(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorganisation fiir geistiges Eigentum
Internationales Biiro

A 0 0O

(10) Internationale Veroffentlichungsnummer

WO 2004/100927 A2

(43) Internationales Veroffentlichungsdatum
25. November 2004 (25.11.2004)

(51) Internationale Patentklassifikation”: A61K 9/127 (81) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
Jede verfiigbare nationale Schutzrechtsart): AE, AG, AL,
(21) Internationales Aktenzeichen:  PCT/DE2004/001020 AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BW, BY, BZ, CA, CH,

CN, CO, CR, CU, CZ, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, HI,
GB, GD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE,
KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD,
MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NI, NO, NZ, OM, PG,
PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, SG, SK, SL, SY, TJ, TM,

(22) Internationales Anmeldedatum:
10. Mai 2004 (10.05.2004)

(25) Einreichungssprache: Deutsch TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM,
ZW.
(26) Veroftentlichungssprache: Deutsch
(84) Bestimmungsstaaten (soweit nicht anders angegeben, fiir
(30) Angaben zur Prioritiit: Jjede verfiigbare regionale Schutzrechtsart): ARTPO (BW,
10322 123.9 12. Mai 2003 (12.05.2003) DE GH, GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG,
102004017996.4 10. April 2004 (10.04.2004) DE ZM, ZW), eurasisches (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU,
TJ, TM), europdisches (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK,
(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungsstaaten mit Ausnahme von EE, ES, F, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PL, PT,
US): NOVOSOM AG [DE/DE]; Weinbergweg 22, 06120 RO, SE, SI, SK, TR), OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA,
Halle (DE). GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).
(72) Erfinder; und Veroffentlicht:
(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): PANZNER, Steffen ~— ohne internationalen Recherchenbericht und erneut zu ver-
[DE/DE]; Blumenstrasse 9, 06108 Halle (DE). LUTZ, dffentlichen nach Erhalt des Berichts
Silke [DE/DE]; Schleiermacherstrasse 34, 06114 Halle
(DE). Zur Erklirung der Zweibuchstaben-Codes und der anderen Ab-

kiirzungen wird auf die Erkldrungen ("Guidance Notes on Co-
(74) Anwilte: LANGE, Sven usw.; Gulde Hengelhaupt Ziebig  des and Abbreviations”) am Anfang jeder reguldren Ausgabe der
& Schneider, Wallstrasse 58/59, 10179 Berlin (DE). PCT-Gazette verwiesen.

(54) Title: INJECTABLE DEPOTS CONSISTING OF LIPOSOMAL AGGREGATES FOR THE DELIVERY OF ACTIVE SUB-
STANCES

(54) Bezeichnung: INJIZIERBARE DEPOTS AUS LIPOSOMALEN AGGREGATTEN ZUM WIRKSTOFFDELIVERY

04/1009277 A2 IR 0 OO O

@ (57) Abstract: The invention relates to formulations of liposomes and polymers for the production of an injectable depot of active
@\ substances, having a long-term release and effect in a mammal.

O

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft Formulierungen aus Liposomen und Polymeren zur Herstellung eines injizierbaren
Depots von Wirkstoffen, das eine langanhaltende Freisetzung und Wirkung in einem Sdugetierorganismus aufweist.



WO 2004/100927 PCT/DE2004/001020

Injizierbare Depots aus liposomalen Aggregaten
zum Wirkstoffdelivery

Die Erfindung betrifft die Verwendung eins Depotsystems zur
verzdgerten Wirkstofffreisetzung 1in Grundlagenforschung und

Medizin.

Peptid- und Proteinwilirkstoffe werden im Korper nach
Applikation sehr schnell abgebaut oder ausgeschieden und
miissen daher durch wiederholte Injektionen verabreicht werden.
Un die ”pétient compiiiance“ zu erhdhen wird ein geeignetes
Deliverysystem benotigt, das den Wirkstoff im Korper vor Abbau
schiitzt und ihn nur langsam in die Blutbahn freigibt. Als
solche Deliverysysteme werden Depotsysteme eingesetzt, die
subkutan oder intramuskuldr injiziert werden. Liposomen sind
eine mdgliche Form eines solchen Tragersystems. Sie sind
aufgebaut aus einer oder mehreren Lipid-Doppelschichten und
umschlieBen in ihrem Innern ein wéassriges Kompartiment, in
welches wasserlosliche Substanzen eingeschlossen werden
kénnen. In die Lipid-Doppelschicht koénnen lipophile Substanzen

eingebaut werden.

Fiir Depotsysteme finden nach dem Stand der Technik Liposomen
Verwendung, die aus neutralen, anionischen oder PEG-Lipiden
zusammengesetzt sind, etwa in der WO 9920301 fiir ein Depot von
y-Interferon, in Diabetes 31 (1982), 506-511 fir ein Depot von
Insulin; weiterhin in Proc. Natl. Acad. Sci. 88 (1991)zur

Vakzinierung.

In BBA 1328 (1997), 261-272 werden verschiedene 1liposomale
Systeme (unilamellar und multilamellar) aus Ei-PC, Ei-PG,
DPPC, DPPG, PS und Cholesterin auf deren Aufnahme ins
Lymphsystem und der Bioverteilung nach subkutaner Gabe hin
untersucht. Der Review-Artikel Advanced Drug Delivery Reviews
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50 (2001), 143-156 schlieBt an diese Untersuchungen an. Hier
wird gezeigt, dass kleinere Liposomen (<150nm) aus einem

subkutanen Depot in die Lymphe auswandern.

Nach dem Stand der Technik werden also neutrale und negativ
geladene Liposomen fiir liposomale Depotsysteme verwendet. Die
Liposomen missen eine MindestgroBe aufweisen, um nicht in die

Lymphe abzuwandern.

In welteren Verdffentlichungen wird auf diese
Grossenabhdngigkeit Bezug genommen und die kleinen Liposomen
werden in verschiedene Matrizes verpackt, mit deren Hilfe eine
Abwanderung verhindert wird. Solche Grundstrukturen kénnen aus
synthetischen Polymeren bestehen (Bos et al. Biopharm Europe,
Nov. 2001, 64-74, Bezemer et al. J. Controlled release 62
(1999) 393-405), Stenekes et al. Pharm. Res. 17 (2000), 690-
695) oder natiirliche Strukturen wie ein Fibrinnetzwerk nutzen
(Meyenburg et al., J. Controlled Release 69 (2000), 159-168).

Oft wirken sich jedoch solche Polymere, insbesondere unter in
vivo-Bedingungen, nachteilig auf die Stabilitit der Liposomen
aus. So erreichen Meyenburg et al. nur eine kurze
Halbwertszeit von Tagen, die nicht wesentlich iber der des

freien Wirkstoffs liegt.

Einen weilteren BAnsatz zur steuerbaren Freisetzung von in
Liposomen eingeschlossenen Wirkstoffen wird in der Publikation
von Cullis et al. beschrieben (BBA 1565 (2002) 129-135).
Doxorubicin wurde in anionische Liposomen eingeschlossen und
mit kationischen Liposomen in Kontakt gebracht, wodurch es zu
einem schnellen Austritt des Wirkstoffes kam. Durch Anderung
der Liposomenzusammensetzung konnte die Austrittsphase des
Wirkstoffes 1in einer in vitro Versuchsanordnung auf mehrere
Stunden verlangert werden. Flr zahlreiche Anwendungen sind in
vivo jedoch Monatsdepots erforderlich, die bisher aber noch

nicht bereitgestellt werden konnten.

Aufgabe der Erfindung war es daher, neue stabile liposomale
Depotformulierungen bereitzustellen, die eine langanhaltende

Freisetzung des Wirkstoffes 1ber mindestens eine Woche



10

15

20

25

30

35

WO 2004/100927 PCT/DE2004/001020

erreichen und eine gute Vertriglichkeit im Organismus

aufweisen, insbesondere in einem Sdugetierorganismus.

Die Erfindung 1lo6st dieses technische Problem durch die
Verwendung eines Depotsystem Zur verzbgerten
Wirkstofffreisetzung umfassend anionische Liposomen mit (a)
gesattigten synthetischen Phosphatidylcholinen ausgewdahlt aus
der Gruppe DMPC, DPPC und/oder DSPC, (b) Cholesterol mit einem
Anteil von 35 bis 50 mol%, (c) anionischen Lipide ausgewahlt
aus der Gruppe DMPG, DPPG, DSPG, DMPS, DPPS und/oder CHEMS mit
einem Anteil von 5 bis 20 mol% an der Liposomenmembran sowie
mindestens einem Protein- und/oder Peptidwirkstoff und einem
kationisches Polymer. Durch die Verwendung dieser Formulierung
der Wirkstoffe liegen sie insbesondere bei der Anwendung als
Depot in Form von Aggregaten vor. Solche liposomalen Aggregate
sind aus anionischen Liposomen und kationischen Polymeren

aufgebaut.

Die erfindungsgemdaBe Lipidzusammensetzung enthdlt gesadttigte
Gertistlipide und Cholesterol, die flir eine Integritat der
Liposomen auch im aggregierten Zustand sorgen und
vorteilhafterweise so einen besseren Schutz des Wirkstoffes
bewirken bzw. auch eine ladngere Depotdauer. Die anionischen
Lipide bewirken durch ihre Wechselwirkung mit den kationischen
Polymeren mit Vorteil eine Bildung von Aggregaten, welche
durch ihre GroRe und Ladung bzw. durch Aggregation mit
Serumkomponenten und Komponenten der Interstitialflissigkeit
an der Einstichstelle verbleibt und z.B. nicht in die Lymphe

abwandert.

Die ' erfindungsgem&dlen liposomalen Aggregate besitzen
vorteilhafterweise eine Depotdauer von mindestens eine Woche,
bevorzugt mehr als 10 bis 14 Tage, ganz besonders bevorzugt

mehr als 3 Wochen.
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Der Herstellungsprozess kann vorteilhafterweise ohne
organische nicht mit Wasser mischbaren Loésungsmittel
durchgefithrt werden, die regulatorische Probleme verursachen
kénnen, da sie schwierig vollstandig zu entfernen sind oder

den Wirkstoff - wie z.B. die Proteine - schadigen.

In einer besonders vorteilhaften Ausfiihrung werden kationische
Liposomen als aggregatbildenden Polymere verwendet. Die
Aggregate konnen wdhrend der Produktion gebildet werden und
bei der Anwendung fertig vorliegen. Es ist aber auch méglich,
beide Komponenten als Losung bzw. Suspension erst kurz vor der
Anwendung oder unmittelbar dabei zu mischen. Die Herstellung
der liposomalen Container und die Bildung der groBeren
Aggregate sind zwel Prozessschritte, wobel sich jeder dieser
Schritte vorteilhaft so gestalten 1lasst, dass =sich die
betreffenden LOsungen oder Suspensionen steril filtrieren
lassen. Somit entstehen die groberen Aggregate, mit denen ein
Wegdiffundieren von der Einstichstelle vermieden wird, erst in

einem nachgelagerten und sehr einfachen Prozessschritt.

Verfahren zum Einschluss von wasserldslichen Protein- und/oder
Peptidwirkstoffen in Liposomen sind dem Fachmann bekannt:
Extrusion durch Polycarbonat-Membranen, Ethanolinjektion oder

Hochdruckhomogenisation.

In einer welteren bevorzugten Ausfilhrung der vorliegenden
Erfindung werden Liposomen, die aus neutralen und anionischen
Lipiden aufgebaut sind, als liposomales Depotsystem fiir die
verzdgerte Freisetzung von  therapeutischen Peptiden und
Proteinen verschiedenster Molmassen eingesetzt. J. Pharm.
Sci., 89' (3), 297-310, 2000 offenbart die absolute
Bioverfiigbarkeiten verschieden groler Peptide und Proteine
nach subkutaner Applikation an, wobeli mit zunehmender Molmasse
keine signifikante Verringerung der Bioverfligbarkeit
beobachtet wird. Depotsysteme fir Membranproteine sind nicht
Gegenstand der erfindungsgemafen Lehre.

Da therapeutische Peptide und Proteine im Korper sehr schnell
abgebaut werden, mnmissen diese durch wiederholte Injektionen
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verabreicht werden. Die flir diese Ausfilhrung der Erfindung
relevanten Peptide und Proteine, deren Analoga, zugehdrige
Peptide, Fragmente, Inhibitoren und Anatagonisten, umfassen:

Transforming growth factors (TGF~alpha, TGF-beta),
Interleukine (z.B. IL-1, IL-2, IL-3), Interferone (IFN-alpha,
IFN-beta, IFN-gamma), Calcitonine, Insulin-like growth factors

(IGF-1, IGF-2), Parathyroid hormone, Granulozyten-
stimulierender Faktor (GCSF), Granulozyten-Makrophagen
stimulierender Faktor (GMCSF), Makrophagen stimulierender

Faktor (MCSF), Erythropoetin, Insuline, Amyline, Glucagone,
Lipocortine, Wachstumshormone, Somatostatin, Angiostatin,
Endostatin, Octreotid, Gonadotropin releasing hormone (GNRH),
Luteinizing hormone releasing hormone (LHRH) und wirksame
Agonisten wie Leuprolidacetat, Buserelin, Goserelin,
Triptorelin; Platelet-~derived growth factor;
Blutgerinnungsfaktoren (z.B. Faktor VIII, Faktor IX),
Thromboplastin-Aktivatoren, Gewebe Plasminogen Aktivatoren,
Streptokinase, Vasopressin, Muramyldipeptide (MDP), Atrial
naturetic factor (ANF), Calcitonin gene-related Peptid (CGRP),
Bombesin, Enkephaline, Enfuvirtide, Vasoaktives intestinales
Peptid (VIP), Epidermal growth factor (EGF), Fibroblast growth
factor (FGF), Growth hormone releasing hormone (GRH), Bone
morphpogenetic proteins (BMP) , Antikdrper und
Antikorperfragmente (z.B. scFv-Fragmente, Fab-Fragmente),
Peptid T und Peptid T Amide, Herpes Virus Inhibitor, Virus
Replikations Inhibitions Faktor, Antigene und
Antigenfragmente, losliches CDh4, ACTH und Fragmente,
Angiotensine, und  ACE Inhibitoren, Bradykinin (BK),
Hypercalcemia malignancy factor (PTH like adenylate cyclase-
stimulating protein), beta-casomorphins, chemotactic peptides
and inhibitors, corticotropin releasing factor (CRF),
caerulein, cholecystokinins + Fragmente und Analoga, Galanin,
gastric inhibitory polypeptide (GIP), gastrins, gastrin
releasing peptide (GRP), motilin, PHI peptides, PHM peptides,
peptide YY, secretins, melanocyte stimulating hormone (MSH),
neuropeptide Y (NPY), neuromedins, neuropeptide K,
neurotensins, phosphate acceptor peptide (c-AMP protein kinase
substrates), Oxytocine, substance P, TRH - sowle Fragmente,
Analoga und Derivate dieser Stoffe.
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In einer weilteren bevorzugten Ausfihrungsform werden
wasserldsliche Wirkstoffe oder wasserldsliche Wirkstoff-
Derivate folgender Wirkstoffklassen verwendet:

- Antibiotika, bevorzugt Rifamycin SV Na-Salz, Rifampicin,
Tetracyclinhydrochlorid, Kanamycin, Penicillin G,
Ampicillin und/oder Novobiocin,

- Antimykotika, bevorzugt Anphotericin B und/oder
Flucytosin,

- Cytostatika, bevorzugt Doxorubicin, Daunorubicin,
Vincristin und/oder Cytarabin,

-  Glucocorticoide, bevorzugt Dexamethason, Prednisolon,
Hydrocortison und/oder Betamethason.

Neben den genannten Wirkstoffklassen konnen auch Kohlenhydrate
wie z.B. Heparin oder Hyaluronsaure fiir diese Erfindung
relevante Wirkstoffmolekiile sein. Keine geeigneten Wirkstoffe
im Sinne der Erfindung sind Membranproteine, die sich nur

schlecht in den Innenraum von Liposomen einbringen lassen.

Als Lipide fur die wirkstoffbefiillten Liposomen kommen
membranbildende und membranstdndige Lipide in Frage, wobeil
diese natirlichen oder synthetischen Ursprungs sein ko&nnen.
Hierzu zahlen insbesondere Cholesterin und Derivate,
Phosphatidylcholine, Phosphatidylethanolamine als neutrale
Lipide. Besonders bevorzugt werden die vollstandig gesattigten
Verbindungen dieser Klasse verwendet, beispielsweise

- Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC)

- Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) und/oder

- Distearoylphosphatidyl-cholin (DSPC).

Bevorzugte anionische Lipide zur Ausfihrung der Erfindung sind
bevorzugt Cholesterolhemisuccinat (CHEMS) ,
Phosphatidylglycerole, Phosphatidylserine und
Phosphatidsduren. Daneben kdnnen weitere membranbildende oder
membranstandige Substanzen mit negativer Ladung, wie 2z.B.
Alkylcarbonsauren oder Dialkylphosphate mit Alkylketten
zwischen 16 und 20 C-Atomen in die liposomalen Bilayer

eingebaut werden.
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In einer besonders bevorzugten Zusammensetzung werden
gesattigte synthetische Phosphatidylcholine, wie DMPC, DPPC
oder DSPC, Cholesterol und die anionischen Lipide DMPG, DPPG,
DSPG oder DMPS, DPPS oder CHEMS verwendet, wobel ganz
besonders bevorzugt der Anteil der anionischen Lipide in der
Liposomenmembran zwischen 5 und 20 mol®% betragt und der Anteil
des Cholesterols zwischen 35 und 50 mol$% betragt.

Die GroRe der Liposomen variiert von 20-1000 nm, insbesondere
von 50-800 nm, bevorzugt wvon 50~-500 nm und ganz besonders

bevorzugt von 50-300 nm.

Fiir die Herstellung der Liposomen werden nach dem Stand der
Technik etablierte Verfahren, wie Extrusion durch
Polycarbonat-Membranen, Ethanolinjektion ‘ oder

Hochdruckhomogenisation verwendet.

Verfahren zum Einschluss von wasserldslichen Wirkstoffen in
Liposomen sind dem Fachmann bekannt. Fir den Einschluss des
gewlinschten Wirkstoffes in die Liposomen wird dieser in einer
Pufferldsung geldst, mit welcher dann die Liposomen
hergestellt werden. Beil dem sogenannten passiven Einschluss
zahlt das relative Volumen, das von den gebildeten Liposomen
umschlossen wird. Die Einschlusseffizienz wird beim passiven
Einschluss mit 2zunehmender Lipidkonzentration gesteigert, da
das von der Lipiddoppelschicht umschlossene

Fliissigkeitsvolumen zunimmt.

Der passive Einschluss wird bevorzugt dann verwendet, wenn
groBe Mengen eines gut 16slichen Wirkstoffes eingeschlossen
werden sollen. Daflir werden Liposomen mit einer
Lipidkonzentration wvon 30 bis 150 mM, bevorzugt mit einer
Lipidkonzentration wvon 50 bis 120 mM und ganz besonders
bevorzugt einer Lipidkonzentration wvon 80 bis 110 mM in
Gegenwart des geldsten Wirkstoffes hergestellt.

Ein weiteres Verfahren zum Einschlul von wasserldslichen
Wirkstoffen ist das sogenannte ,Advanced Loading“-Verfahren,
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welches in der in WO 01/34115 A2 Dbeschrieben ist und deren
Offenbarungsgehalt an dieser Stelle mitaufgenommen wird. Um
hohe Einschlusseffizienzen zu erzielen, wird der Wirkstoff in
einer weiteren BAusfithrung der Erfindung mittels des Advanced
Loading Verfahrens in die Liposomen eingeschlossen. Dieses
Verfahren wird bevorzugt dann verwendet, wenn der Wirkstoff
mdglichst effizient und damit z.B. kostensparend in die
Liposomen eingeschlossen werden soll. Bei diesem Verfahren,
das auf einer Wechselwirkung zwischen Wirkstoff und
membranbildenden Substanzen beruht, wird bei niedrigen
Tonenstidrken und bel einem pH-Wert gearbeitet, bei welchem der
Wirkstoff in einem kationischen Ladungszustand vorliegt, um
mit der anionischen Liposomenembran eine reversible

elektrostatische Wechselwirkung einzugehen.

Die Ladung der Wirkstoffe Dbei einem gegebenen pH kann aus
Datenbanken entnommen werden, etwa der SWISS-PROT oder 1l&sst
sich nach bekannten Algorithmen berechnen.

In einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung wird das
passive Einschlussverfahren mit dem Advanced Loading Prozess
kombiniert. Bei diesem Verfahren wird der Advanced Loading
Prozess mit einer Lipidkonzentration wvon 30 bis 150 mM,
bevorzugt mit einer Lipidkonzentration wvon 50 bis 120 mM und
ganz besonders bevorzugt einer Lipidkonzentration von 80 bis
110 mM durchgefithrt, um die Einschlussraten gegeniiber den

einzelnen Verfahren signifikant zu erhohen.

Nach der Liposomenpraparation kann aussen an der
Liposomenmembran anhaftender Wirkstoff von der Oberflache der
Liposomen abgeldst und entfernt werden. Dieser Schritt ist wvon
zentraler Bedeutung fiir die Eigenschaften des liposomalen
Depots. Wird der Wirkstoff von der Liposomenoberflache
abgelést und aus der Liposomensuspension entfernt, so werden
Depotformulierungen erhalten, die praktisch keinen oder einen
nur minimalen ,burst release“ zeigen. Dieses Merkmal ist
insbesondere von zentraler Bedeutung, wenn Wirkstoffe
verabreicht werden sollen, bei denen schon eine kurzzeitige

hohe Wirkstoffkonzentration, wie dies bei der initialen
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Anflutung der Fall ist, 2zu toxischen Reaktionen im Korper
fihren kann. Ein Beispiel  Thierflir ist 1Insulin, dessen
Uberdosierung zu lebendsbedrohlichen hypoglykamischen

Zustianden fthren kann.

Die Auflosung der bestehenden Wechselwirkung kann
beispielsweise durch Anderung des pH-Wertes oder Erhshung der
Ionenstarke bewirkt werden. Die endgliltige Abtrennung kann
durch dem Fachmann Dbekannte Verfahren, wie Zentrifugation,
Ultrafiltration, Dialyse oder andere chromatische Verfahren
erfolgen, so dass der Wirkstoff zu mindestens 90% im Liposom
eingeschlossen ist und weniger als 10%, bevorzugt weniger als

5% des Wirkstoffes sich ausserhalb des Liposoms befinden.

In einer weiteren Ausfthrungsform der Erfindung wird der an
der liposomalen Membran anhaftende Wirkstoff nicht von der
Membran abgeldst, d.h. der pH-Wert oder die Ionenstidrke werden
nicht verdndert. Diese Ausfiihrungsform findet insbesondere
Anwendung bei Wirkstoffen, bei denen ein initiales Anfluten
des Wirkstoffes toxikologisch unbedenklich ist, wie
beispielsweise bei Leuprolidacetat oder vielen Antikdrpern.
Diese Ausflihrungsform ist auch dann gegeben, wenn der
Wirkstoff wie beschrieben von der Membran geldst, aber nicht

entfernt wird.

Der freile Wirkstoff verbleibt ganz oder teilweise, aber zu
mehr als 5%, bevorzugt mehr als 10% in der Liposomensuspension
und sorgt fir das schnelle initiale Anfluten des Wirkstoffes
im Blut.

Ein weilterer Vorteil dieser Ausfiihrung liegt in der
Lyophilisierbarkeit der Suspension, da eine Freisetzung des
innen eingeschlossenen Wirkstoffes wahrend des
Lyophilisationsvorganges minimiert wird, da sowohl auf der
Innen—- wie auf der AuBenseite der Membran die gleich

Wirkstoffkonzentration vorliegt.

Die so hergestellten, anionischen und wirkstoffhaltigen
Liposomen werden dann zur Bildung der Aggregate eingesetzt und
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dazu mit einem Polykation in Kontakt gebracht. Geeignete
Polykationen sind insbesondere Chitosan, Poly-
Dimethyldiallylammoniumchlorid, Poly-allylamin,
Polyethylenimin, Poly-dimethylaminoethylacrylat,

Poly-Lysin, Poly-Histidin, Poly-Ornithin, Poly-Arginin,
Polyquats (Starkederivate mit Amino- oder Ammoniumgruppen),

sowie Copolymere derselben.

Es wurde {iberraschenderweise gefunden, dass sich auch mit
kationischen Liposomen solche Aggregate bilden lassen. Dazu
werden stabile kationische Liposomen eingesetzt, die mit
anionischen Liposomen kaum fusionieren. Solche Liposomen

enthalten kationische Lipide wie beispielsweise:

DAC-Chol 3-beta-[N-(N,N’'-dimethylaminoethane)
carbamoyl]cholesterol

DC-Chol 3-beta-[N-(N’,N’'-dimethylaminocethane)
carbamoyl]cholesterol

TC-Chol 3-beta-[N-(N",N’, N’'-trimethylaminoethane) carbamoyl]
cholesterol

BGSC Bis—guanidinium-spermidine-cholesterol

BGTC Bis—guanidinium-tren-cholesterol,

DOTAP (1,2-dioleoyloxypropyl)-N,N,N-trimethylammonium chlorid
DOSPER (1,3-dioleoyloxy-2-(6-Carboxy-spermyl)-propylamid)
DOTMA (1,2-dioleyloxypropyl)-N,N,N-trimethylammonium chlorid)
(Lipofectin®)

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

DOSC (1,2-dioleoyl-3-succinyl-sn-glycerl cholinester)

DOGSDSO (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-succinyl-2hydroxyethyl

disulfide ornithin),

DDAB Dimethyldioctadecylammonium bromid
DOGS ((C18),GlySper3®) N,N-dioctadecylamido-glycyl-spermin

(Transfectam®)
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(C18),Gly" N,N-dioctadecylamido-glycin

DOEPC 1,2-diolecyl-sn-glycero-3-ethylphosphocholin oder andere
0-Alkyl-Phosphatidylcholin oder-ethanolamine,

1,3-bis-(1,2-bis tetradecyloxy-propyl-3 dimethylethoxy
ammonium-bromid) propan— 2-ol (Neophectin®),

sowie von allen genannten Lipiden mit ungesdttigten Fettsdure-
und/oder Fettalkoholketten deren gesattigte Derivate mit
Dimyristoyl-, Dipalmitoyl-, oder Distearoylketten.

Bevorzugte kationische Lipide zur Ausfihrung der Erfindung
umfassen: DC-Chol Cholesteryl 3B-N-(Dimethyl-

aminoethyl) carbamat,

DAC-Chol 3-beta-[N-(N,N’-dimethylaminoethane)
carbamoyl]cholesterol DMTAP (N-[1-(2,3-Dimyristoyloxy)propyl]-
N,N,N-trimethylammonium Salz DPTAP (N-[1-(2,3-
Dipalmitoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium Salz

DOTAP (N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N,N-trimethylammonium
Salz.

Die kationischen Liposomen enthalten, neben dem kationischen
Lipid selbst, insbesondere Cholesterol und gesattigte neutrale
Phosphatidylcholine, bevorzugt DPPC oder DSPC.

Der Anteil des Cholesterols Dbetrdgt besonders bevorzugt
zwischen 35 und 50 mol%, die kationischen Lipide werden

bevorzugt mit 5 bis 20 mol% in der Mischung eingesetzt.

Wirkstoffhaltige anionische Liposomen und das zur Aggregation
benutzte Polykation werden bevorzugt in einem Verhaltnis von
5:1 bis 1:5 zusammengegeben, wobeil sich diese Angabe auf das
molare Verh&dltnis der Ladungstrager Dbezieht. Besonders
bevorzugt sind Mischungen um den Aquivalenzpunkt, zwischen
einem 2:1 und 1:2 Anteil der Komponenten.

Die Aggregate formen sich sehr schnell beim einfachen Mischen
der liposomalen Suspension mit dem Polykation oder den
kationischen Liposomen. Es ist daher m&glich, die beiden
Suspensionen getrennt zu produzieren und zu lagern und sie
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erst unmittelbar vor der Anwendung zusammen zu flhren. Das
kann durch einfaches Mischen vor der Injektion erfolgen. In
einer besonders bevorzugten Ausfiihrung werden beide
Komponenten in einer Doppelkammerspritze geliefert wund durch
die Injektion gemischt.

Man kann die Aggregate aber auch industriell produzieren und
diese Strukturen dann beispielsweise durch Lyophilisation
langfristig lagerstabil machen.

Besonders bevorzugt und kontrolliert erfolgt die Herstellung
solcher Aggregate in einem kontinuierlichen Flussreaktor, wie
er 1in der WO 01 64330 beschrieben ist. In der genannten
Druckschrift wird eine Vorrichtung offenbart, die eine
kontinuierliche Beschichtung von Liposomen mit

Polyelektrolyten erlaubt.

Die erfindungsgemdfle Lehre der Aggregatbildung ldsst sich in
dieser Maschine besonders gut steuern. Ein besonderer Vorteil
der hier offenbarten Methode liegt in der Herstellung groRerer
Strukturen, die durch Zusammenfiihrung von vorher steril
filtrierbaren L&sungen (Wirkstoffliposomen und Polykation)
gewonnen werden. Damit lassen sich hohe regulatorische

Anforderungen erfiillen.

‘Die erfindungsgemédben liposomalen,  wirkstoffhaltigen Aggregate

konnen als Depotarzneiform subkutan oder intramuskular

iniziert werden.

Weiterhin konnen sie lokal oder topisch appliziert werden,
beispielsweise zur Wundversorgung oder zur Krebstherapie. Die
erfindungsgeméflen Depotsysteme lassen sich auch zur
Beschleunigung des Heillungsprozesses oder zur postoperativen

Versorgung einsetzen.

Die Erfindung |Dbetrifft demgemdss (a) ein Depotsystem,
insbesondere zur verzogerten Wirkstofffreisetzung, umfassend
anionische Liposomen umfassend (i) gesattigte synthetische

Phosphatidylcholine ausgewdahlt aus der Gruppe umfassend DMPC,
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DPPC und/oder DSPC, (ii) Cholesterol mit einem Anteil von 35
bis 50 mol%, (iii) anionischen Lipide ausgewdhlt aus der
Gruppe umfassend DMPG, DPPG, DSPG, DMPS, DPPS und/oder CHEMS
mit einem Anteil von 5 bis 20 mol% an der Liposomenmembran,
(iv) mindestens einem Protein- und/oder Peptidwirkstoff und
(v) einem kationisches Polymer sowie (b) die Verwendung des
Depotsystems bevorzugt in in-vivo  Systemen, wobei  das
Depotsystem bevorzugt eine Depotdauer von mindestens eine
Woche, bevorzugt mehr als 10 bis 14 Tage, ganz besonders
bevorzugt mehr als 3 Wochen aufweist. Selbstverstdndlich kann
es fiir bestimmte Anwendungen auch bevorzugt sein, dass die
Depotdauer weniger als eine Woche betragt, beispielsweise
zwel, dreil, bevorzugt vier, besonders bevorzugt finf oder ganz

besonders bevorzugt sechs Tage.

Die Erfindung betrifft auch einen Kit, der das
erfindungsgeméabe Depotsystem umfasst, ggf. zusammen mit einer
Information zum Kombinieren der Inhalte des Kits. Der Kit kann
in Grundlagenforschung und Medizin angewandt werden. Die
Information kann z.B. auch ein Hinweis auf eine
Internetadresse sein, unter der weitere Informationen erhalten

werden konnen. Die Information kann ein Behandlungsschema fir

" eine Krankheit sein oder beispielsweise eine

Gebrauchsanleitung zum Handhaben des Kits in der Forschung.

AnschlieBend wird die Erfindung an Beispielen weiter
erlautert, ohne auf diese Ausfiihrungen begrenzt zu sein.

Abkiirzungen

DMPC Dimyristoylphosphatidylcholin
DPPC Dipalmitoylphosphatidylcholin
DSPC Distearoylphosphatidylcholin
DMPG Dimyristoylphosphatidylglycerol
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DPPG Dipalmitoylphosphatidylglycerol
DSPG Distearoylphosphatidylglycerol
DMPS Dimyristoylphosphatidylserin
DPPS Dipalmitoylphosphatidylserin
DSPS Distearoylphosphatidylserin
DMPA Dimyristoylphosphatidsaure
DPPA Dipalmitoylphosphatidsaure

Chems Cholesterolhemisuccinat
Beispiel 1

Einschluss von Insulin in Liposomen

Ein Gemisch aus 50 mol% DPPC, 10 mol% DPPG und 40 mol% Chol
wird bei 50 °C in Chloroform' geldst und anschlieBend im
Rotationsverdampfer 1im Vakuum vollstandig getrocknet. Der
Lipidfilm wird mit soviel human-Insulin-L&sung (rekombinantes
Insulin) (7,5 mg/ml Insulin in 10mM Glycin-HCl, 300 mM
Sucrose, pH 3) versetzt, dass eine 50mM Suspension entsteht.
AnschlieBend wird diese Suspension fiir 45 Minuten im Wasserbad
bei 50°C durch Schwenken hydratisiert und flir weitere 5
Minuten im  Ultraschallbad Dbehandelt. Danach  wird die
Suspension eingefroren. Es folgen 3 Einfrier- und
Auftauprozesse, wobei nach dem Auftauen jeweils eine 5-

miniitige Behandlung im Ultraschallbad erfolgt.

Nach dem letzten Auftauen werden die Liposomen mehrfach durch
eine Membran mit einer Porenweite von 200nm oder 400nm
extrudiert (Avestin LiposoFast, Polycarbonat-Membran mit einer
Porenweite von 200 oder 400nm). Nach der Extrusion wird die
erhaltene Suspension durch Zugabe von StammlOsungen HEPES,
pH=7,5 und ©NaCl umgepuffert. ©Nach einer Filtration der
Liposomen durch 0,8 um erfolgt die Abtrennung des nicht-
eingeschlossenen Insulins {iber eine Gelfiltration (S-200-

Sidule, Pharmacia). Die Menge des eingeschlossenen Insulins
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wird nach der Freisetzung aus den Liposomen mittels eines
ELISA (DRG-ELISA-Kit) bestimmt. Es ergeben sich

Einschlussquoten von 50-70 % Insulin.
Beispiel 2

Einschluss eines radioaktiv markierten Modellcargos in

Liposomen

Ein Gemisch aus 50 mol% DPPC, 10 mol% DPPG und 40 mol% Chol
wird bei 50 °C in Chloroform geldst und anschlieBend im
Rotationsverdampfer im Vakuum vollstandig getrocknet. Der
Lipidfilm wird mit soviel 3H-Inulin-Lésung (18,5 MBqg/ml 3H-
Inulin in 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7,5) versetzt, dass
eine 100mM Suspension entsteht. Anschlielfend wird diese
Suspension fiir 45 Minuten im Wasserbad bei 50°C unter
Schwenken hydratisiert. Danach wird die Suspension

eingefroren.

Nach dem Auftauen werden die Liposomen mehrfach durch eine
Membran mwmit einer Porenweite wvon 50, 200 oder 400 nn
extrudiert (Avestin LiposoFast, Polycarbonat-Membran mit einer
Porenweite von 50 nm, 200 nm oder 400 nm). Die Abtrennung des
nicht-eingeschlossenen 3H-Inulins erfolgt Uber eine
Gelfiltration (G75~S&ule, Pharmacia). Die Menge des
eingeschlossenen 3H-Inulins wird nach der Abtrennung im
Scintillationszédhler bestimmt.' Es ergeben sich

Q

Einschlussquoten von 20-30 % 3H-Inulin.

Analog werden 3H-Inulin gefiillten Liposomen der
Zusammensetzung 60 mol% DPPC, 10mol% DC-Chol und 30mol% Chol
hergestellt (Extrusion durch 200 nm).
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Beispiel 3

Aggregation von negativ geladenen Liposomen mit positiv

geladenen Polymeren und positiv geladenen Liposomen

Je 2mL der aus Beispiel 2 erhaltenen Liposomen der
Zusammensetzung 50 mol% DPPC, 10 mol$%$ DPPG und 40 mocl$% Chol
(Extrusion durch 100 oder 200 nm) werden im AnschluB an die
Gelfiltration mit einer Lésung der Polymere PLL oder Chitosan
oder mit kationischen Leerliposomen der Zusammensetzung 60
mol% DPPC, 10mol% DC-Chol und 30mol% Chol in einem ROhrchen

schnell gemischt:

Formulierung /Konzentration Polymer / Liposom  pH-Wert der
Menge Aggregation
DPPC/DPPG/Chol 50:10:40 (200 nm) Chitosan 5
12,5 mM 2,5 mg in 100pl
DPPC/DPPG/Chol 50:10:40 (200 nm) Poly-L-Lysin 7,5
12,5 mM 0,625 mg in 100pl
DPPC/DPPG/Chol 50:10:40 (200 nm) DC-Chol-Liposomen 7,5
12,5 mM (100 mM)
250 ul
DPPC/DPPG/Chol 50:10:40 (100 nm) Poly~L-Lysin 7,5
12,5 mM 0,625 mg in 100pl
Tabelle 1: Aggregation von negativen Liposomen mit

verschiedenen positiven Polymeren bzw. Liposomen

Beispiel 4

Einsatz von liposomalen Depotsystemen im Tiermodell

Negativ geladene Liposomen (3H-Inulin-Cargo), die mit
positiven Polymeren oder Liposomen aggregiert wurden (vgl.

Beispiel 2 und 3), wurden in einer Konzentration von 12,5 mM

in Lipid in einem Volumen von 0,5mL subkutan in gesunde Ratten
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injiziert. Eine Kontrollprobe mit Leerliposomen und 3H-Inulin
wurde ebenfalls in einem Volumen von 0,5 mlL subkutan
verabreicht. Die pharmakokinetischen Daten wurden durch
Blutabnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten und anschliessende
Scintillationsmessungen bestimmt. Die gesamte Versuchsdauer
der Tierstudie betrug 2 Wochen. Nur bei zwel Formulierungen
zeigten die Tiere laut Befundung leichte, lokale adverse
Reaktionen (Rotungen an der Injektionsstelle), die aber nach
spatestens 10 Tagen abgehellt waren. Das Allgemeinbefinden
aller Tiere war Uber die Versuchsdauer gut. Die Formulierungen
und die relativen Bioverfligbarkeiten bis t=336 h sind in

folgender Tabelle dargestellt:

Formulierung Zusammensetzung Relative Bioverfigbarkeit

bis t=336 h [%]

K 2 DPPC/DPPG/Chol 100
50:10:40 (200 nm)
+ 3H-Inulin aussen

P12 DPPC/DPPG/Chol 27,03
50:10:40 (200 nm)
+ Chitosan

P13 DPPC/DPPG/Chol 23,45
50:10:40 (200 nm)
+ PLL

P14 DPPC/DPPG/Chol 28,4

50:10:40 (200 nm)
4+ DC-Chol-Liposomen

P19 DPPC/DPPG/Chol 34,45
50:10:40 (100 nm)
+ PLL




10

15

20

25

30

WO 2004/100927 PCT/DE2004/001020
18

Beispiel 5
Einschluss von Leuprolidacetat in Liposomen

Ein Lipidmischung folgender Zusammensetzung:

Formulierung Zusammensetzung

Ll DPPC/DPPG/Chol
60:10:40 (mol%)

wird bei 50 °C in Chloroform geldst und anschliefend im
Rotationsverdampfer im Vakuum vollstandig getrocknet. Der
Lipidfilm wird mit soviel Leuprolidacetat-Loésung (2,5 mg/ml in
10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 6) versetzt, dass eine 100 mM
Suspension entsteht. AnschlieBend wird diese Suspension fiir 45
Minuten im Wasserbad bei 50°C unter Schwenken hydratisiert.
Danach wird die Suspension eingefroren. Es folgen weitere 3

Einfrier- und Auftauprozesse.

Nach dem letzten Auftauen werden die Liposomen mehrfach durch
eine Membran mit einer Porenweite von 400 nm extrudiert
(Avestin LiposoFast, Polycarbonat-Membran mit einer Porenweite

400 nm) .

Der Anteil des eingeschlossenen Leuprolidacetats wird nach
Abtrennung des frei vorliegenden Leuprolidacetats durch
dreimalige Sedimentation in der Ultrazentrifuge bei 60000 x g
iber 45 min ermittelt. Nach Extraktion mit CHCls und CHsOH wird
Leuprolidacetat mittels RP-HPLC bestimmt. Es ergeben sich

Einschlussraten von ca. 15 % Leuprolidacetat.

Fiir die Tierversuchsproben wird das nichteingeschlossene
Leuprolidacetat nicht abgetrennt. 2mL der leuprolidhaltigen
Liposomen (12,5 mM in Lipid) werden mit 250pL kationischen

Leerliposomen der Zusammensetzung 60 mol% DPPC, 10mol$% DC-Chol
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und 30mol% Chol (100 mM in Lipid) in einem Rohrchen schnell

gemischt.

Beispiel 6

Einsatz des liposomalen Depotsystems im Tiermodell

Die liposomalen Aggregate nach Beispiel 5 wurden ohne
Abtrennung des aussen vorliegenden Wirkstoffes 1in einem
Volumen von O0,5mL subkutan 1in gesunde mannliche Ratten (3
Tiere) injiziert. Die Leuprolidacetat-Dosis pro Tier betrug
2,5 mg. Die pharmakokinetischen Daten wurden erhalten durch
Blutabnahmen zu verschiedenen Zeitpunkten, das Gewlinnen von
Serum und die Bestimmung der Leuprolidacetatkonzentration im
Serum mittels ELISA (Peninsula). Die gesamte Versuchsdauer der
Tierstudie betrug 6 Wochen. Das Allgemeinbefinden aller Tiere
war Uber die Versuchsdauer gut. Die pharmakokinetischen Daten

werden in Abbildung 2 gezeigt.
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Patentanspriiche

Verwendung eines Depotsystem umfassend anionische
Liposomen umfassend

- gesattigte synthetische Phosphatidylcholine ausgewdhlt
aus der Gruppe umfassend DMPC, DPPC und/oder DSPC,

- Cholesterol mit einem Anteil von 35 bis 50 mol%,

- anionischen Lipide ausgewghlt aus der Gruppe umfassend
DMPG, DPPG, DSPG, DMPS, DPPS und/oder CHEMS mit einem
Anteil von 5 bis 20 mol% an der Liposomenmembran,

- mindestens einem Protein- und/oder Peptidwirkstoff und

- einem kationisches Polymer

zur verzdgerten Wirkstofffreisetzung.

Verwendung des Depotsystems nach dem vorgehenden Anspruch,
dadurch gekennzeichnet, dass das kationische Polymer
ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend Chitosan, Poly-
Dimethyldiallylammoniumchlorid, Poly-allylamin,
Polythylenimin, Poly-dimethylaminoethylacrylat, Poly-
Lysin, Poly-Histidin, Poly-Ornithin, Poly-Arginin,

Polyquats, sowie Copolymere derselben.

Verwendung des Depotsystems nach einem der vorgehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass Wirkstoff zu
mindestens 90% in dem Liposom eingeschlossen ist und

weniger als 10% sich auBerhalb des Liposoms befindet.

Verwendung des Depotsystems nach einem Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet, dass Wirkstoff in dem Liposom
eingeschlossen ist und mehr als 10% sich auBerhalb des

Liposoms befindet.

Verwendung des Depotsystems nach einem der vorgehenden

Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass es statt
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kationischen Polymeren kationische Liposomen umfasst.

Verwendung des Depotsystems nach Anspruch 5, dadurch
gekennzeichnet, dass die kationischen Liposomen,

- 5 bis 20 mol% kationisches Lipid,

— 35 bis 50 mol% Cholesterol

und gesattigte Phosphatidylcholine, bevorzugt DPPC

und/oder DSPC umfassen.

Verwendung des Depotsystems nach Anspruch 6, dadurch
gekennzeichnet, dass die kationischén‘ Lipide ausgewahlt
werden aus der Gruppe umfassend DAC-Chol, DC-Chol, DMTAP,
DPTAP und/oder DOTAP.

Verwendung des Depotsystems nach einem der vorgehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die anionischen
Liposomen im molaren Ladungstradgerverhaltnis wvon 5:1 bis
1:5, bevorzugt von 2:1 bis 1:2 mit dem Polykation oder den

kationischen Liposomen gemischt werden.

Verwendung des Depotsystems nach einem der vorgehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Abgabe des

Wirkstoffes mindestens 1 Woche anhalt.

Verwendung des Depotsystems nach einem der vorgehenden
Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die GroBe der
anionischen Liposomen variiert von 20-1000 nm,

insbesondere von 50-800 nm, bevorzugt von 50-300 nm.

Verwendung des Depotsystems nach einem der vorgehenden
Ansprliche zur verzdgerten Wirkstofffreisetzung iber
mindestens eine Woche, wobel der  Wirkstoff ein
wasserldsliches Wirkstoff-Derivat ausgewahlt aus den
Wirkstoffklassen der Antibiotika, Antimykotika,

Cytostatika oder der Glucocorticoide umfasst.
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Verwendung des Depotsystems nach einem der vorgehenden
Anspriiche fiir ein Depot von LHRH-Agonisten oder GnRH-
Analoga, wobel die Liposomen LHRH-Agonisten und/oder GnRH-
Analoga umfassen, bevorzugt Leuprolidacetat, Buserelin,

Goserelin und/oder Triptorelin als Wirkstoff

Verwendung des Depotsystems nach Anspruch 1, 2 oder 3 fiir
ein Depct fir Insulin, wobei der Wirkstoff ein

therapeutisch nutzbares Insulin umfasst.

Verwendung des Depotsystems nach einem der vorgehenden
Anspriiche fir ein Depot von Heparin, wobei der Wirkstoff

Heparin umfasst.

Verwendung des Abgabesystems nach einem der vorgehenden
Anspriiche flir ein Depot von Antigenfragmenten =zur

Vakzinierung.

Verwendung des Depotsystems nach einem der vorhergehenden

Anspriiche zur Herstellung eines Arzneimittels.

Verwendung des Depotsystems nach einem der vorangegangenen

Anspriiche zur subkutanen oder intramuskuldren Applikation.

Verwendung des Depotsystems nach einem der vorangegangenen

Anspriiche zur Unterstitzung der Wundheilung.

Verwendung des Depotsystems nach einem der vorangegangenen

Anspriiche zur lokalen oder topischen Applikation.
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Abbildungen

Abbildung 1
Vergleich der liposomalen Depotsysteme der vorliegenden

Erfindung mit der injizierten Kontrollprobe im Tiermodell

3H in blood / dose
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Liposomales Depotsystem mit Leuprolidacetat aus Beispiel 6
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