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DESCRIPCION
Estabilizacién de la interleuquina-6 en soluciones de suero
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una composiciéon que comprende interleuquina-6 (IL-6), una isoforma o un
fragmento de la misma, un compuesto de formula halogenuro de alquil-C4o-C1s-trimetilamonio, en el que el
compuesto se encuentra saturado o insaturado y/o sustituido o no sustituido, o una sal del mismo, en el que la
concentracion del compuesto en la composicion es de entre aproximadamente 0,15% y aproximadamente 0,4%, y
un suero. Se proporciona ademas un compuesto para la estabilizacién de la interleuquina-6 para la determinacion
cuantitativa en inmunoensayos, en ensayos basados en receptores o en otros ensayos.

Antecedentes de la invencion

La interleuquina-6 (IL-6) es una citoquina pleiotrépica con un amplio abanico de funciones. Fue descrita por primera
vez como el factor de crecimiento de plasmacitoma interferon-32 y como factor estimulante de hepatocitos.
Posteriormente se describid6 como factor estimulante de células B humanas (BSF2). En 1988 se propuso
denominarlo IL-6, ya que estudios adicionales habian demostrado que la proteina también presenta actividades no
so6lo sobre las células B sino también sobre las células T, las células madre hematopoyéticas, los hepatocitos y las
células cerebrales.

IL-6 es producida por un unico gen codificante de un producto péptido de 212 amino&cidos con un peso molecular
de entre 22 y 27 kDa. Ademas, se ha informado de la deteccion de complejos inmunorreactivos de entre 60 y 70 kDa
en liquidos corporales humanos en pacientes con infecciones bacterianas agudas.

IL-6 pertenece a la familia de las citoquinas. Las citoquinas son moléculas pequefias secretadas por una célula que
sefializa a otras células mediante la unién a su receptor especifico. Una interleuquina es generalmente una citoquina
producida por leucocitos. Las citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6) son producidas predominantemente por células
inmunolégicas activadas que participan en la amplificacion de las reacciones inflamatorias. Las citoquinas
antiinflamatorias (antagonista de receptor de IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11 e IL-12) actdan concertadamente con
inhibidores de citoquina especificos y receptores de citoquina solubles para controlar la respuesta de las citoquinas
proinflamatorias. IL-6 desempefia un papel crucial, ademas de ser el estimulador principal de las proteinas de fase
aguda, por ejemplo CRP, ademas de controlar la respuesta de las citoquinas proinflamatorias. En condiciones
homeostaticas, las concentraciones de IL-6 son bajas, mientras que bajo condiciones de estrés, se incrementar con
rapidez el nivel de IL-6.

La produccion de IL-6 es inducida rapidamente durante el curso de las reacciones inflamatorias agudas asociadas a
lesiones, traumatismos, estrés, infeccion, muerte cerebral, neoplasia y en otras situaciones.

La determinacion cuantitativa de IL-6 en suero y plasma puede llevarse a cabo mediante la utilizacion de
inmunoensayos. La falta de estabilidad de la proteina IL-6 en la fase liquida es una desventaja importante de los
ensayos actuales de deteccion de IL-6, y los métodos disponibles para la estabilizacion de proteinas no resultan
adecuados para estabilizar la IL-6 (Chamani et al.).

Los métodos de estabilizacién de proteinas pueden dividirse en dos clases. En primer lugar, la estabilizacién se lleva
a cabo para evitar o minimizar las modificaciones quimicas de la proteina, por ejemplo la proteccién frente a las
reacciones de oxidacion. Las modificaciones quimicas se basan en cambios en los enlaces atdomicos covalentes.
Mas exactamente, las modificaciones quimicas comprenden reacciones de desamidacion, oxidaciones, hidrdlisis y
corte o formacion de nuevos puentes disulfuro. La estabilizacion frente a modificaciones quimicas de una proteina
dada con frecuencia se consiguen mediante cambios del pH y de la composicion del tampdn. La formacion de
nuevos puentes disulfuro puede evitarse mediante la utilizacién de grupos de proteccién especificos para los tioles.
Los grupos funcionales sensibles a la oxidacion pueden protegerse mediante la utilizacion de reactivos
secuestrantes. La proteccion se consigue mediante la oxidacion preferente del secuestrante.

En segundo lugar, una proteina dada puede estabilizarse para evitar modificaciones fisicas de la proteina, por
ejemplo proteccion de la proteina frente a cambios conformacionales en la estructura de la proteina. Pueden
utilizarse diferentes estrategias para evitar estos cambios conformacionales. Timasheff S.N. et al. describen la
adicion de determinados excipientes tales como azucares, sales, polialcoholes, para estabilizar las proteinas en
solucion. En el caso de encontrarse presentes a alta concentraciones, estos excipientes protegen frente al deterioro
de la actividad y mantienen las proteinas en un estado funcional.

Sin embargo, Kendrick B.S. et al. dan a conocer que, en presencia de sacarosa, los incrementos de area superficial
de la proteina del antagonista de receptor de interleuquina-1 son termodinamicamente mas desfavorables que en
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agua. El equilibrio entre estados se desplaza hacia el que presenta la menor area superficial. Jensen W.A. et al.
describen el efecto de concentraciones elevadas de varias sales sobre la estabilidad de PEPC en solucion. Tsai et
al. han encontrado que una amplia diversidad de polianiones estabilizan el factor de crecimiento fibroblastico acido
(aFGF) mediante la elevacion de la temperatura a la que se despliega la proteina. Campbell P.J. et al. describen
métodos para conseguir estandares biolégicos y preparaciones de referencia estables y fiables. El efecto de los
carbohidratos afiadidos sobre la composicion quimica y actividad antigénica de, por ejemplo, la albumina de suero
bovina se proporciona en Tarelli E. et al. Ademas, Tarelli et al. demuestran que la albumina humana recombinante
puede utilizarse como estabilizante para materiales bioldgicos y para la preparacion de reactivos de referencia
internacional. Todd et al. afirman que la dimerizacion de proteinas sensibles, por ejemplo la VIH-1 proteasa, conduce
a la estabilidad estructural de la proteina. Finalmente, Lougheed W.D. et al. afirman que la agregacion de la insulina
en polimeros de peso molecular elevado puede inhibirse mediante la reduccion de la polaridad efectiva del solvente.

Sin embargo, el método conocido actualmente para estabilizar proteinas adolece de la desventaja de que no permite
una suficiente estabilizacion de IL-6 y en particular de IL-6 en el suero. Las consecuencias de la estabilidad reducida
de IL-6 son dificultades durante la produccion de reactivos basados en IL-6, tales como restricciones en los tiempos
maximos de procedimiento, tamafios de lote reducidos debido al corto tiempo de procedimiento disponible y la
limitada vida media de IL-6. Para compensar la pérdida de IL-6 durante el procedimiento, debe anadirse IL-6
adicional durante el control interno del procedimiento, lo que resulta en un coste incrementado. Por la parte de los
clientes, una menor estabilidad conduce a una estabilidad inconvenientemente reducida de los productos de IL-6,
por ejemplo calibradores o materiales de control de calidad.

La patente EP n° 1882944 describe TTAB (bromuro de tetradecil-trimetilamonio) como agente desnaturalizante para
desenmascarar los epitopos responsables de la unién de anticuerpos a los oligémeros de péptido amiloide mediante
eliminacion de las proteinas unidas.

La patente US n° 2004/0157218 da a conocer un método de tratamiento de una muestra biolégica para la extraccion
de los acidos nucleicos. EI DTAB (bromuro de dodecil-trimetil-amonio) y el CTAB (bromuro de cetil-trimetilamonio) se
utilizan como detergentes para la desnaturalizaciéon de las proteinas. La patente WO n°® 2009/048962 da a conocer
un medio de separacion para la separacion por electroforesis capilar segun tamafo de las proteinas en presencia de
un compuesto.

La patente EP n° 1.566.437 da a conocer un método para adsorber un &cido nucleico de una muestra bioldgica a
una fase sélida. Se da a conocer CTAB como detergente en el tampdn de lisis para la desnaturalizacion de las
proteinas. De esta manera, segun los documentos anteriormente indicados, CTAB y DTAB se utilizan para
desestabilizar las proteinas, y no para estabilizarlas.

La patente EP n° 1.242.576 da a conocer una composicion acuosa de reactivo para incrementar la estabilidad de los
antigenos. La composicion de reactivo dada a conocer comprende un tampén, un agente de bloqueo rico en
proteinas que comprende una mezcla de proteinas y/o polipéptidos y que presenta una concentracion total de
proteinas de entre 1 y 50%g, un agente solubilizador, una sal, un agente quelante, un detergente y un conservante y
que presenta un pH final de entre 7,5 y 8,5. El conservante puede ser el compuesto TTAB (bromuro de
trimetiltetradecilamonio) a una concentracion final de 0,01% p/v, preferentemente de entre 1% y 0,1%. Ademas, el
agente de bloqueo rico en proteinas puede ser suero de feto bovino a una concentracion de 5% p/p. Notablemente,
el conservante TTAB se utiliza para evitar el crecimiento de microorganismos y no para estabilizar los antigenos.

Existen datos experimentales que demuestran que la mayor parte del intervalo de concentraciones de TTAB y la
baja concentracion sérica dada a conocer en la patente EP n° 1.242.576 no estabiliza la IL-6. Por el contrario, bajo
estas condiciones, TTAB incluso conduce a una desestabilizaciéon incrementada de IL-6.

Sigue existiendo una necesidad de un método y medios para incrementar la estabilizacion de IL-6. Por lo tanto, el
objetivo de la presente invencion es encontrar condiciones que conduzcan a una estabilidad mejorada de IL-6
utilizado para material de control de calidad, calibradores, ensayos basados en receptores u otros ensayos.

Descripcion resumida de la invencion

La invencion resuelve el problema de la insuficiente estabilidad de IL-6 en el suero mediante la utilizacion de una
composicion como agente estabilizador segun las reivindicaciones de la invencion.

Inesperadamente, utilizando varios intervalos de concentracion se puso de manifiesto que solo una estrecha ventana
de concentraciones de estos compuestos mejora la estabilidad de IL-6 en el suero. La invenciéon proporciona una
recuperacion incrementada de IL-6 en comparacion con las soluciones sin dichos compuestos.

En un aspecto, la invencion se refiere a una composicion que comprende IL-6, una isoforma o un fragmento de las
mismas, un compuesto de férmula halogenuro de alquil-C4o-C1s-trimetilamonio (l), en el que el compuesto se
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encuentra saturado o insaturado y/o sustituido o no sustituido, o una sal del mismo, en el que la concentracion del
compuesto en la composicién es de entre aproximadamente 0,15 y aproximadamente 0,4%, y un suero.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un liofilizado adecuado para la reconstitucién en una composicion
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende IL-6, una isoforma o un fragmento de las mismas, un
compuesto de formula halogenuro de alquil-C+o-C+s-trimetilamonio (1), en el que el compuesto se encuentra saturado
o insaturado y/o sustituido o no sustituido, o una sal del mismo, y un suero.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un kit que comprende una composicién o un liofilizado e
instrucciones de utilizacion.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un método para producir una composiciéon, que comprende las
etapas de mezclar IL-6, una isoforma o un fragmento de las mismas, un compuesto de férmula halogenuro de alquil-
C10-C1g-trimetilamonio (1), en el que el compuesto se encuentra saturado o insaturado y/o sustituido o no sustituido, o
es una sal del mismo, en el que la concentracion del compuesto en la composiciéon es de entre aproximadamente
0,15% y aproximadamente 0,4%, y un suero, opcionalmente liofilizando la mezcla de la etapa A.

Un aspecto adicional de la presente invencion es un método de estabilizacion de IL-6, una isoforma o un fragmento
de la misma, que comprende las etapas de mezclar IL-6, una isoforma o un fragmento de las mismas, un compuesto
de férmula halogenuro de alquil-C1o-C1s-alquiltrimetilamonio (I), en el que el compuesto se encuentra saturado o
insaturado y/o sustituido o no sustituido, o una sal del mismo, en el que la concentracion del compuesto en la
composicion es de entre aproximadamente 0,15% y aproximadamente 0,4%, y un suero.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a la utilizacién de un compuesto de férmula halogenuro de alquil-
C10-C1s-alquil-trimetilamonio (l), en el que el compuesto se encuentra saturado o insaturado y/o sustituido o no
sustituido, o una sal del mismo, para la estabilizacion de IL-6, una isoforma o un fragmento de la misma.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra los resultados de la recuperacion de IL-6 dependiendo de la concentracion de TTAB. Se
modific6 TTAB de 0,05% a 0,5%. Inesperadamente se observé un efecto de estabilizacion para la concentracion de
TTAB de 0,05% a un valor inferior a 0,5%, en particular de entre 0,15% y 0,25%. En contraste, una concentracion de
0,5% de TTAB conduce a una desestabilizacion de IL-6. Se almacenaron muestras durante hasta 5 dias a una
temperatura de entre 2°C y 8°C. Las muestras se almacenaron durante hasta cinco dias a una temperatura de entre
2°Cy 8°C.

La figura 2 muestra los resultados de la recuperaciéon de IL-6 a tres concentraciones de TTAB (0 como control
negativo, 0,2% y 0,25%). Las muestras se almacenaron durante hasta 23 dias a una temperatura de entre 2°C y
8°C. Se confirmaron los resultados mostrados en la figura 1. En comparacion con el control negativo se consiguié un
incremento de 20% y 17% en la recuperacion de IL-6 en L1 y L2 (L1 indica un nivel bajo de IL-6, en el intervalo de
43,7 a 60,8 pg/ml, mientras que L2 indica un nivel elevado de IL-6, en el intervalo de 258,5 a 357,3 pg/ml).

Las figuras 3a y 3b muestran resultados de la recuperacion de IL-6 en presencia de TTAB, DTAB o HTAB en una
composicion basada en suero humano (3a) y una composiciéon basada en suero equino (3b) en comparacién con la
recuperacion en suero humano o equino sin la adicion de TTAB, DTAB o HTAB. Las muestras se almacenaron
durante hasta 30 dias a una temperatura de entre 2°C y 8°C.

La figura 4 muestra los resultados de recuperacion de IL-6 en presencia de TTAB, DTAB o HTAB en un tampén
acuoso que contenia 3% de proteina sérica, en comparacion con la recuperacion en el mismo tampoén sin adiciéon de
TTAB, DTAB y HTAB. Las muestras se almacenaron durante hasta 30 dias a una temperatura de entre 2°C y 8°C.
Los resultados indican claramente el efecto perjudicial de TTAB, DTAB y HTAB sobre la estabilidad de IL-6 en un
tampon acuoso que contenia 3% de proteina sérica, en contraste con los resultados observados en suero (figuras 1
a 3).

La figura 5 muestra los resultados de recuperacion de IL-6 en presencia de TTAB al 0,225% en sueros tamponados
con HEPES, pH 7 (suero equino, suero bovino, suero de oveja y suero de ratén). Las muestras se almacenaron
durante 7 dias a una temperatura de entre 2°C y 8°C. Estos resultados indican la estabilizaciéon de IL-6 en suero
equino, suero de oveja y suero de raton, pero no en suero bovino. En suero bovino, TTAB condujo a una menor
estabilidad de IL-6.

Descripcion detallada de la invencion
En un primer aspecto preferente, la presente invencion se refiere a una composicion que comprende IL-6, una

isoforma o un fragmento de la misma, un compuesto de férmula halogenuro de alquil-C4o-C1s-trimetil-amonio, en el
4
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que el compuesto se encuentra saturado o insaturado y/o sustituido o no sustituido, o una sal del mismo, en el que la
concentracion del compuesto en la composicion es de entre aproximadamente 0,15% y aproximadamente 0,4%, y
un suero.

En el contexto de la presente invencion, el término "interleuquina-6 (IL-6)" preferentemente pretende comprender IL-
6, tal como es conocido de la técnica. Preferentemente, IL-6 comprende interferon-1(2), el factor de crecimiento de
plasmacitoma, el factor estimulante de hepatocitos y el factor 2 estimulante de células B humanas (BSF2). IL-6
preferentemente es una proteina producida a partir de un Unico gen codificante de un producto de 212 aminoacidos,
mas preferentemente el péptido IL-6 de 184 aminoacidos que ha sido corta en el extremo N-terminal del péptido de
212 aminoacidos (Song M. et al.). Preferentemente, IL-6 comprende IL-6 libre que no se encuentra unido a su
receptor IL-6R. Ademas, IL-6 también puede comprender IL-6 en el estado del complejo IL-6/IL-6R (Taga T. et al.,
Drucker C. et al.). Preferentemente, IL-6 es la proteina IL-6 que puede encontrarse unida o que se encuentra unida
al anticuerpo monoclonal anti-IL6 M-BE8 (definido en la patente EP n® 0430193, es decir, un anticuerpo producido
por la linea celular BE-8, o en Klein B. et al.) o M-23C7. Preferentemente, IL-6 es el anticuerpo IL-6 que puede
encontrarse unido o que se encuentra unido al anticuerpo del ensayo de IL-6 de Roche para la utilizacién en
sistemas de inmunoensayo Elecsys y Cobas (Roche). El término IL-6 preferentemente comprende ademas una
variante de la IL-6 anteriormente indicada, preferentemente la IL-6 humana. La variante comprende una proteina o
péptido sustancialmente similar a la molécula de IL-6 especifica de referencia, preferentemente a la IL-6 humana. La
expresion "sustancialmente similar" resulta bien entendida por el experto en la materia. En particular, una variante de
IL-6 puede ser una isoforma o alelo que muestre por lo menos un intercambio de aminoacidos (y preferentemente
hasta aproximadamente 25, mas preferentemente hasta aproximadamente 15, mas preferentemente hasta
aproximadamente 10, mas preferentemente hasta aproximadamente 5, mas preferentemente hasta
aproximadamente 3 intercambios de aminoacidos) en comparacién con la secuencia de aminoacidos de la molécula
IL-6 especifica de referencia. Preferentemente, dicha variante de IL-6 presenta una identidad de secuencia respecto
a la molécula IL-6 especifica de referencia de por lo menos aproximadamente 80%, preferentemente de por lo
menos aproximadamente 85%, mas preferentemente de por lo menos aproximadamente 90%, todavia mas
preferentemente de por lo menos aproximadamente 95%, todavia mas preferentemente de por lo menos
aproximadamente 98%, preferentemente con respecto a la IL-6 humana, todavia mas preferentemente en toda la
longitud de la IL-6 humana. El grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos puede determinarse
mediante algoritmos bien conocidos de la técnica.

Preferentemente, el grado de identidad debe determinarse mediante comparacién de dos secuencias 6ptimamente
alineadas a lo largo de una ventana de comparacion, en la que el fragmento de secuencia de aminoacidos en la
ventana de comparaciéon puede comprender adiciones o deleciones (por ejemplo huecos o extremos protuberantes)
en comparacion con la secuencia de referencia (la cual no comprende adiciones o deleciones) para la alineacion
optima. El porcentaje se calcula determinando el nimero de posiciones en las que aparece el residuo aminoacido
idéntico en ambas secuencias, rindiendo el niumero de posiciones correspondientes, dividiendo el numero de
posiciones correspondientes por el numero total de posiciones en la ventana de comparaciéon y multiplicando el
resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad de secuencia. La alineacién 6ptima de secuencias para la
comparacién puede llevarse a cabo utilizando el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman, utilizando el
algoritmo de alineacion de homologias de Needleman y Wunsch, mediante el método de busqueda de similitudes de
Pearson y Lipman, mediante implementaciones informaticas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, BLAST, PASTA y
TFASTA en el Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group (GCG)) o mediante inspeccion
visual. Dado que se han identificado dos secuencias para la comparacion, preferentemente se utilizan GAP y
BESTFIT para determinar su alineacién 6ptima y, de esta manera, el grado de identidad. Preferentemente se utilizan
los valores por defecto de 5,00 para el peso de un hueco y 0,30 para el peso de la longitud de hueco. Las variantes
indicadas anteriormente puede ser variantes alélicas u otros homologos, paralogos u ortélogos especificos de
cualquier otra especie. El término variante comprende ademas los productos de degradacion, por ejemplo los
productos de degradacién proteolitica, que todavia resultan reconocidos por los medios diagnésticos o por ligandos
dirigidos contra la proteina o péptido de longitud completa respectiva. El término "variantes" también pretende cubrir
las variantes de procesamiento. El término "variante" se refiere ademas a un péptido modificado post-
traduccionalmente, tal como un péptido glucosilado. Una "variante" también es un péptido que ha sido modificado
tras la recoleccion de la muestra, por ejemplo mediante uniéon covalente o no covalente de un marcaje,
particularmente un marcaje radioactivo o fluorescente, al péptido. Preferentemente, la variante de IL-6 presenta
esencialmente las mismas propiedades inmunoldgicas y/o biolégicas del péptido especifico de referencia,
preferentemente las mismas propiedades inmunoldgicas y/o biolégicas que la IL-6 humana, més preferentemente las
mismas propiedades bioldgicas y/o inmunoldgicas que la IL-6 humana. Preferentemente, la variante de IL-6 muestra
por lo menos aproximadamente 70%, preferentemente por lo menos aproximadamente 80%, preferentemente por lo
menos aproximadamente 90%, preferentemente por lo menos aproximadamente 95%, preferentemente por lo
menso aproximadamente 98% de la actividad de la IL-6 humana. La actividad de IL-6 preferentemente es la
actividad de union de receptores de IL-6 (Taga et al., Drucker C. et al.). Preferentemente, la variante de IL-6 muestra
una actividad de unién de receptores de IL-6 humano de por lo menos aproximadamente 80%, preferentemente de
por lo menos aproximadamente 90%, preferentemente de por lo menos aproximadamente 95% de la
correspondiente a la IL-6 humana.
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Un compuesto de la presente invencion es un compuesto de férmula halogenuro de alquil-C1o-C1s-trimetil-amonio (l),
mas preferentemente de férmula halogenuro de alquil-C12-C1e-trimetil-amonio (I1). El halogenuro del compuesto
preferentemente se selecciona de entre fluor, cloro, bromo o yodo, mas preferentemente bromo.

Preferentemente, los compuestos utilizados en la presente memoria se seleccionan de entre halogenuros de alquil
C10, C11, C12, C13, C14, Cq5, C16, C17 6 Cqs-trimetil-amonio, mas preferentemente de entre halogenuros de alquil C1,
C13, C14, C15 6 Cye-trimetil-amonio. Los nimeros CAS de los compuestos de caso son 1119-97-7, 1119-94-4, 1112-
00-5, 57-09-0, 19727-46-9, 4574-04-3, 73163-54-9, 112-02-7, 1885-15-0, 112-03-8, 77544-88-8, 879685-36-3, 1120-
02-1, 21424-24-8, 57-09-0, 21424-22-6, 1119-97-7, 21424-24-8, 57-09-0, 21424-22-6, 1119-97-7, 21424-21-5, 1119-
94-4, 2650-58-0, 67867-02-1, 19014-04-1, 205582-59-8, 15934-10-8, 7192-88-3 y 82539-37-5.

Preferentemente, dichos compuestos son TTAB (bromuro de tetradecil-trimetilamonio) o DTAB (bromuro de dodecil-
trimetilamonio) o HTAB (bromuro de hexadeciltrimetil-amonio). TTAB se refiere al compuesto bromuro de
tetradeciltrimetil-amonio, nimero CAS 1119-97-7. DTAB se refiere al compuesto bromuro de dodeciltrimetil-amonio,
nuamero CAS 1119-94-4. HTAB se refiere al compuesto bromuro de hexadeciltrimetil-amonio, nimero CAS 57-09-0.

El compuesto de la presente invenciéon se encuentra saturado o insaturado. Preferentemente, el compuesto es un
alcano, alqueno o alquino.

Ademas, el compuesto de la presente invencién se encuentra sustituido o no sustituido. La expresion "compuesto
sustituido" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un compuesto en el que por lo menos un atomo de
hidrégeno ha sido sustituido por un residuo R. R es H, hidroxilo, tiol, un halogenuro seleccionado de entre fluoruro,
cloruro, bromuro o yoduro, un compuesto C4-C4 seleccionado de entre los siguientes: alquilo lineal, ramificado o
ciclico, opcionalmente sustituido, y alquenilo lineal, ramificado o ciclico, en el que los sustituyentes opcionales se
seleccionan de entre uno o mas de entre alquenilalquilo, alquinilalquilo, cicloalquilo, cicloalquenilalquilo, arilalquilo,
heteroarilalquilo, heterocicloalquilo, heterocicloalquenilalquilo opcionalmente sustituido, arilcicloalquilo vy
arilheterocicloalquilo, cada uno de los cuales se encuentra opcionalmente sustituido, en los que los sustituyentes
opcionales se seleccionan de entre uno o mas de entre alquenilalquilo, alquinilalquilo, cicloalquilo,
cicloalquenilalquilo,  arilalquilo,  alquilarilo,  heteroarilalquilo, heterocicloalquilo, heterocicloalquenilalquilo
opcionalmente sustituido, heterocicloalquenilalquilo, arilcicloalquilo y arilheterocicloalquilo, fenilo, ciano, hidroxilo,
alquilo, arilo, cicloalquilo, ciano, alcoxi, alquiltio, amino, -NH(alquilo), -NH(cicloalquilo), carboxi y -C(O)-alquilo.

El término "estabilizacion" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a la conservacion de la integridad
estructural o por lo menos la actividad biolégica de IL-6. Preferentemente, "IL-6 estabilizada" se refiere a una IL-6
que prolonga la vida util de IL-6. Preferentemente, "IL-6 estabilizada" es una IL-6 que, al someterla a ensayo bajo
condiciones definidas en los ejemplos, muestra un % de recuperacion tras el almacenamiento de una composicion
de IL-6 de la invencion durante 7 dias a una temperatura de entre 2°C y 8°C de por lo menos aproximadamente
60%, preferentemente de por lo menos aproximadamente 80%.

Resulta interesante que el solicitante ha encontrado que una concentraciéon de entre aproximadamente 0,15% y
aproximadamente 0,4% del compuesto de la presente invencion en la composicion (liquida) que contiene IL-6
conduce a una estabilizacion de IL-6. Mas preferentemente, la concentracién de dicho compuesto es de entre
aproximadamente 0,15% y aproximadamente 0,25%. Ademas, una concentracion superior a aproximadamente 0,5%
de dicho compuesto y una concentracion inferior a 0,05% de dicho compuesto conduce a la desestabilizacion de IL-6
(interleuquina-6) en el suero.

En particular, la presente invencion muestra que la recuperacién de IL-6 depende de la concentracion de TTAB, que
se modificod de aproximadamente 0,05% a aproximadamente 0,5%. El efecto estabilizador mas fuerte se observo
para una concentracion de TTAB de entre aproximadamente 0,2% y aproximadamente 0,25%. Una concentracion de
TTAB de aproximadamente 0,5% conduce a la desestabilizacion de IL-6. La recuperacion de IL-6 también pudo
confirmarse mediante la utilizacion de diferentes concentraciones de TTAB (0%, a modo de control negativo; 0,2% y
0,25%). En comparacioén con el control negativo, se consiguié un incremento de 20% y 17% en la recuperacion de
IL-6, a alta y baja concentracion de IL-6, respectivamente, tras 27 dias a una temperatura de entre 2°C y 8°C.

La provision de IL-6 con una estabilidad elevada mejora la produccion de reactivos inmunolégicos, alivia las
restricciones de los tiempos maximos de procesamiento e incrementa los tamarios de lote de IL-6.

Preferentemente, no resulta necesaria ninguna adicion posterior de IL-6 durante el control interno del procedimiento
para compensar por pérdida de IL-6 no estabilizado. De eta manera, se consigue un menor coste de los productos
basados en IL-6 con la mayor estabilidad de IL-6. Desde el punto de vista del consumidor, la mayor estabilidad de
IL-6 conduce a declaraciones de estabilidad mas prolongada de los productos respectivos, por ejemplo calibradores
0 materiales para el control de la calidad.
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El efecto estabilizador de IL-6 no se encuentra limitado sino que se extiende a los demas compuestos de la
invencion, Pudo demostrarse (figuras 3a y 3b), por ejemplo, que los compuestos TTAB, DTAB y HTAB a la
concentracion indicada en suero humano y equino estabilizan fuertemente IL-6 en comparacién con la recuperacion
en suero humano o de caballo sin |la adicion de TTAB, DTAB o HTAB. Las muestras se habian almacenado durante
hasta 30 dias a una temperatura de entre 2°C y 8°C.

La recuperacion de IL-6 resulta adicionalmente evidente en presencia de TTAB, DTAB y HTAB en un tampodn
acuoso que contiene 3% de proteinas, en comparacion con la recuperacion en el mismo tampdn pero sin adicion de
TTAB, DTAB y HTAB. Las muestras se almacenaron durante hasta 30 dias a una temperatura de entre 2°C y 8°C.
Estos resultados indican claramente el efecto perjudicial de TTAB, DTAB y HTAB sobre la estabilidad de IL-6 en
solucién acuosa, en contraste con los resultados observados en el suero.

La recuperacion de IL-6 en presencia de 0,225% de TTAB en suero tamponado Hepes (figura 5) indica que el efecto
positivo de TTAB sobre la estabilidad de IL-6 no sélo se produce en suero equino, sino también en los sueros de
oveja y de ratdn. No se produjo efecto positivo de TTAB en el suero bovino, lo que podria trazarse a una diferente
composicién de las hormonas y/o de vitamina B12 en el suero equino a la del suero de otras especies.

El efecto estabilizador de IL-6 del compuesto de la invencidén no se encuentra limitado a un tipo de suero particular.
Un aspecto adicional de la presente invencion es que el suero utilizado en la presente memoria es un suero de
mamifero, preferentemente seleccionado de entre los sueros humano, equino, bovino, ovino o de ratén.
Preferentemente, el suero es un suero de mamifero que no es suero ovino, o no es suero ovino o bovino. El término
"suero" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una solucién basada en suero que contiene un
tampodn. La adicién de sustancias tales como sales, tampones, azucares, agentes quelantes, conservantes e
inhibidores de proteasa al suero de la presente invencién resulta preferente, aunque no necesario. La expresion
"suero equino" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a suero obtenido de caballos. La expresion
"suero bovino" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a suero obtenido de bovinos. La expresion
"suero ovino" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a suero obtenido de ovejas. La expresion "suero
de raton" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a suero obtenido de ratones.

Preferentemente, la concentracién de suero en la composicién de la invencién es de por lo menos aproximadamente
60%, mas preferentemente de aproximadamente 70%, mas preferentemente de aproximadamente 80%, mucho mas
preferentemente de aproximadamente 90% y todavia mas preferentemente de aproximadamente 95%.

Puede anadirse un azucar a la composiciéon de la invencion. El término "azucar" tal como se utiliza en la presente
memoria se refiere a cualquier monosacarido o disacarido. Preferentemente, "azucar" se refiere a D-glucosa y/o D-
manosa. El azucar preferentemente es un poliol, mas preferentemente mannit. El término "poliol" tal como se utiliza
en la presente memoria se refiere a cualquier alcohol de azucar. Preferentemente, "poliol" se refiere a D-manitol y/o
manitol racémico, nimero CAS 69-65-8.

Puede anadirse un agente quelante a la composicion de la invencién. La expresion "agente quelante" tal como se
utiliza en la presente memoria se refiere a un ligando bidentado o multidentado. Preferentemente, "agente quelante"
se refiere a EDTA (acido etilendiamina-tetraacético) y/o EDDS (acido etilendiamina-N,N'-disuccinico).

Puede afnadirse un conservante a la composicion de la invencion. El término "conservante" tal como se utilzia en la
presente memoria se refiere a compuestos utilizados para conservar reactivos diagnésticos tal como se describe en
la patente EP n° 0467337. Preferentemente, el término "conservante" se refiere al compuesto 2-hidroxipiridin-N-
oxido, disponible bajo el nombre comercial Oxy-Pyrion (2-hidroxipiridin-N-6xido) de Pyrion-Chemie.

Puede afadirse un inhibidor de proteasa a la composicion de la invencidn. La expresion "inhibidor de proteasa" tal
como se utiliza en la presente memoria se refiere a un compuesto y/o mezcla de compuestos que impide la
degradacion proteolitica causada por quimiotripsina, termolisina, papaina, pronasa, extractos pancreaticos y tripsina.
Preferentemente, "inhibidor de proteasa" se refiere a un producto disponible de Roche (céctel completo de inhibidor
de proteasa, n° de cat. 11697498001).

Preferentemente, se afiade un tampdn a la composiciéon de la invencién o al suero. El tampén preferentemente
comprende por lo menos uno de los compuestos siguientes: fosfato (fosfato sédico o potasico), Hepes (acido N-2-
hidroxietilpiperazin-N-2-etanosulfénico), Mopso (&cido 3-N-morfolino-2-hidroxipropanosulfonico), Mops (acido 3-
morfolinopropanosulfénico), Bes (acido N,N-bis-2-hidroxietil-2-aminoetanosulfénico), Tris (tris-hidroximetilamino-
etano) o Tea (trietanolamina). Preferentemente, el tampon de la presente invencién es Hepes.

En el suero de la presente invencion, se afiade IL-6 a Hepes tamponado 50 mM basado en suero equino, bovino,
ovino, humano o de raton. El pH final de la composicién es de entre 6,5 y 7,5, mas preferentemente el pH final de la
composicion es de 7,0.
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Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un liofilizado adecuado para la reconstitucién en una composiciéon
segun la presente invencion, que comprende IL-6, una isoforma o un fragmento de la misma, un compuesto de
férmula halogenuro de alquil-C1o-C1s-trimetil-amonio (1), en el que el compuesto se encuentra saturado o insaturado
y/o sustituido o no sustituido, o una sal del mismo, y un suero.

El término "liofilizado" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una composicién de la invencion
obtenida mediante un procedimiento de liofilizado. La concentracidon de los ingredientes en el liofilizado se fija de
manera que éste, tras la reconstitucion con un volumen definido de una composicién liquida definida (por ejemplo
agua destilada) resulta en una composicion de la invencion.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit que comprende una composicién o un liofilizado segun la
presente invencion e instrucciones de utilizacién.

En otro aspecto se proporciona un método para producir una composicién de la presente invencién o un liofilizado
de la presente invencion, que comprende las etapas de:

A) mezclar:
i) IL-6, una isoforma o un fragmento de la misma,
i) un compuesto de férmula halogenuro de alquil-C1o-C1s-trimetil-amonio (1), en el que el compuesto se
encuentra saturado o insaturado y/o sustituido o no sustituido, o una sal del mismo, en el que la
concentracién del compuesto en la composicion es de entre aproximadamente 0,15% y aproximadamente
0,4%, y
iii) un suero,

B) opcionalmente liofilizar la mezcla obtenida en la etapa A.

En otro aspecto se proporciona un método de estabilizacion de IL-6, una isoforma o un fragmento de la misma, que
comprende las etapas de mezclar:

i) IL-6, una isoforma o un fragmento de la misma,

if) un compuesto de férmula halogenuro de alquil-C4o-C1s-trimetil-amonio (1), en el que el compuesto se encuentra
saturado o no saturado y/o sustituido o no sustituido, o una sal del mismo, en el que la concentracion del
compuesto en la composicion es de entre aproximadamente 0,15% y aproximadamente 0,4%, y

iii) un suero.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a la utilizacion de un compuesto de férmula halogenuro de alquil-
C10-C1g-trimetil-amonio (I), en el que el compuesto se encuentra saturado o no saturado y/o sustituido o no
sustituido, o una sal del mismo, para estabilizar IL-6, una isoforma o un fragmento de la misma. Preferentemente, el
compuesto en la composicion de IL-6 presenta una concentracion de entre aproximadamente 0,15% vy
aproximadamente 0,4%, preferentemente de entre aproximadamente 0,15% y 0,25%. Preferentemente, la
composicion comprende ademas un suero, preferentemente un suero tamponado. Preferentemente, el compuesto
es de férmula halogenuro de alquil-C12-Ce-trimetil-amonio (Il), en el que el halogenuro se selecciona de entre
fluoruro, cloruro, bromuro o yoduro.

Preferentemente, el compuesto se selecciona de entre bromuro de tetradecil-trimetil-amonio, bromuro de dodecil-
trimetil-amonio o bromuro de hexadeciltrimetil-amonio.

Puede utilizarse IL-6 estabilizado de la presente invencion como control de analito individual o multianalito y/o como
calibrador de analito individual o multianalito.

El término "control" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un material de control de calidad que
resulta esencial para la mediciéon de un analito, por ejemplo IL-6. La expresion "control de analito individual" tal como
se utiliza en la presente memoria se refiere a un material de control de calidad que contiene un analito. La expresion
"control multianalito" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un material de control de calidad que
contiene uno o mas analitos.

La mayoria de instrumentos y sensores estan disefiados para cumplir determinadas especificaciones de precision; el
procedimiento de ajuste de un instrumento para cumplir estas especificaciones se denomina calibracién. El
dispositivo para calibrar otros instrumentos se conoce como calibrador. Los calibradores varia en su forma y funcion
dependiendo de los instrumentos con los que se ha disefiado que funcionen. La expresién "calibrador multianalito”
tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un calibrador que contiene mas de un analito.

El término "aproximadamente" tal como se utiliza en la presente memoria comprende un intervalo de +20% del valor,
cantidad, concentracion, nivel, etc. especifico; la indicaciéon de un valor de "aproximadamente 100%" pretende
8
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comprender un valor de un intervalo numérico de 100£20%, es decir, un intervalo de valores de entre 80 y 120.
Preferentemente el término "aproximadamente" comprende un intervalo +10% respecto a un valor, cantidad,
concentracion, nivel, etc. especifico, mas preferentemente un intervalo de +5% respecto al valor, cantidad,
concentracion, nivel, etc. especifico.

Ejemplos

Se muestran los resultados de cuatro experimentos en total. En primer lugar, dos bases de datos indican la
estabilizacion de IL-6 en una composicion basada en suero equino. IL-6 se somete a ensayo en todos los casos a
las dos concentraciones, indicadas como baja (24 a 60 pg/ml) y alta (126 a 357 pg/ml). La tercera base de datos
indica la estabilizacién en suero equino y en suero humano. La cuarta base de datos muestra el efecto negativo de
los compuestos sobre la estabilidad de IL-6 en una composicidon de tipo acuoso que contiene 3% de proteinas
séricas.

La composicion contiene suero y Hepes (50 mM). Se midié IL-6 utilizando el inmunoensayo Elecsys de IL-6 de
Roche (n° id. 0509442190). TTAB se refiere al compuesto bromuro de tetradeciltrimetilamonio, nimero CAS 1119-
97-7. DTAB se refiere al compuesto bromuro de dodeciltrimetil-amonio, nimero CAS 1119-94-4. HTAB se refiere al
compuesto bromuro de hexadeciltrimetil-amonio, numero CAS 57-09-0.

Todas las mediciones se llevaron a cabo con el analizador Elecsys 2010 de Roche Diagnostics. El sistema de
inmunoensayo Elecsys 2010 de Roche Diagnostics es un sistema controlado por software totalmente automatico.
Esta disefiado para realizar determinaciones in vitro tanto cuantitativas como cualitativas utilizando una gran
diversidad de ensayos para el analisis. El sistema de deteccion se basa en tecnologia de electroluminiscencia
utilizando un electrodo y anticuerpos marcados especificos de analito. El reactivo utilizado en todas las mediciones
es el ensayo Elecsys de IL-6 de Roche, n° de cat. 05109442190. Este ensayo utiliza el denominado principio
sandwich; se proporcionan mas datos a continuacion:

. primera incubacién: se incubaron 30 pl de anticuerpo con un anticuerpo monoclonal biotinilado especifico
de IL-6.

. Segunda incubacion: tras la adicién de un anticuerpo monoclonal especifico de IL-6 marcado con un
complejo de rutenio y microparticulas recubiertas con estreptavidina, los anticuerpos forman con el antigeno de la
muestra un complejo sandwich.

. La mezcla de reaccion se aspird al interior de la celda de medicién, en la que las microparticulas de
capturaron magnéticamente sobre la superficie del electrodo. A continuacion, las sustancias no unidas se eliminaron
con ProCell. La aplicacion de un voltaje en el electrodo seguidamente induce emision quimioluminiscente que se
mide con un fotomultiplicador.

. Los resultados se determinan mediante una curva de calibracién que es generada especificamente por el
instrumento mediante una calibraciéon de 2 puntos y una curva patrén proporcionada mediante el codigo de barras
del reactivo. Todos los valores de concentracion se calcularon a partir de la sefial no procesada utilizando la curva
de calibracion. Se fijé el valor de referencia a 100% para la primera medicion (dia 0). El analizador calcula
automaticamente la concentracion de analito de cada muestra en pg/ml. Todos los demas calculos se realizaron
utilizando Excel 2003 de Microsoft.

Ejemplo 1

. Se prepararon dos concentraciones de IL-6 (24,4 a 42,9 pg/ml y 126,8 a 234,2 pg/ml) en una composicion
basada en suero equino.

. De cada concentracion de IL-6, se prepararon 6 alicuotas. A la primera alicuota se ahadi6 0,05% de TTAB;

a la segunda alicuota se afiadio 0,1% de TTAB; a la tercera alicuota se afiadié 0,15% de TTAB; a la cuarta alicuota
se afadio 0,2% de TTAB, a la quinta alicuota se afadié 0,25% de TTAB y a la sexta alicuota se afadi6é 0,5% de
TTAB.

. Se midi6 la concentracion de IL-6 utilizando el inmunoensayo Elecsys de IL-6 en la totalidad de las 12
alicuotas; las mediciones se llevaron a cabo dentro de los 30 minutos posteriores a la adicion de la IL-6. Estas
mediciones de IL-6 sirvieron de referencia en el presente experimento. El dia 0, al realizar la primera medicion, el
valor de referencia se fijo en 100%.

La totalidad de las 12 alicuotas se almacend durante hasta 5 dias a una temperatura de entre 2°C y 8°C. Se
obtuvieron las muestras y se midieron para IL-6 tras 1, 4 y 5 dias. Tras 5 dias, la recuperacion de IL-6 todavia era de
entre 88% y 94% utilizando una concentracién de TTAB de entre 0,15% y 0,25%, mientras que la recuperacion era
de solo 72% para una concentracién de TTAB de 0,5% y de 82% para una concentracion de TTAB de 0,05%
utilizando una concentracion baja de IL-6 (24,4 a 42,9 pg/ml). Utilizando una concentracion alta de IL-6 (126,8 A
234,2 pg/ml), la recuperacion era de entre 90% y 94% para una concentracién de TTAB de entre 0,15% y 0,25%,
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mientras que la recuperacion de IL-6 era de s6lo 77% para una concentracion de TTAB de 0,5% y de 85% para una
concentracion de TTAB de 0,05%.

Se muestran los resultados detallados en la figura 1. El presente experimento indica claramente el efecto de
estabilizacion dependiente de la concentracion de TTAB hacia IL-6 segun se determina mediante medicion del % de
recuperacion. La mejor estabilizacién se observé con 0,2% y 0,25% de TTAB. En contraste, 0,5% de TTAB condujo
a una reduccion de la estabilidad.

Ejemplo 2

. Se prepararon dos concentraciones de IL-6 (43,7 a 60,8 pg/ml y 258,5 a 347,5 pg/ml) en una composicion
basada en suero equino.

. De cada concentracion de IL-6 se prepararon 3 alicuotas. La primera alicuota se utilizé a modo de control

negativo y se dejé sin modificar; a la segunda alicuota se afiadié 0,2% de TTAB; a la tercera alicuota se afadi6é 0,2%
de TTAB; a la tercera alicuota se afiadio 0,25% de TTAB.

. Se midié la concentracion de IL-6 utilizando el inmunoensayo Elecsys de IL-6 en la totalidad de las 6
alicuotas; las mediciones se llevaron a cabo dentro de los 30 minutos posteriores a la adicion de la IL-6. Estas
mediciones de IL-6 sirvieron como referencia para las muestras almacenadas durante 23 dias a una temperatura de
entre 2°C y 8°C en el presente experimento.

. La totalidad de las 6 alicuotas se almacend durante hasta 23 dias a una temperatura de entre 2°C y 8°C. Se
obtuvieron y midieron las muestras para IL-6 tras 1, 3, 4 y 23 dias. Se fij6 la recuperacion de los valores de
referencia en 100% tras obtener las primeras muestras de la totalidad de las 6 alicuotas (dia 0).

. Tras 23 dias de almacenamiento de las muestras, los valores de recuperacion todavia se encontraban entre
93% para 0,2% de TTAB y 94% para 0,25% de TTAB a baja concentracion de IL-6 (43,7 a 60,8 pg/ml). En el caso de
que no se utilizase TTAB en las alicuotas, el valor de recuperacion se reducia a 74% tras 23 dias de
almacenamiento de las muestras.

. Utilizando una concentracion alta de IL-6 (258,5 a 347,5 pg/ml), los valores de recuperacion todavia se
encontraban entre 95% para 0,2% de TTAB y 96% para 0,25% de TTAB. En el caso de que no se utilizase TTAB en
las alicuotas, el valor de recuperacion se reducia a 78% tras 23 dias de almacenamiento de las muestras.

Se muestran los resultados detallados en la figura 2. El presente experimento confirma claramente el efecto de
estabilizacion observado con 0,2% y 0,25% de TTAB sobre el % de recuperacion de IL-6. El control negativo, sin
TTAB, mostr6 una estabilidad reducida.

Ejemplo 3a

. Se prepararon dos concentraciones de IL-6 (29,1 a 44,1 pg/ml y 169,1 a 241,8 pg/ml) en una composicion
basada en suero humano.

. De cada concentracion de IL-6 se prepararon 4 alicuotas. La primera alicuota se utilizé a modo de control

negativo y se dejo sin modificar; a la segunda alicuota se afadi6 0,2% de TTAB; a la tercera alicuota se afadioé 0,2%
de DTAB y a la cuarta alicuota se anadio6 0,2% de HTAB.

. Se midid la concentracion de IL-6 utilizando el inmunoensayo Elecsys de IL-6 en la totalidad de 8 alicuotas;
las mediciones se llevaron a cabo dentro de los 30 minutos posteriores a la adicion de la IL-6. Estas mediciones de
IL-6 sirvieron de referencia en el presente experimento.

. La totalidad de las 8 alicuotas se almacené durante hasta 30 dias a una temperatura de entre 2°C y 8°C.
Las muestras se obtuvieron y midieron para IL-6 tras 1, 2, 3, 7, 16 y 30 dias. Se fij6 la recuperacién de los valores de
referencia para las alicuotas en 100% (dia 0) en el momento de llevar a cabo las primeras mediciones. Todavia se
observaba un efecto positivo de la adicion de un compuesto de formula halogenuro de alquil-C1o-C1s-trimetil-amonio
() tras 30 dias de almacenamiento de los liquidos. Aunque el control negativo mostraba un valor de recuperacion de
28% para una concentracion baja de IL-6, los valores de recuperacion para alicuotas con 0,2% de TTAB, 0,2% de
DTAB 6 0,2% de HTAB todavia se encontraba entre 40% y 52%. El mismo efecto era visible para una concentracion
alta de IL-6; el control negativo mostraba un valor de recuperacion de 27% para una concentracion baja de IL-6; los
valores de recuperacion para las alicuotas con 0,2% de TTAB, 0,2% de DTAB 6 0,2% de HTAB era de entre 39% y
48%.

Se muestran los resultados detallados en la figura 3a. El presente experimento muestra claramente el efecto de
estabilizacion observado con 0,2% de TTAB o con 0,2% de DTAB o con 0,2% de HTAB en una composicion basada
en suero humano. El control negativo, sin compuesto, mostré una estabilidad reducida.

Ejemplo 3b

. Se prepararon dos concentraciones de IL-6 (33,6 a 44,1 pg/ml y 187,2 a 268,3 pg/ml) en una composicion
basada en suero equino.
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. De cada concentracion de IL-6 se prepararon 4 alicuotas. La primera alicuota se utilizé a modo de control
negativo y se dejé sin maodificar; a la segunda alicuota se afiadi6 0,2% de TTAB; a la tercera alicuota se afiadi6 0,2%
de DTAB y a la cuarta alicuota se anadi6 0,2% de HTAB.

. Se midi6 IL-6 utilizando el inmunoensayo Elecsys de IL-6 en la totalidad de las 8 alicuotas; las mediciones
se llevaron a cabo dentro de los 30 minutos posteriores a la adicién de la IL-6. Las mediciones de IL-6 sirvieron de
referencia en el presente experimento.

. La totalidad de las 8 alicuotas se almacend durante hasta 30 dias a una temperatura de entre 2°C y 8°C.
Las muestras se obtuvieron y midieron para IL-6 tras 1, 2, 3, 7, 16 y 30 dias.
. La recuperacion de los valores de referencia para las alicuotas se fijé en 100% (dia 0) en el momento de

llevar a cabo las primeras mediciones. Todavia se observaba un efecto positivo de la adicion de un compuesto de
férmula halogenuro de alquil-C1o-C1s-trimetil-amonio (I) tras 30 dias de almacenamiento de las alicuotas. Mientras
que el control negativo mostraba un valor de recuperacién de 79% para una concentracion baja de IL-6, los valores
de recuperacioén para las alicuotas con 0,2% de TTAB, 0,2% de DTAB 6 0,2% de HTAB todavia se encontraba entre
93% y 95%. El mismo efecto era visible para una concentracion alta de IL-6; el control negativo mostraba un valor de
recuperacion del 80% para una concentracion baja de IL-6; los valores de recuperacion para alicuotas con 0,2% de
TTAB, 0,2% de DTAB 6 0,2% de HTAB era de entre 89% y 93%.

Se muestran los resultados detallados en la figura 3b. El presente experimento demuestra claramente el efecto de
estabilizacion observado con 0,2% de TTAB 6 0,2% de DTAB 6 0,2% de HTAB en una composiciéon basada en
suero equino. El control negativo, sin compuesto, mostraba una estabilidad reducida.

Ejemplo 4

. Se prepararon dos concentraciones de IL-6 (41,4 a 53,1 pg/ml y 237,7 a 285,0 pg/ml) en una solucion de
tipo acuoso que contenia 3% de proteinas séricas, disponible comercialmente de Roche (diluyente universal, n° de
cat. 03183971122).

. De cada concentracion de IL-6 se prepararon 4 alicuotas. La primera alicuota se utilizd a modo de control
negativo y se dejo sin modificar; a la segunda alicuota se afadié 0,2% de TTAB; a la tercera alicuota se afiadié 0,2%
de DTAB y a la cuarta alicuota se afiadié 0,2% de HTAB.

. Se midié la concentracion de IL-6 utilizando el inmunoensayo Elecsys de IL-6 en la totalidad de las 8
alicuotas; las mediciones se llevaron a cabo dentro de los 30 minutos posteriores a la adicion de la IL-6. Estas
mediciones de IL-6 sirvieron de referencia en el presente experimento.

. La totalidad de las 8 alicuotas se almacend durante hasta 30 dias a una temperatura de entre 2°C y 8°C.
Las muestras se obtuvieron y se midieron para IL-6 tras 7, 16 y 30 dias.
. La recuperacion de los valores de referencia para las alicuotas se fijé en 100% (dia 0) al llevar a cabo las

primeras mediciones. Ya se observo un efecto negativo de la adicion de un compuesto de férmula halogenuro de
alquil-C1o-C1s-trimetil-amonio (l) tras 7 dias de almacenamiento de las alicuotas. Aunque el control negativo
mostraba un valor de recuperacion del 98% a una concentracion baja de IL-6, los valores de recuperacion para las
alicuotas con 0,2% de TTAB, 0,2% de DTAB 6 0,2% de HTAB sélo era de entre 60% y 81%. El mismo efecto era
visible para una concentracion alta de IL-6; el control negativo mostraba un valor de recuperacion de 96%; los
valores de recuperacién para las alicuotas con 0,2% de TTAB, 0,2% de DTAB 6 0,2% de HTAB soélo era de entre
59% y 81%.

Se muestran los resultados detallados en la figura 4. El presente experimento indica claramente el efecto negativo
de TTAB o DTAB o HTAB sobre la estabilidad de IL-6 en una solucidn de tipo acuoso.

Ejemplo 5

. Se afiadié IL-6 a una solucion basada en suero equino, bovino o de ratén (203,1 a 254,2 pg/ml) y cuatro
tampones Hepes.

. De cada preparacion de IL-2 se prepararon 2 alicuotas. La primera alicuota se utilizé a modo de control
negativo y se dejo sin modificar; a la segunda alicuota se anadié 0,225% de TTAB.

. Se midio IL-6 utilizando el inmunoensayo Elecsys de IL-6 en la totalidad de las 6 alicuotas; las mediciones

se llevaron a cabo dentro de los 30 minutos posteriores a la adicién de IL-6. Estas mediciones de IL-6 sirvieron de
referencia en el presente experimento.

. La totalidad de las 6 alicuotas se almacené durante 7 dias a una temperatura de entre 2°C y 8°C. Se
obtuvieron y midieron muestras para IL-6 tras 7 dias.

Se muestran los resultados detallados en la figura 5. El presente experimento indica claramente el efecto positivo de

TTAB sobre la estabilidad de IL-6 en una composicion basada en suero equino, bovino y de ratéon. También indica el
efecto negativo de TTABA sobre la estabilidad de IL-6 en suero bovino.
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REIVINDICACIONES
1. Composiciéon que comprende:

i) IL-6, una isoforma o un fragmento de la misma,

ii) un compuesto de formula halogenuro de alquil-C1o-C+s-trimetil-amonio (1),

en la que el compuesto se encuentra saturado o insaturado y/o sustituido o no sustituido, o una sal del mismo,

en el que la concentracién del compuesto en la composicion es de entre aproximadamente 0,15% vy
aproximadamente 0,4%, y

iii) un suero.

2. Composicién segun la reivindicacion 1, en la que el compuesto estabiliza IL-6.

3. Composicién segun la reivindicacién 1 6 2, en la que el compuesto es de formula halogenuro de alquil-C12-C1e-
trimetil-amonio.

4. Composicidon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el halogenuro se selecciona de entre
fluoruro, cloruro, bromuro o yoduro.

5. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el compuesto se encuentra insaturado.
6. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el compuesto no se encuentra sustituido.

7. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el compuesto se selecciona de entre
bromuro de tetradecil-trimetil-amonio, bromuro de dodecil-trimetil-amonio o bromuro de hexadecil-trimetil-amonio.

8. Composiciéon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la concentracion del compuesto en la
composicion es de entre aproximadamente 0,15% y aproximadamente 0,25%.

9. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que el suero es un suero de mamifero,
preferentemente seleccionado de entre suero humano, equino, bovino, ovino o de raton.

10. Liofilizado adecuado para la reconstitucion en una composicidon segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
que comprende:

i) IL-6, una isoforma o un fragmento de la misma,

ii) un compuesto de férmula halogenuro de alquil-C+o-C1s-trimetil-amonio (1), en el que el compuesto se encuentra
saturado o insaturado y/o sustituido o no sustituido, o una sal del mismo, y

iii) un suero.

11. Kit que comprende:

A) una composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9,
o un liofilizado segun la reivindicacién 10, y

B) instrucciones de utilizacion.

12.Método para producir una composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende las etapas
de:

A) mezclar:

i) IL-6, una isoforma o un fragmento de la misma,

ii) un compuesto de féormula halogenuro de alquil-C1-C1s-trimetil-amonio (1), en el que el compuesto se encuentra
saturado o insaturado y/o sustituido o no sustituido, o una sal del mismo, en el que la concentraciéon del compuesto
en la composicion es de entre aproximadamente 0,1% y aproximadamente 0,4%, y

iii) un suero,

B) opcionalmente liofilizar la mezcla obtenida en la etapa A.

13. Método de estabilizacion de IL-6, una isoforma o un fragmento de la misma, que comprende las etapas de
mezclar:

i) IL-6, una isoforma o un fragmento de la misma,
ii) un compuesto de férmula halogenuro de alquil-C1-C1s-trimetil-amonio (1), en el que el compuesto se encuentra
saturado o insaturado y/o sustituido o no sustituido, o una sal del mismo, en el que la concentracion del compuesto
en la composicién es de entre aproximadamente 0,1% y aproximadamente 0,4%, y
iii) un suero.
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14. Utilizacién de un compuesto de férmula halogenuro de alquil-C1o-C1s-trimetil-amonio, en el que el compuesto se
encuentra saturado o insaturado y/o sustituido o no sustituido, o una sal del mismo, para estabilizar IL-6, una
isoforma o un fragmento de la misma.

15.Utilizacion segun al reivindicacion 14, en la que el compuesto estabiliza IL-6, una isoforma o un fragmento de la
misma, en la que IL-6, una isoforma o un fragmento del a misma se encuentra contenido en una composicion que
comprende ademas:

i) el compuesto en la composicién de entre aproximadamente 0,15% y aproximadamente 0,4%, y
ii) un suero.
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