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(54) Title: MEDICAMENT IN PARTICLE FORM

(54) Bezeichnung: PARTIKULARE ARZNEIFORM

(57) Abstract

The invention concerns a medicament in particle form and is characterised
by the fact that one or more anionic or partially anionic active substances are
bound to a carrier material with the structure (I), in which: N represents particulate
copolymer or homopolymer of acrylic acid or acrylic acid ester or methacrylic acid
esters in a molar ratio p:n of 0:100 - 99:1; O is the oxygen in the ester group;
X represents a branched or unbranched alkyl chain with 2-10 carbon atoms; B
represents -NR, with R representing H and lower alkyl chains in any combination;
E represents H or a lower alkyl chain. The grain size distribution of this carrier is
10-1000 nm.

(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft eine partikuldre Arzneiform und ist dadurch gekennze-
ichnet, daB ein oder mehrere anionische oder partiell anionische Wirkstoffe an
ein Trigermaterial gebunden sind, das die Struktur (I) aufweist, worin N = Par-
tikelmischpolymer oder Homopolymer aus Acrylsdure oder Acrylsdureester oder
Methacrylsdureestern mit einem Molverhdltnis vonp: nvon0: 100bis 99: 1; O
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= Sauerstoff der Estergruppe; X = verzweigte oder unverzweigte Alkylkette aus 2 - 10 Kohlenstoffen; B = -NR2 mit R = H Niederalkylketten
in beliebiger Kombination; E = H oder Niederalkylkette bedeutet, bei einer KorngroBenverteilung von 10 bis 1000 nm.
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Partikulare Arzneiform

Die vorliegende Erfindung betrifft eine partikuldre Arzneiform, daB ein oder mehrere anioni-
sche oder partiell anionische Wirkstoffe an ein Tragermaterial gebunden sind, das folgende
Struktur aufweist
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worin N = Partikelmischpolymer oder Homopolymer aus Acrylsdure oder Acrylsaureester oder
Methacrylsaureestern mit einem Molverhaltnis von P:nvon 0 : 100 bis 99 :1; O = Sauerstoff
der Estergruppe; X = verzweigte oder unverzweigte Alkylkette aus 2 - 10 Kohlenstoffen; B =
-NRa mit R = H und Niederalkylketten in beliebiger Kombination; E = H oder Niederalkylkette
bedeutet, bei einer KorngroBenverteilung von 10 bis 1000 nm. Die der Erfindung zugrundeliegen-
den Teilchen der GréBenordnung 10 bis ca. 1000 nm haben die Zielsetzung, neben der Bindung
relevanter oligomerer oder makromolekularer Strukturen, auch deren Protektion von abbauenden
Enzymen und dem zielgerichteten Transport von Substanzen an den Wirkort und durch die Zellmem-
bran zu gewahrleisten.

Die der Erfindung zugrundeliegenden Partikel werden mittels Polymerisationsreaktionen aus
entsprechenden Monomerbausteinen synthetisiert bzw. kondensiert. Als Monomere sind solche
Substanzen geeignet, die nach der Polymerisation ein wasserunidsliches, physiologisch vertrag-
liches Produkt liefern. Vorzugsweise verwendet man Acrylsaureester oder Methacrylsiureester
mit oder ohne basische Modifikationen. Acrylsaureester oder Methacrylsaureester mit basischen
Modifikationen zeichnen sich dadurch aus, daB die Alkylketten iiber 2 bis 10 Kohlenstoffe
verfigen. Vorzugsweise sind Kettenldngen von 4 bis 10, insbesondere von 5 bis 8 Kohlenstoffe
2u verwenden, da hierdurch eine optimale Verfiigbarkeit der basischen Aminogruppen zur Bindung
der betreffenden Substanzen gewahrleistet wird.

Als Polymerisationsmechanismus kann z.B. eine radikalische oder ionische Polymerisation in
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einer waBrigen oder organischen Phase oder entsprechenden Mischung aus Wasser und einem orga-
nischen Losungsmittel wie Aceton oder Ethanol gewahit werden. Nach Beenden der Polymerisation
und Entfernen des Losungsmittels kann die Tragersubstanz in Wasser oder vorzugsweise physiolo-
gisch vertraglichen Puffermedien resuspendiert werden.

Wird fiir die Kondensation ein Monomer mit geschiitzter Aminogruppe verwendet, vorzugsweise
eine Trifluoracetylschutzgruppe, kann diese durch Erhitzen mit Ammoniak im Autoklaven ent-
fernt werden. Gegebenenfalls kann ein geeigneter Reinigungsschritt, vorzugsweise Dialyse,
nachgeschaltet werden.

Die so hergestellten Tragermaterialen sind partikulér und haben eine TeilchengréBe von 10
bis 1000 nm, vorzugsweise ist eine TeilchengroBe von 50 bis 500 nm, insbesondere von 50 bis
300 nm zu erzielen. Dariiber hinaus verfiigt das Tragermaterial in Wasser suspendiert iber eine
positive Oberflacheniadung, gekennzeichnet durch ein positives Zetapotential.

Das erfindungsgemaBe Tragermaterial, wird vorzugsweise zur Bindung von Nucleinsauren wie
z.B. Oligonucleotiden oder auch Peptiden aufgrund ionischer Wechselwirkungen verwendet.
Gegeniiber bestehenden Techniken zur Bindung von Oligonucleotiden, z.B. Antisense-0ligonucleo-
tiden oder Bindung von Plasmiden, die fur den Gentransfer verwendet werden und die auf eine
Bindung der Wirkstoffe an liposomale Trager (Lipofectin) basiert, hat die dem Patent zugrunde-
liegende Erfindung den wesentiichen Vorteil, daB3 es gegeniber liposomalen Zubereitungen ein
solides, partikuldres Tragermaterial mit wesentlich héherer Stabilitat in waBrigen Suspensio-
nen darstelit. Im Gegensatz zu Lipofectin, kann das erfindungsgemage Tragermaterial in ver-
schiedenen Darreichungsformen verarbeitet werden. Zum Beispiel ist die Anwendung in kompri-
mierter Form als Implantat, welches den Wirkstoff kontrolliert Uber einen bestimmten Zeitraum
freigibt oder eine oral anwendbare Arzneiform, die durch Komprimierung hergestelit wird,
méglich.

Gegeniiber bisher verwendeten partikuldren Trégern wie Nanopartikeln auf Alkylcyanoacrylatba-
sis, hat die hier beschriebene Erfindung den Vorteil, daB spezifische funktionelle Gruppen in
das Polymergeriist eingebracht werden konnen, welche eine gezielte Bindung des Wirkstoffes
gewdhrleisten. Bisher entwickelte partikulare Trager, sowohl auf Alkylcyanoacrylatbasis als
auch auf Methacrylatbasis, zeigen keine oder nur eine unzureichende Bindung.

Beispiel 1: Herstellung eines Tragerpolymers mit 50 mol% basischem Anteil

Eine Monomerlésung, bestehend aus 1% Methylmethacrylat (MMA) und 1% Trifluoracetylaminohexyl-
methacrylat Monomer in 44% Aceton, werden bei 63°C nach Polymerisationsstart durch eine 0,03%
Ammoniumperoxodisulfatiésung (APS), unter Rihren (400 U/min) polymerisiert.

im Detail wird Aqua dem. 1 h unter Einleiten von Stickstoff ausgekocht. 40 g davon und 33 ml
Aceton (26,1 g) werden in ein 100 ml SchraubdeckelgefaB gegeben. Bei einer Temperatur von
55°C werden zunachst Trifluoracetylaminohexylmethacrylat Monomer/Aceton-Ldsung (1:1 ), MMA und
danach 450 ul APS-Starterldsung (5%ig), zugefugt. AnschlieBend wird auf 63°C aufgeheizt und

bei dieser Temperatur 20 Stunden gerihrt. Danach werden die Schraubdeckel der Gefale entfernt
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und noch 1,5 h bei dieser Temperatur weitergerihrt. Zum SchluB wird mit Aqua dem. ad 50 g
erganzt.

Die entstandene Dispersion wird im Verhaltnis 1:2 (g/g) mit Ammoniak konz. versetzt und 60
min lang bei 121°C autoklaviert. Danach wird 3 Tage in fieBendem Wasser und 1 Tag in Aqua
dem. dialysiert.

Das erhaitene Polymer wird abschlieBend gefriergetrocknet. Partikelgrd8e und Oberflachenia-
dung sind aufgrund des Gehaltes an basischen Gruppen vom pH abhéngig. Durch Bildung von Aggre-
gaten kdnnen auch TeilchengréBen oberhalb des aus der Polymerisation stammenden GroBenberei-
ches von 10 bis 1000 nm resultieren (Abb. 1).

Beispie! 2: Bindung von Oligonucleotiden

7,5 mg des nach Beispie! 1 hergesteliten Tragerpolymers werden in 1,0 mi destillietem Was-
ser unter Zuhilfenahme von Ultraschall dispergiert. Es resultiert daraus eine 0,75%ige Trager-
suspension von der 60 ul bei Raumtemperatur (20°C) mit 30 ul Phosphatpuffer (70mM) pH 7,0
versetzt werden. Diese Trégersuspension wird mit 60 ul Oligonucleotidiosung (36,4 ug/ml)
gemischt und bei 20°C 2 Stunden inkubiert.

Zur Bestimmung des gebundenen Oligonucleotidanteiles, werden 100 ul dieser Partikelsuspen-
sion in einer Ultrazentrifuge bei ca. 100.000 g in 30 Minuten abzentrifugiert. Der nicht
gebundene Anteil wird photometrisch im Uberstand bestimmt (Abb. 2).

Beispiel 3: Bindung von Peptiden gezeigt am Beispiel TGF a

20 mg des nach Beispiel 1 hergesteliten Tragerpolymers werden in 1,0 ml destilliertem Wasser
unter Zuhilfenahme von Ultraschall dispergiert. Es resultiert daraus eine 2%ige Tragersuspen-
sion von der 125 ul mit 62,5 ul einer 0,3% BSA haltigen PBS-Pufferlésung, pH 7,4 versetzt
werden. Dieser Dispersion werden 62,5 ul einer TGF a Losung (30 pg/ml) zugemischt und bei
Raumtemperatur 24 Stunden inkubiert.

Die Bestimmung des gebundenen Peptidanteiles erfolgt analog dem Beispiel 2. TGF o kann mit-
tels eines geeigneten ELISA-Tests oder durch Messung der an dem Partikel verbleibenden Radio-
aktivitat nach Markierung mit 125/ bestimmt werden.

Es werden durchschnittlich 70-90% der eingesetzten Peptidmenge an den partikuldren Tréger
gebunden.

Beispiel 4: Herstellung eines Tragerpolymers mit 30% basischem Anteil

Eine Monomerldsung, bestehend aus 2,1% Methylmethacrylat (MMA) und 0,9% Trimethylaminoethyl-
methacrylat-Monomer in 10% Aceton, wird bei 78°C nach Polymerisationsstart durch eine 0,03%
Ammoniumperoxodisulfatiésung (APS), unter Rihren (400 U/min) polymerisiert.

Im Detail wird Aqua dem. 1 h unter Einleiten von Stickstoff ausgekocht. 67,5 g davon und 7,5
m! Aceton werden in ein 100 ml SchraubdeckelgefdB gegeben. Bei einer Temperatur von 78°C
werden die Monomere und anschlieBend die 450 pl APS-Starterlosung (5%ig) zugeflgt. An-
schlieBend wird 20 Stunden geriihrt. Danach werden die Schraubdeckel der GefaBe entfernt und
noch 1,5 h bei dieser Temperatur weitergerihrt. Zum Schlu3 wird mit Aqua dem. ad 75 g er-



WO 96/24377 PCT/AT96/00023

ganzt.

Weiterhin wird 3 Tage in fliieBendem Wasser und 1 Tag in Aqua dem. dialysiert und an-
schlieBend das erhaltene Polymer gefriergetrocknet.

Beispiel 5; Bindung von Oligonucleotiden

Eine Dispersion der Konzentration 200 ug/mi des nach Beispiel 4 hergestellten Tragerpolymers
in PBS Puffer pH 7,4, wird mit steigenden Konzentrationen eines Oligonucleotids (10-100 ug/ml
in PBS) fir 3 h bei Raumtemperatur (20°C) inkubiert.

Zur Bestimmung des gebundenen Oligonucleotidanteiles, werden die Partikelsuspensionen in
einer Ultrazentrifuge bei ca. 100.000 g 30 min zentrifugiet. Der nicht gebundene Anteil
Oligonucleotid wird HPLC-analytisch im Uberstand bestimmt (Abb. 3).
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Patentanspriche:

1. Partikuldre Arzneiform, dadurch gekennzeichnet, daB ein oder mehrere anionische oder
partiell anionische Wirkstoffe an ein Triagermaterial gebunden sind, das folgende Struktur
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worin N = Partikelmischpolymer oder Homopolymer aus Acrylsdure oder Acrylsaureester oder
Methacrylsaureestern mit einem Molverhiltnis von p:nvon O : 100 bis 99 : 1; O = Sauerstoff
der Estergruppe; X = verzweigte oder unverzweigte Alkylkette aus 2 - 10 Kohlenstoffen; B =
-NR2 mit R = H und Niederalkylketten in beliebiger Kombination; E = H oder Niederalkylkette
bedeutet, bei einer KorngréBenverteilung von 10 bis 1000 nm.

2. Partikulare Arzneiform nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB X verzweigte oder
unverzweigte Alkylkette aus 4-10 Kohlenstoffatomen darstellt.

3. Partikulére Arzneiform nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB X eine lineare Alkyl-
kette mit 5 bis 8 Kohlenstoffen darstellt.

4. Partikulére Arzneiform nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB X verzweigte oder
unverzweigte Alkylkette aus 2 oder 3 Kohlenstoffatomen darstellt, bei einer KorngroBenvertei-
lung von 10 bis 500 nm.

S. Partikuldre Arzneiform nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB ein oder mehrere
peptidische Substanzen an das Tragermaterial gebunden sind.

6. Partikulére Arzneiform nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB Proteine oder andere
biologisch aktive Makromolekiile an das Tragermaterial gebunden sind.

7. Partikulare Arzneiform nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekenn-
zeichnet, daB8 B eine Ammoniumgruppe bedeutet und demgemaB als -N*Rg3 vorliegt, wobei R die in
Anspruch 1 angegebene Bedeutung hat.

8. Partikulére Arzneiform nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekenn-



WO 96/24377 PCT/AT96/00023

-6-

zeichnet, daB der anionische oder partiell anionische Wirkstoff eine Nucleinsaure, ein Oligo-
nucleotid oder ein Peptid ist.

9. Verwendung der partikuldren Tragermaterialien nach einem oder mehreren der Anspriche 1
bis 7 als Trager fur Arzneistoffe.

10. Verwendung der partikularen Trégermaterialien nach einem oder mehreren der Anspriiche 1
bis 7 als Trager fir Nucleins&uren und unmodifizierte oder modifizierte Oligonucleotide.

11. Verwendung der partikularen Trégermaterialien nach einem oder mehreren der Anspriiche 1
bis 7 als Trager fUr Peptide bzw. peptidische Substanzen.

12. Verwendung der partikuldren Tragermaterialien nach einem oder mehreren der Anspriiche 1
bis 7 als Trager flr Peptide bzw. Proteine oder andere biologisch aktive Makromolekiile.
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WO,A,94 04192 (INOVATA AB ;LINDGREN GOERAN

EINAR SAMUEL (SE)) 3.Marz 1994
siehe Anspriiche

DATABASE CHEMABS

OHIO, US
AN=121:103491,

positively charged latex particl
XPB02006850
siehe Zusammenfassung

CODEN: CPEAEH,
1994,

CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS,

ELAISSARI, A. ET AL: “Adsorption of
oligonucleotides onto negatively and

& COLLOIDS SURF., A (1994), 83(1), 25-31
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Weitere Verdffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu
entnchmen

E Siche Anhang Patentfamilic

* Besondere Kategonen von angegebenen Verdffentichungen
“A’ Verdffentichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert,
aber nicht als besonders bedeutsam ist
“E” ilteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationalen
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist
‘L” Veréffentichung, die geeignet ist, cinen Priorititsanspruch zweifeihaft er-
scheinen zu lassen, oder durch die das Verdffentlichungsdatum ciner
anderen im Recherchenbencht genannten Veréffendichung belegt werden
soll oder die aus ¢inem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie
ausgefiihrt)
‘0" Veroffentlichung, die sich auf cine miindliche Offen

eine Benuzung, cine Ausstellung oder andere MaSnahmen bezieht
“P* Verbffentichung, dic vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach
dem beanspruchten Priorititsdatum verdffentlicht worden ist

“T* Spétere Veroffentlichung, die nach dem internationaten Anmeidedatum
oder dem Priorititsdatum veréffentlicht worden ist und mut der
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zumVerstindnis des der
Erfindung Zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden
Theorie angegeben ist

“X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfind!
kann allein sufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf
erfinderischer Titigkeit beruhend betrachtet werden

“Y* Veroffentichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfind
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet
werden, wenn die Veroffentichung mit einer oder mehreren anderen
Veréffentlichungen dieser Kategone in Verbin gebracht wird und
diese Verbindung fiir einen F. naheli 15t

“&° Veroffentlichung, dic Mitglied derselben Patentfamilie ist

Datum des Abschlusses der internationalen Recherche

27.Juni 1996

Absendedatum des internationalen Recherchenbenchts

15.07.96

Name und Postanschrift der Internationale Recherchenbehorde
Europiisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax (+31-70) 340-3016

Bevollmiichtigter Bediensteter

Berte, M
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P,Y WO,A,95 16696 (NOE CHRISTIAN ;BRUNAR 1-12
HELMUT (AT)) 22.Juni 1995

siehe Seite 1, Absatz 2; Anspriiche
Y EP,A,0 315 219 (SANDOZ AG ;LOHMANN 1-12
THERAPIE SYST LTS (DE)) 10.Mai 1989
siehe Seite 3, Zeile 38 - Zeile 57;
Anspriiche

Y DATABASE CHEMABS 1-12
CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS,
OHIO, US

AN=102:79735,

SUMITOMO CHEMICAL CO., LTD., JAPAN:
"Polymer beads"

XP002006851

siehe Zusammenfassung

& JP,A,59 140 202 (SUMITOMO CHEM. CO.)
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT Internaton:  Aktenzeichen
PCT/AT 96/00023

Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der Datum der
angefiihrtes Patentdokument Veroffentlichung Patentfamilie Veroéffentlichung
W0-A-9404192 03-03-94 SE-B- 468814 22-03-93

SE-A- 9102211 23-01-93
W0-A-9516696 22-06-95 AU-B- 1102595 03-07-95
EP-A-0315219 10-05-89 AU-B- 607496 07-03-91
AU-B- 1662688 20-10-88
AU-B- 578275 20-10-88

AU-B- 4065085 24-09-85
CA-A- 1257837 25-07-89
DE-A- 3587048 11-03-93
DE-A- 3587358 01-07-93
DE-D- 3587698 03-02-94
DE-T- 3587698 28-04-94
DE-D- 3587794 11-05-94
DE-T- 3587794 04-08-94
WO-A- 8503878 12-09-85
EP-A,B 0155229 18-09-85
EP-A- 0315217 10-05-89
EP-A- 0315218 10-05-89
IE-B- 61754 30-11-94
JP-A- 7048253 21-02-95
JP-B- 6067835 31-08-94
JP-T- 61501324 03-07-86
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