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~ {54) - VERFAHREN ZUR'HERSTELLUNG VON PHOSPHOLIPID-WIRKSTOFF-KOMBINATIONEN:

(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Phospholipid-Wirkstoft-
Kombinationen hoher Beladungsdichte und abgestufter Wirkstoffabgabe, insbesondere zur
Formulierung von Insulin; und 16st die Aufgabe, den Wirkstoff in den Wasserkompartimenten der
Lipidphase bzw. im Bereich der Lipid-Wasser-Grenzfldche anzureichern. Das wird erreicht, indem
zwischen dem Wirkstoff und einem Phospholipidsystem reversible Affinitdtserhéhungen, z.B.
durch elektrostatische Wechselwirkungen, induziert werden. Durch Anderung des
Reaktionsmilieus, die auch im Applikationsbereich eines injizierten Préparates erfolgen kann,
kann der Wirkstoff mit unterschiedlicher Kinetik wieder freigesetzt werden.
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 Verfahren zur Herstellung von Phospholipid-Wirkstoff-

Kombinationen

Anwendungsgebiet der Erfindung i

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von
Phospholipid-Wirkstoff-Kombinationen hoher Beladungsdichte

und abgestufter Wirkstoffabgabe, insbesondere zur Formulierung
von Insulin, d.h. also, ein Verfahren zur Fixierung von Wirk-
stoffen an Phospholipid als Trigermaterial, das die Herstellung
von sggregaten und Dispersionem mit—hohem Wirkstoffanteil in
der Phospholipidphase und abgestuftem Freiselzungsvermbgen
gestattet.

Charakteristik der bekannten technischen L&sungen

Phospholipiddispersionen finden in Form sogenannter Lipcsomen
zunehmendes Interesse als Trigermateria lien biclogisch ak-
tiver Verbindungen, um in vivo vorteilhafte biopharmazeuti-
sche Eigenschaften der dirkstofformulierung zu erzielen, z.B.
Depotwirkung, Uberwindung von Transportbarrieren, Effekt-
steigerung oder Erhdhung der Selektivitdt., Im Falle des Pep-
tidhormons Insulin wird insbesondere der Schutz des Wirksioffs
vor den reaktiven Komponenten des Magen~-Darmtraktes durch Bin-
durig an die ILipidkomponente als Ursache der oralen Wirksam-
kelt derartiger Formulierungen angenommen, da freies Insulin
proteolytisch gespalten wird und nur varenteral appliziert
werden kann. Im Gegensatz zu anderen Trégern gelten Fhospho-
lipide als physiologisch unbedenklich.
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Die bekannten Verfahren der Wirkstoffixierung an Phospholi-
pidtridgern aus widlBriger Losung nutzen den BinschluB der Wirk-
gtoffldsung in die Wasserkompartimente der Liposomen aus. Li-
posomen enthalten ein oder mehrere Wasserkompartimente, die
durch Lipid-Doppelschichten vom Aulenmedium getrennt werden.
Sie werden durch Dispergieren vorher entwisserter Phospholi-
pide in der widBrigen LOsung des Wirkstoffs oder durch issozia-
tion niedermolekularer Lipidmicellen in Gegenwart der Wirk-
stoffldsung erzeugt. Die geringe Wassereinschluﬁkapazitét in
Teilchen kolloidaler Abmessungen ist allgemein bekannt. Daher

-

wird eine Erhohung der Teilchengréfe, z.3. durch Umwandlung le-
cithinhaltiger nichtwidBriger Emulsionen in Liposomen durch so-
genannte "reverse phase evaporation” angestrebt (Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 75 (1978), 4194 - 4198). Ein Nachteil liegt in

der Gegenwart schwer entfermbarer nichtwdBriger Lisungsmittel.

Die bisher angewandten Verfahren, insbescndere zum EinschluB von
Insulin, setzen den Wirkstoff in Ldsungen physiologischer Mi-
lieubedingungen im neutralen pH-Bereich ein. Das trifft such
auf die Anwendung diinndarmltslicher Xapseln fiir Liposomen zu,
die mnach der Standardprédparation von Ryman und Mitarbeitern

bei pH = 7,6 erfolgt (DE-0S 26 40 707). Unter diesen Bedingun-
gen besteht zwischen neutralen bzw. negativen Phospholipid-
komponenten und dem Wirkstoff nur geringe Wechselwirkung, wo-
durch die bekannten niedrigen EinschluBausbeuten von stwa 5

big 20 % resultieren, da die Konzentration in den flasserkompar-
timenten der Liposomen maximal den Wert in der AuBenphase er-
reichen kann. PFiir Insulin wurde der inteil adsorptiver Bindung
unter diesen Milieubedingungen analysiert und gezeigt, dal ar
schnell einem 38ttigungswert mit niedriger Beladungsdichte zu-

strebt (Isotopenpraxis 16 (1980) S. 10-16),

Es wurde auch versuchit, durch chemische Modifizierung des Wirk-
stoffs,‘z.B. unter Anknipfung eines Palmitoylrestes oder ko-
valente Bindung an Fhosvholipide, eine nohe Beladungsdichte zu
gewdhrleisten. Infolge ihrer irreversiblen FNatur muf Jjedoch
diese Variante auf spezielle inwe ndungsziele beschrinkt
bleiben.




Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung sind Phospholipid-Wirkstoff-Kombinationen
hoher Beladungsdichte und abgestufter Airkstoffabgabe.

Darlegung des Wesens der Zrfindung

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, ein Verfahren zur
Herstellung von Phospholipid-wirkstoff-Kombinationen zu
entwickeln, vel dem eine Anreicherung des ¥Wirkstoffes in denm
#asserkompartime nten der ILipidphase bzw. wihrend der Pripa-
ration im Bereich der Lipid-Wasser-Grenzflichen stattfindet.

Das erfindungsgemiBe Verfahren ist dadurch gekennzeichnet,
daB zwischen dem Wirkstoff und einem Phospholipidsystem re-
versible Affinitétserhhung induziert wird, die wihrend der
Préiparation den Verteilungskoeffizienten zuéunsten der Li-
pidphase vergrilert und durch Anderung des Reaktionsmilieus
wieder riickgéngig gemacht werden kann. Als einstellbare
nichtkovalente Bindung kann insbesondere elekirostatische
Wechselwirkung zwischen der Lipidkomponente und dem entgegen-
gesetzt geladenen Wirkstoff verwirklich® werden, indem z.B.
das Lipid eine negativ geladene Komponente wie Phosphatid-
saure, rhosphatidylserin oder dergleichen enth&lt, wihrend
ionisierbare Gruppen des Wirkstoffs durch Dissoziation in
elnem geeigneten pH-Bereich positiv geladen werden. Die in-
reicherung des ¥irkstoffes im Bereich der Lipidphase wird da-
bei in zwei Kompartimenten, nimlich der inmeren und dulleren
Lipid/Vasser-Grenzfléche, erméglicht. Durch Anderung von pH-
und Ionenstédrke, die auch im Applikationsbereich eines inji-
zierten Prédparates erfolgen kann, kamn der Wirkstoff mit un-
terschiedlicher Kinetik aus beiden Kompartimenten freigesetzs
werden.

Beim Wirkstoff Insulin liegt ein optimaler pH-Bereich fiir die
Bindung bei 3, wihrend fiir die Wirkstoffe Ribomuklease und
Cytochrom ¢ breitere ilechselwirkungsbereiche vorlisgen. Nega-
tiv geladene Mikrovesikel (sogenannte lonoschichtliposomen)
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aggregieren und fusionieren in Wirkstoffldsungen bei pH-
Werten unter 4, wobei z.B. im Falle des TInsulins bis zu S5 %
des Wirkstoffs gebunden werden kénnmen. AuBerdsm wurde gefunden,
dal die Aggregate in neutralen SalzlOsungen peptisiert werden
«0nnen, wobel in ibhingigkeit vom pH-Wert bis zu 85 % des
Insulins relativ leicht an das AuBenmedium abgegeben werden
«Unnen, wenn z.3, die Priparation am Moleskularsieb chromato-
graphiert wird. Werden dagegen die Lipidartikel nach bekann-
ten Verfahren, wie Alkoholinjektion oder Ultraschell, im
wirkstoffhaltigen Reaktionsmedium selbst erzeugt, so bleiben
noch im schwach alkalischen Bereich bis zu 50 % des Wirkstoffs
im inneren Kompartiment fixiert. Die Freisetzung erfolgt &an
bei Abbau der Lipidmembran, z.B. durch Detergentien, Lipasen
oder andere Komponenten biologischer Systieme.

‘Durch Abtrennung des auBen gebundenen Wirkstoffs nach der Pri-
paration mittels Chromatographie oder Ulitrafiltration cann
auch eine Anreicherung des Wirkstoffs ausschiieBlich im inpe-
ren Kompartiment erzielt werden, so daB Kombinationen mit ab-
gestufter Reaktionskinetik erhiltlich sind. Schlieflich tritst
im Bereich erh&éhter Lipid-Wirkstoff-éechselwirkung eine vor-
teilhafte Teilchenvergriferung im Vergleich zu inerten Syste-
men auf.

Das erfindungsgemiBe Verfahren ist an gegebene Bedingungen
leich? anpafbar. So kann die Reaktion sowohl mit vorgefertig-
tenvLipdsomen als auch beim Dispergieren des Systems, z.B.
mittels Ultraschall, durchgefiihrt werden. Ginstig ist es,

die Reaktion mit einer Lipidlosung in einer wasserlidsliche
organischen Komponente ablaufen zu lassen. Das Reaktionspro-
dukt xann sowonl als Aggregat als auch als Dispersion erhal-
ten werden.

Ausfihrungsbeisgpiel

1« 0,2 Volumina Mikrovesikel aus Lecithin und Phosphatid-
sdure (20 % Phosphatidsdure, 0,02 mol/l Phospholipid,
0,5 % Tocopherol) werden mit 0,5 Volumina Insulinldsung
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(0,2 mmol/1) ir 0,1 mCitratpuffer, PH = 3,2, Vermlsch*
und nach einstilindigem Stehen abzentrifugiert. 70 % des Insu-
lins gind an das Lipid gebunden.
Die Beladungsdichve erhtht sich proportional dem Phosphatid-
S&uregehalt. |
Die erhaltenen insulinbeladenen iggregate zeichmen sich
durch eine schnelle Wirkstoffabgabe aus.

0,13 mmol getrocknetes Lipidgemisch (Eilecithin mit 20 % .
Theosphatidssdure, 1 % Tocopherol, 0,10 % Cholestein) wird
mit 0,005 1 Insulinl@sung (0,85 mmol/1) in Citratpuffer,
PH = 3,2, geschiittelt und unter Kihlung in Argonatmos-
phére mittels Ultraschall dispergiert. Das Produkt wird
abzentrifugiert. Die Ausbeute betrigt 93 %, d.h., dieser
Teil des eingesetzten Insulins ist an das Lipid gebunden.
Die entstehenden iggregate sind durch eine biphasische
Wirkstoffreisetzung gekennzeichnet.

Die nach der Zentrifugation gem#8 Beispisl 2 erhaltenen
Zentrifugationspellets werden in 0,1 m Trispuifer, pH =
7T, peptisiert und an einer Molekularsiebsdule, z.B. mit
Sephadex G 150, chromatographiert. Die iusbeute betrégﬁ
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45 %, Tihrend durch Zinwirkung von Pronase 7 % des In-
sulins abgespalten werden, sind es in Gegenwart von Des-
oxycholat im UberschuB 95 %, d.h., es handelt sich im
vorliegenden Palle um Dispersionen mit langsamer Wirk-

stoffabgabe.

Der Lipidansatz wie in Beispiel 2 wird mit 0,005 1 einer
Ldsung von 2.10-6kg Nicht-Histonprotein aus Zellkermen

in destilliertem Jasser inkubiert und nach Zusatz von
0,001 1 Puffer, pH = 4,5, mittels Ultraschall dispergiert.
Nach abschluB der SZulenchromatographie sind 60 % des
Kernproteins im Lipid gebunden.

Zu 0,008 1 Insulinl@sung (82 /umol/l in 0,1 m Citrat,

PH = 3) wird unter Rithren langsam 0,0015 1 alkoholi-

sche FPhospholipidldsung, 0,004 mol/1, zugefligt.. Dag Reak-
tionsprodukt wird abzentrifugiert, in 0,1 m Trispuffer

peptisiert und, wie oben beschriebven, chromatographiert.,
30 % des eingesetzten Insulins sind im Lipid fixiert.
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Erfindungsanspruch

1+ Verfahren zur Herstellung von Phospholipid-Wirkstoff-
Kombinationen hoher Beladungsdichte und abgestuftem Re-
tensionsvermdgen, dadurch gekennzeilchnet, dal zwischen
dem Wirkstoff und einem Phospholipidsystem reversibel
eine Affinitdtserhfhung induziert wird.

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichret, daf das
Lipidsystem negativ geladene Komponenten und der ¥Wirk-
stoff dissoziierbare Gruppen enth&lt und die physiko-
chemische Wechselwirkung durch Zinstellung eines opti-

o

malen pH-Bereiches erzielt wird.

3. Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadirch gekennzeichnet, daB
die Reaktion mit vorgefertigten Liposomen durchgefiihrt

wird.

4 Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB
———— ~—""die Reaktion beim Dispergieren des Systems, z.B. mittels
Ultraschall, durchgefihrt wird.

5. Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichmet, daB
die Reaktion mit einer Lipididsung in einer wasserlos-
} lichen organischen Komponente durchgefiihrt wird.

6. Verfahren nach Punkt 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dall
' als Wirkstoff Insulin eingesetzt und die Reaktion im
gauren Milieu durchgefiihrt wird.
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