmentos
polipeptidicos, andlogos y derivados estan, generalmente, disponibles en la técnica.

Por ejemplo, se pueden preparar variantes de la secuencia de aminoacidos del polipéptido IL-2 mediante mutacio-
nes en la secuencia de ADN clonada que codifica el polipéptido nativo de interés. Los procedimientos de mutagénesis
y alteraciones de la secuencia de nucledtidos son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Walker y Gaastra,
eds. (1983) Techniques in Molecular Biology (MacMillan Publishing company, Nueva York), Kunkel (1985) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82: 488-492; Kunkel y col. (1987) Methods Enzymol. 154: 367-382; Sambrook y col. (1989)
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Cold Spring Harbor, Nueva York); patente de EE.UU. n® 4.873.192; y las
referencias citadas en dicho documento; que se incorporan en la presente memoria descriptiva por referencia. En el
modelo de Dayhoff y col. (1978) en Atlas of Protein Sequence and Structure (Natl. Biomed. Res. Found., Washington
D.C.), incorporado en la presente memoria descriptiva por referencia, se pueden encontrar directrices en cuanto a las
sustituciones adecuadas de aminodcidos que no afectan a la actividad bioldgica del polipéptido de interés. Se pueden
preferir las sustituciones conservadoras, tales como el intercambio de un aminodcido con otro de propiedades simila-
res. Ejemplos de sustituciones conservadoras incluyen, entre otras, Gly«<>Ala, Valolle—Leu, Asp—Glu, Lyse— Arg,
AsneGln y PheeoTrpeTyr.

Al construir las variantes del polipéptido IL-2 se hacen modificaciones de forma que las variantes contindan pose-
yendo la actividad deseada. Obviamente, ninguna mutacién realizada en el ADN que codifica el polipéptido variante
debe colocar la secuencia fuera del marco de lectura y, preferentemente, no creard regiones complementarias que
pudieran producir una estructura de ARNm secundaria. Véase la publicacién de solicitud de patente EP n° 75.444.

Las variantes bioldgicamente activas de un polipéptido IL-2 tendran al menos un 70%, preferentemente al menos
un 80%, m4s preferentemente aproximadamente del 90% al 95% o mas, y mds preferentemente de aproximadamente
98% o mds de identidad de secuencia aminoacidica con la secuencia aminoacidica de la molécula polipeptidica de
IL-2 de referencia, que sirve de base para la comparacién. Una variante biolégicamente activa de un polipéptido de
IL-2 nativo de interés puede diferir del polipéptido nativo en tan pocos como 1-15 aminodcidos, tan pocos como de
1-10, tal como 6-10, tan pocos como 5, tan pocos como 4, 3, 2 o incluso un residuo de aminodcido. Por “identidad
de secuencia” se quiere decir que se encuentran los mismos residuos de aminoécidos en la variante del polipéptido
y la molécula polipeptidica que sirve como referencia cuando un segmento contiguo de la secuencia de aminodcidos
de la variante se alinea y compara con la secuencia de aminoécidos de la molécula de referencia. El porcentaje de
identidad de secuencia entre dos secuencias de aminodcidos se calcula mediante la determinacién del nimero de
posiciones en la que se produce el aminodcido idéntico en ambas secuencias, para dar el nimero de posiciones que
coinciden, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en el segmento que se
estd comparando con la molécula de referencia y multiplicando el resultado por 100 para dar el porcentaje de identidad
de secuencia.

Para los propdsitos de una alineacién 6ptima de las dos secuencias, el segmento contiguo de la secuencia de
aminodcidos de la variante de IL-2 puede poseer dos residuos de amino4cidos adicionales o una delecién de residuos
de aminodcidos con respecto a la secuencia de aminodcidos de la molécula de referencia. El segmento contiguo
usado para la comparacién con la secuencia de aminodcidos de referencia comprenderd al menos veinte (20) residuos
de aminodcidos contiguos y pueden ser 30, 40, 50, 200 o mds residuos. Las correcciones de el incremento de la
identidad de secuencia asociado con la inclusién de huecos en la secuencia de amino4cidos de la variante se pueden
realizan asignando penalizaciones por hueco. Los procedimientos de alineacién sede secuencia son bien conocidos
en la técnica para las secuencias de aminodcidos y para las secuencias de nucleétidos que codifican las secuencias de
aminodcidos.
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Por tanto, la determinacién del porcentaje de identidad entre dos secuencias cualesquiera se puede conseguir usan-
do un algoritmo matemadtico. Un ejemplo preferido, no limitante de un algoritmo matemdtico utilizado para la compa-
racién de las secuencias es el algoritmo de Myers y Miller (1988) CABIOS 4:11-17. Dicho algoritmo se utiliza en el
programa ALIGN (versién 2.0), que es parte del paquete de software de alineacién de secuencia GCG. Al comparar
secuencias de aminodcidos, con el programa ALIGN se pueden utilizar una tabla de residuos en peso PAM 120, una
penalizacion por longitud del hueco de 12 y una penalizacién del hueco de 4. Otro ejemplo preferido, no limitante de
un algoritmo matematico para usar al comparar dos secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul (1990) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 87: 2264, modificado como en Karlin y Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5877.
Dicho algoritmo se incorpora en los programas NBLAST y XBLAST de Altschul y col. (1990) J. Mol. Biol. 215: 403.
Las busquedas de nucle6tidos BLAST se pueden realizar con el programa NBLAST, puntuacién= 100, longitud de
palabras= 12, para obtener secuencias de nucleétidos homoélogas a una secuencia de nucleétidos que codifica el poli-
péptido de interés. Las bisquedas de proteinas BLAST se pueden realizar con el programa XBLAST, puntuacién= 50,
longitud de palabras= 3, para obtener secuencias de aminodcidos homdlogas al polipéptido de interés. Para obtener las
alineaciones de los huecos con fines comparativos, se puede utilizar el BLAST gapped como se describe en Altschul y
col. (1997) Nucleic Acids Res. 25: 3389. Como alternativa, se puede usar el PSI-blast para realizar una busqueda itera-
tiva que detecte las relaciones distantes entre moléculas. Véase Altschul y col (1997) supra. Al utilizar los programas
BLAST, Gapped BLAST y PSI-blast, se pueden usar los pardmetros por defecto de los respectivos programas (p. €j.,
XBLAST y NBLAST). Véase http://www.ncbi.nlm.nih.gov. También véase el programa ALIGN (Dayhoff (1978) en
Atlas of Protein Sequence and Structure 5: Supl. 3 (Nacional Biomedical Research Foundation, Washington D.C.) y los
programas del Wisconsin Sequence Andlisis Package, version 8 (disponibles en Genetics Computer Group, Madison,
Wisconsin), por ejemplo, el programa GAP, donde se utilizan los pardmetros por defecto del programa.

Al considerar el porcentaje de identidad de la secuencia de aminoacidos, algunas posiciones de residuos de aminoa-
cidos pueden diferir como resultado de sustituciones conservadoras de aminodcidos, que no afectan a las propiedades
de la funcién de la proteina. En estos casos, el porcentaje de identidad de secuencia puede ajustarse en orden creciente
para que justifique la similitud de los aminodcidos sustituidos de forma conservadora. Tales ajustes son bien conocidos
en la técnica. Véase, por ejemplo, Myers y Millar (1988) Computer Applic. Biol. Sci. 4: 11-17.

La estructura quimica exacta de un polipéptido depende de una serie de factores. Dado que en la molécula estin
presentes grupos amino y carboxilo ionizables, se puede obtener un polipéptido concreto en forma de sal 4cida o
basica o en forma neutra. Todas estas preparaciones que conservan su actividad bioldgica al introducirse en condi-
ciones ambientales adecuadas se incluyen en la definicién de polipéptidos tal como se usa en la presente memoria
descriptiva. Ademds, la secuencia de aminodcidos primaria del polipéptido se puede aumentar por derivacién usan-
do restos de azicar (glicosilacién) o mediante otras moléculas complementarias tales como lipidos, fosfatos, grupos
acetilo y similares. También se puede aumentar mediante conjugacién con sacdridos. Ciertos aspectos de tal aumento
se consiguen a través de sistemas de procesamiento postraduccionales del huésped productor; otras de estas mo-
dificaciones se pueden introducir in vitro. En cualquier caso, tales modificaciones se incluyen en la definicion de
polipéptido como se usa en la presente memoria descriptiva, siempre que la actividad del polipéptido no se destruya.
Cabe esperar que tales modificaciones puedan afectar cuantitativa o cualitativamente a la actividad, bien potencian-
do o bien disminuyendo la actividad del polipéptido, en los diversos ensayos. Ademads, los residuos de aminoacidos
individuales en la cadena se pueden modificar mediante oxidacién, reduccién u otra derivacion, y el polipéptido pue-
de escindirse para obtener fragmentos que retengan la actividad. Tales alteraciones que no destruyen la actividad no
eliminan la secuencia del polipéptido de la definicién de polipéptido de interés como se usa en la presente memoria
descriptiva.

La técnica proporciona sustancial orientacion en cuanto a la preparacion y el uso de las variantes polipeptidicas.
En la preparacion de las variantes polipeptidicas, un experto en la técnica puede determinar con facilidad qué modifi-
caciones en la secuencia de nucledtidos o en la secuencia de aminodcidos de la proteina nativa tendran como resultado
una variante adecuada para usar como componente terapéuticamente activo de una composicion farmacéutica de la
presente invencion y cuya formacién de agregados disminuya en presencia de un aminodcido base y un 4cido sustan-
cialmente libre de su forma de sal, 1a forma de sal del 4cido o una mezcla del acido y su forma de sal, como se describe
en la presente memoria descriptiva.

De acuerdo con la presente invencion, el polipéptido presente como componente terapéuticamente activo en la
composicién farmacéutica liquida preparada de acuerdo con la invencién es interleucina-2 (IL-2) o una variante de
la misma, preferentemente IL-2 recombinante. La interleucina 2 es una linfocina producida por los linfocitos de
sangre periférica normales y estd presente en el cuerpo en concentraciones bajas. Induce la proliferacion de células T
estimuladas por antigeno o por mitégenos tras la exposicidn a lectinas vegetales, antigenos u otros estimulos. La IL-
2 fue descrita por primera vez por Morgan y col. (1976) Science 193: 1007-1008 y inicialmente se denominé factor
de crecimiento de células T por su capacidad para inducir proliferacion de linfocitos T estimulados. Es una proteina
con un peso molecular indicado en el intervalo de 13.000 a 17.000 (Gillis y Watson (1980) J. Exp. Med. 159: 1709) y
posee un punto isoeléctrico en el intervalo de 6-8,5. En la actualidad se reconoce que ademds de sus propiedades como
factor de crecimiento, modula varias funciones in vitro € in vivo del sistema inmunitario. La IL-2 es una de varias
moléculas reguladoras-mensajeras producidas por linfocitos que median en las interacciones y las funciones celulares.
Se ha mostrado que esta linfocina natural posee actividad antitumoral frente a una variedad de neoplasias malignas,
bien sola o bien combinada con células asesinas activadas por linfocinas (LAK) o con linfocitos infiltrantes de tumores
(véase, por ejemplo, Rosenberg y col. (1987) N. Engl. J. Med 316: 889-897; Rosenberg (1988) Ann. Surg. 108: 121-
135: Topalian y col. 1988) J. Clin. Oncol 10: 33-40). Aunque la actividad antitumoral de la IL-2 ha sido descrita
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mejor en pacientes con melanoma metastasico y carcinoma de células renales, otras enfermedades, principalmente el
linfoma, parecen responder también al tratamiento con IL-2.

Por “IL-2 recombinante” se quiere decir la interleucina 2 que posee actividad bioldgica comparable a la IL-2 de
secuencia nativa y que se ha preparado mediante técnicas de ADN recombinante, como se describe, por ejemplo, en
Taniguchi y col. (1983) Nature 302: 305-310 y Devos (1983) Nucleic Acids Research 11: 4307-4323 o IL-2 alterada
por mutaciones como describen Wang y col (1984) Science 224: 1431-1433. En general, se clona la codificacién
genética para IL-2 y después se expresa en organismos transformados, preferentemente un microorganismo, y mas
preferentemente E. coli, como se describe en la presente memoria descriptiva. El organismo huésped expresa el gen
extrafio para producir IL-2 en condiciones de expresion. La IL-2 recombinante sintética también se puede preparar
en eucariotas, tal como levaduras o células humanas. Los procedimientos de crecimiento, recoleccién, alteracién o
extraccion de la IL-2 de las células se describen sustancialmente en, por ejemplo, las patentes de EE.UU. n° 4.604.377;
4.738.927; 4.656.132; 4.569.790; 4.748.234; 4.530.787; 4.572.298 y 4.931.543; incorporadas en la presente memoria
descriptiva en su totalidad por referencia.

Para ejemplos de proteinas IL-2 variantes, véase la solicitud de patente europea N° 1136.489; la solicitud de patente
europea N° 83101035.0 presentada el 3 de febrero de 1983 (publicada el 19 de octubre de 1983 bajo n° de publicacién
91539); la solicitud de patente europea n° 8§2307036.0, presentada el 22 de diciembre de 1982 (publicada el 14 de
septiembre de 1983 bajo n° de publicacién 88195); las muteinas de IL-2 recombinante descritas en la solicitud de
patente europea N° 83306221.9 presentada el 13 de octubre de 1983 (publicada el 30 de mayo de 1984 bajo n° de
publicacién 109748), que es el equivalente a la patente belga n® 893.016, patente de EE.UU. de propiedad comtin
n°® 4.518.584; las muteinas descritas en las patentes de EE.UU. N° 4.752.585 y WO 99/60128; y la muteina de IL-
2 usada en los ejemplos de la presente memoria descriptiva y descritos en la patente de EE.UU. n° 4.931.543; todas
las cuales se incorporan en la presente memoria descriptiva por referencia. Ademas, la IL-2 se puede modificar con
polietilenglicol para proporcionar mayor solubilidad y un perfil farmacocinética alterado (véase la patente de EE.UU.
n°® 4.766.106, incorporada en su totalidad en la presente por referencia).

Una cantidad farmacéuticamente eficaz de una composicién farmacéutica liquida que contiene polipéptido IL-2
estabilizada preparada de acuerdo con la invencién se administra a un sujeto. Por “cantidad farmacéuticamente eficaz”
se quiere decir una cantidad que es titil en el tratamiento, prevencién o diagndstico de una enfermedad o afeccion.
Las vias tipicas de administracién incluyen, entre otras, administracién oral y administracién parenteral, incluida la
inyeccidn o infusién intravenosa, intramuscular, subcutdnea, intraarterial e intraperitoneal. En una de tales formas de
realizacién, la administracién es mediante inyeccion, preferentemente inyeccién subcutdnea. Entre las formas inyec-
tables de las composiciones de la invencion se incluyen, entre otras, soluciones, suspensiones y emulsiones.

La composicién farmacéutica liquida estabilizada que comprende el polipéptido de interés debera formularse en
una formulacién farmacéutica unitaria y puede ser una forma inyectable o infundible tal como solucién, suspension o
emulsion. Ademads, se puede almacenar congelada o preparar en forma seca, tal como polvo liofilizado, que se pue-
de reconstituir en la solucién liquida, suspensién o emulsion antes de la administracion mediante cualquiera de los
diversos procedimientos, incluidas las vias de administracion oral o parenteral. Preferentemente, se almacena en la
formulacidon liquida para obtener ventaja de la mayor estabilidad en el almacenamiento conseguida de acuerdo con
los procedimientos de la presente invencién como se indica mas adelante. LA composicion farmacéutica estabilizada
se esteriliza, preferentemente, mediante filtracién por membrana y se almacena en recipientes unidosis o multido-
sis, tales como viales o ampollas sellados. Procedimientos adicionales para formular una composicién farmacéutica
generalmente conocidas en la técnica se pueden usar para potenciar mds la estabilidad en el almacenamiento de las
composiciones farmacéuticas liquidas descritas en la presente memoria descriptiva, siempre que no afecten de forma
adversa a los efectos beneficiosos de los agentes estabilizantes y tampdn preferidos descritas en los procedimientos de
la invencioén. En Remington’s Pharmaceutical Sciences (1990) (18 ed., Mack Pub. Co., Eaton, Pensilvania), incorpo-
rado en la presente memoria descriptiva por referencia, se puede encontrar una discusion exhaustiva de la formulacién
y seleccion de vehiculos, estabilizantes etc. farmacéuticamente aceptables.

Por “sujeto” se quiere decir cualquier animal. Preferentemente, el sujeto es un mamifero, mas preferentemente el
sujeto es humano. Los mamiferos de particular importancia a parte de los seres humanos incluyen, entre otros, perros,
gatos, vacas, caballos, ovejas y cerdos.

Cuando la administracién es con el fin de tratamiento, la administracién puede ser profildctica o terapéutica. Cuan-
do se proporciona profilacticamente, la sustancia se proporciona antes de la aparicién de cualquier sintoma. La admi-
nistracion profil4ctica de la sustancia sirve para prevenir o atenuar cualquier sintoma posterior. Cuando se proporciona
terapéuticamente, la sustancia se proporciona en el inicio de un sintoma (o poco después). La administracién terapéu-
tica de la sustancia sirve para atenuar cualquier sintoma real.

Por tanto, por ejemplo, las formulaciones que comprenden una cantidad eficaz de una composicion farmacéutica
de la invencién que comprende la secuencia nativa de la IL-2 o la variante de la misma se pueden usar para el propé-
sito de tratamiento prevencion y diagnéstico de una serie de indicaciones clinicas que responden al tratamiento con
este polipéptido. Las variantes bioldgicamente activas de la IL-2 de secuencia nativa, tales como muteinas de IL-2
que retienen actividad de IL-2, en particular la muteina de IL-2 sub.Ser 125 y otras muteinas en los que la cisteina
de la posicidn 125 ha sido sustituida por otro aminodcido, se pueden formular y usar del mismo modo que la IL-2
de secuencia nativa. En consecuencia, las formulaciones de la invencién que comprenden IL-2 de secuencia nativa o
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una variante de la misma son ttiles para el diagndstico, prevencidén y tratamiento (local o sistémico) de infecciones
bacterianas, virales, parasitarias, protozoarias y flngicas; para aumentar la citotoxicidad mediada por células; para es-
timular la actividad de las células asesinas (LAK) activadas por linfocinas; para mediar la recuperacién de la funcién
inmunitaria en estados con deficiencia inmunitaria adquirida; para la reconstitucién de la funcién inmunitaria nor-
mal en seres humanos y animales envejecidos; en el desarrollo de ensayos diagndsticos tales como los que emplean
amplificacién enzimadtica, radiomarcaje, radioimagen y otros procedimientos conocidos en la técnica para controlar
los niveles de IL-2 en el estado patoldgico; para la estimulacion del crecimiento de células T in vitro con propdsitos
terapéuticos y diagndsticos; para bloquear los sitios receptores para las linfocinas; y en otras varias aplicaciones tera-
péuticas, diagndsticas y de investigacioén. Las diversas aplicaciones terapéuticas y diagndsticas de la IL-2 humana o
variantes de las mismas, tales como muteinas de IL-2, se han investigado y comunicado en Rosenberg y col. (1987) N.
Engl. J. Med 316: 889-897; Rosenberg (1988) Ann. Surg 208: 121-135; Topalian y col. (1988) J. Clin. Oncol. 6: 839-
853; Rosenberg y col. (1988) N. Engl. J. Med 319: 1676-1680; Weber y col. (1992) J. Clin. Oncol 10: 33-40; Grima
y col. (1982) Cell. Imnunol. 70(2): 248-259; Mazumder (1997) Cancer J Sci. Am. 3 (suppl. 1): S37-42; Mazumder y
Rosenberg (1984) J. Exp. Med. 159 (2): 495-507; y Mazumder y col. (1983) Cancer Immunol. Immu-nother. 15(1): 1-
10. Formulaciones de la invencién que comprenden IL-2 o variante de la misma se pueden usar como el tinico agente
terapéuticamente activo o pueden usarse en combinacién con otras células B o T inmunolégicamente relevantes u
otros agentes terapéuticos. Ejemplos de células relevantes son células B o T, células asesinas naturales, células LAK y
similares, y reactivos terapéuticos de ejemplo que pueden usarse en combinacién con IL-2 o una variante de la misma
son los diversos interferones, especialmente interferén gamma, factor de crecimiento de células B, IL-1 y anticuer-
pos, por ejemplo anticuerpos anti-HER?2 o anti-CD20. Las formulaciones de la invencion que comprenden IL-2 o una
variante de la misma se pueden administrar a seres humanos o animales por via oral, intraperitoneal, intramuscular,
subcutdnea, intravenosa, intranasal o liberacion pulmonar, segtin el médico considere adecuado. La cantidad de IL-
2 (bien de secuencia nativa o una variante de la misma que retenga la actividad biolégica de la IL-2, tales como las
muteinas descritas en la presente memoria descriptiva) administrada puede variar entre aproximadamente 0,1 a apro-
ximadamente 15 mUI/m?. Para indicaciones tales como carcinoma de células renales y melanoma metastdsico, la IL-2
o la variante de la misma biolégicamente activa se pueden administrar en forma de bolo intravenoso de dosis elevada
a300.000 a 800.000 Ul/kg/8 horas.

La presente invencion proporciona un procedimiento para incrementar la estabilidad de un polipéptido IL-2 en una
composicion farmacéutica liquida, donde el polipéptido IL-2, que sirve como componente terapéuticamente activo,
exhibe formacién de agregados durante el almacenamiento en una formulacién liquida. El procedimiento comprende
incorporar en la composicién farmacéutica liquida un aminodcido base en una cantidad suficiente para disminuir la
formacién de agregados del polipéptido IL-2 durante el almacenamiento de la composicién farmacéutica liquida y
un 4cido sustancialmente libre de su forma de sal, donde el 4cido sirve como agente tampdn para mantener el pH
de la composicién liquida dentro de un intervalo aceptable, como se ha descrito previamente en la presente memoria
descriptiva.

Incrementar la estabilidad de un polipéptido IL-2 o variante del mismo mediante la incorporacién de un aminoaci-
do base, o de un aminodcido base mds uno o mds agentes estabilizantes adicionales descritos en la presente memoria
descriptiva, en combinacion con el agente tamp6n descrito en la presente memoria descriptiva, es decir un acido sus-
tancialmente libre de su forma de sal, la forma de sal del 4cido o una mezcla del 4cido y su forma de sal, conduce
a un incremento de la estabilidad de la composicién farmacéutica liquida que contiene el polipéptido durante el al-
macenamiento. Por tanto, la invencién también proporciona un procedimiento para incrementar la estabilidad en el
almacenamiento de una composicién farmacéutica liquida cuando dicha composicién comprende un polipéptido de
IL-2 que forma agregados durante el almacenamiento en una formulacién liquida. Por “incrementar la estabilidad en
el almacenamiento” se quiere decir que la composicién farmacéutica exhibe mayor retencion del polipéptido de IL-2
o variante del mismo en su propia conformacién no agregada y bioldgicamente activa durante el almacenamiento y,
por tanto, menos que una disminucién en la eficacia terapéutica, que una composicién farmacéutica liquida preparada
en ausencia de un aminodcido base o un aminodcido base més uno o més de los agentes estabilizantes adicionales
descritos en la presente memoria descriptiva, en combinacion con el agente tampo6n descrito en la presente memoria
descriptiva.

La estabilidad en el almacenamiento de una composicién farmacéutica que contiene polipéptido de IL-2 preparada
de acuerdo con los procedimientos de la invencion se puede evaluar usando procedimientos convencionales conocidos
en la técnica. Normalmente, la estabilidad en el almacenamiento de tales composiciones se evalia usando los perfiles
de estabilidad en el almacenamiento. Estos perfiles se obtienen controlando los cambios en la cantidad de polipéptido
de IL-2 presente en su forma molecular no agregada, biolégicamente activa y su potencia en el tiempo en respues-
ta a la variable de interés, tal como el pH de la concentracién, el agente estabilizante, la concentracién del agente
estabilizante, etc., como se demuestra en los siguientes ejemplos. Estos perfiles de estabilidad se pueden generar a va-
rias temperaturas representativas de posibles condiciones de almacenamiento, tales como temperatura de congelacion,
temperatura de refrigeracion, temperatura ambiente o temperatura elevada, tal como a 40-50°C. A continuacién se
compara la estabilidad en el almacenamiento entre perfiles mediante la determinacidn, por ejemplo, de la semivida de
la forma molecular no agregada y biol6gicamente activa del polipéptido de IL-2 de interés. Por “semivida” se quiere
decir el tiempo necesario para una disminucién del 50% en la forma molecular no agregada y biolégicamente activa
del polipéptido de IL-2 de interés. Las composiciones que comprenden arginina base y un 4dcido sustancialmente libre
de su forma de sal preparadas de acuerdo con los procedimientos de la presente invencién tendran una semivida que es
al menos de aproximadamente el doble a aproximadamente diez veces mayor, preferentemente al menos de aproxima-
damente tres veces a al menos aproximadamente 10 veces mayor, mds preferentemente al menos de aproximadamente
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cuatro veces a al menos aproximadamente 10 veces mayor, mas preferentemente al menos de aproximadamente cin-
co veces a al menos aproximadamente diez veces mayor, que la semivida de una composicion liquida preparada en
ausencia de un aminodcido base base o un aminodcido base mas uno o mas de los agentes estabilizantes adicionales
descritos en la presente memoria descriptiva, en combinacién con un dcido sustancialmente libre de su forma de sal,
la forma de sal del 4cido o una mezcla del 4dcido y su forma de sal. Para los propdsitos de la presente invencion, una
composicién farmacéutica con una mayor estabilidad en el almacenamiento como resultado de haberse preparado de
acuerdo con la presente invencion se considera una composicién farmacéutica “estabilizada”. Tal composicion esta-
bilizada posee, preferentemente, una semivida de al menos aproximadamente 18 meses, mas preferentemente de al
menos 20 meses, todavia mds preferentemente de al menos aproximadamente 22 meses, mds preferentemente de al
menos aproximadamente 24 meses cuando se almacena a 2-8°C.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracién y no a modo de limitacién.
Experimental

La IL-2 es un potente mitégeno que estimula la proliferacién de células T. Posee una amplia aplicacién terapéu-
tica como tratamiento de las metdstasis de cancer, como adyuvante para el tratamiento del cdncer y como agente
complementario para enfermedades infecciosas.

Con el progreso de varios ensayos clinicos en los que se usa tratamiento con IL-2, se ha constatado que el des-
arrollo de una formulacién liquida estable para esta proteina es altamente deseable, Tal formulacién seria mas versatil
que las formulaciones liofilizadas tradicionales, ya que podria suministrarse en diferentes posologias de acuerdo con
varios regimenes de dosificaciéon. También seria mds conveniente administrar una formulacién liquida, ya que no seria
necesaria la reinstitucion. Tal formulacién podria suministrarse en jeringas precargadas listas para usar, o en forma de
preparaciones multidosis si se piensa que son compatibles con agentes bacteriostaticos.

Se ha comunicado que la IL-2 en formulaciones liquidas se degrada a través de al menos tres vias durante su
almacenamiento: agregacion, oxidacion de la metionina y desamidacion (Kunitani y col. (1986) J. Chromatography
359: 391-401: Kenney y col. (1986) Lymphokine Res., 5: 523-527). Ademads, la IL-2 es susceptible de sufrir dafios
causados por congelacién y tensién por cizalladura mecédnica. Por tanto, el desarrollo de la formulacién para IL-2
necesita abordar tanto los dafios agudos como la degradacién crénica.

En consecuencia, se ha desarrollado una nueva formulacién de rhIL-2 monomérica y estable. En esta formulacion,
las moléculas de proteinas se encuentran presentes en solucion en su forma monomérica, no en forma agregada. Por
tanto, no hay oligémeros ni agregados covalentes o hidréfobos. La formulacién contiene diversos agentes estabilizan-
tes, los mds importantes la arginina y la metionina. Para estabilizar la proteina contra dafios fisicos y quimicos tales
como la agregacion, la oxidacién de metionina y la desamidacion durante el almacenamiento prolongado. Ademas, en
la formulacién se ha incluido un tensioactivo no iénico, polisorbato 80, para proteger a la proteina de dafios agudos
causados por la congelacion-descongelacion y la tension por cizalladura mecdnica. Como se muestra en los ejemplos
siguientes, la adicién a la formulacién de rhIL-2 de los agentes estabilizantes de la invencién incrementa su estabilidad
en el almacenamiento.

La molécula de IL-2 usada en estos ejemplos es la muteina de IL-2 recombinante humana, aldesleucina, con la
cisteina de la posicién 125 sustituida por serina (des-alanil-1, interleucina 2 humana serina-125). Se expresa en E. coli
y posteriormente se purifica mediante diafiltracién y cromatografia de intercambio de cationes, como se describe en
la patente de EE.UU. n°® 4.931.543. La masa purificada para usar en el desarrollo era de aproximadamente 3 mg/ml de
IL-2 y se formul6 en citrato sédico 10 mM a pH 6, en NaCl 200-250 mM (el tampdn concentrado de CM) o en un
tampodn que contiene succinato sédico 10 mM a pH 6 y L-arginina 150 mM.

El inhibidor de la via del factor tisular (TFPI) es otra proteina que exhibe la degradacién mediante agregacion
durante el almacenamiento en una formulacién farmacéutica liquida (Chen y col. (1999) J. Pharm. Sci. 88: 881-888).
El ejemplo 8, que se expone mds adelante, estd dirigido a formulaciones liquidas que demuestran la eficacia de usar
un 4cido en su forma de base libre para disminuir la formacién de agregados y un sistema tamp6n suministrado por un
acido sustancialmente libre de su forma de sal. El ejemplo 8 se proporciona tinicamente con fines informativos.

Los siguientes protocolos se usaron en los ejemplos para determinar el efecto de un agente estabilizante concre-
to sobre la IL-2 o la degradacién TFPI, y, por tanto, la estabilidad de esta proteina durante el almacenamiento en
formulaciones liquidas.

Medicion de la absorbancia UV
La absorbancia UV de soluciones proteicas se midi6 usando un espectrémetro Hewlett Packard Diode Array (mo-
delo 8452). El instrumento se blanque6 con el adecuado tampdn de formulacién. La absorbancia a 280 nm se registrd

usando una cubeta de cuarzo de 1,0 cm de longitud. El coeficiente de extincién de 0,70 (mg/ml)™' cm™ se us6 para
convertir los datos de absorbancia en concentracién de IL-2 en mg/ml.
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RP-HPLC

La RP-HPLC se realiz6 en un sistema Waters 626 LC equipado con un automuestreador 7171 (Waters Corporation,
Milford, Maine) usando una columna Vydac 214BTP54 C4 y una precolumna Vydac 214GCC54 (Separations Group,
Hesparia, California). Las columnas se equilibraron inicialmente con una fase mévil A (10% de acetonitrilo, 0,1% de
TFA). A continuacién se cargaron 20 ug de una muestra de IL-2 y la proteina se eluyé aplicando una fase mévil B
(100% de acetonitrilo, 0,1% de TFA) de 0 a 100% en 50 minutos a un caudal de 1,0 ml/min. La principal especie de
IL-2 soluble eluy6 a aproximadamente 32 minutos y se detecté mediante UV 214 nm usando un detector Waters 486.
La adquisicion y el procesamiento de los datos se realizaron en un sistema Perkins-Elmer Turbochrom (PE Nelson,
Cupertino, California).

Este procedimiento de RP-HPLC detecta la principal especie de IL-2 monomérica en forma de un pico B, una
especie oxidativa de metionina (principalmente Met'* oxidada) en forma de pico A. Una especie desanidada (proba-
blemente Asn®) como pico B’ y otra especie desconocida de elucion antes o después de estos picos.

SEC-HPLC

La HPLC de exclusién por tamafio se realizé en una columna TOSOHAAS G2000SWxI y una columna GUARD
TSK SW x1 (TOSOHAAS, Montgomeryville, Pensilvania). Se aplicé una tinica fase mévil con fosfato sédico 10 mM a
pH 7 y sulfato aménico 200 mM a un caudal de 1,0 ml/min. La especie monomérica de IL-2 eluy6 a aproximadamente
14 minutos y se detecté mediante UV 214 nm usando un detector Waters 486. La adquisicion y el procesamiento de
los datos se realizaron en un sistema Perkins-Elmer Turbochrom.

Usando un protocolo de SEC-HPLC nativa especialmente desarrollado para controlar la IL-2, la rhIL-2 eluy6
principalmente en forma de una tnica especie, probablemente en la forma monomérica ya que la adicién de agentes
de disociacion de la agregacion, tal como SDS, urea y DTT, no afect6 a la elucién de esta especie.

IEX-HPLC

La HPLC-(IEX) de intercambio i6nico se realizé en una columna de vidrio Pharmacia Mono-S HR 5/5 usando un
sistema Waters 626 LC con un automuestreador de calor/frio 717 como se describe en Chen y col. (1999) J. Pharm.
Sci 88: 881-888. La columna se equilibré con 80% de fase mévil A (70:30 v/v, acetato sédico 20 mM:acetonitrilo a
pH 5,4) y 20% de fase mévil B (70:30 v/v, acetato sédico 20 mM y cloruro aménico 1M:acetonitrilo a pH 5,4). Tras
la inyeccién se eluy6 el TFPI humano recombinante (rh) incrementando la fase mévil B al 85% en 21 minutos a un
caudal de 0,7 ml/minuto. El rhTFPI eluy6 a aproximadamente 16,5 minutos en forma de un unico pico y se detectd
mediante absorbancia de UV a 280 nm con un detector de absorbancia Waters 486. La adquisicién y el procesamiento
de los datos se realizaron en un sistema Perkins-Elmer Turbochrom. La concentracién de proteina se estimé integrando
el area del pico y comparandola con una curva estdndar generada a partir de muestras de concentraciones conocidas.

SDS-PAGE

El SDS-PAGE se realiz6 de acuerdo con el protocolo de Laemli. Alrededor de 5 ug de IL-2 se cargaron en cada
calle de un gel prevertido de tris-glicina Norvex al 18% y se llevé a cabo la electroforesis a 100 voltios. Las bandas
proteicas se marcaron mediante tincidn con azul de Coomassie y se analizaron mediante un densitémetro de Molecular
Dymanics equipado con el sistema Imagequan T (Molecular Dynamics, Sunnyvale, California).

Proliferacion de células HT-2 y tincion MTT para determinar la bioactividad de la IL-2

La potencia de la IL-2 se determiné mediante un bioensayo in vitro usando la proliferacion de células HT-2
y tinciéon MTT (Gillis y col., (1978) J. Immunology 120: 2027-2032; Watson (1979) J. Exp. Med. 150(6): 1510).
Brevemente, 1 x 10* de células HT-2 murinas, que eran dependientes de IL-2 para crecimiento, se cargaron en un
pocillo de placa de cultivo tisular que contiene patrones, controles o muestras. Tras una incubacion de 22 a 26 horas a
37°C se afiadi6 tincion MTT en los pocillos y la incubacion continué a 37°C durante de 3 a 4 horas. A continuacién se
afiadi6é SDS al 20% para decolorar durante la noche a temperatura ambiente. La absorbancia de los pocillos se ley6 a
570 nm y se convirti6 en la bioactividad de IL-2 segun los patrones internacionales de la OMS.

Mediciones del pH y la osmolaridad

El pH de la solucién de las diversas formulaciones se midié mediante un peachimeto de Orion (modelo 611, Orion
Research Incorporated Laboratory Products Group, Boston, Massachussets). El peachimetro se calibré mediante el
procedimiento de calibracién con dos tampones sugerido por el fabricante usando un pH 4 convencional (Fisher
Scientific, n® cat SB 101-500) y un pH 7 convencional (Fisher Scientific, Cat n° cat SB 107-500).

La osmolaridad de la solucién de estas formulaciones se midi6 mediante Osmdémetro de presidon de vapor de
Wescor (modelo 5500. Wescor Inc., Logan, Utah). El osmdémetro se calibré mediante dos patrones suministrados por
el fabricante: patrén 290 mmol/kg (Wescor, N° Reorder OA-010) y patrén de 1.000 mmol/kg (Wescor, N° Reorder
0A-029). Estos protocolos se usaron para cuantificar los efectos de varios agentes estabilizantes sobre la degradacién
de la rhIL-2 a través de agregacién de proteina, oxidacion de metionina y desamidacion.
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Ejemplo 1

Efectos de diversos agentes solubilizantes sobre la agregacion proteica y la estabilidad en el almacenamiento de la
rhiL-2

La agregacion proteica es la principal ruta de degradacion para la rhIL-2 en medio liquido en condiciones de pH
variables de levemente dcidas a alcalinas, la rhIL-2 en soluciones formuladas con estas condiciones de pH, cuando
se almacena a temperaturas elevadas, rapidamente tiene como resultado la agregacién proteica, lo que conduce a una
precipitacion visible. La proteina precipitada visible se puede eliminar mediante filtracién a través de un filtro de 0,2
pm. La proteina soluble restante en solucion se puede cuantificar mediante una serie de ensayos analiticos tales como
RP-HPLC, SEC-HPLC y absorbancia UV. La agregacién también produce una disminucién de la bioactividad, que se
puede determinar mediante el bioensayo in vitro descrito en la presente memoria descriptiva.

Usando los procedimientos analiticos que se describen en la presente memoria descriptiva, la estabilidad en alma-
cenamiento de la rhIL-2 en varias condiciones se siguié mediante cambios de control de la cantidad de rhIL-2 soluble
como funcién del tiempo de incubacién a temperaturas elevadas.

1.A. Efectos de aziicares y aminodcidos

Se estudi6 el efecto de azicares sobre la estabilidad en el almacenamiento de la rh-IL2 para sorbitol, sacarosa y
manitol en formulaciones que contienen 0,2 mg/ml de rhIL-2, succinato sédico 10 mM a pH 6 y 270 mM de uno de
estos azicares. La cantidad de rhIL-2 soluble restante en las muestras de estabilidad se represent6 frente al tiempo
de incubacién como se muestra en la figura 1. Las curvas de sacarosa y manitol superpuestas una en otra indican sus
efectos sobre la estabilidad en almacenamiento de 1 IL-2 son similares. La curva para sorbitol es ligeramente superior
que la de los otros dos azicares, lo que sugiere que el sorbitol posee un efecto de estabilizacidn ligeramente superior
que los otros dos azicares.

El efecto de los aminodcidos sobre la estabilidad en el almacenamiento se muestra en la Figura 2. Las formula-
ciones contenian 0,1 mg/ml de IL-2, succinato sédico 10 mM a pH 6 y 150 mM de uno de los nueve aminodcidos
escogidos. Como se muestra en la Figura 2, el rango de estabilidad es Arg > Asp > Lys > Met > Asn > Leu = Ser=
Pro= Gly.

El efecto estabilizante del sorbitol y la arginina se confirmé en estudios posteriores, que mostraron que la estabi-
lidad en el almacenamiento de la rhIL-2 se vio afectada de un modo dependiente de la concentracién. Por tanto, la
estabilidad en el almacenamiento de la rhIL-2 aumenta cuando se incrementa la concentracion de sorbitol de 50 mM a
150 mM vy, finalmente, a 270 mM (Figura 3). De igual forma, la estabilidad en el almacenamiento de la rhIL-2 aumenta
con la concentracién creciente de arginina en la formulacion (Figura 4).

1.B. Efecto del pH de la formulacion

Se estudiaron los perfiles de pH de la estabilidad en el almacenamiento de la rhIL-2 en formulaciones que contienen
NaCl, Sorbitol y arginina. En la Figura 5 se representan graficamente Las semividas de la IL-2 soluble restante a 50°C
frente al pH. Aqui, la semivida (t;,,) se defini6 como el tiempo necesario para que se produzca una disminucién
del 50% de la proteina soluble en las muestras de estabilidad. Una semivida mayor indica mayor estabilidad en el
almacenamiento.

Como se muestra en la Figura 5, el pH 6ptimo para estabilizar la rhIL-2 frente a la agregacion proteica depende del
agente estabilizante presente en la solucién. La estabilidad maxima en el almacenamiento de la rhIL-2 en NaCl se al-
canza a pH 4, donde la rhIL-2 posee una semivida a 50°C de aproximadamente 23 dfas. La rhIL-2 en las formulaciones
de sorbitol muestra una mayor estabilidad a medida que el pH disminuye, produciéndose la estabilidad mdxima a pH 5,
donde la semivida a 50°C es de aproximadamente 26 dias. La mayor estabilidad (es decir, la semivida mas prolongada)
se podria conseguir con arginina como agente estabilizante en una formulacién con un pH de aproximadamente 6.0,
donde la semivida de la proteina a 50°C fue de aproximadamente 32 dias. Estos resultados sugieren que la arginina
es una agente estabilizante preferido en relacion con sorbitol o NaCl, ya que el pH 6ptimo para la estabilizacion de la
proteina se produce a un pH mads fisiolégicamente aceptable.

1.C. Efecto del sistema tampon

Es bastante habitual usar un sistema tampé6n de 10 mM en una formulacién para proporcionar un pH adecuado
y mantener una cierta cantidad de capacidad tampdn. Por ejemplo, se puede conseguir un pH de formulacién de 5,8
usando 10 mM de una mezcla de 4cido succinico y su forma de sal, tal como succinato sédico. Si se selecciona
tal sistema tampon, en la formulacién se pueden usar como principal agente estabilizante 150 mM de arginina HC1
pero no 150 mM de arginina base, ya que 150 mM de arginina base impedirfan ajustar el pH a 5,8 con el tampdn
10 mM.

No obstante, la arginina HCI da lugar a una osmolaridad superior de lo que lo hace la arginina base. Por tanto, una
formulacion que contenga 150 mM de arginina HCI ajustada a un pH 5,8 con tampoén de dcido succinico y succinato
sodico 10 mM ya esta cerca de la isotonicidad, posee una osmolaridad de aproximadamente 253 mmol/kg y una
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semivida a 50°C de aproximadamente 8 dias (Tabla 1). Ademas, es deseable una concentraciéon mayor de arginina
en la formulacién, ya que la estabilidad en el almacenamiento se incrementa con los incrementos en este agente
estabilizante. Cuando la concentracién de arginina aumenta a 230 mM con la adicién de arginina HCl y el pH se ajusta
a 5,8 con tampo6n de 4cido succinico y succinato sédico 10 mM, la semivida a 50°C se duplica (alrededor de 17 dfas),
aunque la solucién es hiperténica, posee una osmolaridad de aproximadamente 372 mmol/kg.

Cuando el 4cido succinico servia como sistema tampdn para ajustar la solucién a pH 5,8 y la arginina estaba pre-
sente en forma de arginina base, el incremento de la concentracion de arginina base a 230 mM tuvo como resultado una
duplicacién similar de la semivida a 50°C, aumentandola a aproximadamente 16 dias. Sin embargo, este incremento
en la estabilidad en el almacenamiento se consiguié manteniendo la solucién casi isoténica, con la formulacién con
una osmolaridad de aproximadamente 271 mmol/kg (véase la Tabla 1). De este modo, se podia usar arginina base 230
mM en la formulacién para incrementar la estabilidad en el almacenamiento de la rhIL-2 sin superar la isotonicidad
de la formulacion.

TABLA 1

Osmolaridad de la solucion y estabilidad en el almacenamiento de las formulaciones de rhIL-2

La estabilidad en el almacenamiento se muestra en semividas (t;,) para la rhIL-2 soluble restante medida mediante
RP-HPLC tras su almacenamiento a 50°C. Las formulaciones de arginina HCI contenian 0,5 mg/ml de rhIL-2, EDTA
1 mMy 150 mM o 230 mM de L-arginina HCl y 10 mM de &4cido succinico y succinato sédico para ajustar el pH
a 5,8. Las formulaciones de arginina base contenian 0,5 mg/ml de rhIL-2, EDTA 1 mM y 150 mM o 230 mM de L-
arginina base y 81 mM o 128 mM de 4cido succinico para ajustar el pH a 5,8.

Formulacién (todas Osmolaridad (mmol/kg) ti2 a 50°C (dia)
contenian EDTA Il mMya
pH 5,8)

ArgHCl 150 mM, 253 8,0
Succinato Na/acido
succinico 10 mM

Arg base 150 mM, acido 192 9,9
succinico 81 mM
ArgHCl 230 mM, 372 16,9
Succinato Na/4cido
succinico 10 mM

Arg base 230 mM, 4cido 271 116,0
succinico 128 mM

Estos dos procedimientos de ajuste de pH se analizaron con otros sistemas tampén (Tabla 2). Cuando en la formu-
lacién se usé arginina HC1 150 mM y el pH se ajust6 a 5,8 mediante un dcido y su sal sédica, todas las formulaciones
estaban por debajo de la isotonicidad, lo que es aproximadamente 290 mmol/kg. La semivida a 50°C para la rhIL-2
en estas formulaciones vari6 de aproximadamente 15 a aproximadamente 20 dias. Cuando en la formulacién se usé
arginina base 230 mM y el pH se ajusté a 5,8 mediante un dcido sustancialmente libre de su forma de sal como sistema
tampon, las formulaciones en las que se ajustd su pH con 4cido citrico o 4cido succinico mostraron osmolaridades de
la solucién todavia por debajo de la isotonicidad, mientras que otras formulaciones estaban ligeramente por encima de
la isotonicidad, como en el caso del dcido fosférico, o son hiperténicas, como en el caso del 4cido glutdmico o acético.
No obstante la semivida a 50°C para todas las formulaciones se incrementé a por encima de 30 dias. Por tanto, usando
acido citrico o 4cido succinico, Ambos sustancialmente libres de sus formas de sal, como sistema tampo6n, la concen-
tracién de arginina podria incrementarse a 230 mM usando arginina base, que tuvo como resultado un incremento de
la estabilidad en el almacenamiento de la rhIL-2.
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TABLA 2

Osmolaridad de la solucion y estabilidad en el almacenamiento de las formulaciones de rhIL-2

La estabilidad en el almacenamiento se muestra en semividas (t,) para la rhIL-2 soluble restante medida mediante
RP-HPLC tras su almacenamiento a 50°C. Todas las formulaciones contenian 0,2 mg/ml de rhIL-2, metionina 5 mM,
EDTA disédico 1 mM, 0,1% de polisorbato 80 y 150 mM de L-arginina HCI con ajuste de pH a 5,8 mediante 10 mM
de un 4cido y su forma de sal o 230 mM de L-arginina base con ajuste de pH a 5,8 mediante titulacién con un dcido
sustancialmente libre de su forma de sal.

Formulacion Osmolaridad (mmol/kg) t12 (dia)
ArgHCl 150 mM, Citrato 248 20,5
sodico/4cido citrico 10 mM
Arg base 230 mM, acido 228 36,1
citrico 86 mM
ArgHCl 150 mM, 257 19,1
Succinato sddico/acido
succinico 10 mM
Arg base 230 mM, acido 285 29,2
succinico 128 mM
ArgHCI 150 mM, Fosfato 260 15,6
sodico/dcido fosfoérico 10
mM
Arg base 230 mM, acido 329 299
fosférico 193 mM
ArgHCI 150 mM, 264 14,6
Glutamato sodico
sodico/acido glutamico 10
mM
Arg base 230 mM, acido 407 47,5
glutamico 225 mM
ArgHCI 150 mM, acetato 259 20,8
sodico/acido acético 10
mM
Arg base 230 mM, é&cido 408 31,9
acético 250 mM

1.D. Efecto de la concentracion proteica

Se estudio el efecto de la concentracion proteica sobre la estabilidad en el almacenamiento en una formulacién que
contenia succinato sédico 10 mM a pH 6 y arginina 150 mM. Como se muestra en la Figura 6, en la que la semivida a
50°C para la rhIL-2 soluble se represent6 frente a la concentracion proteica inicial, la estabilidad en el almacenamiento
de la rhIL-2 aumenta a medida que la concentracién proteica disminuye. Este hallazgo concuerda con la observacion
experimental de que la agregacion es la principal ruta de la degradacion para la rhIL-2 en formulaciones liquidas.
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1.E. Efecto del tensioactivo no ionico polisorbato 80

El efecto del polisorbato 80 (Tween 80 o Tw 80) sobre la estabilidad en el almacenamiento se estudié en una
formulacién que contenia 0,5 mg/ml de IL-2, arginina base 230 mM, 4cido succinico 128 mM para ajustar el pH a 5,8,
EDTA 1 mM y 0,02 y 0,1% de polisorbato 80. Como se muestra en la Tabla 3, ambas formulaciones que contienen
polisorbato 80 exhiben una reduccién de la semivida de a IL-2 soluble a 50°C, de 16 dias a aproximadamente 9
dias, medido mediante RP-HPLC. Por tanto, la inclusién de polisorbato 80 en la formulacién se percibiria como
desfavorable sobre la base de unicamente su efecto sobre la agregacion proteica. No obstante, este agente posee
un efecto estabilizante frente al dafo proteico agudo asociado con la congelacion-descongelacién y la cizalladura
mecénica, que es beneficioso durante el procesamiento de formulaciones liquidas que contienen esta proteina, como
se muestra en los siguientes ejemplos.

La estabilidad en el almacenamiento de dos formulaciones basadas en sorbitol también se estudié. Aunque sus
semividas medidas mediante RP-HPLC y la bioactividad fueron comparables con las de las formulaciones de arginina,
las semividas estimadas mediante SEC-HPLC fueron mucho menores, lo que sugiere que es probable que en estas
formulaciones esté presente una porcién mayor de proteina rhIL-2 en formas solubles agregadas.

TABLA 3

Semividas (t,,,) de la rhIL-2 soluble restante (pico B) medida mediante RP-HPLC, SEC-HPLC y bioensayo in vitro
en formulaciones de rhIL-2 almacenadas a 50°C

Formulacion (todas t1/2 a 50°C (dia)

contenian EDTA 1 RP SEC Bioactividad
mM y a pH 5,8)

Arg base 230 mM, 16,0 213 25,6
acido succ 128 mM

pH 5,8

Arg base 230 mM, 9,7 12,4 NA

acido suce 128

mM, 0,02% Tw 80,
pH 5,8

Arg base 230 mM, 9,1 12,2 24,5
acido succ 128
mM, 0,1% Tw 80,
pH 5,8

270 mM sorbitol, 31,7 3,6 NA
NaSuc 10 mM,
0,1% Tw 80, pH
4,5

270 mM sorbitol, 14,4 2,4 21,3
NaSuc 10 mM,
0,1% Tw 80, pH
5,0

En la Tabla 3, la semivida para una formulacién de rhIL-2 con arginina base-4cido succinico determinada mediante
el procedimiento de RP-HPLC es ligeramente menor que la determinada mediante el procedimiento de SEC-HPLC
y es mucho menor que la determinada mediante el procedimiento de bioensayo in vitro. La elucién de la principal
especie de thIL-2 en SEC-HPLC se evalud para analizar mds estas diferencias. Las muestras con u sin tratamiento de
SDS, urea y DTT no mostraron cambios en el tiempo de elucién para la especie principal. Lo que indica que la rhIL-

18



20

25

30

35

40

45

50

55

65

ES 2276 698 T3

2 en estas formulaciones estaba presente en forma de una especie monomérica. No obstante, el protocolo de la SEC-
HPLC podria no ser capaz de distinguir otras especies monoméricas, por ejemplo, la especie de metionina oxidativa
del pico A, de la especie intacta mayoritaria, la especie del pico B. Por tanto, cabria esperar una pequeifia diferencia en
la determinacidn de la semivida.

El bioensayo in vitro utilizado para determinar la bioactividad en los datos presentados en la Tabla 3 se llevé a cabo
con SDS al 0,1% en el diluyente del ensayo. Por tanto, antes de aplicar las muestras a la placa de cultivo tisular para
que interaccionen con las células HT-2 murinas, las muestras se diluyeron con diluyente de ensayo que contenia SDS
al 0,1%. Era posible que la dilucién con SDS podria haber disociado algiin agregado de rhIL-2 en estas muestras a su
forma monomérica, lo que tiene como resultado una sobreestimacion de la bioactividad de una formulacién dada. Por
tanto, las muestras de estabilidad se analizaron usando diluyente de ensayo con (+S) y sin (-S) la adicién de SDS. Las
muestras también se analizaron con (+F) y sin(-F) un tratamiento de filtracién de 0,2 um, ya que la filtracién es capaz
de eliminar los agregados proteicos grandes segin se juzga mediante inspeccion visual. Los valores de bioactividad
medidos para las muestras con estos tratamientos se muestran en la Tabla 4 junto con los resultados de estabilidad en
el almacenamiento obtenidos usando el protocolo de RP-HPLC por comparacién. Los valores se presentan en forma
de un porcentaje de los valores de bioactividad obtenidos en muestras similares almacenadas a -70°C.

En general, las formulaciones diluidas con SDS y no filtradas ates del contacto con las células HT-2 muestran
mayores valores de bioactividad que las formulaciones diluidas sin SDS en el diluyente de ensayo y filtradas antes
de realizar el ensayo. Entre estos resultados de bioactividad, los obtenidos usando filtracién y diluyendo sin SDS son
bastante comparables con los resultados de la RP-HPLC. Por tanto, este procedimiento se recomienda para la medicién
de la verdadera bioactividad para la rhIL-2 monomérica.

TABLA 4

Comparacion de resultados entre el andlisis RP-HPLC para rhiL-2 soluble y andlisis de bioactividad in vitro para
las muestras de estabilidad almacenadas 2 semanas a 40°C o 50°C

Todos los resultados se presentan en forma de porcentajes de los obtenidos para sus respectivas muestras a -70°C.
Las formulaciones contenian 0,5 mg/ml de rhIL-2, L-arginina base 230 mM, acido succinico 128 mM a pH a 5,8,
EDTA 1 mM, con (n° 1) y sin (n° 2) 0,1% de polisorbato 80. Las muestras para el bioensayo se trataron con y sin
filtracidn a través de 0,22 um antes de la dilucién usando diluyentes con y sin SDS al 0,1%.

Muestra en | % Bioactividad (porcentaje con respecto a muestras a - | % RP
HPLC 70°C) (porcentaje
con respecto

a muestras a

-70°C
-F+§? +F+8? -F-$%, +F-§%

N°1a40°C | 106 100 104 100 101

N°1a50°C |92 79 60 53 58

N°2a40°C | 101 69 106 112 98

N°2a50°C |60 38 62 47 42

a “-F” para no filtrados, “+F” para filtrados, “-S” para diluyente sin SDS y “+S” para
diluyente con SDS.

b Este es el protocolo recomendado para la IL-2 monomérica.

1.E. Compatibilidad del conservante

La compatibilidad del conservante se investigé por la necesidad de desarrollar una formulacién multidosis. El
efecto de los conservantes sobre la estabilidad de la IL-2 se evalué en dos estudios acelerados. El estudio 1 analizé
alcohol bencilico, m-cresol y fenol en una formulacién que contenia 0,2 mg/ml de IL-2, succinato sédico 10 mM a
pH 6 y arginina 160 mM. El estudio 2 analizé cloruro de bencetonio, cloruro de benzalconio, metil/propil parabén y
clorobutanol en una formulacién que contenia 0,2 mg/ml de IL-2, L-arginina base 230 mM, &4cido succinico 128 mM
a pH 5,8. EDTA disédico 1 mM, 0,1% de polisorbato 80. Las semividas para la rhIL-2 soluble medidas mediante RP-
HPLC para estas formulaciones almacenadas a 40°C se presentan en la Tabla 5.
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Todos los conservantes analizados disminuyeron la estabilidad de la rhIL-2 a la temperatura elevada. En el estu-
dio 1, la semivida para la rhIL-2 soluble fue de aproximadamente 74 dias a 40°C sin ninguno de los conservantes.
La adicién de alcohol bencilico o de m-cresol o de fenol, redujo la semivida de forma significativa en 5-10 veces.
En el estudio 2, los efectos de los conservantes fueron mucho menos intensos. La semivida para la rhIL-2 soluble
disminuyé menos de la mitad para el cloruro de bencetonio y disminuyé mds de 2 veces para otros conservantes.
En general, el cloruro de bencetonio posee la menor reduccidn en la estabilidad de la rhIL-2 entre los conservantes
analizados.

TABLA 5

Semivida (t,,) de la rhIL-2 soluble a 40°C para las formulaciones que contienen conservantes

Estudio 1: las formulaciones contenian 0,2 mg/ml de rhIL-2, succinato sédico 10 mM a pH 6, L-arginina 150 mM
y conservantes. Estudio 2: las formulaciones contenian 0,2 mg/ml de rhIL-2, L-arginina base 230 mM, 4cido succinico
128 mM a pH 5,8. EDTA dis6dico 1 mM, 0,1% de polisorbato 80 y conservantes.

Conservante tin a 40°C (dia)
Estudio 1

Sin conservantes 74,0
0,9% (p/v)Alcohol bencilico 16,0
0,25% (p/v) m-cresol 7,5
0,5% (p/v) fenol 11,0
Estudio 2

Sin conservantes 261,0
0,01% (p/v) cloruro de bencetonio 185,0
0,01% (p/v) cloruro de benzalconio 67,0
0,18% (p/v) metil parabén y 0,02% (p/v) 113,0
propil parabén

0,5% (p/v) clorobutanol 84,0

Aunque los conservantes tuvieron un pronunciado efecto desestabilizante sobre la rhIL-2 a la temperatura elevada,
también se analizaron sus efectos sobre la estabilidad en el almacenamiento a corto plazo de la rhIL-2 a 4°C o 25°C.
Se llevo a cabo un estudio nuevo para analizar seis conservantes en una misma formulacién que contenia 0,2 mg/ml de
rhIL-2, L-arginina base 230 mM, 4cido succinico 128 mM,. EDTA 1 mM, metionina S mM y 0,1% de polisorbato 80 a
pH 5,8. La Tabla 6 expone los resultados de la cantidad de rhIL-2 soluble conservada tras un afio de almacenamiento.
Ninguna formulacién, cuando se comparan con el control, muestra pérdida significativa al nivel de rhIL-2 soluble
mediante RP-HPLC y el bioensayo in vitro, con la excepcién de la formulacién que contiene 0,25% de m-cresol, que
mostré niveles detectables.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 6

Estabilidad en el almacenamiento de un aiio de formulaciones con conservante a 4°C o 25°C presentada en porcen-
taje de la rhiL-2 soluble total restante determinada mediante las dreas de los picos integrados
de la RP-HPLC y la bioactividad in vitro

La formulacién control contenia 0,2 mg/ml de rhIL-2, L-arginina base 230 mM, 4cido succinico 128 mM,. EDTA
1 mM, metionina 5 mM y 0,1% de polisorbato 80 a pH 5,8.

Conservante | % de IL-2 inicial mediante | Bioactividad in vitro (x10° Ul/ml)
RP-HPLC
4°C 25°C t=0 1 afio/4°C 25°C/1 afio
Control 102 93 3,8 3,3 2,5
0,9% 100 88 4,8 4,0 5,0
alcohol
bencilico
0,25% m- 98 60 5,8 2,6 2,5
cresol
0,5% fenol 99 87 4,7 3,9 32
0,01% 102 93 5,5 3,9 4,4
cloruro de
benzalconio
0,01% 98 89 5.4 3.2 4,7
cloruro de
bencetonio
0,5% 99 91 5,1 3,6 4,5
clorobutanol
Ejemplo 2

Efectos de varios factores sobre la oxidacion de metionina y la estabilidad en el almacenamiento de la rhIL-2

La oxidacion de la metionina en la IL-2 se ha caracterizado anteriormente (Kunitani y col. (1986) J. Chromato-
graphy 359: 391-402; Sasaoki y col. (1989) Chem. Pharm. Bull. 37 (8): 2160-2164). La IL-2 posee cuatro residuos de
metionina en las posiciones 23, 39, 36 y 104 en la cadena polipeptidica. Entre estas, la Met'™ est4 en la superficie de la
proteina y es mdas oxidativa. Esta especie oxidativa de metionina se puede resolver como una especie de elucioén precoz
(pico A) con respecto a la especie principal de IL-2 (pico B) del cromatograma de RP-HPLC. La Met® y la Met* son
menos susceptibles a la oxidacién, que sdlo se produce en condiciones oxidativas extremas, probablemente a causa
de su existencia en el interior de la molécula proteica. Las especies oxidativas de estos residuos de MET pueden eluir
como especies antes que la Met'™ en la RP-HPLC. La Met* esta enterrada profundamente en la molécula proteica y
no oxida con facilidad a menos que la proteina se despliegue por completo.

La investigacién de la oxidacién de la metionina en IL-2 concentrada sobre la oxidacién de Met104, ya que es el
residuo de metionina mds susceptible a la oxidacién y la prevencién de su oxidacién también impedird la oxidacién
de otros residuos de metionina.

2.A. Efecto del pH

La oxidacién de metionina se estudi6 a un intervalo de pH de 3 a 9 en formulaciones que contienen 0,2 mg/ml de
IL-2, NaCl 150 mM y 10 mM de varias especies tamp6n. La oxidacién de metionina en estas formulaciones se estudié
cuantificando el porcentaje de especies del pico A (es decir, las especies de Met'™ oxidadas) en las muestras de IL-
2 at= 0y t= 3 meses. Como se indica en la Tabla 7, el efecto del pH no se nota a t= 0, a excepcién de en la muestra
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tamponada mediante citrato a pH= 6. En comparacién con otras muestras, que poseen el 5% de las especies de pico
A, la muestra de citrato mostré un incremento del nivel de pico A al 6%.

A t= 3 meses, el nivel del pico A aumenta a condiciones de pH mayor, lo que sugiere un mecanismo catalizado
por base para la oxidacién de metionina de la Met'®. A pH 6, el succinato es un tampon mejor que el citrato a la hora
de minimizar la oxidacién de metionina, hay que en la formulacién con succinato se observan valores menores del
pico A.

TABLA 7

Andlisis RP-HPLC de la oxidacion de metionina, expresada en forma de porcentaje de la cantidad total de IL-2
soluble (pico A + pico B) presente en forma de la especie de metionina oxidada del pico A (% del pico A de
IL-2 soluble total) para muestras de formulacion de pH 3 a pH 9 a t= 0y 3 meses

Las formulaciones contenian 0,2 mg/ml de IL-2, NaCl 150 mM y pH ajustado mediante 10 mM de varias especies
tampon.

Tampén y % pico A de IL-2 soluble total
pH
t=0 = 3 meses

-70°C 4°C 25°C 40°C
10 mM de 5 4 S 6 7
glicina, pH
3
10 mM de 5 5 6 7 6
acetato, pH
4
10 mM de NA 7 8 9 9
acetato, pH
5
10 mM de 6 6 8 12 14
citrato pH 6
10 mM de 5 6 7 4 9
succinato
pH 6
10 mM de 5 7 8 11 5
fosfato pH 7
10 mM de 5 11 15 14 NA
borato pH 9

2.B. Efectos de EDTA, polisorbato 20, polisorbato 80 y MgCl,

Los efectos de un quelante de metales, dos tensioactivos no iénicos y un ion metalico divalente sobre la oxidacion
de metionina se indican en la Tabla 8. La presencia de polisorbato 20 o polisorbato 80 en las formulaciones incrementa
el nivel de las especies de metionina oxidada a t= 0 y t= 1 mes. En contraste con ello, EDTA y MgCl, reducen el nivel
de especies de metionina oxidada tras 1 mes de almacenamiento a 40 y 50°C.
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TABLA 8

Porcentaje de la cantidad total de IL-2 soluble (pico A + pico B) presente en forma de especies de metionina oxidada
del pico A (% de pico A) en las muestras de IL-2 a t= 0y t= I mes

La muestra control contenfa 0,2 mg/ml de IL-2, 10 mM de succinato sédico a pH 6 r 150 mM de arginina.

Formulacion % pico A (oxidacion de metionina)
=0 t=1 mes

-70°C 4°C 40°C 50°C
Control 2,8 3,5 5,1 19,7 36,3
1 mM de 2,5 3,5 5,0 9,5 14,0
EDTA
0,1% de 5,8 4,3 6,9 21,5 41,4
polisorbato
80
1 mM de 5,9 4,2 6,9 12,1 19,2
EDTA +
0,1% de
polisorbato
80
0,1% de 4,1 5,4 9,6 25,3 42,8
polisorbato
20
5 mM de 3,9 4,8 6,9 9,7 12,1
MgCl,

2.C. Efecto de la metionina

Se estudio la adicién de metionina en formulaciones para impedir la oxidacién de metionina en la IL-2. La Tabla 9
indica los cambios en el pico a y la cantidad total de IL-2 soluble (pico A + pico B) para las formulaciones que contie-
nen cantidades variables de metionina tras 2 semanas de almacenamiento a 50°C. El incremento de la concentracion de
metionina en las formulaciones reduce el nivel de pico A de forma significativa a t= 0 y a t= 2 semanas, mientras que
la cantidad de IL-2 soluble conservada tras 2 semanas de almacenamiento no se ve afectada. A 5 mM de metionina,
se observa una disminucién multiplicada por 3 del pico A a t= 2 semanas. Por tanto, la adicién de metionina tiene
como resultado una reduccién significativa de la oxidacién de metionina de la proteina y posee poco efecto sobre la
agregacion de la IL-2.
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TABLA 9

Cambio en el pico Ay en la proteina soluble total en muestra de IL-2 a t= 0y a t= 2 semanas a 50°C

Las formulaciones contenfan 0,2 mg/ml de IL-2, 230 mM de arginina, 128 mM de 4cido succinico a pH 5,8, EDTA
1 mM, 0,1% de polisorbato 80 y de 0 a 10 mM de metionina.

Formulacion % pico A (oxidacion de metionina) % IL-2 restante
=0 t=2 sem a 50°C T=2sem a 50°C
Sin metionina 2,1 6,3 76
1 mM de metionina 1,4 2,7 77
5 mM de metionina 1,2 2,1 77
10 mM de 1,2 1,9 76
metionina

Ademads de los resultados a temperatura elevada, también se registr6 el nivel de oxidacién de metionina a 4°C y a
25°C tras 3 meses de almacenamiento para formulaciones con y sin 5 mM de metionina. Como se muestra en la Tabla
10, la presencia de 5 mM de metionina en la formulacidn tiene como resultado una disminucién multiplicada por 3 del
nivel del pico A a 4°C y a 25°C. Por tanto, la adicién de 5 mM de metionina impidié de forma eficaz la oxidacién de
la Met104.

TABLA 10

Nivel de oxidacion de metionina expresado en forma de porcentaje de la cantidad total de IL-2 soluble (pico a + pico
B) presente en las especies de metionina oxidada del pico A (% pico A de IL-2 soluble total) y porcentaje de la
IL-2 soluble restante en las muestras almacenadas durante 3 meses a 4°C o a 25°C

Las formulaciones contenian 0,2 mg/ml de IL-2, 230 mM de arginina, 128 mM de 4cido succinico a pH 5,8, EDTA
1 mM, 0,1% de polisorbato 80 y de 0 a 5 mM de metionina.

Formulacién % pico A de IL-2 soluble total) % IL-2 restante
(pico principal)
4°C ] 25°C 4°C 25°C

0 mM 2,7 i 4,1 101 97
5 mM 0,8 i 14 101 100

2.D. Efecto de la eliminacion de oxigeno mediante purga con nitréogeno y desgasificacion

Se analiz6 la eliminacién de oxigeno en viales de muestra de IL-2 para minimizar la oxidacién de metionina. El
aire contenido en la cdmara de aire de un vial de 3 cc con una muestra de 1 ml de IL-2 se purgé con nitrégeno. El
oxigeno molecular disuelto se eliminé mediante desgasificacion al vacio. La Tabla 11 muestra el cambio en el pico A
y la cantidad total de IL-2 soluble (pico A + pico B) tras 1 semana de almacenamiento a 50°C para estas muestras.
La purgacién con nitrégeno solo disminuye ligeramente el porcentaje de especies de metionina oxidativa del 6,7% al
6,2%. La combinacion de desgasificacion de la solucién y purga con nitrégeno de la cdmara de aire reduce mads el nivel
de pico A en aproximadamente un punto porcentual. Por otro lado, el porcentaje de la cantidad total de IL-2 soluble
permanece inalterado con la purga con nitrégeno o con desgasificacion.
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TABLA 11

Cambio en el porcentaje de la cantidad total de IL-2 soluble (pico A + pico B) presente en forma de la especie de
metionina oxidada del pico A (% del pico A) y en porcentaje de la cantidad total de IL-2 soluble restante
en las muestras retiradas a t= 00y t= 1 semana a 50°C

Las formulaciones contenian 0,3 mg/ml de IL-2, 230 mM de arginina, 128 mM de acido succinico, EDTA 1 mM,
0,1% de polisorbato 80.

Formulacién % pico A (oxidacion de metionina) % IL-2 restante
t=0 t=1 sem a 50°C t=1 sem a 50°C
Control 3,1 6,7 81
Purga con nitrégeno 3,1 6,2 82
Desgasificacién/purga 3,0 5,8 81
con nitrogeno

2.E. Efecto de los conservantes

Se estudi6 el efecto de los conservantes sobre la oxidacién de metionina. La Tabla 12 muestra el cambio en el pico
a para mas muestras de formulacién con y sin uno de los seis conservantes tras 6 y 12 meses de almacenamiento a 4°C
y a 25°C. Todas las formulaciones que contenian conservantes mostraron un nivel similar del pico A con respecto al
control, lo que indica que los conservantes no poseen un efecto detectable sobre la oxidacién de metionina a excepcién
de la formulacién que contenia 0,25% de m-cresol, que mostr6 un incremento significativo del nivel del pico A.

TABLA 12

Porcentaje de la cantidad total de IL-2 soluble (pico A + pico B) presente en forma de especie de metionina oxidada
del pico A (% del pico A) en varias formulaciones con conservantes almacenadas 6 meses y 12 meses
a4°Cya?25°C

La formulacién control contenia 0,2 mg/ml de IL-2, 230 mM de L-arginina base, 128 mM de 4cido succinico,
EDTA 1 mM, 5 mM de metionina, 0,1% de polisorbato 80 a pH de 5,8.

Conservante | % pico A (oxidacién de metionina)

=0 6 meses 12 meses

4°C 25°C 4°C 25°C

Control 1,5 1,6 1,9 1,8 2,6
0,9% de | 1,6 1,7 2,3 1,9 3,3
alcohol
bencilico
025% de| 1’9 18 6,7 2,1 35
m-cresol
0,5%  de|1® 1,7 2.4 1,8 3,6
fenol
0,01 de | 1,5 1,6 2,0 1,0 3,0
cloruro de
benzalconio
=01% de|l” 17 2,0 1,8 2.8
cloruro de
bencetonio
05%  de|l” 1,6 2,0 1,8 32
clorobutanol
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Ejemplo 3
Efecto de varios factores sobre la desamidacion de la IL-2

La desamidacion de la IL-2 se ha publicado anteriormente (Kunitani y col. (1986) J. Chromatography 359: 391-
402. Se ha descubierto que el Asp88 es el principal sitio de desamidacién en la IL-2 (Sasaoki y col. (1992) Chem.
Pharm. Bull. 40 (4): 976-980). Las especies desanidadas se pueden detectar mediante RP-HPLC en forma de un pico
justo detras (Pico B’) de la especie principal (pico B). La desamidacién de la IL-2 se estudié en formulaciones que
contenian arginina, NaCl y sorbitol. La Tabla 14 muestra que las especies desamidadas se pueden detectar tinicamente
en formulaciones que contengan sorbitol y NaCl, pero no en formulaciones que contengan arginina, tras la incubacién
a temperaturas elevadas durante 2 semanas, Por tanto, la arginina estabiliza la IL-2 frente a la degradacién mediante
desamidacion.

TABLA 13

Desamidacion detectada por RP-HPLC de especies del pico B’ en formulaciones que contienen 0,2 mg/ml de IL-2,
10 mM de succinato sodico a pH 6 y 150 mM de arginina, 150 mM de NaCl o 270 mM de sorbitol

Formulacién % pico B’(desamidacidn) a t= 0 y t= 2 semanas
t=0 -70°C 40°C 50°C
10 mM de NaSuc, 0 0 0 0
150 mM de Arb,
pH6
10 mM de NaSuc, 0 0 0 3
150 mM de NaCl,
pH6
10 mM de NaSuc, 0 0 2 2
270 mM de
sorbitol, pH 6
Ejemplo 4

Efecto de la congelacion-descongelacion sobre la estabilidad de la IL-2

El dafio proteico inducido por congelacion suele estar causado por tres mecanismos: (1) la proteina tiene una con-
formacion inestable a temperaturas frias (desnaturalizacion fria); (2) la proteina es susceptible a la desnaturalizacién
en la interfase hielo-agua; (3) la proteina se ve dafiada por los cambios en la concentracién de sal o desplazamientos
del PH tras la congelacion.

En el caso de la IL-2 es probable que la pérdida de proteina que se produce durante la congelacion-descongelacion
se deba a la desnaturalizacion y la agregacion en la interfase hielo-agua, ya que el tensioactivo no iénico polisorbato
80 protegia de forma eficaz a la IL-2 de los dafios producidos por la congelacién-descongelacién. Como se muestra en
la Figura 7, la cantidad de IL-2 soluble disminuye con cada ciclo de congelacion-descongelacién en una formulacién
que contenga 0,2 mg/ml de IL-2, 10 mM de succinato sédico a pH 6 y 150 mM de arginina. La adicién de polisorbato
80 en la formulacién incrementa la estabilidad de la IL-2 frente a multiples ciclos de congelacion-descongelacion.
Cuando la concentracién de polisorbato 80 alcanza el 0,05% y superior, la IL-2 estd completamente protegida frente
al dafio producido por la congelacién-descongelacion.
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Ejemplo 5
Efecto de la cizalladura mecdnica sobre la estabilidad de la IL-2
5.1 Efecto deL polisorbato 80, EDTA, la concentracion de proteina y el volumen de llenado

Se llevaron a cabo estudios para analizar la pérdida de IL-2 soluble inducida por cizalladura-tensién. Se evaluaron
dos tipos de tensiones por cizalladura: la agitacion en un agitador orbital (VWR Scientific, n® cat. 57018-754) y la
agitacion en vortex (Fischer Scientific, modelo Genie 2, con una velocidad de 4). Varias formulaciones de IL-2 se
cargaron con 1 ml en viales de 3 cc. Estos viales se almacenaron en un frigorifico (muestras control), se colocaron en
una bancada de laboratorio durante la noche (muestras estaticas), se agitaron a 200 rpm durante la noche (muestras
en agitacién) o se agitaron en vortex durante un minuto (muestras de vértex). La tabla 14 muestra los resultados del
cambio en la cantidad de IL-2 soluble para estas muestras.

En comparacién con las muestras control refrigeradas, las muestras estdticas y las muestras de agitacién no mues-
tran pérdida alguna en la IL-2. Por tanto, la IL-2 es estable a temperatura ambiente y es estable al tratamiento de
agitacion. Por otro lado, cuando estas formulaciones se sometieron a agitacion en vértex durante un minuto se de-
tectaron varias cantidades de pérdidas. Las formulaciones que contenian de 0,1 a 0,5 mg/ml de IL-2 0 1 y 5 mM de
EDTA o concentraciones bajas de polisorbato 80 (0,005 a 0,05%) todas muestran una pérdida de 25-50% de IL-2
soluble. Por tanto, la agitacién en vértex durante un minuto fue mds perjudicial que la agitacién durante la noche para
las moléculas de IL-2. La pérdida de IL-2 podia impedirse incrementando la concentracién de polisorbato 80 en la
formulacién igual a y superior a 0,1%. Ademads, los viales completamente llenos sin aire en la cdmara de aire también
muestran pérdida minimas de IL-2 solubles tras agitacion en vértex durante un min, lo que indica que la interfase aire-
liquido era el principal factor causante del dafio.

TABLA 14

Cambio en la cantidad de IL-2 soluble para las muestras almacenadas a temperatura ambiente durante la noche
(estdticas), agitadas a 200 rpm durante la noche (de agitacion) y agitadas en vortex durante 1 min
(de agitacion en vortex) en comparacion con las almacenadas a 4°C

La formulacién control contenia 0,2 mg/ml de IL-2, 10 mM de succinato sédico a pH 6 y 150 mM de arginina. La
formulacidn se cargd con 1 ml en viales de vidrio de 3 cc a excepcion de la muestra completamente cargada, que tenia
la muestra control llena completamente hasta arriba los viales de 3 cc, sin aire en la cdmara de aire. La IL-2 soluble se
cuantificé mediante RP-HPLC.

% restante de IL-2 soluble
Muestra ( carga de | Estatica durante la | En agotaciéon | En agitaciéon con
1 ml en viales de 3 | noche durante la noche vortex durante |
cc) min
0,2 mg/ml IL-2|99,6 100,8 74,7
(control)
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0,1 mg/ml IL-2 100,3 102,7 72,0
0,5 mg/ml IL-2 99,7 101,0 68,6
1 mM EDTA 97,6 101,2 59,6
5mM EDTA 99,3 102,7 72,2
0,005% de | 100,6 100,0 46,5
polisorbato 80

0,01% de | 99,7 100,4 66,1
polisorbato 80

0,05% de | 99,3 100,3 93,9
polisorbato 80

0,1% de polisorbato | 99,2 100,0 89,0
80

0,2% de polisorbato | 99,3 99,2 99,8
80

0,5% de polisorbato | 99,1 98,4 99,7
80

1 mM EDTA, 0,1% | 99,6 100,1 99,8
de polisorbato 80

Viales 99,4 100,1 96,5
completamente

cargados

5.2. Efecto de la arginina

El efecto de la arginina sobre la estabilidad de la IL-2 frente al dafio producido por el vortex se indica en la Tabla
15. El incremento de la concentracion de arginina de 150 mM a 230 mM tiene como resultado un incremento del 3%
en la cantidad de IL-2 soluble del 65% al 69% tras someterla a agitacién con vértex durante un minuto. Por tanto,
la arginina tiene un pequeiio efecto sobre la IL-2 frente al dafio por cizalladura, aunque previamente mostré un gran
efecto de estabilizacion sobre la IL-2 frente a la degradacion por formacién de agregados.

Se estudié el efecto del polisorbato 80 en la formulacién de 230 mM de arginina. La adicién de una concentracién

baja de polisorbato 80 (0,02%) desestabiliza la IL-2 y la adicién de una concentracién elevada de polisorbato 80 (0,1%)
estabiliza la IL-2 frente al dafio producido por vortex.
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TABLA 15

Porcentaje restante de IL-2 soluble en varias formulaciones tras agitacion con vortex durante 1 minuto analizado
mediante RP-HPLC

Formulacién (todas % IL-2 restante
contienen 0,2 mg/ml de IL-
2 excepto si se indica lo
contrario
Arginina 150 mM, 65,5
Succinato Na 10 mM,

EDTA 1 Mm, pH 5,8

Arginina 150 mM, 4cido 65,3
succinico 81 mM, EDTA 1

Mm, pH 5,8

Arginina 230 mM, 69,0

Succinato Na 10 mM,
EDTA 1 Mm, pH 5,8

Arginina 230 mM, A&cido 68,9
succinico 128 mM, EDTA

1 Mm, pH 5,8

Arginina 230 mM, 4&cido 55,1

succinico 128 mM, EDTA
1 Mm, 0,02% de Tw 80,
pH 5,8

Arginina 230 mM, 4&cido 99,5
succinico 128 mM, EDTA
1 Mm, 0,1% de Tw 80, pH
5,8

5.3. Estudio de transporte

El dafio por cizalladura sobre la IL-2 durante el transporte del producto se investigé en un estudio con transporte
real. LA IL-2 se prepar6 en una formulacién de arginina y una formulacién de NaCl, ambas con cantidades variables
de polisorbato 80. Estas muestras de IL-2 se enviaron en hielo por via aérea de Emeryville, California, a St Louis,
Missouri, y desde St. Louis de vuelta a Emeryville. La Figura 8 muestra el andlisis de RP-HPLC de la cantidad de
IL-2 soluble en estas muestras. Sin la presencia de polisorbato en la formulacién, se observa una pérdida de aproxi-
madamente el 10% del IL-2 en las muestras formuladas con arginina y con NaCl. Las diferencias en la estabilidad
entre la formulacién con arginina y la formulacién con NaCl son insignificantes, alrededor de un 1%. Con la presencia
de polisorbato 80 en la formulacion se reduce la pérdida de IL-2. A 0,1% de polisorbato 80 no se observa pérdida,
lo que indica que la IL-2 estd completamente protegida con esta concentracién del tensioactivo. Por tanto, 0,1% de
polisorbato 80 es eficaz en la formulacion para prevenir el dafio agudo en la IL-2 a causa de cizalladura durante el
transporte.
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En conclusion, la arginina puede servir como principal agente estabilizante en formulaciones farmacéuticas liqui-
das de IL-2 durante el almacenamiento prolongado para disminuir la agregacion de IL-2 y su desamidacién. Para
incrementar mds la concentracién de arginina en la formulacién y conseguir de este modo una mayor estabilidad de la
IL-2 pero conservando la isotonicidad de la solucidn, se usa preferentemente dcido succinico para titular la arginina
base a pH 5,8. Ademads, se pueden incluir en la formulacién metionina y EDTA para impedir la oxidacién de metionina
de la proteina. Por tdltimo, en la formulaciéon se puede incluir un tensioactivo no iénico, tal como polisorbato 80, para
prevenir el dafio a la IL-2 producido por la congelacién-descongelacion y la cizalladura mecénica.

Ejemplo 6
Prueba de eficacia del conservante

Varias formulaciones con conservantes antimicrobianos se han sometido a la prueba de eficacia de los conservan-
tes de la farmacopea de Estados Unidos (USP). Los resultados se presentan en la Tabla 16. La muestra control sin
conservante no superd la prueba, mientras que todas las formulaciones que contenian conservantes si superaron la
prueba.

TABLA 16

Prueba de eficacia de los conservantes de la USP para formulaciones de rhIL-2. La formulacion control contenia 0,1
mg/ml de rhiL-2, 230 mM de L-arginina base, 128 mM de dcido succinico, I mM de EDTA, 5 mM de metionina,
0,1% de polisorbato 80, a un pH de 5,8

CONSERVANTE PRUEBA DE LA USP
Control No superada

0,9% de alcohol bencilico Superada

1,3% de alcohol bencilico Superada

1,7% de alcohol bencilico Superada

0,5% de clorobutanol Superada

0,5% de fenol Superada

Ejemplo 7

Propiedades productoras de dolor

Un modelo con ratas desarrollado en la Universidad de Florida, Facultad de Odontologia, OMSDS Divisién de
neurociencia, se usd para evaluar las propiedades productoras de dolor, mds particularmente el dolor de quemazoén y
de ardor producido por las formulaciones. El modelo se basa en un ensayo del actual inducido en células sensoriales
que transportan los mensajes de dolor. Para realizar el ensayo, las células sensoriales (del ganglio de la raiz dorsal de
la rata) se afslan en una cdmara de registro. Los registros se realizan de cada célula individual que se preseleccionan
segun criterios nociceptivos (inductores de dolor). Las puntuaciones del dolor por quemazoén, el dolor por ardor y el
dolor convencional se computan para la formulacién analizada. Una puntuacién de dolor de quemazdn se define por
la respuesta a la formulacién de la prueba en relacién con la capsaicina (500 nM). La capsaicina es bien conocida
por su capacidad para producir dolor de quemazon intenso en seres humanos (Cooper y col. (1986) Pain 24: 93-116).
Una puntuacién del dolor por ardor se computa como la proporcién entre la corriente producida por la formulacién
de la prueba y la producida por una solucién tamponada a pH 5,0. La puntuacién del dolor convencional clasifica la
formulacién en relacién con solucién salina normal (0,9% de NaCl, no tamponado), un producto parenteral hospitalario
frecuente que se sabe que produce una sensacién de ardor.

Una formulacién liquida de L-arginina base-dcido succinico se ha sometido al andlisis del dolor mediante este
modelo. Los resultados de estas dos soluciones de prueba se muestran en la Tabla 17. Segin las puntuaciones cal-
culadas para el dolor de quemazodn, el dolor de ardor y la puntuacién del dolor convencional, la formulacién de L-
arginina-acido succinico exhibi6 excelentes propiedades en comparacion con la solucién salina normal. También se ha
observado que la corriente de prueba disminuia durante la aplicacién de la formulacién (disminucién dependiente del
tiempo), mientras que no disminuyé con solucién salina normal. Esto demuestra que esta formulacién se tolera mejor
que la solucién salina segun se evalda en este ensayo.
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TABLA 17

Puntuaciones de dolor de quemazon, ardor y convencional para la formulacion liquida y 0,9% de NaCl

La formulacién liquida contenia 230 mM de L-arginina base, 128 mM de 4cido succinico, ]| mM de EDTA, 5 mM
de metionina, 0,1% de polisorbato 80 a un pH de 5,8.

Formulacion Dolor por | Dolor por ardor Puntuacion del
quemazon dolor convencional

0,9% de NaCl 0,084 + 0,006 2,44 £ 0,62 1,73 £ 0,73

Formulacion 0,044 £ 0,019 0,65 0,23 0,16 £ 0,05

liquida de rhiL-2

Ejemplo 8
Estudios de estabilidad con TFPI, solo con fines informativos

Estudios de estabilidad y solubilidad de TFPI en varias formulaciones han demostrado que la L-arginina es un
estabilizante (datos no mostrados) del TFPI y las especies tamp6n cargadas tales como iones citrato poseen un efecto
solubilizante mds profundo. En este estudio se estudiaron los efectos de la concentracion de L-arginina y el sistema
tampodn sobre la estabilidad del TFPI en varias formulaciones. En particular, se analiz6 la influencia del sistema tamp6n
en la forma de un 4cido sustancialmente libre de si forma de san frente a una mezcla de un 4cido y su forma de sal,
como se ha indicado previamente para las formulaciones de IL-2 en los ejemplos anteriores.

Materiales y procedimientos

Se formulé una solucién de TFPI a 0,6 mg/ml en citrato sédico 20 mM y 300 mM de L-arginina a pH 5,5. Esta
solucién de intercambid con tamp6n a través de didlisis a 4°C usando membranas Spectral Por n° 7 (MWCO 3,500, N°
ID 132-110) con varias formulaciones de l-arginina tamponadas a pH 6,5 mediante un sistema tamp6n con citrato o con
succinato. Tras la didlisis, se midi6 la concentracion de TFPI de cada solucién mediante espectrofotometria UV/Vis. A
continuacidn, cada solucién se diluy6 hasta 0,15 mg/ml usando el tampdn adecuado Después, las soluciones preparadas
se alicuotaron (1 ml cada una)a viales de 3 cc para determinar la estabilidad en el almacenamiento. En este punto se
reservaron bastantes viales para el punto de tiempo t= 0. El resto de los viales se colocé en un incubador a 50°C para
un estudio de estabilidad acelerada. A continuacién se tomaron puntos de tiempo a 3, 7, 14 y 30 dias. Para el andlisis
a cada punto de tiempo, el contenido de cada vial se transfirié a un tubo de microcentrifuga de 1,7 ml y después se
centrifugé a 10K rpm durante aproximadamente 2 minutos. De este tubo se tomé el sobrenadante centrifugado de
las muestras para su andlisis usando IEX-HPLC (descripcidon necesaria), que de estudios previos se sabia que era un
ensayo indicador de estabilidad.

Resultados y discusion

El TFPI se formuld hasta una concentracion final de 0,15 mg/ml en varias formulaciones que contenian bien L-
arginina base o L-arginina HCI. Las formulaciones de L-arginina HCI se tamponaron hasta un pH 5,5 mediante dcido
citrico o 4cido succinico 10 mM en combinacién con sus respectivos conjugados de sal de sodio. Las formulaciones
de L-arginina base se titularon hasta un pH de 5,5, bien mediante 4cido citrico o bien con 4cido succinico. Se llevaron
a cabo un total de ocho estudios como se enumeran a continuacién:

1) 20-150 mM de L-arginina HCI tamponada hasta un pH de 5,5 mediante 10 mM de 4cido citrico y citrato
sédico;

2) 20-150 mM de L-arginina base tamponada hasta un pH de 5,5 mediante 4cido citrico;

3) 100-300 mM de L-arginina HCI tamponada hasta un pH de 5,5 mediante 10 mM de 4cido citrico y citrato
sodico;

4) 100-300 mM de L-arginina base titulada hasta un pH de 5,5 mediante dcido citrico;

5) 20-150 mM de L-arginina HCI tamponada hasta un pH de 5,5 mediante 10 mM de 4cido succinico y
succinato sodico;

6) 20-150 mM de L-arginina base titulada hasta un pH de 5,5 mediante 4cido succinico;
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7) 100-300 mM de L-arginina HCI tamponada hasta un pH de 5,5 mediante 10 mM de 4cido succinico y
succinato sodico;

8) 100-300 mM de L-arginina base titulada hasta un pH de 5,5 mediante 4cido succinico.

Previamente se habia determinado que la via de degradacion principal para el TFPI era la agregacion/precipitacion
de proteinas (Chen y col. (1999) J. Pharm. Sci. 88: 881-888). La degradacién del TFPI se puede seguir mediante
control de la proteina soluble restante en las muestras de estabilidad. Las soluciones de TFPI formuladas a diferen-
tes concentraciones de L-arginina se almacenaron a 50°C para un estudio de estabilidad acelerada. Las muestras se
tomaron a intervalos de tiempo predeterminados. La proteina soluble en las muestras se separ6 de la proteina agrega-
da/precipitada mediante centrifugacién en un tubo de microcentrifuga. La cantidad de proteina soluble se determind
mediante el procedimiento IEX-HPLC (Chen y col. (1999) J. Pharm. Sci. 88: 881-888). A continuacion, los datos
de ajustaron en forma de una funcién del tiempo de almacenamiento mediante una ecuacién de cinética exponen-
cial sencilla (Y= YoEXP (.k1t) para calcular la semivida para la proteina soluble restante usando el software grafico
KaleidaGraph (Synergy Software, Reading, Pensilvania).

Los valores de semivida (t1/2) para el TFPI soluble restante para las formulaciones tamponadas mediante adicién
de citrato o de citrato sédico se muestran en la Tabla 18. Los valores para las formulaciones tamponadas con acido
succinico o succinato sédico se muestran en la Tabla 19. Estos datos demuestran que el valor de la semivida se
incrementa con concentraciones crecientes de L-arginina en estas formulaciones. Estos datos también se representan
en las Figuras 9 y 19 para los sistemas tampén de citrato y succinato, respectivamente. El valor de la semivida se
representa en forma de una curva parabdlica y se incrementa como una funcién de la concentracién de arginina. Esto
establece que la L-arginina es un estabilizante para el TFPL

Entre los dos sistemas tampdn. La diferencia en la estabilidad del TFPI parece insignificante. Aunque el sistema
tampodn de citrato mostré mds variabilidad (Figura 9), las dos curvas de semivida frente a concentracién de arginina
para el sistema tampdn con succinato fueron esencialmente superponibles (Figura 10). El TFPI alcanz6 una estabilidad
similar a similares concentraciones de L-arginina, con independencia de cudl sistema tampon se uso para el ajuste de
pH. La Figura 11 también compara las curvas de la semivida frente a la concentracién de arginina entre el sistema
tampon con 4cido succinico y el sistema con 4cido citrico. Esta figura muestra que no existe una diferencia importante
en la estabilidad del TFPI siempre que la concentracion de arginina permanezca igual en la formulacién. Estos datos
demuestran que al efecto estabilizante contribufa principalmente la arginina.

No obstante, la titulacién 4cida con 4dcido succinico o citrico permite una mayor concentracién de arginina en la
formulacidn (y por tanto una mayor estabilidad) manteniendo al mismo tiempo la isotonicidad. Por tanto, por ejemplo,
ambas formulaciones 3-3 y 4-3 de la Tabla 18 poseen 300 mM de L-arginina en las formulaciones y sus valores de
semivida son similares. Sin embargo, la formulacién 3-3 usé 10 mM de 4cido citrico y citrato sédico para tamponar
300 mM de L-arginina base hasta un pH de 5,5 y posefan una osmolaridad de solucién de 497 mOs/kg. Esta es una
formulacién hiperténica y no se prefiere como formulacién inyectable. Por otro lado, la formulacién 4-3 usé 121
mM de 4cido citrico en combinacién con 300 mM de L-arginina base para ajustar el pH a 5,5 y la osmolaridad de
la solucién era de 295 mOsm/kg. Esta formulacion se acerca mucho a una solucién isoténica (290 mmol/kg) y, por
tanto, es una formulacién inyectable mas preferida. Si se usé un modo convencional para ajustar el pH, por ejemplo,
con 10 mM de 4cido citrico y de citrato sddico, s6lo se podria afiadir ligeramente mds de 150 mM de L-arginina a
la formulacién sin superar la isotonicidad. La semivida de la formulacién de 150 mM de L-arginina (Cédigo 1-6) es
de 16 dias en comparacion con 23 dias observados para la formulacién de 300 mM de L-arginina (Cédigo 4-3). Por
tanto. Formular TFPI con un base 4cida (es decir, arginina-base) como estabilizante y un tampén que comprenda un
dcido sustancialmente libre de su forma de sal (es decir, dcido succinico) proporciona un medio eficaz de afiadir mas
estabilizante (es decir, arginina) para maximizar el efecto estabilizante del TFPI.

Conclusion
Este ejemplo demuestra que la L-arginina estabiliza el TFPI extendiendo su periodo de caducidad durante su

almacenamiento. Usando titulacién 4cida. Se puede afiadir mas arginina a la formulacién para maximizar el efecto
estabilizante sin superar la isotonicidad, lo que se prefiere para las formulaciones inyectables.
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TABLA 18

Datos de estabilidad para formulaciones con TFPI arginina-citrato a pH 5,5

exponencial sencilla.

Cédigo | Formulacion Osmolaridad tin (dia)
(mmol/kg)

1-1 20 mM L-ara HCl, 10 mM | 66 9,4
dcido citrico/citrato Na

1-2 40 mM L-ara HCl, 10 mM | 81 12,6
acido citrico/citrato Na

1-3 60 mM L-Arg HCI, 10 mM | 91 10,7
acido citrico/citrato Na

1-4 80 mM L-Arg HCIl, 10 mM | 106 10,9
acido citrico/citrato Na

1-5 100 mM L-Arg HCI, 10 mM | 190 12,5
acido citrico/citrato Na

1-6 150 mM L-Arg HCl, 10 mM | 276 16,0
acido citrico/citrato Na

2-1 20 mM L-Arg base titulada | 67 5,7
mediante 8,9 mM de 4cido
citrico

2-2 40 mM L-Arg base titulada | 84 15,0
mediante 17,8 mM de 4cido
citrico

2-3 60 mM L-Arg base titulada | 95 17,0
mediante 26,6 mM de acido
citrico

2-4 80 mM L-Arg base titulada | 109 14,6
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mediante 34,2 mM de Aacido
citrico

2-5

100 mM L-Arg base titulada
mediante 42,6 mM de 4cido
citrico

119

18,2

2-6

150 mM L-Arg base titulada
mediante 62,4 mM de Aacido
citrico

147

20,4

3-1

100 mM L-Arg HCI, 10 mM
acido citrico/citrato Na

239

14,8

3-2

200 mM L-Arg HCI, 10 mM
acido citrico/citrato Na

358

19,6

3-3

300 mM L-Arg HCI, 10 mM
acido citrico/citrato Na

497

21,7

100 mM L-Arg base titulada
mediante 42,2 mM de 4cido
citrico

155

16,7

4-2

200 mM L-Arg base titulada
mediante 81,8 mM de 4cido
citrico

224

22,5

4-3

300 mM L-Arg base titulada
mediante 121 mM de 4cido

citrico

295

233

La semivida (t;,) se obtuvo mediante ajuste de los datos de estabilidad a 50°C usando una ecuacién cinética

TABLA 19

Datos de estabilidad para formulaciones con TFPI arginina-succinato a pH 5,5

exponencial sencilla.

Cdédigo | Formulacion Osmolaridad ti2 (dia)
(mmol/kg)
1-1 20 mM L-Arg HCl, 10 mM | 66 9,9
acido succinico/succinato Na
1-2 40 mM L-Arg HCl, 10 mM | 97 11,5
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acido citrico/citrato Na

60 mM L-Arg HCI, 10 mM
acido succinico/succinato Na

129

15,3

80 mM L-Arg HCI, 10 mM
acido succinico/succinato Na

163

16,7

1-5

100 mM L-Arg HC], 10 mM
acido succinico/succinato Na

197

20,5

1-6

150 mM L-Arg HCI, 10 mM

acido succinico/succinato Na

282

21,9

2-1

20 mM L-Arg base titulada
mediante 12,5 mM de &cido
succinico

40

6,7

2-2

40 mM L-Arg base titulada
mediante 25,2 mM de acido

succinico

62

12,6

60 mM L-Arg base titulada
mediante 37,5 mM de &cido

succinico

85

16,4

2-4

80 mM L-Arg base titulada
mediante 49,9 mM de acido

succinico

107

19,6

2-5

100 mM L-Arg base titulada
mediante 62,4 mM de 4cido

succinico

129

20,9

2-6

150 mM L-Arg base titulada
mediante 91,4 mM de 4cido

succinico

192

23,1

3-1

100 mM L-Arg HCI, 10 mM

acido succinico/succinato Na

207

16,5

200 mM L-Arg HCI, 10 mM
acido succinico/succinato Na

353

21,6

3-3

300 mM L-Arg HCI, 10 mM

515

21,7
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acido succinico/succinato Na

4-1

100 mM L-Arg base titulada
mediante 61,3 mM de é4cido
succinico

127

17,0

4-2

200 mM L-Arg base titulada
mediante 122 mM de 4cido

succinico

256

214

4-3

300 mM L-Arg base titulada
mediante 180 mM de 4cido
succinico

363

22,5

Aungque la invencién anterior se ha descrito con algiin detalle a modo de ilustracién y ejemplo con fines de claridad
de la comprensién, serd obvio que se pueden practicar ciertos cambios y modificaciones dentro del alcance de las

reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para preparar una composicion farmacéutica liquida que comprende un polipéptido o una
variante biolégicamente activa del mismo, en el que dicho procedimiento comprende combinar dicho polipéptido o
variante del mismo con al menos un aminoécido base y un agente tampdn que es un 4cido sustancialmente libre de su
forma de sal, en el que dicho aminodcido base comprende al menos un aminodcido seleccionado del grupo constituido
por arginina, lisina, dcido aspdrtico y dcido glutdmico, donde cualquier amino4cido se encuentra en su forma de base o
en forma de sal; en el que dicha composicién posee un pH dentro de un intervalo de pH de aproximadamente 4,0 a un
pH de aproximadamente 9,0, dicho polipéptido es interleucina-2(IL-2) y dicha variante del mismo posee una identidad
de secuencia de al menos un 70% con dicho polipéptido, en el que el pH se ajusta antes de la adicion del polipéptido.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho aminodcido es al menos uno de los aminodcidos arginina
en su forma de base libre y lisina en su forma de base libre.

3. El procedimiento de la reivindicacién 2, en el que dicho 4cido se selecciona del grupo compuesto por acido
acético, dcido aspdrtico, acido succinico, dcido citrico, dcido fosférico y dcido glutdmico.

4. El procedimiento de la reivindicacién 3, en el que dicho 4cido es dcido succinico y dicho amino4cido es arginina
en su forma de base libre.

5. El procedimiento de la reivindicacién 4, en el que aproximadamente 100 mM a aproximadamente 400 mM de
arginina en su forma de base libre y aproximadamente 80 mM a aproximadamente 190 mM de 4cido succinico se
combinan con dicho polipéptido o variante del mismo.

6. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que aproximadamente 150 mM a aproximadamente 350 mM de
arginina en su forma de base libre se combinan con dicha IL-2 o variante de la misma y dicho 4cido succinico.

7. El procedimiento de la reivindicacién 6, en el que la arginina en su forma de base libre a una concentracién
de aproximadamente 230 mM y 4cido succinico a una concentracién de aproximadamente 128 mM se combinan con
dicha IL-2 o variante de la misma.

8. El procedimiento de la reivindicacién 7, en el que dicha composicién posee un pH de aproximadamente 5,0 a
aproximadamente 6,5 y una osmolaridad de aproximadamente 250 mmol/kg a aproximadamente 330 mmol/kg.

9. El procedimiento de la reivindicacién 3, en el que dicho 4cido es 4cido citrico.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que aproximadamente 175 mM a aproximadamente 400 mM
de arginina en su forma de base libre y aproximadamente 40 mM a aproximadamente 200 mM de 4cido citrico se
combinan con dicho polipéptido o variante del mismo.

11. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicha composicién ademds comprende metionina en una
cantidad suficiente para inhibir la oxidacién de al menos un residuo de metionina en dicho polipéptido o variante del
mismo durante el almacenamiento de dicha composicién.

12. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicha composicién ademds comprende un tensioactivo no
iénico en una cantidad suficiente para inhibir la agregacién de dicho polipéptido o variante del mismo en respuesta a
la congelacién-descongelacién o a la cizalladura mecédnica durante el almacenamiento de dicha composicién.

13. El procedimiento de la reivindicacién 12, en el que dicho tensioactivo no iénico es polisorbato 80.

14. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que dicho aminodcido base es arginina en su forma de base libre
a una concentracion de aproximadamente 150 mM a aproximadamente 350 mM vy el dcido es dcido succinico a una
concentracion de aproximadamente 80 mM a aproximadamente 190 mM.

15. El procedimiento de la reivindicacion 14, en el que aproximadamente 230 mM de arginina en su forma de
base libre y aproximadamente 128 mM de acido succinico se combinan con dicha IL-2 o variante de la misma, la
composicion posee un pH de aproximadamente 5,0 a aproximadamente 6,5 y una osmolaridad de aproximadamente
250 mmol/kg a aproximadamente 330 mmol/kg.

16. El procedimiento de la reivindicacién 14, en el que dicha composicién posee un periodo de caducidad de al
menos aproximadamente 18 meses cuando se almacena a 2-8°C.

17. El procedimiento de la reivindicacién 14, en el que dicha composicién posee un periodo de caducidad de al
menos aproximadamente 20 meses cuando se almacena a 2-8°C.

18. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 17, en el que dicha composicién ademds com-
prende metionina, que estd presente en dicha composicion a una concentracion de aproximadamente 0,5 mM a aproxi-
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madamente 10 mM, polisorbato 80, que esta presente en dicha composicién a una concentracién de aproximadamente
0,001% a aproximadamente 0,2% y aproximadamente 0,1 a aproximadamente 5,0 mM de 4cido etilendiaminotetracé-
tico (EDTA) o de EDTA disddico.

19. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 14 a 18, en el que dicha IL-2 o dicha variante de la
misma esta presente en dicha composicién a una concentracion de aproximadamente 0,01 mg/ml a aproximadamente
2,0 mg/ml.

20. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1,6, 7y 14 a 19, en el que dicha IL-2 es IL.-2 humana
recombinante (rhIL-2) o una variante biolégicamente activa de la misma que posea una identidad de secuencia de al
menos un 70% con la IL-2 humana.

21. El procedimiento de la reivindicacién 20, en el que dicha variante de la misma posee una identidad de secuencia
de al menos un 80% con la IL-2 humana.

22. El procedimiento de la reivindicacién 21, en el que dicha variante de la misma posee una identidad de secuencia
de al menos un 90% con la IL-2 humana.

23. El procedimiento de la reivindicacion 22, en el que dicha variante de la misma posee una identidad de secuencia
de al menos un 95% con la IL-2 humana.

24. El procedimiento de la reivindicacion 23, en el que dicha variante es interleucina 2 des-alanil-1, serina-125
humana.

25. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, que ademdas comprende preparar dicha com-

posicién en una forma seca, en la que dicha forma seca se selecciona del grupo constituido por una forma liofilizada y
una forma pulverizada.
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