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Serumstabile amphotere Liposomen

Die Erfindung betrifft amphotere liposomale Formulierungen, die besondere
Serumstabilitdt zeigen und sich zum intrazelluldren Delivery von Oligonukleotiden
eignen.

Eine recht neue Klasse von potentiellen pharmazeutischen Wirkstoffen stellen die so
genannten kurzen interferierenden Ribonukleinsduren (siRNA) dar, die als
Doppelstrang eingesetzt werden, um einzelne Gene gezielt in ihrer Aktivitat
herunterzuregeln oder auszuschalten. Ihr groRes Potential in Therapie und Diagnostik
ist leider mit dem Nachteil der starken Instabilitit gegeniber Koérperfliissigkeiten
verbunden. Insbesondere im Blut werden kleine Nukleinsauren sehr rasch abgebaut.
Durch chemische Modifizierung der Nukleinsduren wird versucht die Empfindlichkeit
dieser Molekiile herabzusetzen, was als Nachteil oft eine verringerte bis fehlende
biologische Aktivitat zur Folge haben kann.

Ein anderer Ansatz ist die Verwendung eines Tragers, der die siRNA vor Angriffen von
Enzymen schiitzt und zum Wirkort transportieren kann. Liposomen werden schon seit
einiger Zeit als pharmazeutische Trager fiir Arzneistoffe eingesetzt.

Zahlreiche Publikationen beschéaftigen sich mit der Anwendung von meist kationischen
liposomalen Systemen zum intrazelluldren Delivery von Oligonukleotiden in vivo (z.B.
Molecular Membrane Biology, 16, 129-140, (1999); BBA 1464, 251-261, (2000);
Reviews in Biology and Biotechnology, 1(2), 27-33, (2001). All diesen Systemen
gemein ist jedoch die Tatsache, dass die verwendeten Lipid-Mischungen aus
ungeséttigten und kationischen Lipiden wie z.B. DOTAP und/oder DOPE aufgebaut
sind und aus diesem Grund nicht serumstabil sind. Dadurch bedingt setzen diese
Liposomen eingeschlossenen Wirkstoff sehr schnell nach einer parenteralen
Applikation frei. Hiufig werden fiir die oben genannten Anwendungen auch Komplexe
aus vo\rgeformten Liposomen und Nukleinsduren hergestellt (z.B. Lipoplexe). Die
Komplexbildung bzw. die meist nicht im Serum stabilen liposomalen Formulierungen
fihren dazu, dass die Stabilitat der Oligonukleotide Uber einen langeren Zeitraum nicht
gewahrleistet ist.

Amphotere Liposomen sind eine neue Klasse von Liposomen, die vorteilhafte
Eigenschaften gegeniiber konventionellen Liposomen und rein kationischen Systemen
fir ein intrazellulares Delivery bieten. Negativ geladene Wirkstoffe, wie die
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Nukleinsduren lassen sich effektiv in das Innere dieser Liposomen verpacken, obwohl
die Gesamtladung der Liposomen bei physiologischem pH negativ bleibt. Durch
Anderung des Umgebungs-pH, wie er bei der endosomalen Aufnahme von Liposomen
in Zellen vorkommt, von neutral nach leicht sauer, andert sich auch die Ladung der
amphoteren Liposomen von anionisch nach leicht kationisch und die Vorteile eines
kationischen Transfektionsreagenzes werden ausgenutzt. In der WO 02/66012 A2 sind
diese Liposomen erstmals beschrieben. Die WO 02/66490 und WO 02/66489
(WO 03/070220 und WO 03/070735) stellen pH-sensitive Lipide vor, die sich zum
Aufbau von amphoteren Liposomen eignen.

Hafez et al. (Biophysical Journal 2000 (79), 1438-46) und Shi et al. (Journal of
Controlled Release 2002 (80), 309-319) beschreiben die Herstellung pH-sensitiver
Liposomen, die ohne Neutrallipid formuliert werden. Diese Liposomen sind bei
physiologischen pH-Werten negativ geladen und enthalten pH-sensitive Komponenten,
welche schwach anionische oder schwach kationische Amphiphile enthalten. Die
Lipide bilden stabile Liposomen bei neutralem oder basischem pH. Im sauren Milieu
werden die anionischen bzw. kationischen Lipide protoniert und dadurch entladen bzw.
umgeladen. Durch die elektrostatische Destabilisierung aggregieren die Liposomen
schneller, was die Membranfusion fordert. Jedoch sind Liposomen, die ausschlieRlich
aus geladenen Komponenten bestehen aufgrund ihrer geringen Stabilitat im Serum
nicht fir in vivo Anwendungen geeignet.

Bei systemischer Applikation ist neben den" Ublichen Bedingungen fiir parenterale
Applikation, wie Sterilitat, lsoosmolaritét, Reinheits- und Toxizitdtsanforderungen, die
Stabilitat und Aggregationsfreiheit einer liposomalen Formulierung in humanem Serum
eine Vorraussetzung fiir eine erfolgreiche Anwendung. So sehen auch die Richtlinien
der US-amerikanischen Aufsichtsbehdrde FDA fiir liposomale -Formulierungen
(hitp://www.fda.gov/cder/guigance/index.htm, Liposome Drug Products) besondere
Prifungen vor. Dabei wird verlangt, dass das Verhéltnis verkapselter zu freiem
Arzneistoff in vitro, sowie in vivo (iber den Zeitraum der Zirkulation zu bestimmen ist.
Serumkomponenten kénnen die liposomale Membran permeabilisieren und Wirkstoff
freisetzen. Ob ein Wirkstoff schnell, langsam oder nicht freigesetzt wird, hangt auch
von den molekularen Dimensionen des Wirkstoffes ab. So verbleibt ein Plasmid mit
mehreren tausend Basenpaaren eher im Liposom als kleine Oligonucleotide. Fiir ein
intrazelluléres Delivery ist es wesentlich, dass die Freisetzung méglichst gering ist.
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Uberraschenderweise wurde gefunden, dass die in der WO 02/66012 A2 offenbarten
amphoteren Liposomen sich stark in ihrer Serumstabilitét bei Verwendung von kleinen
Oligonukleotiden unterscheiden. Ziel der vorliegenden Erfindung ist es daher,
Formulierungen von amphoteren Liposomen bereitzustellen, die kleine Oligonukleotide,
wie siRNA und/oder Antisense-Molekiile, in ihren Innenraum einschlieRen und unter
Serumbedingung nicht, oder nur zu einem kleinen Teil freisetzen und sich somit zur
parenteralen Gabe eignen.

Die Erfindung I18st die Aufgabe durch Bereitstellung von liposomalen Formulierungen

mit einem wassrigen Innenraum umfassend

- neutrale Lipide mit einem Membrananteil von 10 - 60 mol%,

- Cholesterol mit einem Anteil von 30 — 50 mol%,

als ladungstragende Lipide entweder

- émphotere Lipide mit einem Anteil von 5 — 30mol%,

oder

- Mischungen von kationischen und anionischen Lipiden mit einem Gesamtanteil von
héchstens 50 mol%,

wobei die Formulierung als einen Wirkstoff im wéssrigen Innenraum mindestens ein

Oligonukleotid umfasst.

Die fiir diese Ausfiihrung der Erfindung relevanten Oligonukleotide sind aus 5-100,
bevorzugt aus 5-40 und besonders bevorzugt aus 10-25 Nukleotiden oder
Basenpaaren aufgebaut. Darliber hinaus kénnen die Oligonukleotide als Einzelstrang
(z.B. Antisense-Oligonukleotide), als Doppelstrang (z.B. small-interfering RNA, Decoy-
Oligonukleotide) oder in komplexer Faltung (z.B. Aptamere, Spiegelmere, Ribozyme)
vorliegen. Alle fir diese Erfindung relevanten Oligonukleotide sind aus
Desoxyribonukleotiden oder aus Ribonukleotiden sowie aus deren chemisch-
modifizierten Derivaten aufgebéut, wie beispielsweise Phosphorothioate DNA (PS), 2'-
O-methyl RNA (OMe), 2’-O-methoxy-ethyl RNA (MOE), Peptide nucleic acid (PNA),
N3'-P5’ Phosphoroamidate (NP), 2'-fluoro-arabino nucleic acid (FANA), Locked nucleic
acid (LNA), Morpholino phosphoroamidate (MF), Cyclohexene nucleic acid (CeNA),
Tricyclo-DNA  (tcDNA)). Darliber kénnen Copolymere und Block-Copolymere
verschiedener Nukleotide und sogenannte Gapmere in die Liposomen eingeschlossen
werden.

In einer vorteilhaften Ausgestaltung der Erfindung werden Aptamere oder Spiegelmere
in die Liposomen eingeschlossen.
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Aptamere sind DNA- oder RNA-basierte Oligonukleotide mit komplexer
dreidimensionaler Struktur. Aufgrund dieser Struktur kénnen Aptamere sehr spezifisch
und hochaffin an Proteintargets binden und wirken somit therapeutisch, meist
extrazellulgr. Ihre Funktionalitat ist nahezu identisch zu monoklonalen Antikérpern.
Spiegelmere sind im Gegensatz zu D-Oligonukleotiden aus L-Ribose- und L-2'-
Desoxyribose-Einheiten  aufgebaut. Genau wie Aptamere' binden diese
spiegelbildlichen Nukleinsduren spezifisch an Proteintargets. Aufgrund der chiralen
Inversion besitzen Spiegelmere im Gegensatz zu herkdmmlichen D-Oligonukleotiden
eine erhdhte Stabilitdt gegeniiber einem enzymatischen Abbau.

Das GrundgerUst der erfindungsgemaRen amphoteren Liposomen wird von neutralen
Gerustlipiden gebildet, die einen Anteil an der Membran von 5 bis 65 mol%, bevorzugt
von 10 bis 60 mol% besitzen. Geeignete Lipide sind Phoshatidylcholine, wie DMPC,
DPPC, DSPC, DOPC und POPC, die sowohl synthetischen als auch natiirlichen oder
halbsynthetischen Ursprungs sein kénnen.

Es ist dem Fachmann bekannt, dass sich die Serumstabilitit von Liposomen durch
Zusatz von Cholesterol in der Membran erhdhen lasst. Dies wurde auch flir amphotere
Liposomen gefunden. Die erfindungsgemaRen Liposomen besitzen vorzugsweise
einen Gehalt von 30 bis 50 mol%, bevorzugt von 35 — 45 mol% Cholesterol in der
Membran.

Viele Lipide, die als Ladungstréger fir amphotere Liposomen verwendet werden
kénnen, leiten sich von der chemischen Grundstruktur des Cholesterol ab
(beispielsweise die offenbarten Verbindungen in WO 02/66490 und WO 02/6648).
Uberraschenderweise  wurde gefunden, dass diese Cholesterolderivate im
Allgemeinen, besonders MoChol, HisChol, Chems, HistChol nicht die stabilisierende
Wirkung des nativen Cholesterols besitzen, daher ist es von Vorteil, wenn die Summe
aller sterolbasierenden Lipide 60 mol% nicht Ubersteigt.

Das amphotere Ladungsverhaiten kann auf zwei- Weisen gebildet werden: durch
Verwendung von amphoteren Lipiden oder durch geeignete Mischungen von pH-
sensitiven kationischen und anionischen Lipiden, wie sie in der WO 02/066012
offenbart werden. Werden amphotere Lipide verwendet, so betrdgt der Membranteil
zwischen 5 und 30 mol%, weiter bevorzugt zwischen 5 und 20 mol%, bei Mischungen
betrdgt der Gesamtladungstrageranteil bevorzugt nicht mehr als 50 mol%, weiter
bevorzugt zwischen 15 und 45 mol%.



10

15

20

25

30

35

WO 2005/094783 PCT/DE2005/000589

In einer bevorzugten Ausflhrungsform der Erfindung werden amphotere

Formulierungen wie folgt zusammengesetzt:

- Grundlipid ausgewahlt aus der Gruppe DMPC, DPPC, DSPC mit 10 bis 60 mol%

- Cholesterol, mit 35 — 45 mol%

- amphoteres Lipid, ausgewahit aus der Gruppe HistChol, HistDG, isoHistSuccDG,
Acylcarnosin, HCChol mit 5 - 20 mol%.

In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung werden Formulierungen

wie folgt zuéammengesetzt:

- Grundlipid ausgewahlt aus der Gruppe DMPC, DPPC, DSPC mit 10 bis 50 mol%

- Cholesterol, mit 35 — 45 mol%

- Mischung kationischer und anionischer Lipide, davon mindestens eines pH-sensitiv,
ausgewahlt aus den Gruppen

a) kationisch: DMTAP, DPTAP, DOTAP, DC-Chol, MoChol, HisChol, DPIM, CHIM,

DORIE, DDAB, DAC-Chol, TC-Chol, DOTMA, DOGS, C(18)2Gly+N,N-

dioctadecylamidoglycin, CTAP, CpyC, DODAP, und DOEPC mit 5 bis 40 mol%.

b) anionisch: DGSuce, DMPS, DPPS,DOPS,POPS, DMPG, DPPG, DOPG, POPG,

DMPA, DPPA,DOPA, POPA, Chems und CetylP mit 5 bis 40 mol%

mit einem Anteil an der liposomalen Membran von insgesamt 15-45 mol%.

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird die Formulierung
und ihre Zusammensetzung ausgewahlt aus Tabelle 3.

Fur eine Verwendung der erfindungsgeméaRen Formulierungen als Arzneimitteltrager
kann es zweckméafig sein, Substanzen, die die Haltbarkeit erhéhen, die zur
Regulierung des osmotischen Drucks dienen, zuzusetzen.

Die Herstellung der erfindungsgeméafRen Liposomen kann durch Verfahren nach dem
Stand der Technik erfolgen, wie beispielsweise Extrusion durch Membranen definierter
Porehgrc‘irse, Ethanolinjektion = oder  Hochdruckhomogenisation.  Beispielhafte
Ausfiihrungen sind in den Beispielen gegeben.

Nicht eingeschlossener Wirkstoff  wird abgetrennt. Dazu werden geeignete
Trennverfahren verwendet, so dass der Wirkstoff zu mindestens 90% im Liposom
eingeschlossen ist und weniger als 10% des Wirkstoffes sich ausserhalb des Liposoms
befinden. Hierfiir kénnen chromatographische Verfahren, Zentrifugation, Dialyse oder
Ultrafiltration verwendet werden.
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Die erfindungsgemalen liposomalen Formulierungen kénnen zur therapeutischen
Behandlung eines Saugetieres verwendet werden. Auch zur therapeutischen
Behandlung von Menschen kénnen sie verwendet werden.

Insbesondere zur parenteralen Applikation, bevorzugt zur intravendsen Applikation
sind die erfindungsgemafen liposomalen Formulierungen geeignet. Die Erfindung
betrifit demgeman auch einen Kit, der die erfindungsgemalie liposomale Formulierung
gegebenenfalls zusammen mit einem geeigneten Trager umfasst, sowie die
Verwendung des Kits in Diaghose und Therapie.
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Tabelle 3
Zusammensetzung Molare Verhiltnisse
DMPC/MoChol/DMPS/Chol 40:10:10:40
DMPC/AC/Chol 50:10:40
DMPC/HisChol/DPPS/Chol 35:10:15:40
DMPC/IsohistsuccDG/Chol 50:10:40
DMPC/MoChol/DG-Succ/Chol 35:10:15:40
DMPC/MoChol/DG-Succ/Chol 40:10:10:40
POPC/MoChol/DG-Succ/Chol 35:10:15:40
DMPC/HistChol/Chol 50:10:40
POPC/MoChol/DG-Succ/Chol 20:10:30:40
DMPC/HistSuccDG/Chol/ 50:10:40
DMPC/MoChol/DG-Succ/Chol 20:10:30:40
POPC/MoChol/DPPS/Chol 40:10:10:40
DPPC/DOTAP/DG-Succ/Chol 20:10:30:40
DPPC/HistChol/Chol 50:10:40
DPPC/HistSuccDG/Chol 40:20:40
DPPC/MoChol/DG-Succ/Chol 20:10:30:40
POPC/HcChol/Chol 50:15:35
DPPC/HcChol/Chol 50:15:35
POPC/AC/Chol 50:15:35
DPPC/AC/Chol 50:15:35
DPPC/HistChol/Chol 50:15:35
POPC/HistChol/Chol 50:15:35
POPC/HistSuccDG/Chol 50:15:35
DPPC/IsoHistSuccDG/Chol 50:15:35
POPC/IsoHistSuccDG/Chol 50:15:35
DPPC/HistSuccDG/Chol 50:15:35
POPC/MoChol/Chems/Chol 40:10:10:40
POPC/DOTAP/Chems/Chol 30:10:20:40
DMPC/HisChol/DG-Succ/Chol 40:10:10:40
POPC/HisChol/Chems/Chol 40:10:10:40
DMPC/MoChol/Chems/Choi 40:10:10:40
POPC/MoChol/DG-Succ/Chol 30:20:10:40

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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AnschlieRBend wird die Erfindung anhand von Beispielen weiter erlautert, ohne auf

diese Beispiele begrenzt zu sein.

Abkiirzungen:

DMPC
DPPC
DSPC
POPC
DOPC
DOPG
POPG
DMPG
DPPG
DMPS
DPPS
DOPS
POPS
DMPA
DPPA
DOPA
POPA
DOPE
Chems
DC-Chol
CetylP
DODAP
DOEPC

Dimyristoylphosphatidylcholin
Dipalmitoylphosphatidylcholin
Distearoylphosphatidylcholin
Palmitoyl-oleoylphosphatidylcholin
Dioleoylphosphatidylcholin
Dioleoylphosphatidylglycerol
Palmitoyl-oleoylphosphatidylglycerol
Dimyristoylphosphatidylglycerol
Dipalmitoylphosphatidylglycerol
Dimyristoylphosphatidylserin
Dipalmitoylphosphatidylserin
Dioleoylphosphatidylserin
Palmitoyl-oleoylphosphatidylserin
Dimyristoylphosphatidic acid
Dipalmitoylphosphatidic acid
Dioleoylphosphatidic acid
Palmitoyl-oleoylphosphatidic acid
Dioleoylphosphatidylethanolamin
Cholesterolhemisuccinat

3-B-[N-(N",N"-dimethylethane) carbamoyl]cholesterol

Cetylphosphat

(1,2)-dioleoyloxypropyl)-N,N-dimethylammonium chloride
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-ethylphosphocholin

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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DAC-Chol 3-B-[N-(N,N’-dimethylethane) carbamoyi]cholesterol

TC-Chol 3-B-[N-(N",N’, N'-trimethylaminoethane) carbamoyl] cholesterol
DOTMA (1,2-dioleyloxypropyl)-N,N,N-trimethylammoniumchlorid) (Lipofectin®)

DOGS ((C18),GlySper3*) N,N-dioctadecylamido-glycyl-spermin (Transfectam®)
CTAB Cetyl-trimethylammoniumbromid,

CPyC Cetyl-pyridiniumchlorid

DOTAP (1,2-dioleoyloxypropyl)-N,N,N-trimethylammonium Salz

DMTAP (1,2-dimyristoyloxypropyl)-N,N,N-trimethylammonium Salz

DPTAP (1,2-dipalmitoyloxypropyl)-N,N,N-trimethylammonium Salz

DOTMA (1,2-dioleyloxypropyl)-N,N,N-trimethylammonium chlorid)

DORIE (1,2-dioleyloxypropyl)-3 dimethylhydroxyethyl ammoniumbromid)

DDAB Dimethyldioctadecylammonium bromid

DPIM Dipalmitoyl-oxypropyl-methylimidazol

CHIM Histaminyl-Cholesterolcarbamat

MoChol 4-(2-Aminoethyl)-Morpholino-Cholesterolhemisuccinat

HisChol Histaminyl-Cholesterolhemisuccinat

HCChol Na-Histidinyl-Cholesterolcarbamat

HistChol Nd-Histidinyl-Cholesterol-hemisuccinat.

AC Acylcarnosin, Stearyl- & Palmitoylcarnosin

HistSuccDG 1,2—Dipalmitoylglycerol-hemisuccinat-No-Histidinyl-hemisuccinat, &

Distearoyl- ,Dimyristoyl, Dioleoyl or palmitoyl-oleoylderivatives

IsoHistSuccDG  1,2—Dipalmitoylglycerol-Oa-Histidinyl-Na-hemisuccinat, &
Distearoyl-, Dimyristoyl, Dioleoyl or palmitoyl-oleoylderivatives

DGSucc 1,2—Dipalmitoyglycerol-3-hemisuccinat & Distearoyl-, dimyristoyl-
Dioleoyl or palmitoyl-oleoylderivatives

Abbildungen
Abbildung 1: Chemische Formeln von Lipiden

Abbildung 2: Belegung einer 96-well Mikrotiterplatte fiir den Serumsstabilitdtstest,
gemessen wird die Freisetzung des Floureszenzmarkers CF
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Abbildung 3: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme neben einer
Phasenkontrastaufnahme zur Zelllokalisierung.

Beispiel 1
Herstellung von amphoteren Liposomen

Ein Gemisch aus den in Tabelle 1 benannten Lipiden wird in den angegebenen
molaren Verhaltnissen in Chloroform geldst und anschlieBend im Rotationsverdampfer
im Vakuum vollstandig getrocknet.

Der Lipidfilm wird mit 10 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5 versetzt, dass eine 100 mM
Suspension entsteht. AnschlieBend wird diese Suspension fur 45 Minuten im
Wasserbad bei 50°C unter Rotieren hydratisiert und fur weitere 5 Minuten im
Ultraschallbad behandelt. Danach wird die Lésung eingefroren.

Nach dem Auftauen werden die Liposomen mehrfach durch eine Membran mit einer
Porenweite von 400 nm extrudiert.

CF - (Carboxyfluorescein) - gefiillte Liposomen

Die Herstellung erfolgt analog dem Voranstehenden, nur wird zur Hydratation des
Lipidfilms eine Lésung des Farbstoffes verwendet, nach: 500 mg CF werden in 130 pl 5
M NaCl , 12,5 ml 10 mM Hepes pH 7,5 und 630 ul 5 N NaOH gel6st. Der pH-Wert wird
kontrolliert und gegebenenfalls nachgestellt (auf pH 7,5).

Die Abtrennung des nicht eingeschlossenen CF erfolgt Uber Gelffiltration.

Beispiel 2:
Einschluss von Cy5.5 anti CD40 ODN (floereszenzmarkiertes Antisense-
Oligonukleotid) in amphotere Liposomen

Eine Lipidmischung folgender Zusammensetzung DMPC/MoChol/DG-Succ/Chol
40:10:10:40 (mol%) wird bei 50°C in Chloroformm geldést und anschlieRend im
Rotationsverdampfer im Vakuum vollstandig getrocknet.

Der Lipidfilm wird mit soviel Cy5.5-anti-CD40-ODN (Antisense-Oligonukieotid) (150
Mg/ml in 10 mM NaAcetat, 300 mM Sucrose, pH 4,5) versetzt, dass eine 15 mM
Suspension entsteht. AnschlieBend wird diese Suspension fur 45 Minuten im
Wasserbad bei 50°C unter Schwenken hydratisiert und fur weitere 5 Minuten im
Ultraschallbad behandelt. Danach wird die Suspension eingefroren. Es folgen 3
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Einfrier- und Auftauprozesse, wobei nach dem Auftauen jeweils eine 5-minitige
Behandlung im Ultraschallbad erfolgt.
Nach dem letzten Auftauen werden die Liposomen mehrfach durch eine Membran mit
einer Porenweite von 200 nm oder 400 nm extrudiert (Avestin LiposoFast,
Polycarbonat-Membran mit einer Porenweite von 200 oder 400nm). Nach der Extrusion
wird durch Zugabe einer 1mol/L HEPES-Stammlésung ein pH von 7,5 eingestellt.
Der Anteil des eingeschlossenen Cy5.5-anti-CD40-ODN (Antisense-Oligonukleotid)
wird nach Abtrennung des frei vorliegenden Wirkstoffes durch dreimalige
Sedimentation in der Ultrazentrifuge bei 600000 x g uber 45 min
fluoreszenzspekiroskopisch ermittelt.
Die Einschlusseffizienz des Oligonukleotids wird durch Bestimmung des Lipidgehaltes
und der fluorimetrischen Cy5.5-Bestimmung im Verhéltnis zu zum Materialeinsatz von
Lipid und ODN gesehen und betragt fir die Formulierung 53%.

Beispiel 3
Bestimmung der Serumstabilitat

Als Modellwirkstoff wird Carboxyflourescein (CF) eingesetzt, der wie Oligonukleotide
bei physiologischem pH negativ geladen ist. Die Serumstabilitdt der CF-gefillten
Liposomen wird Gber den Zeitraum von insgesamt 24 h bei 37°C beobachtet. Es wird
dabei die Freisetzung des CF aus den Liposomen Uber die Zeit per
Fluoreszenzmessung beobachtet. Es kénnen 3 verschiedene
Liposomenformulierungen pro 96-well-Platte getestet werden. Zur Bestimmung der
prozentual freigesetzten Menge an CF wird die in Puffer inkubierte Probe sowohl direkt
vermessen (Basiswert) als auch nach Offnung der Liposomen durch Zugabe von Triton
(Tritonwert oder 100%-Wert).

In einem Gesamtvolumen von 500 ul werden steriffiltriertes Serum und 1 mM
Liposomen zusammengegeben. Derselbe Ansatz wird als Kontrolle mit Puffer anstelle
des Serums vorbereitet.

Eine 96-well-Platte wird folgendermallen vor den jeweiligen Probennahmen
vorbereitet: in die Wells einer Zeile, Spalten 1, 3, 5, 7, 9 und 11 werden jeweils 5 pl
Puffer (10 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,5) vorgelegt. In die Spalten 2, 4, 6, 8, 10
und 12 jeweils 5 ul 10 % Triton X-100.

Die 96—well-Platte wird wie in Figur 2 dargestelit belegt. In die Spalten 1-6 werden je 5
ul der in Puffer inkubierten Liposomen gegeben, in die Spalten 7-12 die in Serum
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inkubierten. Zu den 5 pl Probe plus 5 pl Puffer bzw. Triton werden 290 ul Puffer
gegeben. Es wird jeweils wieder ein Basis- und ein Triton-Wert genommen. Auf diese
Weise kann man drei Formulierungen Uber 8 Zeitpunkte pro Platte testen. Die
Zeitpunkte sind die folgenden: null, null, 15 min, 30 min, 1 h, 3 h, 5 h, 24 h.

Fir die Messungen der Fluoreszenz wird ein Plattenreader mit 485/530 nm Filtern
verwendet. Aus den gemessenen Floureszenzdaten werden die reltiven
Freisetzungswerte errechnet, indem der Tritonwert 100% Freisetzung entspricht.
Tabelle 1 zeigt eine Reihe von getesteten Formulierungen. Es zeigt sich, dass nur
erfindungsgemale Zusammensetzungen eine hohe Serumstabilitdt besitzen.

Beispiel 4
EinschluB von FITC-ODN (fluoreszenzmarkierte Antisense-DNA)

Das verwendete Antisense-Oligonukleotid (ODN) ist ein 18-mer Phosphorothioat mit

einer FITC-Markierung am 5°-Ende (Fluorescein-isothiocyanat). Liposomen mit FITC-

ODN wurden hergestellt: 0,5 ml einer 1 mM Lipidlésung mit 9 ug ODN. Zwei Ansétze

mit unterschiedlichem molaren Verhalinis der kationischen Lipid-Ladungen zu

anionischen ODN-Ladungen 3:1 und 4,5:1

- Jeweils DPPC/DOTAP/DG-Succ/Chol 20/10/30/40

- Hydratisierungs- bzw. ODN-L6sung: 10 mM NaAc pH 4,5, 300 mM Sucrose

- Zur Abtrennung nicht eingeschlossenen ODNs wurden die Liposomen in einem
diskontinuierlichen Sucrosegradienten mit 0, 0,8 und 1,2 M Sucrose in Hep',
NaClI'® flotiert (10mM Hepes, 150 mM NaCl).

Bestimmung des Einbaus an FITC-ODN aus der Summe der gemessenen FITC-ODN -

Fluoreszenzen (100 %) bzw. des Input und daraus abgeleitet dem Verhaltnis von freier

zu eingebauter Fluoreszenz:

% Liposomen Lipo-Reste Puffer/Sucr. freie ODN gesamt
3:1 43,3 14,7 54 36,6 100,0
4,5:1 46,3 10,7 4,5 38,5 100,0
Beispiel 5

EinschluB von siRNA (anti GFP) in amphotere Liposomen
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Als Ladungsverhéltnis von kationischem Lipid zu anionischer siRNA wird 5:1 bis 10:1
gewdhlt. Die siRNA (in 10 mM Hepes, 10 mM NaCl pH 7,2) wird mit dem
Hydratisierungspuffer (10 mM NaAcetat, 10 mM NaCl, 280 mM Sucrose, pH 4,5)
vermischt und auf den Lipidfilm gegeben, sodass eine 5-10 mM Lipidsuspension
entsteht. Die Lipide werden durch Ultraschallbehandlung von der Kolbenwand gelést
(max. 10 min). Hydratisiert wird fur 15 min bei Raumtemperatur (POPC als Tragerlipid)
bzw. bei 50 °C (bei DMPC, DPPC als Tragerlipid). Es folgt ein mindestens dreimaliges
Einfrieren bei —=70 °C (10 min fur 1 ml Volumen, 30 min fir Volumina bis 15 ml) und
wieder Auftauen im Wasserbad (Temperatur wie beim Hydratisieren).

Der Kolben wird aufgetaut und bei gréferen Volumina werden 3 ml der Lésung
entnommen (in 8 mi Glasréhrchen). Der restliche Ansatz wird wieder bei —70 °C
eingefroren. Die Extrusion erfolgt durch 100 nm-Filter. Anschlielend wird der pH Wert
mit 1/10 Volumen 1 M Hepes auf pH 8,0 eingestellt.

Flotation der Liposomen:

Die Liposomen Fraktionen werden mit dem selben Volumen 2,4 M Sucrose in H,O
versetzt (d.h. es entsteht eine 1,2 M Lésung). Den Gradienten schichtet man mit Puffer
(10 mM Hepes, 150 mM NacCl, pH 7,5), darunter 0,8 M Sucrose in Puffer und zuunterst
die Liposomen in 1,2 M Sucrose in H,O. Das Volumen des Gradienten betragt maximal
4,5 ml. Die Flotation erfolgt bei Raumtemperatur fiir 45 min bei 50.000 rpm in einer
Ultrazentrifuge. Die Liposomen, welche sich zwischen der 0,8 M Sucrose- und der
Pufferschicht befinden, werden abgenommen.

RNA-Mengenbestimmung mit Ribo Green RNA Quantitation Reagent

Der Assay wird im Endvolumen von 200 ul durchgefuhrt. Zuerst fertigt man eine
Eichreihe der siRNA zwischen 1 ng und 10 ng an (10-100 pl 100 ng/ml siRNA).

Das Ribo Green verdinnt man 1:2000 in TE-Puffer. Zu jedem Ansatz werden 100 pl
Ribo Green zugegeben, dann inkubiert man 5 min bei Raumtemperatur und misst die
Fluoreszenz bei 485/520 nm. Die Ansétze werden mit je 4 pl 10 % Triton
(Endkonzentration 0,2 mM) versetzt. Diese Eichkurve dient spéater fur die Bestimmung
der in Liposomen eingeschlossenen Menge an siRNA. Nach ca. 15 min misst man
noch einmal die Fluoreszenz. Die Ergebnisse werden graphisch in ein Diagramm
eingetragen (je eine Kurve mit und ohne Triton) und Eichgeraden mit den dazu
gehdrigen Gleichungen aus den Werten generiert.

Die Liposomen verdinnt man in zwei verschiedenen Konzentrationen (z.B. 1:50 und
1:100) und misst 2-3 verschiedene Volumina der Verdiinnungen (z.B. 5, 10 und 15 pli
der Verdiinnungen ad 100 pl TE plus 100 pl Ribo Green Reagenz) ohne und mit Triton.
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Die errechnete Konzentration der siRNA einer Formulierung muss bei den
verschiedenen Messungen in etwa Ubereinstimmen. Ist dies nicht der Fall, lag man mit
der siRNA-Menge auRerhalb der Eichkurven und sollte diese Werte nicht in die
Berechnung der Konzentration einflieRen lassen. Die Effizienz, mit der die siRNA in
verschiedene Formulierungen eingeschlossen werden konnte zeigt die Tabelle 2.

Tabelle 2: Einschluss siRNA antiGFP in amphotere Liposomen

Formulierung Zusammensetzungen | Effizienz
POPC/MoChol/Chems/Chol 50:10:30:10 8,7%
DMPC/HistDG/Chol 50:10:40 8,7%
DMPC/MoChol/DGSucc/Chol 20:10:30:40 6,1%
DMPC/DOTAP/DGSucc/Chol 20:10:30:40 20,5%
DMPC/HistChol/Chol 50:10:40 56,4%
POPC/MOChol/DPPS/Chol 40:10:10:40 58,4%
POPC/MoChol/DGSucc/Chol 20:10:30:40 8,1%
DMPC/MOChol/DGSucc/Chol | 35:10:15:40 21%
POPC/MoChol/DGSucc/Chol 35:10.15:40 16,8%
DMPC/AC/Chol 50:10:40 30,4%
DMPC/HisChol/DPPS/Chol 35:10:15:40 30,1%
DMPCl/isoHistSuccDG/Chol 50:10:40 21,1%
DMPC/MoChol/DG-Succ/Chol  [40:10:10:40 49%
DMPC/HisChol/DPPS/Chol 35:10:15:40 46%

Test von siRNA-haltigen Liposomen im Serum

Unmodifizierte siRNA wird im Serum sehr schnell abgebaut. Um den schiitzenden
Effekt der Liposomen auf die siRNA zu untersuchen, wird wie im Folgenden dargestellt
vorgegangen.

Die Konzentration der eingeschlossenen siRNA wird vor dem Serumtest bestimmt. Fir
jeden zu testenden Zeitpunkt werden Liposomen mit je 4 ug siRNA pro Zeitpunkt
eingesetzt. Getestete Zeitenpunkte: Null, 1 h, 2 hund 4 h.

Die Liposomen mit 4 pg siRNA im Innern werden auf 60 ul Volumen verd innt mit dem
Puffer, in welchem sich die Liposomen befinden (tiblicherweise 10 mM Hepes, 150 mM
NaCl, pH 7,5). Zu den Ansétzen werden 60 pl Serum zugegeben und bis zu den
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entsprechenden Zeitpunkten bei 37 °C inkubiert. Der Nullzeitpunkt wird separat
bestimmt.
Eine  Phenol/Chloroform-Extraktion wird mit PLG-Eppis (Phase-Lock-Gel-
Eppendorfréhrchen) durchgefiihrt fir eine gute Trennung der Serumbestandteile und
der Lipide von der siRNA. Die PLG-Eppis werden fur 1 min bei 13 000 rpm zentrifugiert
und auf Eis gestellt (im folgenden wird bei max. 4 °C gearbeitet). In die PLG-Eppis gibt
man 280 pl Puffer (wie oben) und 45 pl 5 M NaCl.
In diese Losung kommt der Ansatz der Liposomen im Serum (120 pl). Sofort danach
erfolgt die Zugabe von 300 ul Phenol/Chloroform-Gemisch. Fur den Nullwert gibt man
zum Puffer mit NaCl in das PLG-Eppi auch 60 ul Serum. Alles wird sofort gemischt.
Es folgt eine Zentrifugation fr 10 min bei 13 000 rpm und 4 °C. die wassrige Phase
enthélt die freie siRNA. Auf den Gradienten werden weitere 300 pl Chloroform gegeben
und kurz gemischt. Nach einer weiteren Zentrifugation wie oben ist die wassrige Phase
klar und kann méglichst vollstandig abgenommen werden. Die siRNA wird nun aus der
wassrigen Phase gefallt. Zur siRNA-Lésung gibt man 1/10 Volumen 3 M NaOAc, pH
5,2 und 2,5 Volumenteile Ethanol. Die Lésung wird gut durchmischt und die siRNA 1 h
bei =70 °C ausgefallt. Eine weitere Zentrifugation bei 4°C, 13 000 rpm ftr 10 min folgt.
Dabei pelletiert die siRNA. Der Uberstand wird vollstandig abgenommen und das
Pellet wird mit 200 pyl 70 % Ethanol gewaschen und fiir ca. 10 min getrocknet. Die
siRNA wird in 5 pl Wasser wieder gelost.
Die Qualitat der siRNA wird im denaturierenden und méglicherweise auch im nativen
Acrylamidgel Uberpriift.

Nachweis der Doppelstringigkeit von siRNA im nativen Acrylamidgel

Die Qualitat von siRNA wird Uber die vollstdndige Lénge der Einzelstrdnge und die
Doppelstrangigkeit definiert. Mittels eines nativen Acrylamidgels kann man die
Doppelstrangigkeit einer siRNA (iberpriifen, da sich doppelstréangige siRNA langsamer
im nativen Gel bewegt, als die Einzelstrange.

Das Gel muss mit TBE-Puffer 30 min vorlaufen (80 V, 100 mA), um die erforderliche
Temperatur zu bekommen.

Es werden hochstens 2 pg siRNA pro Slot aufzutragen, da sonst das Gel Uberladen
wird. Die Proben werden in einem Gesamtvolumen von 9 pl aufgenommen. Darauf gibt
man 1 pl Blue Juice-Ladepuffer. Die Proben werden auf das vorgelaufene Gel
aufgetragen und fur 1 h bei 100 mA aufgetrennt.

Farben des Gels:
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Das Gel wird nach der Elekirophorese aus der Apparatur enthommen. Auf das Gel
werden ca. 200 ml Stains All Gebrauchslésung (20 ml Stammlésung, 180 ml
Formamid, 200 ml Wasser gegeben. Das Gel wird im Dunklen fur 30 —60 min in der
Stains All-Lésung geféarbt. Danach wird die Lésung vom Gel genommen und das Gel
wird unter Lichtzutritt im Wasser entfarbt (ca. 30 min-2 h je nach Lichtintensitat). Die
siRNA bleibt gefarbt, wohingegen der Hintergrund wieder véllig entfarbt wird.

Beispiel 6
In vitro Aufnahme von amphoteren Liposomen mit Cy3-BCL2-Antisense in
HepG2 Zellen

HepG2 Zellen werden 2 Tage vor der Transfektion in 96-Wellplatien ausgesat, so dass
sie am Tag der Transfektion eine Zelldichte von 60 — 80% zeigen (0,02-0,2 x 10 ° in
100 yl, i.d.R. 1 x 10 4. Es werden 2 Platten (Zentrifugation u. Kontrollinkubation)
vorbereitet, die ansonsten identisch behandelt werden.

Transfektion:

Vortemperierung der Zentrifuge (Biofuge Stratos, Heraeus), Rotor # 3048 fur
Mikrotiterplatten. Cy3-Bcl2-Antisense-haltige Liposomen werden auf eine einheitliche
Konzentration mit 10 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7.5 (HBS) eingestellt (Cy-3 ist ein
rot floureszierender Marker).

Herstellung der Liposomenverdinnungen (mit und ohne Cargo) sowie
Transfektionsmix  von  kommerziellen  Kontrolltransfektionsreagenzien  (z.B.
Lipofectamine 2000, Oligofecatmine, siPort Amine, siPort Lipid) auf 96-Well Platte mit
serumfreiem Medium (ca. 160 ng Antisense/well). Die Liposomenverdiinnung wird in
einem Volumen von 25 - 50 pul zu den Zellen gegeben werden.

Die Zellen werden mit serumfreien Medium gewaschen (1x) und mit serumhaltigen
oder serumfreien Medium versetzt, z.B. je Well 75 I, wenn die
Liposomenverdiinnungen so hergestellt wurden, dass die entsprechende Menge
antisense/Well in 25 pl enthalten ist.

Eine Multiwellplatte wird bei 1,500 rpm (342 g), 1h, 37°C zentrifugiert, die Kontrollplatte
1 h inkubiert (37°C, 5% CO,). AnschlieRend werden beide Platten 3 h inkubiert (37°C,
5% COy).
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Medium aller Wells komplett entfernen, 1 x mit PBS waschen, 2 x mit serumhaltigen
Medium; Zusatz von serumhaltigen Medium zu allen Wells, mikroskopische Kontrolle
auf Vitalitat, anschlielend beide Platten Giber Nacht inkubieren (37°C, 5% CO,).

Am Tag nach der Transfektion wird die Aufnahme von Liposomen in die Zellen
floureszenzmikroskopisch untersucht. In Abbildung 3 wird Fluoreszenz-aufnahme
neben einer Phasenkontrastaufnahme zur Zelllokalisierung gezeigt.

Beispiel 7
Bestimmung der Serumstabilitat von amphoteren Liposomen ohne und mit
Cholesterol und/oder Matrixlipid

EinschluB von FITC-Dextran in amphotere Liposomen

Folgende Formulierungen wurden mit 15 mg/ml FITC-Dextran hergestellt (in 10 mM
Hepes, 150 mM NaCl pH 3.9 (HAc) wie bei Hafez IM, Ansell S, Cullis PR: Tunable pH-
sensitive liposomes composed of mixtures of cationic and anionic lipids. Biophys J.
2000 Sep;79(3):1438-46.).

E1 DC-Chol / DOPA (66/34)

E2 DC-Chol / DOPA / Chol (40/20/40)

E3 DMPC / DC-Chol / DOPA (60/27/13)

E4 DMPC / DC-Chol / DOPA / Chol (20/27/13/40)
ES DMPC / DC-Chol / DOPA / Chol (30/20/10/40)
E6 DMPC / DC-Chol / DOPA / Chol (40/13/7/40)

Die Liposomen wurden nach der Extrusion flotiert, um das outside FITC-Dextran
abzutrennen. Am Zetasizer wurden bei pH 3,9 (10 mM Hepes 150 NaCl HAc) bzw. pH
9.0 (10 mM Tris 150 mM NacCl) folgende Daten gemessen:

Probe KCps ZETA Z ave[nm] Pl
E1(pH=3,9) 1352 27.0+ 34 215.9 0.109
E1(pH=9,0) 1276 -40,2 +0 185,2 0,126
E2 (pH=3,9) 2664 28.0+1.0 266.5 0.162
E2 (pH=9,0) 2564 -38,0+ 2,9 235,5 0,177
E3 (pH=3,9) 1061 24.0+1.6 184.8 0.128
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E3 (pH=9,0) 1135 ,5+1,2 161,6 0,109
E4 (pH=3,9) 1338 21.3+3.3 202.6 0.081
E4 (pH=9,0) 1186 -24,2 +0,6 166,6 0,122
E5 (pH=3,9) 1033 21.9+ 3.8 186.8 _0.102
E5 (pH=9,0) 1130 146+1,9 158,1 0,089
E6 (pH=3,9) 1228 11.2+3.3 175.1 0.141
E6 (pH=9,0) 1086 104 +3,3 147,3 0,093

Test der FITC-Dextran haltigen Liposomen im Serum

Zum Test der Stabilitat dieser Formulierungen in Humanserum wurden ~ 1 mM
Liposomen 3 Stunden bei 37°C in Humanserum inkubiert und danach flotiert. Sowohl in
der nicht flotierten Probe als auch in der unteren Schicht (Serum-Schicht) der flotierten

Probe wurde die Fluoreszenz bestimmt und daraus das cargo release berechnet. Der

Anteil outside FITC-Dextran zu Testbeginn wurde durch entsprechende Verdinnung in
Puffer pH 3.9 und anschlieRende Flotation auf die gleiche Weise bestimmt.

% outside bei

% release nach Serum-

Testbeginn Inkubation
E1 13,2+ 1,2 37,0+ 54
E2 252+11 52,2+ 4.2
E3 8,6 40,4+ 1,6
E4 12,0 18,1+ 0,3
E5 12,0 21,2+1,6
E6 7,6 20,0+ 0,6

Alle Formulierungen, die sowohl 40% Cholesterol als auch Matrix-Lipid enthalten (E4,
ES5, E6) sind stabiler als die Formulierungen, die nur Cholesterol (E2) oder nur Matrix-
Lipid (E3) oder keines von beiden (E1) enthalten.
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Patentanspriiche

Serumstabile amphotere liposomale Formulierungen mit mindestens einem Wirkstoff

im wassrigen Innenraum, dadurch gekennzeichnet, dass

die Liposomen

- neutrale Lipide mit einem Membrananteil von 10 - 60 mol% umfassen,

- Cholesterol mit einem Anteil von 30 — 50 mol%,

als ladungstragende Lipide entweder

- amphotere Lipide mit einem Anteil von 5 — 30mol%,

oder

- Mischungen von kationischen und anionischen Lipiden mit einem Gesamtanteil von
hdchstens 50 mol%, umfassen

und der Wirkstoff mindestens ein Oligonukleotid umfasst.

Liposomale Formulierung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
das Cholesterol einen Anteil von 35 — 45 mol%, die amphoteren Lipide einen Anteil von
5 — 20 mol% und/oder die Mischungen einen Anteil von 15 — 45 mol% aufweisen.

Liposomalen Formulierung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass

die Oligonukleotide aus 5-100, bevorzugt aus 5-40 und besonders bevorzugt aus 10-25
Desoxyribonukleotiden, Ribonukleotiden oder deren chemisch-modifizierten Derivaten
aufgebaut sind.

Liposomalen Formulierung nach einem der Anspriliche 1 bis 3, dadurch
gekennzeichnet, dass

die Oligonukieotide als Einzelstrang, als Doppelstrang oder in komplexer Faltung
vorliegen.

Liposomale Formulierung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass

die Einzelstrénge als Antisense-Oligonukleotide, die Doppelstrange als small-
interfering RNA und/oder Decoy-Oligonukleotide und/oder die komplexen Faltungen als
Aptamere und/oder Spiegelmere vorliegen.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
dass
das Oligonukleotid ein Aptameres ist.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 6, dadurch gekennzeichnet,

dass
ERSATZBLATT (REGEL 26)
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das Oligonukleotid ein Spiegelmeres ist.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung
DMPC/MoChol/DMPS/Chol 40:10:10:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung
DMPC/AC/Chol 50:10:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung
DMPC/HisChol/DPPS/Chol 35:10:15:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung
DMPC/lIsohistsuccDG/Chol 50:10:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung
DMPC/MOChol/DGSucc/Chol 35:10:15:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung
DMPC/MoChol/DGSucc/Chol 40:10:10:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung
POPC/MoChol/DGSucc/Chol 35:10:15:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung DMPC/HistSuccDG/Chol
50:10:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung
POPC/MoChol/DPPS/Chol 40:10:10:40 hat.

ERSATZBLATT (REGEL 26)



10

15

20

25

30

35

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

WO 2005/094783 PCT/DE2005/000589

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung DPPC/DOTAP/DG-
Succ/Chol 20:10:30:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung DPPC/HistChol/Chol
50:10:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung DPPC/HistSuccDG/Chol
40:20:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung DPPC/MoChol/DG-
Succ/Chol 20:10:30:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung POPC/HcChol/Chol
50:15:35 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung DPPC/HcChol/Chol
50:15:35 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung POPC/HistPS/Chol
50:15:35 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung DPPC/HistPS/Chol
50:15:35 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung POPC/AC/Chol 50:15:35
hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung DPPC/AC/Chol 50:15:35

hat.
° ERSATZBLATT (REGEL 26)



10

15

20

25

30

35

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

WO 2005/094783 PCT/DE2005/000589

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung DPPC/HistChol/Chol
50:15:35 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 -5, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung POPC/HistChol/Chol
50:15:35 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung DMPC/MoChol/DG-
Succ/Chol 20:10:30:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung POPC/HistSuccDG/Chol
50:15:35 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung
DPPC/IsoHistSuccDG/Chol 50:15:35 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung DPPC/HistSuccDG/Chol
50:15:35 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung
POPC/IsoHistSuccDG/Chol 50:15:35 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung DMPC/MoChol/DG-
Succ/Chol 20:10:30:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,

dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung
POPC/MoChol/Chems/Chol 40:10:10:40 hat.
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Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung DMPC/HistChol/Chol
50:10:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung
POPC/DOTAP/Chems/Chol 30:10:20:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung
DMPC/HisChol/DGSucc/Chol 40:10:10:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung
POPC/HisChol/Chems/Chol 40:10:10:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung
DMPC/MoChol/Chems/Chol 40:10:10:40 hat.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 - 7, dadurch gekennzeichnet,
dass die liposomale Membran die molare Zusammensetzung
POPC/MoChol/DGSucc/Chol 30:20:10:40 hat.

Verwendung einer liposomalen Formulierung nach einem der vorhergehenden
Anspriiche zur Herstellung eines Arzneimittels zur therapeutischen Behandiung eines

Séugetieres.

Verwendung einer liposomalen Formulierung nach dem vorhergehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, dass das Sdugetier ein Mensch ist.

Verwendung einer liposomalen Formulierung nach Anspruch 42 oder 43 zur
parenteralen Applikation, bevorzugt zur intravendsen Applikation.

Liposomale Formulierung nach einem der Anspriiche 1 bis 41, dadurch
gekennzeichnet, dass sie einen oder mehrere Wirkstoffe enthalt.
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Figur 1
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Abkiirzungen und chemische Formeln verwendeter Lipide
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Figur 2

Pipetierschema flir den Serumtest

A und B C bis G (Analog den
H (£t = 24 h)
(t = null) anderen Zellen)
1 Basis
Formulierung 1
2 Triton
3 Basis
Puffer Formulierung 2
4 Triton
5 Basis
Formulierung 3
6 Triton
7 Basis
Formulierung 1
8 Triton
9 Basis
Serum Formulierung 2
10 Triton
11 Basis
Formulierung 3
12 Triton
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Figur 3
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