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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur Herste'lung einer Lésung von 25-Cyclohexyl-Avermectin B 1, gekennzeichnet
dadurch, dal® 25-Cyclohexy-Avermectin B 1in einém aus 50 bis 95Vol.-% Sesamol bestehenden
Losungsmittel, in welchem der Rest aus Ethyloleat besteht, gslést wird,

2, Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, da3 das Lésungsmittel 75 bis 90Vol.-%

Sesamol enthiélt, wobei der Rest aus Ethyloleat besteht.
3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch, daf die gebildete Lésung 1 bis

30mg/ml 25-Cyclohexyl-Avermectin B 1 enthélt.
4. Verfahren nach Anspruch 3, gekennzeichnet dadurch, daB die gebildete Lésung etwa 10mg/ml
25-Cyclohexyl-Avermectin B 1 enthilt,

Anwendungsgeblet der Erfindung

Diese Erfindung betrifft die Herstellung parenteraler Formulierungen der als 25-Cyclohexyl-Avermectin B 1 bekannten
Verbindung der Formel (});

Hintergrund der Erfindung

Diese Verbindung ist ein Mitglied der in der européischen Patentverdffentlichung 0214731 beschriebenen und beanspruchten
Avermectin-Familie. Die Avermectine sind hoch aktive Antiparasiten-Mittel mit besonderer Eignung als Anthelminthen,
Ektoparasitizide, Insektizide und Acarizide.

Antiparasiten-Mittel werden den Tieren an zweckm#Bigsten unter Verwendung parenteraler, subkutaner oder intramuskulérer
Formulierungen verabreicht. Wasser ist irn allgemeinen eine bequeme Fliissigkeit fiir die Injektion, die Avermectine haben
jedoch nur eine sehr gerings Loslichkeit in Wasser, und einfache wigrige Lésungen sind zu verdiinnt, um verwendbar zu sein.
Bestimmte Avermectine kdnnen unter Verwendung oberfldchenaktiver Mittel, wie léslichmachende Mittel, und geeigneter
organischer Koldsungsmittel unter Bildung einer in US-PS 4389397 beschriebenen mizellaren Lésung 16stich gemacht werden.
Diese Formulierungen liefern jedoch keine ausreichenden Dosen an aktiver Verbindung, um sowohl innere als auch &uRere
Parasiten in zufriedenstellender Weise von den Tieren zu entfernen.

Die EP-Veroffentlichung 146414 beschreibt Kolésungsmittellésungen von Avermectinen zur parenteralen Verwendung in einer
Mischung von Glycerolformal und Propylenglykol oder in Propylenglykol, das eine geringe Mange Wasser enthillt,
Propylenglykol verursacht jedoch bekanntlich nach subkutaner oder intramuskulérer Injektion Irritationen. Ferner konnen die
geringen Wassermengen in diesen Formulierungen einen hydrolytischen Abbau des Avermectins bewirken.

Derartige Formulierungen, die mit Wasser mischbare organische Lésungsmittel fiir das Avermectin umfassen, neigen zur
Bildung einer unerwiinschten lokalen Ausféllung des Avermectins an der Injektionsstelle. Dies kann zu einer Irritation und
Schwellung an der Injektionsstelle und zu einer unwirksamen und ungeniigenden Antiparasiten-Wirksamkeit fiihren,
Tats#chlich istdas kommerziell verfiigbare Antiparasiten-Mittel , Injizierbares lvomec fiir Rinder” {,,lvomecinjectable for cattle”)
eine Koldstingsmittelformulierung eines als lvermectin bekannten Avermectins, die nur zur subkutanen Verwendung geeignet
istund an der Injsktionsstelle eine Irritation und Schwellung verursachen kann,

Eine Alternativmethode 2ur Bereitstellung einer injizierbaren Losung eines Avermectins besteht im Lésen des Avermectins in
einem pharmazeutisch annehmbaren Ol. Die Verwendung von Arachis {(ErdnuB-) und Baumwollsamendlen und auch von
Ethyloleat als Losungsmittel fiir bestimmte Avermectine ist in der GB-Patentveréffentlichung 2166436 beschrieben. Arachisél
und Baumwollsamen?! ergeben jedoch keine Ldsung mit einer Konzentration der Verbindung | von mindestens 1% Gew./Vol.,
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wie dies generell fir ein Produkt fiir Veterindrzwecke erforderlich ist. Veterinir-Formulierungen werden auf Bauernhéfen bzw.
Farmen Gblicherweise bei niedrigen Temperaturen bis zu 4°C oder noch niedriger verwendet und gelagert, und selbst wenn
Avermaectin bei normaler Raumtemperatur ausreichend in dem Ol 13slich ist, kann es, wenn es kalten Bedingungen ausgesetat
wird, ausfallen oder eine iberstehende Lésung bilden und damit nicht mehr verwendbar werden. Reines Ethyloleat und
Mischungen von Olen, die einen Hauptanteil Ethyloleat enthalten, greifen bestimmte, in Veterinarspritzen iiblicherweise
verwendete Kunststoff- oder Kautschukkomponenten in nicht akzeptierbarem MaR an.

Die europdische Patentanmeldung 285561 erwiihnt reines Sesamél als mogliches Lésungsmittel fiir eine andere Gruppe von
Verbindungen, die Milbemycine. Bei vergleichenden Viskositétsstudien und Untersuchungen tiber die Aufziehbarkeit in Spritzen

wurde gefunden, daB reines Sesamdl eine zu hohe Viskositét hat, um seinen Einsatz als Lésungsmiittel zur Injektion unter
Verwendung liblicher Spritzenanordnungen fiir Veterinérzwecke zu erlauben. Aus diesem Grund kann unter praktischen

Feldbedingungen reines Sesamél nicht als injizierbares Lésungsmittel verwendet werden.

Ziel der Erfindung

Die vorliegende Erfindung soll eine parenterale Formulierung fir Verbindung (I) bereitstellen, die sowohl gegen innere als auch
duBere Parasiten wirksam ist, von den Tieren sowohl nach subkutaner als auch intramuskulérer Verabreichung gut vertragen
wird und mit dem tiblichen Injektionsbesteck kompatibel ist.

ErfindungsgemiB wird eine Lésung von 25-Cyclohexyl-Avermectin B 1, der Verbindung (I}, in einem Lésungsmittel
bereitgestelit, das aus 50 bis 95Vol.-% Sesamo! besteht, wobei der Rest Ethyloleat ist.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Die bevorzugte Ldsungsmittelmischung besteht aus 75 bis 30Vol.-% Sesamdl, wobei der Rest Ethyloleat ist.

Der bevorzugte Avermectin-Gehalt zur subkutanen oder intramuskuléren Injektion betrdgt von 1 bis 30mg/ml, insbesondere
etwa 10mg/mi.

Die erfindungsgeméRen Formulierungen sind einphasige Losungen und bei der Behandlung vieler verschiedener, durch
Endoparasiten verursachter Zustéinde, einschlieBlich insbesondere Helminthiasis, wirksam, die am h#iufigsten durch eine
Gruppe von als Nematoden beschriebener parasitischer Wiirmer hervorgerufen werden und bei Schweinen, Schafen, Pferden
und Rindern zu schweren wirtschaftlichen Verlusten fihren und auch Haustiere und Gefliigel befallen kénnen. Die Verbindungen
sind auch gegen andere Nematoden wirksam, die verschiedene Tierspezies befallen, wie z.B. Dirofilaria bei Hunden, und
verschiedene Parasiten, die den Menschen befallen kénnen, einschiieBlich Gastrointestinal-Parasiten, wie Ancylostoma,

Necator, Ascaris, Strongyloides, Trichinella, Capillaria, Trichuris, Enterobius, und Parasiten, die im Blut oder anderen Geweben
und Organen angetroffen werden, wie Filarienwiirmer und die spezisllen Intestinalstadien von Strongyloides und Trichinella.
Die erfindungsgeméfien Verbindungen sind auch von Wert bei der Behandlung von Ektoparasiten-Infektionen, einschlieBlich
insbesondere von anthropoiden Ektoparasiten bei Tieren und Végeln, wie Zecken, Milben, Léuse, Fl6he, Schmeiffliegen,
beiBende bzw. stechende Insekten und wandernde Zweifliiglerlarven, die Rinder und Pferde befallen kbnnen.

Es wurde in unerwarteter Weise gefunden, daB die erfindungsgeméBen Formulierungen Eigenschaften zeigen, die den oben
erwéhnten Formulierungen des Standes der Technik iiberlegen sind, indem sie nach Verabreichung an die Tiere durch subkutane
oder intramuskulére Injektion wenig oder keine Irritation an der Injektionsstelle zeigen, zur Verwendung in tiblicherweise
eingesetzten Standard-Spritzen gesignet sind und eine deutliche Antiparasiten-Wirksamkeit ergeben.

Da das Formulierungsvehikel Ester ungeséttigter Séiuren enthélt, be steht ein weiterer Vorteil der erfindungsgeméBen Lésung
darin, daB das Avermectin wihrend einer ldngeren Lagerung vor Oxidation durch Luft geschiitzt ist.

Die erfindungsgeméRen Losungen kbnnen einfach durch Ldsen der Verbindung (1) in der Sesamél-Ethyloleat-Mischung und
Sterilisieren und Verpacken zur Verabreichung in Gblicher Weise hergestellt werden.

Ausfilthrungsbeisplele

Die erfindungsgemaifen Formulierungen werden durch die Veranschaulichung in den folgenden Beispielen beschrieben.

Beispiele
Ldsungen von 25-Cyclohexyl-Avermectin B1in den Olformulierungen wurden nach den unten angegebenen Methoden
hergestellt und getestet.

Beispiel 1
Die folgenden Bestandteile wurden zur Herstellung einer injizierbaren Losung verwendet, die 10mg Verbindung lin 1ml einer
nominellen 90/10-Mischung von Sesam 51 und Ethyloleat enthielt:

Verbindungl 10mg
Ethyloleat 0,1mil
Sesamél auf  1,0ml

Das Ethyloleat und Sesamél wurden gemischt und auf 80°C erhitzt, wobei mit Stickstoff durchgespiilt wurde. Dann wurde die
Verbindung | bis zum Ldsen zu den heiBen Olen zugefiigt, die erhaltene Lésung wurde schnell abgekiihlt, und das Volumen
wurde nach Bedarf mit Sesamél auf 1 ml eingestellt. Diese endgliltige Lésung wurde durch Membranfiltration steriliert und
aseptisch verpackt.
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Belsplel 2

Nach der Methode von Beispiel 1 wurden die folgenden Bestandteile zur Herstellung einer injizierbaren Losung verwendet, die

10mg Verbindung | in 1 ml einer nominellen 50/50-Mischung aus Sesamél und Ethyloleat enthielt:
Verbindung| 10mg
Ethyloleat 0,5mi
Sesamdl auf  1,0ml

Beisplel 3

Nach der Methode von Beispiel 1 wurden die folgenden Bestandteile zur Herstellung einer injizierbaren Lésung verwendet, die
10mg Verbindung 1 in 1ml einer nominellen 75/25-Mischung aus Sesamél und Ethyloleat enthieit:

Verbindung| 10mg

Ethyloleat 0,25ml

Sesamdl auf  1,0ml.
Beisple! 4

Die Wirksamkeit der Verbindung | gegen Ektoparasiten wurde unter Anwendung einer Modifikation des von L.G.Cramer et al. in
Vet. Record, (1988), 122, 611-612, beschriebenen Verfahren bestimmt.

Die Verbindung | wurde in einer Dosis von 200g/kg am Tag 0 durch subkutane Injektion an zwei Gruppen von Rindern
verabreicht, Gruppe A erhielt die Verbindung | in einer wiRrigen Mizellenformulierung gem&R US-PS 4389397, die 2,5mg
Verbindung |, 120mg Tween 80%, 200 mg Glycerolformal, etwa 10mg Benzylalkohol sowie Wasser fiir den Rest pro ml
Formulierung enthielt. Gruppe B wurde mit Verbindung | in der Formulierung von Beispiel 1 behandelt. Die behandelten
Gruppen sowie eine Kontrolle fiir jede Behandlung wurden dann an den Tagen 0, 2 und 4 mit Boophilus-microplus-Larven
infiziert, und die Zecken konnten sich zu Erwachsenen entwickeln. Resultierende voligesaugte erwachsene weibliche Zecken
wurden zwischen den Tagen 21 und 32 gesammelt, und die durchschnittlichen tiglichen Zahlungen sind in Tabelle 1
aufgezeichnet:

Tahello 1
Durchschnittliche tagliche Z&hlung gesammaelter welblicher B.microplus-Zecken

Mizellen- unbehand. Formulier. unbehand.
Tag formulier. Kontrolle v.Beisp.1 Kontrolle
21 0 287 0 0
22 0 651 0 324
23 0 879 0 996
24 0 753 o 1507
25 16 554 0 663
26 76 267 0 852
27 85 48 0 329
28 36 10 8 35
29 28 5 15 19
30 16 0 3 1
3 0 0 3 1
32 0 0 1 0
insges. 257 3454 30 4727

Die Behandlung mit der Formulierung von Beispiel 1 verzégerte die Produktion erwachsener weiblicher Zecken und fihrte ferner
zu weniger gesammelten Zecken.

Beisplel 5

Die Tolerierung der Avermectin-Formulierungen wurde nach Injektion in den Semimembranmuskel von Rindern bestimmt. Die
Tiere wurden an den Tagen 7 bzw. 14 nach der Behandlung human getétet, und die Injektionsstellon mit dem umgebenden
Gewebe wurden entfernt. Die Gewebe wurden auf Grobpathologie untersucht, und die Lésionen an den Injektionsstellen wurden
nach dem unten beschriebenen Bewertungssystem ausgewertet:

0 = normal, keine sichtbare Lision

1 = leichte Narbe

2 = schwere Narbe

3 = eingekapselte Trimmer < 1,0cm®

4 = singekapselte Trimmer > 1,0 < 2,5¢cm?

5 = aingekapselte Trimmer > 2,6cm?

Die Bewertungen 0, 1 und 2 werden als akzeptabel angesehen. Bewertungen iiber 2 weisen eingekapselte Triimmer auf. Die
Verbindung ! in den Formulierungen der Beispiele 1 und 2wurden den Rindern durch intramuskulére Injektion an einer Dosis von
200ug/kg verabreicht. Die Tolerierung an der Injektionestelle wurde mit derjenigen der Kolésungsmittelformulierung des
Antiparasiten-Mittels lvermectin (Warenzeichen: lvomec for cattle) verglichen, das in der gleichen Dosis und auf dem gleichen
Weg verabreicht wurde.
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Tabelle 2
Verglelch der Bewertung der Tolerlerung bei Intramuskulérer Injektion
Behandlung Tag Anzahld. Tiere durchschnittl. Bewertung
Formul.v. Beisp. 1 7 5 04
14 10 00
Formul.v. Beisp.2 7 6 04
14 10 0,0
lvomec 7 4 3,75
14 8 2,75

Verbindung lin den Formulierungen von Beispiel 1 und 2 wurde gut vertragen mit nur geringfiigigen Lésionen am Tag 7 nach der
Injektion, die sich nach 14 Tagen vollstindig aufgeldst hatten, Im Gegensatz dazu wurde das durch intramuskulére Injektion
verabreichte lvomec bei 7 Tagen nur schlecht toleriert, wobei eingekapselte Triimmer noch 14 Tage nach der Injektion sichtbar
waren.
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