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(Ester)-Lysolecithine in Liposomen
Beschreibung

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Liposomzubereitungen, welche
(Ester)Lysolecithinverbindungen enthalten. Die Liposomen sind insbeson-

dere zur Verpackung von Wirkstoffen geeignet.

Zahlreiche Wirkstoffe, die an sich eine gute Wirksamkeit gegenliber ver-
schiedensten Erkrankungen aufweisen, kénnen in der Praxis nicht oder nur
bedingt eingesetzt werden. Dies beruht oftmals darauf, dass Verbindungen
eine schlechte Léslichkeit in wassrigen Lésungen aufweisen, was sie flr
eine intravendse (I.V.) Verabreichung oder auch fur eine orale Verabrei-
chung in Form von Trinkldsungen ungeeignet macht. Weiterhin werden
viele pharmazeutisch wirksame Verbindungen bei oraler Verabreichung im
Kérper oftmals nur schlecht oder berhaupt nicht resorbiert. Weiterhin
weisen viele pharmazeutisch wirksame Verbindungen bei Verabreichung in
freier Form, insbesondere bei systemischer Verabreichung betréchtliche
Nebenwirkungen auf, sodass sie nicht tUber langere Zeit oder/und in hohen

Dosen verabreicht werden kénnen.

Es wurden deshalb zahlreiche Versuche unternommen, Wirkstoffe in ge-
eigneter Form zu "verpacken", um die oben genannten Nachteile zu Uiber-
winden. Eine hiufig verwendete Verpackungsmethode ist dabei die Ver-

wendung von Liposomen.

Trotzdem besteht, insbesondere auch aufgrund der Vielfaltigkeit der ein-
zukapselnden Wirkstoffe sowie der mdglichen Verabreichungswege weiter-
hin ein groRer Bedarf an Verpackungssystemen flr therapeutisch wirksame

Wirkstoffe.
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Die Erfindung betrifft deshalb ein Liposom enthaltend
a) 10 bis 50 Mol-% (Ester)-Lysolecithin der Formel |

(IlH,_ -0-CO-R
H - (ll -R? E.)
CH,-0O - I|3 -0 - (CH,), - N® (CH,);,
Oe
in der
R! ein Kohlenwasserstoffrest mit 13 bis 23 C-Atomen ist,
R? H, OH oder OR?® darstellt, worin R® ein C,-C;-Alkyl- oder ein Allyl-
rest ist, und
n 2, 3 oder 4 bedeutet
b) 10 bis 50 Mol-% Cholesterin,
c) 10 bis 50 Mol-% Lecithin und
d) 5 bis 25 Mol-% eines negativen Ladungstragers, ausgewahlt
aus der Gruppe bestehend aus Phosphatidylmono-, -di-, -tri-

und -tetraglycerinen und Cholesterinphosphomono-und -oligo-

glycerinen.

Die Erfindung betrifft deshalb ein Liposom enthaltend
a) 10 bis 90 Mol-%, insbesondere 10 bis 50 Mol-% (Ester)-Lyso-

lecithin der Formel |

CH,-0-CO -R’
H- (IZ -R2 O
C|3H2 -0- ;:3 -0 - (CH,), - N® (CH,);

Oe

in der
R' ein Kohlenwasserstoffrest mit 13 bis 23 C-Atomen ist,
R? H, OH oder OR® darstellt, worin R® ein C;-C;-Alkyl- oder ein Allyl-
rest ist, und

n 2, 3 oder 4 bedeutet
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b) 0 bis 60 Mol-%, insbesondere 10 bis 50 Mol-% Cholesterin,

c) 0 bis 50 Mol-%, insbesondere 10 bis 50 Mol-% Lecithin und

d) 3 bis 50 Mol-%, insbesondere 5 bis 25 Mol-% eines negati-
ven Ladungstragers, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend
aus Phosphatidylmono-, -di-, -tri- und -tetraglycerinen,
Cholesterinphosphomono- und  -oligoglycerinen,  Alkyl-
phosphoglycerinen,  Alkylphosphooligoglycerinen, Alkyl-
phosphoglycolen, Alkylphosphopropandiolen-(1.3) oder/und
Alkylphosphopropandiolen-(1.2).

Uberraschenderweise wurde festgestellt, dass die erfindungsgeméfen
Liposome mit der angegebenen Zusammensetzung hervorragende Eigen-
schaften als Wirkstofftrager aufweisen. Insbesondere konnte festgestellt
werden, dass in den erfindungsgeméRen Liposomen verpackte Wirkstoffe
eine deutlich tiberlegene Wirksamkeit gegentiber den entsprechenden freien

Wirkstoffen aufweisen.

Weiterhin ist es moglich, verschiedenste Wirkstoffe auf einfache Weise,
z.B. durch einfaches Zugeben oder Zumischen, in die erfindungsgemafen
Liposome einzubringen. Oftmals geniigt einfaches Rihren zur Bildung von
Liposomen mit eingekapseltem Wirkstoff, sodass drastische Verfahrens-
maRnahmen nicht notig sind. Weiterhin kénnen die erfindungsgemalien
Liposome sterilfiltriert werden, z.B. durch Filter mit PorengréRen von 0,8
um, 0,45 um oder 0,2 um. Die erfindungsgemafen Liposome, insbesondere
solche, die als Bestandteil c) ein Cholesterinphosphomono- oder -oligo-
glycerin enthalten, kénnen auch hitzesterilisiert werden, insbesondere bei
Temperaturen > 70 °C, > 80 °C, > 90 °C und bevorzugt > 95 °C. Die
erfindungsgemaRen Liposome sind also hitzestabil. Sie sind weiterhin auch
tiber einen groRen pH-Bereich, z.B. von pH 3 bis pH 9, bevorzugt von pH
2 bis pH 10 stabil.
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Die erfindungsgeméRen Liposome enthalten als Komponente a) ein Ester-
Lysolecithin. Als Lysolecithine werden hierin auch Verbindungen bezeich-
net, die keine freie OH-Gruppe aufweisen, sondern einen kurzkettigen, an
den Sauerstoff gebundenen Kohlenwasserstoffrest, insbesondere einen
C,-C4-Alkylrest oder Allylrest enthalten, da auch solche Verbindungen
Lysolecithin-artige Eigenschaften aufweisen. In der Komponente a) kann
der Kohlenwasserstoffrest R' 13 bis 23 C-Atome enthalten, bevorzugt sind
insbesondere 15 bis 21 und stérker bevorzugt 16 bis 19 C-Atome. Beson-
ders bevorzugt ist R' ein Alkylrest, insbesondere ein C;5-C;g-Alkylrest oder
ein Alkenylrest, insbesondere ein C,5-Cy3-Alkenylrest oder ein Alkadienyl-
rest oder Alkatrienylrest, insbesondere ein C;5-Cys-Alkadienylrest oder
C,s-C,g-Alkatrienylrest. Der Kohlenwasserstoffrest R' kann grundsatzlich
gesattigt oder einfach oder mehrfach ungeséttigt sein. Der Kohlenwasser-
stoffrest kann weiterhin verzweigt oder linear sein, wobei lineare Kohlen-
wasserstoffreste bevorzugt sind. Besonders bevorzugt ist R! ein Hexa-
decyl-, Heptadecyl-, Octadecyl-, Nonadecyl-, Eicosyl-, Hexadecenyl-, Hep-
tadecenyl-, Octadecenyl-, Octadecadienyl-, Octadecatrienyl-, Nonadeceny!-

oder Eicosenyirest.

R2in der Formel 1 ist bevorzugt H, OH oder OCHj;, besonders bevorzugt H
oder OH.

Der polare Bestandteil der Verbindungen der Formel | besteht bevorzugt aus

Phosphocholin (PC), d.h. n ist bevorzugt = 2.

Die Menge an Ester-Lysolecithinverbindung der Formel | in den erfindﬁngs-
gemiRen Liposomen betrégt 10 bis 50 Mol-%, bevorzugt 20 bis 45 Mol-%
und am meisten bevorzugt 25 bis 40 Mol-%.

Die Menge an Ester-Lysolecithinverbindung der Formel | in den erfindungs-

gemaRen Liposomen betrdgt 10 bis 90 Mol-%, insbesondere 15 bis 90
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Mol-%, bevorzugt 10 bis 50 Mol-%, mehr bevorzugt 20 bis 45 Mol-% und

am meisten bevorzugt 25 bis 40 Mol-%.

Als weiteren Bestandteil enthalten die erfindungsgeméRen Liposomen
Cholesterin (Bestandteil b)). Unter Cholesterin, wie hierin verwendet,
werden Cholesterin selbst sowie Cholesterinderivate verstanden. Geeignete
Cholesterinderivate sind beispielsweise Cholesterinoligoglycerine oder
Cholesterinphosphocholin, wobei Cholesterinderivate mit einer hydrophilen
Gruppe zur Verbesserung der Loslichkeit in wéssrigen Medien bevorzugt

sind.

Die Menge an Cholesterin in den erfindungsgeméRen Liposomen betragt
bevorzugt 20 bis 45 Mol-%, insbesondere 25 bis 40 Mol-%.

Die Menge an Cholesterin in den erfindungsgeméféen Liposomen betréagt O
bis 60 Mol-%, bevorzugt 10 bis 50 Mol-%, mehr bevorzugt 20 bis 45 Mol-
%, insbesondere 25 bis 40 Mol-%.

Als weiterer Bestandteil c) enthalten die erfindungsgeméfen Liposome
Lecithin. Lecithine sind Glycerophospholipide, die sich aus Fettsauren,
Glycerin, Phosphorséure und Cholin durch Veresterung bilden. Lecithine
werden oftmals auch als Phosphatidylcholine (PC) bezeichnet. Erfindungs-

gemafR werden bevorzugt Lecithine der Formel

CH,- 0 -CO - R*
|
H- C-0-CO-FR°
9
CH,-0-P-0-CH,-CH, - N® (CHy),

oe
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worin R* und R? jeweils unabhangig einen Kohlenwasserstoffrest mit 12 bis

30 C-Atomen, insbesondere mit 14 bis 24 C-Atomen darstellen, eingesetzt.

Die Reste R* und R® kénnen linear oder verzweigt und geséttigt oder ein-

fach oder mehrfach ungeséttigt sein. Bevorzugt handelt es sich bei den

Resten R* und R® um Fettsaurereste.

Die Menge an Bestandteil ¢) in den erfindungsgeméRen Liposomen betragt

bevorzugt 20 bis 45 Mol-%, besonders bevorzugt 25 bis 40 Mol-%.

Die Menge an Bestandteil c) in den erfindungsgemafen Liposomen betragt
0 bis 50 Mol-%, insbesondere O bis 40 Mol-% oder 10 bis 50 Mol-%,
bevorzugt 20 bis 45 Mol-%, besonders bevorzugt 25 bis 40 Mol-%.

Als weitere Komponente enthalten die erfindungsgeméfRen Liposomen
schlieRlich noch einen negativen Ladungstréger. Dieser Ladungstréger wird
insbesondere ausgewahlt aus Phosphatidylmonoglycerinen und Phospha-
tidyloligoglycerinen  sowie Cholesterinphosphomonoglycerinen  und
Cholesterinphosphooligoglycerinen. Die Oligoglycerine weisen dabei bevor-
zugt 2 bis 4 Glycerinreste auf. Die Phosphatidyloligoglycerine sind, ins-
besondere in 1-sn- und 2-sn-Position mit Fettsduren, welche geséttigt oder
einfach oder mehrfach ungesattigt sein kénnen und 12 bis 30 C-Atome,
insbesondere 14 bis 26 C-Atome aufweisen kénnen, verestert. Bevorzugt
sind Phosphatidylglycerine mit Fettsdureresten, die eine cis-Doppelbindung
aufweisen. Bevorzugt sind Phosphatidylglycerine, welche mindestens einen
Oleylrest enthalten. Bevorzugte solche Verbindungen umfassen DioIeleVer-
bindungen, wie etwa Dioleyl-sn-glycero-3-phosphoglycerin, Dioleyl-sn-gly-
cero-3-phosphodiglycerin, Dioleyl-sn-glycero-3-phosphotriglycerin sowie
Dioleyl-sn-glycero-3-phosphotetraglycerin, welche bevorzugt als Na*-Salze
eingesetzt werden. Es kdnnen auch Verbindungen mit zwei verschiedenen
Resten, beispielsweise einem Oleylrest und einem Palmitoylrest eingesetzt
werden. Die Ladung wird durch die am Phosphat vorhandenen negativen

Ladungen beigetragen.
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In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform enthalten die erfindungs-

gemaRen Liposome als Bestandteil d) ein Cholesterinphosphoglycerin oder

ein Cholesterinphosphooligoglycerin, insbesondere mit 1 bis 4 Glycerin-

resten. Uberraschenderweise wurde festgestellt, dass unter Verwendung

von Cholesterinphosphoglycerinenoder Cholesterinphosphooligoglycerinen

Liposome erhalten werden kénnen, die hitzestabil sind und somit hitze-

sterilisiert werden kdnnen. Dies stellt einen betrachtlichen Vorteil gegen-

{iber vielen anderen Liposomformulierungen dar, insbesondere im Hinblick

auf eine mdgliche intravenése oder subkutane Verabreichung der Liposome.

Als Cholesterinphosphoglycerinverbindungen besonders bevorzugt sind:

1)

2)

Chol-phospho-glycerin, Na'*)-Salz
Chol—O-POJ"-?H2

CH-OH

C'ZHZ-OH, Na'*
CsoHs,NaO P (MG 562.704)

Chol-phospho-diglycerin, Na'*)-Salz
ChoI—O-POs‘"-?H2
CH-OH
(|3H2-O—CH2
(||:H-OH
CH,-OH; Na'*!
Ca3HggNaOgP (MG 636.783)
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3)  Chol-phospho-triglycerin, Na'*-Salz
Chol-0-PO,Y-CH,
CH-OH
CH,-O-CH,
"CH-OH
CH,-O-CH
CH-OH
CH,-OH; Na'*’
CacHesNa0 ;P (MG 710.862)

4) Chol-phospho-tetraglycerin, Na'*-Salz
Chol-0-PO,"-CH,
CH-OH
CH,-0-CH,
CH-OH
CH,-O-CH,
CH-OH
CH,-O-CH,
CH-OH
CH,-OH; Na(+)
CagHyoNaO,,P (MG 784.941)

Weitere als geeignete Bestandteile d) verwendbare Verbindungen sind
Alkylphosphoglycerine, Alkylphosphooligoglycerine, AIkyIphosphoegcole,
Alkylphosphopropandiole-(1.3) oder/und Alkylphosphopropandiole-(1.2).
Die Alkylgruppe davon weist bevorzugt 13 bis 23 C-Atome auf, wobei
vorzugsweise die Alkylgruppe der Verbindung der Komponente d) identisch
mit der Gruppe R’ der jeweils eingesetzten Komponente a) ist. Der Bestand-
teil d) liegt bevorzugt in einer Menge von 3 bis 50 Mol-%, insbesondere 5
bis 25 Mol-%, und mehr bevorzugt von 10 bis 20 Mol-% in den erfindungs-

gemaldery Liposomen vor.
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Der Bestandteil d) liegt bevorzugt in einer Menge von 10 bis 20 Mol-% in

den erfindungsgeméfen Liposomen vor.

Die Bestandteile a), b), c) und d), wie oben beschrieben, bilden zusammen

bevorzugt 100 Mol-% der im Liposom enthaltenen Bestandteile.

Die wie vorstehend beschrieben zusammengesetzten Liposome weisen
keinen eigenen Wirkstoffcharakter auf. Es handelt sich also um neutrale (im
Sinne einer pharmazeutischen Wirksamkeit) Liposome, welche als Trager-
systeme eingesetzt werden kdnnen. In einer weiteren bevorzugten Aus-
fiihrungsform umfasst die Erfindung deshalb auch Liposome, wie oben
beschrieben, welche weiterhin einen pharmazeutischen Wirkstoff in einge-
kapselter Form oder/und als weiteren Bestandteil der Liposomhtille enthal-
ten. Fur die Einkapselung kommt eine sehr breite Wirkstoffpalette in Be-
tracht, beispielsweise Amphotericin B, Cyclosperin, pflanzliche Ceramide,
sowie andere wirksame Verbindungen, wie beispielsweise Ether-Lyso-
lecithine wie ET180CH3 (1-0-Octadecyl-2-0-methyl-glycero-3-phospho-
cholin). Bevorzugt werden solche Wirkstoffe eingeschlossen, welche eine
polare Gruppe oder polare Bestandteile, beispielsweise OH-Gruppen oder
Aminogruppen enthalten. Eine weitere Wirkstoffgruppe, welche vorteilhaft
in die erfindungsgeméfRen Liposome eingesch‘lossen werden kann, sind
Alkylphosphocholine, insbesondere Phosphocholine mit einem Kohlen-
wasserstoffrest mit 12 bis 30, insbesondere 14 bis 24 C-Atomen, welcher
gesattigt, einfach oder mehrfach ungeséttigt sein kann. So wurde beispiels-
weise festgestellt, dass bei Verpackung von Hexadecylphosphocholin in die
erfindungsgeméRen Liposomen bei intravendser Gabe eine hervorragende
Wirkung bei deutlich verminderter Toxizitét auftritt. Auch bei Einschluss
von Erucyl-Phosphocholin und Oleyl-Phosphocholin wurden Wirksamkeiten
beobachtet, die jeweils deutlich oberhalb von oral verabreichten, nicht in

Liposomen verkapselten freien Verbindungen liegt.
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Durch Einschluss entsprechender Wirkstoffe kénnen erfindungsgemaf’
insbesondere Arzneimittel zur Behandlung von Protozoenerkrankungen und
zur Therapie von bakteriellen oder durch Pilzen hervorgerufenen Erkrankun-
gen in Form von sterilfiltrierbaren oder/und hitzesterilisierbaren Liposomen
bereitgestellt werden. Zuséatzliche Wirkstoffe, welche in die Liposomen
eingeschlossen werden kénnen, umfassen bakterizide Wirkstoffe, wie etwa
Oxytetracyclin, Doxycyclin oder Minocyclin, fungizide Wirkstoffe, wie etwa
Amphotericin B oder Griseofulvin sowie immunsuprimierende Wirkstoffe,

wie etwa Cyclosporin.

Beispielhafte Therapiemdglichkeiten sind wie folgt: Leishmaniasis unter
Verwendung von Amphotericin B, Ehrlichniose unter Verwendung von
Tetracyclinen, Pilzerkrankungen unter Verwendung von Amphotericin Bund
Immunsuppression unter Verwendung von Cyclosporin A als zusétzlichen

Wirkstoff.

Ein wesentlicher Vorteil der erfindungsgeméRen Liposome besteht somit
darin, dass bereits bei oraler Gabe eine deutlich Uberlegene Wirksamkeit
gegeniiber der oralen Gabe ohne Verpackung in die erfindungsgemalien
Liposome erzielt werden kann. Darliber hinaus ermoglicht die Verpackung
in die erfindungsgemaRen Liposomen auch die Verabreichung in anderer
Form, beispielsweise intravends oder subkutan, wodurch oftmals die Wirk-

samkeit nochmals verbessert werden kann.

Die Erfindung umfasst weiterhin eine Zusammensetzung, welche die erfin-
dungsgemaRen Liposome enthalt. Diese Zusammensetzung besteht bévor-
zugt aus einer wéssrigen Losung, in der die erfindungsgemalien Liposome
dispergiert sind. Dar(ber hinaus kann die Zusammensetzung auch noch
andere Losungsmittel, insbesondere einen physiologisch vertréglichen
Alkohol enthalten. Bevorzugt sind wassermischbare Alkohole mit 2 bis 4
Kohlenstoffatomen, wie etwa Ethanol, 2-Propanol, 1,2-Propandiol und

2-Butanol oder Kombinationen davon.
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Wie oben beschrieben, eignen sich die erfindungsgeméRen Liposome
insbesondere zur Verwendung als Arzneimittelgrundlage zum Einbau von
Wirkstoffen. Dariiber hinaus betrifft die Erfindung auch Arzneimittel, wel-
che die erfindungsgeméaRen Liposome enthalten. Bevorzugt umfassen in
einem solchen Arzneimittel die Liposome einen Wirkstoff in eingekapselter

Form oder/und als weiteren Bestandteil der Liposomhiille.

Die erfindungsgemaRen Liposomen kénnen auf einfache Weise durch
Zusammenmischen der Bestandteile a), b), ¢) und d) hergestellt werden.
Bevorzugt erfolgt das Vermischen in wéassriger Lésung, wobei dem resultie-
renden Gemisch oder der wassrigen Lésung ein wassermischbarer, physio-
logisch annehmbarer Alkohol mit 2 bis 4 Kohlenstoffatomen hinzugefiigt
werden kann, sodass die Komponenten einen in Wasser dispergierten oder
dispergierbaren Komplex bilden. Das Molverhéltnis der (Ester)-Lysolecithin-

verbindung zu Alkohol betrégt bevorzugt 1:0,1 bis 1:500.

In der fertigen Liposomformulierung betrégt die Menge an (Ester)-Lyso-

lecithin bevorzugt 0,1 bis 200 yMol/g.

Durch die einfache Loslichkeit der erfindungsgeméaf zur Liposombildung
eingesetzten Bestandteile ist kein Einsatz von Uberdruck fiir die Herstellung
der erfindungsgeméRen liposomalen Formlierungen notwendig. In der Regel
geniigt eine einfache Beschallung, unter Umsténden reicht sogar Rihren
aus. Damit vereinfacht und verbilligt sich das Herstellungsverfahren sehr.
AuRerdem kénnen sterile Bedingungen durch das Lagern in entsprechend
konzentrierten alkoholischen L&sungen problemlos eingehalten wefden.
Diese Vorteile gelten auch, wenn zusétzlich ein Wirkstoff der Formulierung

einverleibt wird.

Unter Einsatz der erfindungsgemaRen Liposomen ist es weiterhin gelungen,

ein Mittel gegen Lorenzos-Erkrankung (Lorenzos-Disease) herzustellen.
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Dabei wurde Erucaséure in Lysolecithin oder Lecithin eingebaut und dann

als Wirkstoff in die erfindungsgeméaRen Liposomen eingekapselt. Die Erfin-

dung betrifft somit auch die Verwendung der oben genannten Liposomen

zur Herstellung eines Arzneimittels gegen Lorenzos-Erkrankung, wobei die

Liposomen ein eingekapseltes Erucasaurederivat, insbesondere ein Eruca-

saure-Lysolecithin oder Erucaséure-Lecithin umfassen.
Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter erlautert.

Beispiel 1 - Herstellung der Ausgangsstoffe
Kommerziell erhaltliches Cholesterin wurde durch Umkristallisation auf eine

Reinheit > 98 % gereinigt.

1.2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin und andere Lecithine (Bestandteil
¢)) wurden nach im Stand der Technik beschriebenen Methoden hergestellt,
ebenso wie die verwendeten Phosphatidylglycerine und Phosphatidyl-oligo-

glycerine.
Die Ester-Lysolecithine (Monoacylglycerophosphocholine) kénnen auf
einfache Weise aus Glycerophosphocholin hergestellt werden. Geeignete

Lysolecithine umfassen z.B.:

1-Oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
(C,eH5,NO,; 521.676)

1-Erucoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
(C3oHeoNO,P; 577.784)

1-Linoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
(C,6H5oNO,P; 519.660)
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1 -Palmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
(Co4HgoNO,P; 495.638)

1-Stearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
(C,eH5,NO,P; (523.692)

1-Oleoyl-sn-glycero-3-phospho-N.N.N.-trimethylpropylammonium
(CoyHz4,NO,P; 535.703)

1-Erucoyl-sn-glycero-3-phospho-N.N.N .-trimethylpropylammonium
(C3:HgNO,P; 591.81)

1-Linoleoyl-sn-gchero-3—phospho-N.N.N.-trimethyl-propylammonium
(C;H5,NO,P; 533.687)

1-Palmitoyl-sn-glycero-3-phospho-N.N.N .-trimethyl-propylammonium
(C,5H5,NO,P; 509.687)

1-Stearoyl—sn-gchero-3-phospho-N.N.N.-trimethyl-propylammonium
(C,,HgNO,P; 537.719)

1-Oleoyl-sn-glycero-3-phospho-N.N.N .~trimethyl-butylammonium
(C,gH5NO,P; 549.730) '

1-Erucoyl-sn-glycero-3-phospho-N.N.N.-trimethyl-butylammonium
(Cs,HgNO,P; 605.838)

Beispiel 2 - Herstellung von Liposomen
Es wurde festgestellt, dass Ester-Lysolecithine aufgrund ihrer ausgezeich-
neten dispergierenden Eigenschaften hervorragend geeignet sind, um

Lipidgemische vollstandig in liposomale Dispersionen umzuwandeln. Dabei
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erfolgt die Bildung der Liposomen unter milden Bedingungen, beispielsweise

durch einfaches Beschallen in einem Ultraschallbad.

Die Lipidgemische kénnen pharmazeutische Wirkung besitzen, z.B. im Falle
von Erucasaurederivaten zur Behandiung der X-Adrenoleukodystrophie oder
durch Einbau von Wirkstoffen, wie beispielsweise Amphotericin C, Cyclo-

sporin usw., als Arzneimittel Verwendung finden.

Zur Herstellung von 1000 ml einer liposomalen Dispersion aus den Lipid-
gemischen in einer Endkonzentration von 60 bis 100 mM an Gesamtlipid

wird wie folgt vorgegangen:

Oleoyl-GPC 0,0 - GPC Cholesterin 0,0-GPG
(521,68) (786,13) (386,66) (797,03)
(Oleoyl-Glycero- 1,2-Dioleoyl- 1,2-Dioleoyl-sn
phosphocholin) glycerophospho- glycero-3
cholin phosphoglycerin-
mononatriumsalz
A- a) 45,0 - 47,5 7,5 - 100 %
b) 45,0 - 47,5 7,5-100 mM
c) 23,48 - 18,37 5,98-43,83 g

Die Dispersion ist 100 mM an Lipid und enthélt ~ 4,8 % Lipide.

B- a) 40,0 10,0 45,0 5,0 100 %
b) 40,0 10,0 45,0 5,0 - 100 mM
c) 20,87 7,86 14,40 3,99-47,12 ¢

Die Dispersion ist 100 mM an Lipid und enthélt ~ 4,7 % Lipide.

C- a)35,0 15,0 40,0 10,0 - 100 %
b) 35,0 15,0 40,0 10,0100 mM
c) 18,26 11,79 15,47 7,97-53,49 ¢
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Die Dispersion ist 100 mM an Lipid und enthalt ~ 5,4 % Lipide.

D- a) 30,0 20,0 40,0 10,0 - 100 %
b) 30,0 20,0 40,0 10,0100 mM
c) 15,65 15,72 15,47 7,97-54,81¢g

Die Dispersion ist 100 mM an Lipid und enthélt ~ 5,5 % Lipide.

E- a) 25,0 25,0 40,0 10,0 - 100 %
b) 22,5 22,5 36,0 9,0 - 90 mM
c) 17,74 17,69 13,92 7,17-56,52 ¢

Die Dispersion ist 90 mM an Lipid und enthalt ~ 5,7 % Lipide.

F- a) 20,0 35,0 30,0 15,0 > 100 %
b) 16,0 28,0 24,0 12,0 - 80 mM
c) 8,35 22,01 9,28 9,66—+49,2¢g

Die Dispersion ist 80 mM an Lipid und enthélt ~ 4,9 % Lipide.

G- a)15,0 35,0 35,0 15,0 - 100 %
b) 12,0 28,0 28,0 12,0-»80 mM

c) 6,26 22,01 10,83 9,56--48,66 g

Die Dispersion ist 80 mM an Lipid und enthéit ~ 4,9 % Lipide.

ERSATZBLATT (REGEL 26)



10

15

20

25

30

WO 03/026617 PCT/EP02/10653

-16 -

Beispiel 3 - Zusammensetzung

molare Anteile

(Ester)-Lysolecithine 15-90 %
Lecithine 0-40 %
Cholesterin 0-60 %
neg. Ladungstrager 3-50 %

z.B. Dipalmitoyl-
Distearoyl- sn-G-3-phosphoglycerine oder -oligo-
glycerine

Dioleoyl-

z.B. 1-Palmitoyl-
1-Stearoyl- sn-G-3-phosphoglycerin
1-Oleoyl-

z.B. Cholesterin-phospho-glycerine oder -oligoglycerine.
Dabei wird bevorzugt beachtet, dass die Systeme zusammen passen,

also in einer Formulierung ganz besonders bevorzugt nur ein einziger

Fettsaurebestandteil verwendet wird.

Einwaage

(mMol/l = mM)
1-Stearoyl-sn-glycero-3-phosphocholin
1-S-G-3-PC 35
Cholesterin 40
1-S-G-3-P-diG 6

79
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1-S-G-3-PC 35
Cholesterin 40
1-S-G-3-P-diG 15

90
1-S-G-3-PC 40
Cholesterin 40
Chol-P-diG 10
90

Wichtig sind aber auch Formulierungen, die (Ether)-Lysolecithine enthal-
ten, die keine Wirkstoffqualitdt im Sinne einer Antitumorwirkung oder
Antiparasitenwirkung besitzen. Diese Formulierungen sind deshalb beson-
ders wichtig, da sie hitzesterilisierbar sind und deshalb besonders einfach

gehandhabt werden kénnen, zum Beispiel:

1-Octadecyl-sn-glycero-3-phosphocholin

1-C,g.0-SN-G-3-PC 35
Cholesterin 45
1-C,g.0-sn-G-3-P-diG 5
85
1-Cg,0-sN-G-3-PC 35
Cholesterin 40
Chol-PG 10
85
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Entsprechend:

1-Oleyl-sn-glycero-3-phosphocholin

1-Cg.4-sn-G-3-PC 40
Cholesterin 45
1-C,g.4-sN-G-3-PG 5
90
1-C,g.4-sn-G-3-PC 45
Cholesterin 45
Cholesterin-PG 10
110

1-Erucyl-sn-glycero-3-phosphocholin

1-C,,.4-sn-G-3-PC 70
Cholesterin 15
1-C,,.4-sn-G-3-diG 15
100
1-C,p.4-sn-G-3-PC 80
Chol-P-diG 20
100
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Anspriiche

Liposom enthaltend
a) 10 bis 50 Mol-% (Ester)-Lysolecithin der Formel |

('EH2 -0-CO-R!
H - (.“, -R? I?
CH,-0- IID -0 - (CH,), - N® (CH,),
Oe
in der
R' ein Kohlenwasserstoffrest mit 13 bis 23 C-Atomen ist,
R? H, OH oder OR? darstellt, worin R® ein C,-C;-Alkyl- oder ein
Allylrest ist, und
n 2, 3 oder 4 bedeutet
b) 10 bis 50 Mol-% Cholesterin,
c) 10 bis 50 Mol-% Lecithin und
d) 5 bis 25 Mol-d% eines negativen Ladungstrégers, ausgewahlt
aus der Gruppe bestehend aus Phosphatidylmono-, -di-, -tri-
und -tetraglycerinen, Cholesterinphosphomono- und -oligo-

glycerinen.

Liposom nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet,

dass R' in Formel | einen C,5-C,g-Alkylrest, einen C,5-C,s-Alkenyl-
rest, einen C,5-Cys-Alkadienylrest oder einen C,5-Cys-Alkatrienylrest

darstelit.
Liposom nach Anspruch 1 oder 2,

dadurch gekennzeichnet,

dass n in Formel | die Zahl 2 bedeutet.
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Liposom nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,
dass es weiterhin einen Wirkstoff in eingekapselter Form oder/und

als weiteren Bestandteil der Liposomenhtille enthélt.

Zusammensetzung enthaltend Liposome nach einem der An-

spriche 1 bis 4.

Arzneimittel enthaltend Liposome nach einem der Anspriiche 1 bis
4, gegebenenfalls mit einem pharmakologisch geeigneten Trager-

oder Verdinnungsmittel.

Arzneimittel nach Anspruch 6,
dadurch gekennzeichnet,
dass es ein Liposom nach einem der Anspriche 1 bis 4 und darin

eingekapselt einen Wirkstoff umfasst.

Arzneimittelgrundlage zum Einbau von Wirkstoffen, umfassend

Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 3.

Arzneim\ittel nach einem der Anspriiche 6 oder 7 oder Arzneimittel-
grundlage nach Anspruch 8,

dadurch gekennzeichnet,

dass sie in einer zur oralen, intravendsen oder subkutanen Verab-

reichung geeigneten Form vorliegt.

Verfahren zur Herstellung von Liposomen nach einem der An-
spriche 1 bis 4,
dadurch gekennzeichnet,

dass man

a) 10 bis 50 Mol-% (Ester)-Lysolecithin der Formel |
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(|3H2 -0-CO-R
H - CII - R? lCI)
CH,-0-P-0-(CH,),-N® (CH,);
de
in der
R! ein Kohlenwasserstoffrest mit 13 bis 23 C-Atomen ist,
R2 H, OH oder OR?® darstellt, worin R® ein C,-C5-Alkyl- oder Allyl-
rest ist, und
n 2, 3 oder 4 bedeutet
b) 10 bis 50 Mol-% Cholesterin,
c) 10 bis 50 Mol-% Lecithin und
d) 5 bis 25 Mol-% eines negativen Ladungstragers, ausgewahlit
aus der Gruppe bestehend aus Phosphatidylmono-, -di-, -tri-
und -tetraglycerinen und Cholesterinphosphomono- und -

oligoglycerinen vermischt.

Verwendung von Liposomen nach einem der Anspriiche 1 bis 4 zur
Herstellung eines Arzneimittels gegen Lorenzos-Erkrankungen,
wobei die Liposomen ein eingekapseltes Erucaséurederivat, ins-
besondere ein Erucasdure-Lysolecithin oder Erucaséaurelecithin

umfassen.

Liposom enthaltend
a) 10 bis 90 Mol-% (Ester)-Lysolecithin der Formel |

CH,-0-CO-R!

i
H- C-R? IOI
|
CH2 - o = P = O = (CHZ)I’I = Ne (CH3)3
Oe
in der

R! ein Kohlenwasserstoffrest mit 13 bis 23 C-Atomen ist,
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17.
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R2 H, OH oder OR® darstellt, worin R® ein C,-C5-Alkyl- oder ein

Allylrest ist, und

n 2, 3 oder 4 bedeutet

b) O bis 60 Mol-% Cholesterin,

c) 0 bis 50 Mol-% Lecithin und

d) 3 bis 50 Mol-% eines negativen Ladungstragers, ausgewahlt
aus der Gruppe bestehend aus Phosphatidylmono-, -di-, -tri-
und -tetraglycerinen, Cholesterinphosphomono- und -oligo-
glycerinen und/oder Alkylphosphoglycerinen, Alkyl-
phosphooligoglycerinen, Alkylphosphoglycolen, Alkyl-
phosphopropandiolen-(1.3) oder/und Alkylphosphopropan-
diolen-(1.2).

Liposom nach Anspruch 12,
dadurch gekennzeichnet,

dass es ein Merkmal nach einem der Anspriiche 1 bis 4 aufweist.

Zusammensetzung enthaltend Liposome nach einem der An-

spriiche 12 oder 13.

Arzneimittel enthaltend Liposome nach einem der Anspriiche 12
oder 13, gegebenenfalls mit einem pharmakologisch geeigneten

Trager- oder Verdiinnungsmittel.

Arzneimittel nach Anspruch 15,
dadurch gekennzeichnet,
dass es ein Liposom nach einem der Anspriiche 12 oder 13 und

darin eingekapselt einen Wirkstoff umfasst.

Arzneimittelgrundlage zum Einbau von Wirkstoffen, umfassend

Liposomen nach einem der Anspriiche 12 oder 13.
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Verfahren zur Herstellung von Liposomen nach einem der An-
spriche 12 oder 13,

dadurch gekennzeichnet,

dass man

a) 10 bis 90 Mol-% (Ester)-Lysolecithin der Formel |

‘CHZ -0-CO-R
H- C-R* O
&Hz -0- I"3 - 0 - (CH,), - N® (CH;),
oe
in der
R! ein Kohlenwasserstoffrest mit 13 bis 23 C-Atomen ist,
R2 H, OH oder OR? darstellt, worin R® ein C,-C5-Alkyl- oder ein
Allylrest ist, und
n 2, 3 oder 4 bedeutet
b) 0 bis 60 Mol-% Cholesterin,
c) 0 bis 50 Mol-% Lecithin und
d) 3 bis 50 Mol-% eines negativen Ladungstrégers, ausgewahlt
aus der Gruppe bestehend aus Phosphatidylmono-, -di-, -tri-
und -tetraglycerinen, Cholesterinphosphomono- und -oligo-
glycerinen und/oder Alkylphosphoglycerinen, Alkyl-
phosphooligoglycerinen, Alkylphosphoglycolen, Alkyl-
phosphopropandiolen-(1.3) oder/und Alkylphosphopropan-

diolen-(1.2) vermischt.

Verwendung von Liposomen nach einer der Anspriiche 12 oder 13
zur Herstellung eines Arzneimittels gegen Lorenzos-Erkrankungen,
wobei die Liposomen ein eingekapseltes Erucaséurederivat, ins-
besondere ein Erucasdure-Lysolecithin oder Erucas&urelecithin,

umfassen.
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