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Beschreibung
HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf die Herstellung von Liposomenformulierungen, die Vidara-
bin und/oder ein Vidarabin-Derivat, z. B. Vidarabinmonophosphat (ARA-AMP), und Gemische von Glycero-
phospholipiden mit gesattigten und ungesattigten Acyl-Ketten mit Cholesterol (CHOL) und geladenen Moleki-
len, die lipidisch sind oder nicht (z. B. Phosphatidylinositol (PI), Phosphatdidylglycerol (PG), Stearylamin (SA),
Phosphatidsaure (PA)) enthalten.

[0002] Liposome sind biologisch vertragliche und biologisch abbaubare mikrovesikulare Systeme (Gregoria-
dis und Florence 1993), die aus einer oder mehreren Phospholipid-Doppelschichten, die getrennte walrige
Kompartimente umgeben, bestehen. Diese Vesikel sind fahig, alle Arten von Substanzen, z. B. Arzneimittel,
zu enthalten. In Abhangigkeit von ihrer Polaritat wird eine Verbindung in einem Liposom entweder in den inne-
ren walrigen Kompartimenten oder in den hydrophoben Regionen der Lipid-Doppelschicht eingeschlossen.
Liposome kdnnen als sterile oder pyrogenfreie Suspensionen mit Submikrondurchmesser hergestellt werden,
damit sie intravends injiziert werden kénnen. Aufgrund ihrer strukturellen Vielseitigkeit bezuglich der Grofie,
der Lipidzusammensetzung, oder Oberflachenladung, der Doppelschichtfluiditat und der Fahigkeit, ein Arznei-
mittel ungeachtet der Loslichkeit einzubauen oder Liganden an ihrer Oberflache zu tragen, haben Liposome
das Potential in einer Vielzahl von Wegen gezielt aufgebaut zu werden, um ihre pharmakokinetischen Charak-
teristika zu modulieren und die Produktion von Formulierungen zu gewahrleisten, die fur eine klinische Verwen-
dung optimal sind.

[0003] Vidarabin (9-p-D-Arabinofuranosyladenin-adeninarabinosid, ARA-A) und sein wasserloslicheres Deri-
vat Vidarabinmonophosphat (9-3-D-Arabinofuranosyladeninmonophosphat, ARA-AMP) sind Purinnukleoside,
die DNA-Polymerase in Viren und in geringerem Ausmal in Saugetieren inhibieren. Von diesen Agenzien wur-
den gezeigt, dal} sie in vitro antivirale Aktivitdt gegen eine ganze Reihe von DNA-Viren, z. B. Herpes simplex,
Typ | und Il, Varicella-zoster, Epstein-Barr, Cytomegalovirus, Vaccinia- und Hapatitis B-Virus (HBV) (Shannon
1975), haben. Die klinische Verwendbarkeit von ARA-A wird durch seine schlechte walrige Lslichkeite (Scha-
bel 1968) begrenzt, die dazu fiihrt, dal es durch intravenése Infusion in groRen Flissigkeitsvolumina verab-
reicht wird. Dagegen ist ARA-AMP wasserl6slich (LePage et al. 1972) und kann in einem kleinen Volumen In-
jektionsfluid intravends oder intramuskular verabreicht werden.

[0004] Persistierende HBV-Infektionen sind in der Welt weit verbreitet, allerdings ungleichmaRig verteilt mit
Pravalenzraten von 10 bis 20% fir die Kistenregionen in China, Stidostasien und in Afrika sudlich der Sahara
bis weniger als 0,5% in Nordwesteuropa, Nordamerika und Australien. Es wurde kirzlich geschatzt, dal® es
weltweit nahezu 300 Millionen aktiv infizierte Trager von HBV-Markern gibt (Ayoola et al. 1988; Gerin 1992).
Diese Infektion ist der Hauptgrund fir eine chronische Lebererkrankung und stellt eine Hauptursache fur Mor-
biditat und Mortalitat in der gesamten Welt dar. Obgleich der Infektion durch Impfung vorgebeugt werden kann,
gibt es demnach einen Bedarf, um wirksame Formen einer antiviralen Therapie flir existierende Trager zu ent-
wickeln, um die Qualen zu reduzieren, die chronische aktive Hepatitis, Zirrhose und hepatozellulares Karzinom
einschlieRen (Tiollais et al. 1990; Lunel-Fabiani 1991; Marcellin 1991).

[0005] ARA-A und ARA-AMP sind zwei der wenigen Arzneimittel mit erwiesener Wirksamkeit in der Behand-
lung von chronischer Hepatitis Typ B bei Menschen. Einige Forscher haben entweder ARA-A oder ARA-AMP
selbst (Weller 1986; Trepo et al. 1986; Guardia et al. 1986; Thomas 1988; Marcellin et al., 1989) oder in Kom-
bination mit anderen therapeutischen Modalitaten (Scullard et al. 1981; Smith et al. 1982; Yokosuka et al. 1985;
Guillevin et al. 1993) verwendet, um Patienten mit chronischer Hepatitis, verursacht durch HBV, zu behandeln.
Diese beiden Arzneimittel zeigten eine konstante Wirkung bei der Blockierung des Viruswachstums, bei der
Forderung einer bestandigen Abnahme der Replikation viraler Marker wahrend der Behandlung und eine Re-
duzierung der Serumlevel an Virus-DNA-Polymerase in dosisabhangiger Art. Obgleich ARA-A und ARA-AMP
konstant bewiesen haben, daf} sie eine Verbesserung der Leberfunktion und Histologie und einen Verlust an
Infektivitat bei einem deutlichen Anteil der Patienten zeigen, hat ihre Verwendung widersprichliche Resultate
bezuglich der Serokonversionsraten und der Langzeitwirksamkeit hervorgerufen. Tatsachlich ist die therapeu-
tische Anwendung von Vidarabin durch seine Toxizitat stark eingeschrankt. Die kumulativen dosisabhangigen
Nebenwirkungen, die bei therapeutischen Level an ARA-A und ARA-AMP beobachtet wurden, beinhalten
hauptsachlich neurologische Stérungen, z. B. das neuromuskulare Schmerzsyndrom und hamatologische und
gastrointestinale Stérungen (Sacks et al. 1982; Whitley et al. 1980-a und 1980-b; Kanterewicz et al. 1990; Lok
1990). Diese Probleme bilden einen Hauptnachteil, der eine Unterbrechung der Behandlung notwendig macht
und die Fortsetzung klinischer Untersuchungen behindert.

[0006] Mit dem Ziel, den chemotherapeutischen Index von Vidarabin zu erhéhen, koppelten Fiume et al.
(1980) entweder ARA-A oder ARA-AMP an Asialofetuin, ein Neoglykoprotein mit endstandigem Galactosyl,
das selektiv durch Rezeptor-vermittelte Endozytose in Hepatozyten eindringt. Eine Hauptnachteil bei der klini-
schen Verwendung dieser Konjugate war ihre Immunogenitat, die tiberwunden wurde, indem lactosaminiertes
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homologes Albumin als hepatotroper Trager fir ARA-AMP verwendet wurde (Fiume et al., 1981, 1982-a, 1985,
1986, 1986-a, 1987, 1988-a, 1988-b). Nach Injektion dieses Konjugats in infizierte Mause (Fiume et al. 1981,
1982-b, 1986-a) und/oder Waldmurmeltiere (Ponzetto et al. 1991) wurde die Synthese von viraler DNA bei
niedrigeren Konzentrationen als denen des nicht-gekoppelten Arzneimittels inhibiert. In einer einleitenden kli-
nischen Untersuchung wurde das Konjugat fur drei Personen an Patienten mit chronischer HBV-Infektion ver-
abreicht, was die Virusreplikation inhibierte (Fiume et al. 1988-c). Diese Strategie kann die dosisabhangigen
Nebenwirkungen reduzieren. Allerdings ist der Trager nicht allgemein verfigbar und um Menschen injiziert zu
werden, mul® er aus humanem Plasma erhalten werden, was ein zusatzliches potentielles Problem darstellt.
Daruber hinaus wurde beobachtet, daf’ hohe Dosen an Konjugat Vacuolen im Cytoplasma von Histiozyten, He-
patozyten und Nierentubuluszellen bei Cynomolgus-Affen (Renoldi et al. 1990) und in Leberzellen von Ratten
und Mausen (Fiume et al. 1992) erzeugten. In Cynomolgus-Affen hat das Konjugat auch neuromuskulare An-
zeichen fir Toxizitat gezeigt (Renoldi et al. 1990). Ein anderes System, das von Fiume et al. (1986-b) entwickelt
wurde, basiert auf einem anderen Trager, der durch galactosyliertes Poly(L-lysin) gebildet wurde. Obgleich die-
ser gegenulber lactosaminiertem humanen Serumalbumin einige Vorteile besitzt, ist dieses System eher to-
xisch, wodurch die Mdglichkeit seiner klinischen Verwendung ausgeschlossen wird. Mit der identischen Aufga-
be, den therapeutischen Index von Vidarabin zu erhdhen, beluden Guise et al. (1990) Nanopartikel von Polyi-
sohexylcyanoacrylat mit ARA-A, allerdings verlor das Agens seine antivirale Aktivitat infolge einer chemischen
Wechselwirkung mit dem Cyanoacryl-Monomer wahrend des Polymerisationsprozesses.

[0007] Die Verwendung von Liposomen als Arzneimitteltrager kann die Konzentrierung eines Arzneimittels in
besonderen Geweben beglinstigen, die Arzneimittellevel in Serum und in Geweben verlangern, die Toxizitat
verringern und/oder die Wirksamkeit des eingekapselten Arzneimittels erhéhen (Hwang 1987, Sculier 1988,
Lopez-Berestein et al. 1989, Perez-Soler 1989, Szoka 1990, Gregoriadis und Florence 1993). Darlber hinaus
offnet eine bevorzugte Aufnahme von Liposomen durch Leberzellen (Scherphof et al. 1983, Poste et al. 1984)
einige bedeutende therapeutische Perspektiven im besonderen Fall von viraler Hepatitis. So kann der Ein-
schlu® von Vidarabin in Liposomen durch Veranderung der Bioverteilung einen zweckdienlichen Ansatz zur
Verbesserung seines therapeutischen Indexes bilden, wodurch eine Verstarkung der Arzneimittelabgabe an
den infizierten Stellen begunstigt wird und in Geweben vermieden wird, in denen das Arzneimittel toxische Wir-
kungen erzeugt. Darliber hinaus kénnen Liposome Vidarabin im Blutstrom vor seiner schnellen Desaminierung
durch Adenosindesaminase schitzen, welche das Arzneimittel in 9-B-D-Arabinofuranosyl-hypoxantin
(ARA-Hx) transformiert (Buchanan et al. 1980, Whitley et al. 1980-a und 1980-b). Dieses ist um ein Mehrfaches
weniger aktiv als ARA-A oder ARA-AMP als antivirales Agens (Gephart und Lerner 1981). Ein Einschluf® von
ARA-A in Liposomen wurde in der Vergangenheit versucht, allerdings nur mit begrenztem Erfolg, da die Ein-
kapselungseffizienz der Formulierungen sehr gering war, namlich im Bereich von 2,2 bis 6,1% lag (Mayhew et
al. 1984).

[0008] Dementsprechend gibt es auf dem Fachgebiet einen Bedarf fir ein Verfahren zur Herstellung von Li-
posomenformulierungen von Vidarabin oder einem Vidarabin-Derivat mit hoher Einbaueffizienz und hoher in-
traliposomaler Arzneimittelkonzentration, geringer relativer Toxizitat fur den Patienten und hoher pharmakolo-
gischer Aktivitat gegen das Virus.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0009] Die vorliegende Erfindung richtet sich auf die Herstellung von stabilen Liposomen mit effizienter Ein-
arbeitung und hohen Leveln an intraliposomalem Vidarabin (oder Vidarabin-Derivat). Wenn diese Formulierun-
gen Tieren verabreicht werden, sind sie nicht toxisch und nicht immunogen, akkumulieren in groliem Ausmaf}
in der Leber (entweder in Hepatozyten oder in Kupferzellen) und Milz, verlangern die Verweilzeit des Arznei-
mittels im Blutstrom und die Erh6hung seines therapeutischen Indexes.

[0010] Das Verfahren zur Herstellung von Liposomenformulierungen ist durch die Bildung mehrschichtiger Li-
posomen, die das antivirale Mittel enthalten, und Unterwerfen der Liposome einer Lyophilisierung, einer kon-
trollierten Rehydratisierung und gegebenenfalls einem Extrudieren unter Druck gekennzeichnet. Nach der Her-
stellung werden die Formulierungen wieder einer Lyophilisierung unterworfen und unter Vakuum bei 4°C gela-
gert.

BESCHREIBUNG DER SPEZIFISCHEN AUSFUHRUNGSFORMEN

[0011] Die Verfahren der vorliegenden Erfindung stellen Liposomenformulierungen (bzw. liposomale Formu-
lierungen) von Vidarabin (oder Vidarabin-Derivat) mit hoher Einarbeitungseffizienz und hoher intraliposomaler
Arzneimittelkonzentration, geringer Toxizitat und hoher pharmakologischer Aktivitat bereit.

[0012] Die vorliegende Erfindung umfaf3t ein Verfahren einer Dehydratisierung und kontrollierten Rehydrati-
sierung, gefolgt von einem fakultativen Extrudierverfahren durch eine pordse Membran oder ein anderes Lipo-
somen-Klassierungsverfahren und eine zweite Dehydratisierung. Dieses Verfahren umfaldt die folgenden
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Schritte: a) mehrschichtige Liposome (= multilamellar liposoms = MLV), die intra- und extraliposomales Arznei-
mittel enthalten, werden hergestellt; b) Dehydratisieren durch Lyophilisierung der MLV; c) kontrollierte Rehyd-
ratisierung unter Verwendung isotonischer Mannit-Lésung, physiologischer Salzldsung oder eines anderen
physiologischen Osomolaritdtsmediums; d) Verdinnung der Liposome vor einem fakultativen Extrudieren un-
ter Verwendung eines hohen Verdiinnungsvolumens an isoosmotischem Medium; e) Extrudieren unter Ver-
wendung von Ausgangsmaterial, das vorher noch nicht von extraliposomalen Arzneimittel abgetrennt wurde;
f) Abtrennung von extraliposomalen Arzneimittel; g) Lyophilisierung der Endpraparation.

[0013] Erfindungsgemall wird zur Herstellung mehrschichtiger Liposome ein Chloroform- oder Chloro-
form-Methanol-Lipid-Gemisch (im Bereich von etwa 50 mM bis 100 mM oder mehr) unter Stickstoffstrom ge-
trocknet. Die resultierende Gesamtlipid-Konzentration liegt im Bereich von etwa 10 mM bis zu etwa 100 mM.
Geeignete Lipide, die hydriert sind oder nicht, liegen zur Verwendung in den Formulierungen einzeln oder in
Gemischen in verschiedenen Anteilen vor: Cholesterol (CHOL), Phosphatidylcholin (PC), hydriertes Phospha-
tylcholin (HPC), Distearylphosphatidylcholin (DSPC), Sphingomyelin (SM), Dioleylphosphatidylcholin (DOPC),
Dioleylphosphatidylglycerol (DOPG), Phosphatidylglycerol (PG), Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC), Di-
palmitoylphosphatidylcholin (DPPC), Ganglioside, Ceramide, Phosphatdiylinositol (Pl), Phosphatidsaure (PA),
Dicetylphosphat (DcP), Dimyristoylphosphatidylglycerol (DMPG), Stearylamin (SA), Dipalmitoylphosphatidyl-
glycerol (DPPG) und irgendwelche dhnlichen synthetischen Lipide. Das Lipidgemisch ist vorzugsweise gela-
den. Die Liposomen-Praparationen sind typischerweise Gemische aus mindestens zwei Komponenten und Ub-
licherweise drei oder mehr: Glycerophospholipid (z. B. PC, DMPC, DPPC), CHOL (gegebenenfalls vorhanden)
und einem geladenen Molekill (lipidisch oder nicht): z. B. PI, PG, SA oder ein anderes geladenes Molekiil, wo-
bei jede Komponente der Liposomen-Praparation (wenn vorhanden) in molaren Verhaltnissen von 40 bis 70%,
10 bis 50%, bzw. 5 bis 25% vorliegt.

[0014] In Abhangigkeit von der Léslichkeit des verwendeten Vidarabin-Derivats wird das Arzneimittel zusam-
men mit den Lipiden geldst oder im walrigen Hydratisierungsmedium dem Lipidfilm zugesetzt.

[0015] Fur die Einkapselung eines wasserloslichen Vidarabin-Derivats, z. B. ARA-AMP werden die Kompo-
nenten des Lipidgemisches so ausgewahlt, da® mindestens eine Komponente (z. B. Phosphatidylinositol,
Phosphatidylglycerol, Stearylamin) geladen ist und die walirigen Kompartimente der Liposomen, in denen das
wasserldsliche Vidarabin-Derivat lokalisiert ist, vergrofRert. Fir ARA-AMP sind kationische Molekiile, z. B. Ste-
arylamin, am vorteilhaftesten, da sie auch fahig sind, elektrostatische Wechselwirkungen mit dem Arzneimittel
zu entwickeln. Das positiv geladene Molekll ist in einer Konzentration von mindestens 5 bis 25%, vorzugswei-
se in einer Konzentration von etwa 17% der Gesamtlipidkomponenten vorhanden. Beispielsweise ist eine be-
vorzugte Kombination Phosphatidylcholin : Cholesterol : Stearylamin im Verfahren 10 : 5 : 3, wobei die Ge-
samtlipidkonzentration von 17 bis 75 mM oder mehr reicht. Das resultierende positiv geladene Lipidausgangs-
gemisch produziert stabile Liposome mit hohen ARA-AMP-Einkapselungseffizienzien und hohen intraliposo-
malen Arzneimittelkonzentrationen, wahrend die mit dem Arzneimittel assoziierte Toxizitat minimiert ist und die
antivirale Wirksamkeit maximiert ist. Der Lipidfilm wird mit einer warigen Lé6sung von ARA-AMP hydratisiert.
Die Konzentration der Arzneimittellésung kann betrachtlich variieren, von niedrig wie etwa 0,06 mg/ml bis so
hoch wie 6 mg/ml oder mehr, ist aber typischerweise 1 mg/ml bis zu 5 mg/ml, wie es in einem Beispiel unten
beschrieben wird. Die entsprechende Konzentration an Lipid zur Hydratisierung liegt im Bereich von 17 mM
bis zu einer Hohe von 85 mM oder mehr. Es ist winschenswert, Liposome mit einem hohen Arzneimittel/Li-
pid-Verhaltnis zu produzieren, ohne die Sattigung der lipidischen Membran der Liposome zu tibersteigen. Uber
der Sattigung wird die Einkapselungseffizienz reduziert sein, ohne daf} das intraliposomale Arzneimittel erhdht
ist. Demnach ist es wichtig, dal} die Einkapselungseffizienz des Verfahrens moglichst hoch ist, um Liposome
zu produzieren, die adaquate Mengen an therapeutischem Arzneimittel enthalten, selbst bei einer geringen An-
fangsmenge an Arzneimittel.

[0016] Wie oben angegeben wurde, kann die Konzentration an Vidarabin in der Lipidldsung oder in der waRk-
rigen Lésung, die zur Hydratisierung des Lipidfilms verwendet wird, und somit im Endliposom in Abhangigkeit
von dem besonderen ausgewahlten Arzneimittel, den Komponenten des lipidischen Gemisches, der lonenstar-
ke, Osmolaritat, dem pH, der Temperatur und dem verwendeten Einarbeitungsverfahren betrachtlich variieren.
Vidarabin oder Derivate kénnen in der resultierenden antiviralen liposomalen Formulierung in erster Linie in
der walrigen Phase, in der Lipidphase oder in der walrigen und der Lipidphase enthalten sein.

[0017] So gebildete mehrschichtige Liposome werden dann entweder in flissigem Stickstoff (-170°C) oder in
einem Gefriergerat (-70°C) fir mindestens eine Stunde gefroren, worauf sich eine Lyophilisierung mit einem
Gefriertrockner (Lyophilisator) bei 25 mtorr mindestens tber Nacht anschlief3t. Das resultierende Pulver wird
in zwei aufeinanderfolgenden Schritten rehydratisiert: zuerst mit einer Zuckerlésung mit physiologischer Os-
molaritat (z. B. einer 300 mM Mannit- oder Glucose-L6sung) in einer Anteilsmenge (z. B. 1/10) des Anfangs-
volumens unter kraftigem Verwirbeln, gefolgt von einer Stabilisierungsruhe Uber einen Zeitraum von etwa 30
min bei Raumtemperatur; zweitens, das Volumen wird mit physiologischer Kochsalzlésung (154 mM NaCl-Lo-
sung) auf das Anfangsvolumen gebracht, gefolgt von einem 10-minlitigem Stabilisierungszeitraum bei Raum-
temperatur. Das resultierende Liposom/Arzneimittel-Gemisch wird dann mit physiologischer Kochsalzlésung
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5- bis 10-fach verdinnt und gegebenenfalls klassifiziert. SchlieRlich werden die nicht-klassifizierten Liposome
und die klassifizierten Liposome zweimal bei 250000 x g fiir 30 min oder einmal bei 370000 x g fiir 45 min einer
Ultrazentrifugation unterworfen. In beiden Fallen werden Pellets in geeigneten Volumina 10%iger Saccharose-
oder 10%iger Trehalose-Lésung resuspendiert.

[0018] Zur Klassierung von Liposomen zur gewulinschten Grofe sind verschiedene Techniken verfiigbar. Ein
Klassierungsverfahren (sizing) ist die Homogenisierung, die auf Scherenergie beruht, um grofe Liposome in
kleinere zu zerbrechen. In einem typischen Homogenisierungsverfahren werden mehrschichtige Vesikel durch
einen Standardemulsionshomogenisator recyclisiert, bis ausgewahlte LiposomgréRRen, typischerweise zwi-
schen 0,1 und 0,5 ym beobachtet werden. Extrudieren von Liposomen durch eine Polycarbonat-Membran mit
kleinen Poren oder eine asymmetrische Keramikmembran unter Druck ist ebenfalls ein effektives Verfahren
zur Reduzierung der LiposomengroRRe auf eine relativ gut definierte Grolkenverteilung. Typischerweise wird die
Suspension ein- oder mehrmals durch die Membran gefiihrt, bis die gewunschte LiposomengréRenverteilung
erreicht ist. Die Liposome kdnnen erfolgreich durch Membranen mit kleineren Poren (z. B. von 1,0 ym bis her-
unter zu 0,05 um, wenn dies gewiinscht ist) extrudiert werden, um eine allmahliche Reduzierung der Liposo-
mengroRe zu erreichen. In einem beliebigen der Verfahren kann die PartikelgroReverteilung durch herkémm-
liche dynamische Lichtstreuung Uberwacht werden.

[0019] Nach den angegebenen Schritten einer Hydratisierung des Lipidfilms, der Lyophilisierung, des fakul-
tativen Extrudierens und der extraliposomalen Vidarabin-Abtrennung wird die Liposomen-Suspension bei
—170°C oder —70°C gefroren und erneut unter denselben Bedingungen, die oben angegeben sind, lyophilisiert.
Nach Wiederverdiinnung der lyophilisierten Pulver, die unter Vakuum bei 4°C gelagert wurden, mit sterilem dei-
onisiertem Wasser auf die urspriingliche Konzentration werden keine signifikanten Anderungen der Liposo-
men-Durchmesser beobachtet und mehr als 50% (fiir wasserlosliche Derivate) oder mindestens 90% (fur lipo-
phile Derivat) des urspringlich eingeschlossenen Arzneimittels liegt in der liposomalen Form vor.

[0020] Eine besonders bevorzugte Ausfihrungsform der Erfindung produziert ARA-AMP-Liposomenformulie-
rungen mit einer hohen Einkapselungseffizienz bei einem niedrigem Anfangsverhaltnis Arzneimittel : Lipid. In
dieser Ausflihrungsform ist das Lipidgemisch Phosphatidylcholin : Cholesterol : Sterarylamin mit 10 : 5 : 3 bei
einer Lipid-Konzentration von 17 bis 85 mM. Eine Hydratisierung erfolgt z. B. mit 0,6 bis 6,0 mg/ml ARA-AMP
gefolgt von einem Gefrieren bei —170°C oder —70°C und Lyophilisierung. Eine Rehydratisierung zu einer En-
dosmolaritat von 300 mosm/kg wird durch Zusatz von 300 mM Mannitlésung in einer Volumenmenge eines
Zehntels der vorher verwendeten antiviralen Lésung, gefolgt von einem Auffiillen zum Endvolumen mit 154 mM
NaCl, erreicht. Nach Verdinnung in physiologischer Salzldsung und Ultrafiltration, wie es oben beschrieben
wurde, hat die fertige ARA-AMP-Formulierung einen Durchmesser, der im Bereich von 0,30 ym bis 0,80 ym
liegt, der aber kleiner und homogener sein kann, wenn extrudiert wird; sie besitzt eine Einkapselungseffizienz
von bis zu 67,5 £ 1,2% und ein Arzneimittel/Lipid-Verhaltnis von 19 bis 50 g/mol. Wie bei den anderen hierin
beschriebenen Praparationen liegt das Arzneimittel vom auReren Medium entfernt vor (im Gegensatz zu typi-
schen Arzneimittel-Lipid-Konjugaten) und kann durch einen stéarkeren Liganden nicht vom Liposom verdrangt
werden, wie es in anderen Praparationen der Falls ein konnte.

[0021] Vidarabin (oder Vidarabin-Derivat)-Liposomenformulierungen, die nach dem erfindungsgemafen Ver-
fahren hergestellt sind, weisen Einkapselungseffizienzen von bis zu 100% ohne eine chemische Veranderung
des eingeschlossenen Arzneimittels auf. Diese Formulierungen weisen eine hohe Stabilitat entweder in lyophi-
lisierter Form oder nach Rekonstitution auf, sind nicht toxisch und nichtimmunogen, akkumulieren vorzugswei-
se in der Leber (entweder in Hepatozyten oder Kupferzellen) und Milz und weisen eine héhere pharmakologi-
sche Aktivitat als das freie Arzneimittel auf.

[0022] Die verbesserten therapeutischen und pharmakokinetischen Effekte, die resultieren, stehen nicht not-
wendigerweise mit der Endmenge des Arzneimittels im Liposom/Arzneimittel-Gemisch in Beziehung, sondern
mit der Tatsache, dal} das Arzneimittel in einer Liposomenform vorliegt, die die hierin beschriebenen Charak-
teristika hat.

[0023] Die mit niedrigen Arzneimittel/Lipid-Verhaltnissen erreichten Einkapselungseffizienzien zeigen, daf}
Vidarabin (oder Vidarabin-Derivat)-Liposomenformulierungen der Erfindung auch als therapeutische Mittel
hochwirksam sind. In einem in vivo-Tiermodell von Waldmurmeltieren, die chronisch mit Waldmurmeltier-He-
patitis-Virus (WHV) infiziert waren, bewiesen die Formulierungen, die durch das erfindungsgemafe Verfahren
hergestellt worden waren, im Vergleich zum freien Arzneimittel eine hohere therapeutische Aktivitat. Dieses
ausgewahlte Tiermodell wird von mehreren Autoren (Summers et al. 1978; Ponzetto et al. 1991) als ein Ideal-
modell fir Forschungen an antiviralen Agenzien, die gegen HBV aktiv sind, angesehen. Die beobachteten Re-
sultate zeigen, daR die hierin beschriebenen Vidarabin (oder Derivat)-Liposomenformulierungen den therapeu-
tischen Index des Arzneimittels erhéhen und hochwirksame Agenzien in der Therapie von chronischer Hepa-
titis Typ B sind.

[0024] Vidarabin-Liposomenformulierungen der Erfindung kénnen zusatzliche Substanzen enthalten, die
dazu dienen, das Liposom und damit das antivirale Arzneimittel auf ein besonderes Gewebe oder eine beson-
dere Zelle, z. B. auf Hepatozyten, zu richten wie auch die Halbwertszeit der Formulierung zu erhéhen. In diesen
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Praparationen ist das antivirale Arzneimittel als Teil eines hierin beschriebenen Liposoms, allein oder in Ver-
bindung mit einem Targetingmolekil, z. B. Galactosylterminierungsliganden oder monoklonale Antikorper, die
z. B. an einen an der Hepatozytenoberflache vorliegenden Rezeptor binden, eingearbeitet.

[0025] Die zu verabreichende Formulierung wird in jedem Fall eine Menge des Liposom/Vidarabin (oder De-
rivat)-Komplexes enthalten, die ausreicht, um bei dem Subjekt, das behandelt wird, die gewlinschte therapeu-
tische Wirkung zu erzielen. Die Erfindung stellt pharmazeutische Formulierungen zur parenteralen Verabrei-
chung, vorzugsweise zur intravendsen Verabreichung, bereit, die einen Liposom/Viarabin (oder -Derivat)-Kom-
plex mit physiologischer Osmolaritat, suspendiert in einem annehmbaren Vehikel, wenn dies gewunscht wird,
vorzugsweise in einem wafirigem Vehikel (z. B. 0,9% NaCl- oder 10% Saccharose-L6sung) umfassen. Diese
Formulierungen kénnen durch herkdmmliche, gutbekannte Sterlilisierungstechniken sterilisiert werden oder
kdnnen steril filtriert werden. Die Formulierungen kénnen pharmazeutisch annehmbare Hilfssubstanzen ent-
halten, wenn dies verlangt wird, um die Qualitat zu konservieren oder um eine Annaherung an physiologische
Bedingungen zu erreichen, z. B. pH-einstellende und -puffernde Mittel, die Tonizitat einstellende Mittel, Antio-
xidantien und andere Adjuvantien, z. B. Natriumacetat, Natriumlactat, Natriumchlorid, Kaliumchlorid, Calcium-
chlorid, Glucose, a-Tocophoerol. Aktuelle Verfahren zur Herstellung parenteral verabreichbarer Formulierun-
gen sind dem Fachmann bekannt oder werden ihm einfallen und sind z. B. in Remingtons Pharmaceutical Sci-
ences, 17. Ausgabe, Mack Publishing Company, Easton, PA (1985) beschrieben.

[0026] Pharmazeutische Formulierungen der Erfindung kénnen an Warmblitler, z. B. Menschen, die bereits
an einer chronischen Hepatitis Typ-B-Infektion leiden, wahrend eines ausreichend langen Zeitraums in einer
ausreichenden Menge verabreicht werden, um das Fortschreiten der Infektion zu beenden oder deutlich zu
hemmen. Mengen, die adaquat sind, um diese Wirkungen zu erreichen, werden als "therapeutisch wirksame
Dosen" definiert. Mengen, die fiir diese Verwendung wirksam sind, werden von der Schwere der Infektion und
dem allgemeinen Gesundheitszustand des Patienten, der behandelt wird, abhangen. Die Mengen werden im
allgemeinen weniger als die sein, die typischerweise mit freiem Arzneimittel unter ahnlichen Umstanden ange-
wendet werden. Die Menge an Arzneimittel, die Uber die Liposom/Arzneimittel-Formulierungen der vorliegen-
den Erfindung verabreicht wird, kann uber die erhdht werden, die typischerweise fur freies Arzneimittel verwen-
det werden, und zwar infolge der Minimierung der Toxizitat fir den Patienten und der insgesamt erhohten the-
rapeutischen Wirksamkeit der Praparationen im Vergleich zu freiem Arzneimittel, wie es im Fall schweren, le-
bensbedrohlichen Infektionen notwendig sein kénnte. Eine Bestimmung der tatsachlichen Menge der Lipo-
som/Arzneimittel-Komplexe, die zur Behandlung eines besonderen Krankheitsbildes, wie es oben beschrieben
wurde, notwendig sind, werden durch Standardverfahren, die dem Fachmann bekannt sind, ermittelt werden.
[0027] Die folgenden Beispiele fir physikochemische und biologische Analysen, die mit den Vidarabin-Lipo-
somenformulierungen, welche durch die erfindungsgemalen Verfahren hergestellt werden, durchgefiihrt wur-
den, sind lediglich zur Erlauterung, nicht zur Beschrankung aufgefuhrt.

Beispiele

[0028] Diese Beispiele erlautern eine Analyse von Vidarabin-Liposomenformulierungen, die wie oben be-
schrieben hergestellt wurden, wobei das verwendete Vidarabin-Derivat ARA-AMP war.

Einkapselung von Vidarabinmonophosphat (ARA-AMP) in Liposomen

[0029] Tabelle | zeigt die Wirkung einer Lipidzusammensetzung auf den Einbau von ARA-AMP in Liposome.
Formulierungen wurden mit verschiedenen Lipidzusammensetzungen in einer relativen Lipidkonzentration von
17 mM und einem molaren Anfangsverhaltnis Arzneimittel/Lipid von 1/10 unter Verwendung von sterilem enti-
onisierten Wasser als Rehydratisierungsmedium hergestellt. Die Einkapselungseffizienz (E. E.) bezeichnet das
Verhaltnis Arzneimittel/Lipid zum Schlufd und Arzneimittel/Lipid zu Beginn und wird in Prozent ausgedriickt. Die
prozentuale Wiedergewinnung bezeichnet das prozentuale Verhaltnis von Arzneimittel- oder Lipidkonzentrati-
on am Ende zu der zu Beginn. Das Vorliegen von Cholesterol und geladenen Lipiden scheint die oben genann-
ten Einkapselungsparameter zu beeinflussen. Cholesterol senkte die Fahigkeit der ARA-AMP-Einkapselung
(Form. 2) die andererseits durch Einschluf® von geladenen Lipiden in Liposomen beglinstigt wurde (Form. 3
bis 9). Dieser letzte Effekt war vom Molenbruch des vorliegenden geladenen Lipids abhangig und fir negative
Phospholipide (Pl und PG) wurde eine fast vollstandige Sattigung der Vesikel bei einem molaren Verhaltnis
von 10:5: 1 erreicht (Fig. 1). Positiv geladene Liposome, die durch Einschluf3 von SA erhalten wurden, wiesen
eine viel héhere Beladungskapazitat als negative und neutrale Liposome auf. In diesem Fall war die Einkap-
selungseffizienz stark vom SA-Gehalt abhangig, wobei sie mit Ansteigen des SA-Molbruchs in den Liposomen
bis zu 81,6 + 7,4% bei einem molaren Verhaltnis (PC : CHOL : SA) von 10 : 5 : 3 anstieg. Bei diesem Verhaltnis
wurde ein Plateau erreicht, das anzeigt, dal die Vesikelsattigung erreicht war (Fig. 1). Das molare Verhaltnis
von 10 : 5 : 5 zeigte keine signifikante Erhéhung der ARA-AMP-Einfangwirksamkeit (86,6 £ 6,8%). In keiner
Dispersion wurden unlésliche, nichtliposomale, Lipid-Arzneimittel-Prazipitate beobachtet.
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[0030] Die angegebenen We rte stellen den Mittelwert + SD von mindestens drei Praparationen dar.

Di/Li: molares Anfangsverhaltnis ARA-AMP/Lipid.
Df/Lf: molares Endverhaltnis ARA-AMP/Lipid.
E.E. Einkapselungseffizienz.

[0031] Um die Wirkung des Extrudierungsverfahrens auf die Einkapselungsparameter von ARA-AMP in Lipo-
somen zu untersuchen, wurde eine Reihe von Experimenten unter Verwendung von Liposomen durchgefinhrt,
die wie vorher beschrieben hergestellt worden waren, allerdings mit dem zuséatzlichen Schritt der Klassierung
durch Extrudieren vor Abtrennung des extraliposomalen Arzneimittels. Eine Rehydratisierung zu einer Endos-
molaritat von 300 mosm/kg wurde erreicht, indem 300 mM Mannit-Lésung in einem Zehntel des Volumens der
verwendeten ARA-AMP-L6sung, gefolgt vom Auffillen mit 154 mmol NaCl-Lésung zum Anfangsvolumen an-
gewendet wurden. Liposome wurden durch Polycarbonat-Filter mit 800 nm (VET,,,) oder nacheinander durch
Filtern mit 800 nm, 600 nm und 400 nm (VET,,,) extrudiert.

[0032] Eine direkte Beziehung zwischen Liposomengroflie, Beladungskapazitat und Einkapselungseffizienz
wurde beobachtet (Tabelle II).
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[0033] Einkapselung von ARA-AMP zu Anfangsverhaltnis Arzneimittel/Lipid
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[0034] Fig. 2 zeigt den Effekt des molaren Anfangsverhaltnisses ARA-AMP/Lipid auf das molare Endverhalt-
nis ARA-AMP/Lipid und die Einkapselungseffizienz in Liposomen vom DRV-Typ, erhalten mit 17 mM Gesamt-
lipidkonzentration und Rehydratisierung des lyophilisierten Pulvers mit 300 mM Mannit-L6sung im ersten
Schritt und 154 mM NaCl-Ldsung im zweiten Schritt, wie es bereits beschrieben wurde.

[0035] Entweder fiur Liposomen des DRV-Typs oder Liposomen des VET-Typs, die unter denselben Bedin-
gungen hergestellt worden waren, wurde die Menge an eingearbeitetem ARA-AMP erhoht, wenn das Anfangs-
verhaltnis Arzneimittel/Lipid erhéht wurde, bis ein Plateau erreicht war. An diesem Punkt wurde eine Vesikel-
sattigung erreicht und die entsprechenden molaren Anfangsverhaltnisse und molaren Endverhaltnisse
ARA-AMP/Lipid waren von der Lipidzusammensetzung und dem Liposomtyp abhangig (Tabelle Ill). Dagegen
war die Einkapselungseffizienz in allen Fallen fir niedrige molare Anfangsverhaltnisse ARA-AMP/Lipid maxi-
mal und bei Ansteigen dieses Verhaltnisses fiel die Einkapselungseffizienz auf kleinere Werte, die auch von
Lipidzusammensetzung und dem Liposomtyp abhangt (Tabelle 1). Die erhaltenen Resultate, zeigen, daf3 hohe
Beladungskapazitaten und Einkapselungseffizienzien mit niedrigen molaren Verhaltnissen Arzneimittel/Lipid
fur diese beispielhaften Liposomenformulierungen, die nach dem erfindungsgemafien Verfahren erhalten wur-
den, speziell fur die, die Stearylamin enthalten, erreicht wurden.

TABELLE Il
Molare Anfangsverhaltnisse ARA-AMP/Lipid und molare Endverhaltnisse ARA-AMP/Lipid und Einkapselungs-
effizienz, die einer Sattigung der Liposome entsprechen

Liposom- Lipid- Di/Li pf/Lf E.E.

typ zusammen- (g/mol) (g/mol) (%)
setzung
(molares

Verhdltnis)

VETg00 PC:CHOL:PI 74 18 24
(10:5:1)

VETgg0 PC:CHOL: PG 71 22 30
(10:5:1)

VETgg0 PC:CHOL:SA 71 19 29
(10:5:1)

VET400 PC:CHOL: SA 170 55 33
(10:5:3)

DRV PC:CHOL:SA 185 80 43
(10:5:3)

[0036]

Di/Li: molares Anfangsverhaltnis ARA-AMP/Lipid.

DF/Lf: molares Endverhaltnis ARA-AMP/Lipid.

DRV: Dehydratisierung-Rehydratisierungs-Vesikel.

VETx: Vesikel, erhalten durch Extrudieren durch Polycarbonatfilter mit einer Porengréfe von "x" nm.
E.E. Einkapselungseffizienz.

Effekt der Lipidkonzentration auf die ARA-AMP-Einkapselung

[0037] Um die Einarbeitung von ARA-AMP in Liposome zu optimieren wurde der Effekt der Lipidkonzentration
auf die Einkapselung des Arzneimittels in DRV und VET, bestehend aus PC : CHOL : SA (10: 5: 3), untersucht.
Eine Rehydratisierung zur der endgultigen Osmolaritat von 300 mosm/kg wurde erreicht, indem 300 mM Man-
nit-Losung in einem Zehntel des Volumens der verwendeten ARA-AMP-L3sung, gefolgt vom Auffillen zum An-
fangsvolumen mit 154 mM NaCl-Lésung, zugegeben wurden. Die Einkapselungseffizienz kann in signifikanter
Weise verbessert werden, wenn die Lipidkonzentration auf 85 mmol ansteigt (Tabelle V).
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TABELLE IV
Effekt der Lipidkonzentration auf die Einkapselungseffizient von ARA-AMP in Liposomen?®

Lipid- Liposom- Df/Lf E.E.
konzentration typ (g/mol) (%)
(mM)
17 VET400 24,6 + 2,6 36,0 = 1,6
DRV 36,5 + 2,1 52,7 + 0,6
85 VET400 29,0 £ 1,1 44,0 + 1,7
DRV 50,0 £ 0,5 67,5 + 0,3

3 ipidzusammensetzung: PC : CHOL : SA (10 : 5 : 3); molares Anfangsverhaltnis ARA-AMP/Lipid: 2/10
[0038] Die angegebenen Werte stellen den Mittelwert + SD von mindestens drei Praparationen dar.

E.E. Einkapselungseffizient.
Df/Lf: molares Endverhaltnis RRA-AMP/Lipid.

Stabilitat von liposomalem Vidarabinmonophosphat in Salzlésung

[0039] Die Stabilitat einer ausgewahlten ARA-AMP-Liposomenformulierung in Kochsalzlésung wurde bei 4°C
untersucht, um das Verhalten der Vesikel wahrend der Lagerung, nach Rekonstitution zu beurteilen. Liposome
vom VET ,q,-Typ wurden mit 17 mM Lipidkonzentration mit Zusammensetzung PC : CHOL : SA (10 : 5: 3) her-
gestellt und die folgenden Aspekte wurden untersucht: (1) das Auftreten von Veranderungen in der Vesikelgro-
Re; (2) Retention von eingeschlossenen Inhalten.

[0040] Wahrend eines 52-tdgigen Lagerungszeitraums bei 4°C unter Stickstoff zeigte die Formulierung keine
signifikanten Anderungen in der mittleren PartikelgréRe (Tabelle V). Nach 20 und 42 Tagen waren 83% bzw.
60% des anfanglichen intraliposalem ARA-AMP in der eingekapselten Form gehalten (Fig. 3).

TABELLE V
Stabilitat von liposomalen ARA-AMP in Kochsalzlésung mit 4°C: Liposomendurchmesser
0 Zeit (Tage)
20 52
Mittlerer 0,26 £ 0,07 0,28 + 0,03 0,28 + 0,02
Durchmesser (um)

[0041] Die angegebenen Werte sind der Mittelwert + SD von mindestens drei Praparationen.
VET,,-Lipidzusammensetzung: PC : CHOL : SA (10 : 5 : 3). Lipidanfangskonzentration: 17 mM.
Molares Anfangsverhaltnis ARA-AMP/Lipid: 1/10

Stabilitat von liposomalen Vidarabinmonophosphat in lyophilisierter Form

[0042] Die Stabilitat einer ausgewahlten ARA-AMP-Liposomenformulierung unter Lagerung in lyophilisierter
Form bei 4°C im Vakuum wurde untersucht. Liposome (VET,,,) der Lipidzusammensetzung PC : CHOL : SA
(10 : 5 : 3) wurden wie vorher beschrieben erhalten, wobei auRerdem der Schritt des Resuspendierens der
Liposome in 10% Saccharose-Lésung enthalten war. Nach der Herstellung wurden Liposom-Suspensionen ly-
ophilisiert. Nach Rekonstitution mit sterilem deionisierten Wasser wurde physiologische Osmolaritat erreicht
und es wurden keine signifikanten Anderungen der Liposomendurchmesser beobachtet und mehr als 60% des
zu Beginn eingeschlossenen ARA-AMP lag in der liposomalen Form vor.
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TABELLE VI
Stabilitat von lyophilisierten ARA-AMP-Liposomen? bei Lagerung bei 4°C unter Vakuum

Zeit Intraliposomale Mittlerer Polyb
(Monate) ARA-AMP- Durchmesser
Retention (%) (pm)

0 100 0,32 0,14
0,25 65 0,33 0,14
0,5 NM 0,32 0,17

1 63 0,30 0,17
1,5 68 0,28 0,10
4,5 63 0,31 0,13

6 65 0,31 0,14

12 64 0,31 0,15

@Lipidzusammensetzung: PC : CHOL : SA (10 : 5 : 3); molares Anfangsverhéltnis ARA-AMP/Lipid: 1/10.
®Ppolydispersitatsindex (im Bereich von 0,0 bis 1,0).

[0043] Die angegebenen Werte stellen den Mittelwert + SD von mindestens drei Praparationen dar.
NM: nicht gemessen.
In vivo-Toxizitat

[0044] Leere Liposome (VET,,,) mit unterschiedlicher Lipidzusammensetzung (PC : CHOL : PI; PC : CHOL :
PG; PC: CHOL : SA: alle in einem molaren Verhaltnis 10 : 5 : 1) wurden wie vorher beschrieben erhalten und
bezuglich Toxizitat und Immunogenitat beurteilt.

[0045] Weiblichen Mausen, die zu Beginn des Experiments 6 bis 7 Wochen alt waren, wurden intraperitoneal
Lipiddosen von 0,6 mmol/kg Kdrpergewicht 5 Tage in einer Woche wahrend funf aufeinanderfolgenden Wo-
chen injiziert. In einer anderen Untersuchung, die mit identischen Tieren und Formulierungen durchgefuhrt
wurde, wurden Liposomensuspensionen 4-mal in Dreiwochenintervallen injiziert, wobei die erste Injektion in-
traperitoneal war und die anderen intravends waren. Die injizierten Dosen waren mindestens das 5-fache der
entsprechenden Lipidmenge, die in therapeutischen Anwendungen eingesetzt wurde.

[0046] Die Tiere wurden entweder wahrend des Verabreichungszeitraums oder zwei Wochen nach der letzten
Injektion beobachtet und ihr Aussehen (einschlief3lich eventueller Lasionen an den Injektionsstellen) sowie
Futter- und Wasseraufnahme wurden gemessen. Nach diesem Zeitraum wurden die Tiere ausbluten gelassen
und es wurde eine makroskopische Beurteilung des allgemeinen Zustands der Abdomenorgane durchgefihrt.
Sera, die vor und nach den Injektionen gesammelt worden waren, wurden auf antiliposomale Komponenten
IgG durch Mikroplatten ELISA-Technik untersucht, wobei als Antigen entweder die vollstdndige Zusammenset-
zung jeder Formulierung oder die einzelnen Komponenten verwendet wurden. Titer wurden als die Differenz
zwischen dem log2 des Kehrwerts der Antiserumverdiinnung (zeigt dieselbe Extinktion wie 1/200-Verdiinnung
des Kontrollserums) und dem log2 des Kehrwerts des 1/200-Kontrollserumverdinnung ausgedrickt.

[0047] In beiden Injektionsprotokollen zeigten die Tiere keinerlei Anzeichen von Toxizitat und Nebenwirkun-
gen, z. B. wurden kein anaphylaktischer Schock oder Tod beobachtet. 1 bis 2 Stunden nachdem eine Injektion
der liposomalen Suspension erfolgt war, schienen die Tiere im Vergleich zu unbehandelten Tieren weniger ak-
tiv zu sein, allerdings wurde dieselbe Reaktion bei Mausen beobachtet, denen nur Salzlésung injiziert worden
war. Danach verhalten sich die Mause, die eine Injektion erhalten hatten vollstandig normal. Nur die Tiere, die
dem ersten Protokoll an Injektionen (intraperitaneal) unterzogen worden waren, wiesen an den Injektionsstel-
len einige Granulome im Abdomen auf. Diese Lasionen traten gleichzeitig (wahrend der dritten Woche) bei den
Tieren auf, denen die verschiedenen Liposomensuspensionen injiziert worden waren, und wahrend der vierten
Woche bei den Mausen auf, denen nur Salzlésung injiziert worden war. Nach dem Téten der Tiere wurden die
Organe sehr gut individualisiert ohne "adderences" oder Anderung in Farbe oder Gestalt. Lasionen waren nur
eingegrenzt an den Injektionsstellen. Die Nahrungs- und Futteraufnahme war bei den Gruppen mit Liposome-
ninjektion und der unbehandelten Gruppe von Tieren sehr ahnlich.

[0048] Alle untersuchten Tiere zeigten sehr niedrige Antikoérpertiter (im Bereich von 1 bis 7), die nur in einem
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der funf Tiere, die entweder Sa oder PG enthaltenden Liposomen immuniziert worden waren, und in zwei der
funf Tiere, die mit einer Pl enthaltenden Formulierung immunisiert worden war, detektierbar. Diese Resultate
zeigen, dal Liposome der untersuchten Zusammensetzungen in der Praxis nicht immunogen sind und in si-
cherer Weise als Trager fiir nichtmakromolekulare Arzneimittel, z. B. Vidarabin, Vidarabinmonophosphat oder
irgendein anderes Vidarabin-Derivat, eingesetzt werden kénnen.

[0049] In einer anderen Untersuchung, die an Waldmurmeltieren durchgefihrt wurde, wurden den Tieren in-
travends taglich an funf aufeinanderfolgenden Tage ARA-AMP-Liposomenformulierung injiziert, die aus Lipo-
somen des VET,,,-Typ mit einer Lipidzusammensetzung aus PC : CHOL : SA (10 : 5 : 3) bestanden. Die inji-
zierten Dosen lagen im Bereich von 0,07 bis 0,14 mmol/kg, ausgedriickt als Gesamtlipid, und im Bereich von
2 bis 4 mg/kg, ausgedruckt als Arzneimittel. Wahrend der Behandlung und der nachfolgenden Zeitrdume ver-
halten sich die Tiere normal und es wurden keine Nebenwirkungen festgestellt.

Bioverteilung von liposomalem Vidarabinmonophosphat

[0050] Die Bioverteilung einer ausgewahlten ARA-AMP-Liposomen-Formulierung wurde mit Wistar-Ratten
mit einem Kdrpergewicht von 250-350 g untersucht. Liposome (VET,,,) mit der Lipidzusammensetzung PC :
CHOL : SA (10 : 5 : 3) wurden wie vorstehend beschrieben hergestellt, wobei [°H]-ARA-AMP verwendet wurde.
Zu festgesetzten Zeiten (15 min; 1 h, 3 h) nach der intravendsen Injektion der radioaktiv markierten Liposome
wurden die Radioaktivitaten im Blut, in der Leber, in der Milz und im Knochenmark gemessen. ARA-AMP-Li-
posomenformulierungen erreichten hohe Verweilzeiten des Arzneimittels im Blutstrom und eine hohe Arznei-
mittelabgabe an die Leber und die Milz, vermieden gleichzeitig eine Abgabe an das Knochenmark. Bezuglich
der injizierten Dosis war die Radioaktivitat im Blut 32,8 £ 18,9% bei 15 min, nahm langsam im Lauf der Zeit ab
und war nach drei Stunden 16,2 + 3,9%. Die Akkumulierung in der Leber war nach 15 min (21,2 + 4,6%) ma-
ximal. Nach dieser Zeit nahm die akkumulierte Arzneimittelmenge infolge der hohen metabolischen Aktivitat
dieses Organs ab, blieb aber infolge eines Gleichgewichts zwischen der Arzneimittelabgabe und der metabo-
lischen Aktivitat zwischen 1 und 3 Stunden konstant (13,7 + 6,5%). Die Akkumulierung von ARA-AMP wurde
entweder in Hepatozyten oder in Kupferzellen detektiert. Endothelialzellen trugen zu der gesamten Leberauf-
nahme nicht bei. Die Akkumulierung in der Milz war niedriger als in der Leber und wegen der geringen Aufnah-
mekapazitat dieses Organs im Vergleich zu Leber nur maximal eine Stunde (8,8 £ 1,5%) und blieb praktisch
bis 3 Stunden konstant (7,7 £ 2,2%). Eine Akkumulierung im Knochenmark war praktisch Null, wobei nur 0,5%
der injizierten Dosis bei 15 Minuten nachweisbar war und derselbe Prozentgehalt bei 3 Stunden nachweisbar
war.

Pharmakologische Aktivitat von Liposomen-Vidarabinmonophosphat

[0051] Um die therapeutische Wirksamkeit einer ausgewahlten Vidarabinmonophosphat-Liposomenformulie-
rung, die gemaR der vorliegenden Erfindung produziert worden war, zu beurteilen, wurde ein Tiermodell fur
chronische Hepatitis entwickelt, in dem Waldmurmeltiere, die chronisch mit Waldmurmeltier-Hepatitisvirus
(WHYV) infiziert waren, verwendet wurden. Eine ARA-AMP-Liposomenformulierung wurden durch Liposome
des VET,,,-Typs mit der Lipidzusammensetzung PC : CHOL : SA (10 : 5 : 3) gebildet.

[0052] Tieren wurde intravends als Bolus Uber flunf aufeinanderfolgende Tage im 24-Stunden-Abstand die
Formulierung intravends injiziert. Blutproben wurden vor, wahrend und nach der Behandlung entnommen. Ein
Ausbluten wurde durchgefihrt, wahrend die Waldmurmeltiere unter Anasthesie waren, welche mit Ketaminhy-
drochlorid induziert worden war. WHV-DNA wurde durch Dot-Blot-Hybridisierung mit **P-markierter Sonde ei-
nes geklonten Gesamt-WHV-Genoms (ein Geschenk von Dr. J. L. Gerin, Georgetown Univ., Maryland, USA),
gefolgt von einer Autoradiographie, gemessen. Fiinffach-Verdiinnungen aller Seren aus einer einzelnen Be-
handlung wurden analysiert und die Resultate wurden als Umkehrwert der h6chsten Serumverdinnung, die
ein Autoradiographiesignal liefern, ausgedrickt.

[0053] Pharmakologische Beurteilungsresultate zeigten, da® die antivirale Aktivitdt von ARA-AMP durch Li-
posomeneinkapselung stark verbessert wurde. Es wurde eine deutliche Reduktion der WHV-DNA-Replikation
nach Behandlung bei deutlich niedrigerer Dosis als die des freien Arzneimittels (Fig. 4) beobachtet.

[0054] Aus den Resultaten wurde der Schluf® gezogen, dalk die pharmakologische Aktivitat durch Vidarabin-
monophosphat-Liposomenformulierungen, die erfindungsgemaf produziert wurden, stark erhéht war, was ihre
Verwendbarkeit in der klinischen Behandlung bestatigt. Auf diese Weise stellen diese Formulierungen einen
vielversprechenden Ansatz dar, um die inharenten Probleme, die mit der Verwendung von Vidarabin in der
Therapie verbunden sind, mittels Erh6hung der Konzentration an den Wirkstellen und Reduzierung der thera-
peutischen Dosis zu I6sen.
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Beschreibung der Figuren

[0055] Fig. 1

zeigt den Effekt der Lipidzusammensetzung bei der ARA-AMP-Einkapselung in Liposomen (DRV). Fehlerbal-
ken geben die SD von mindestens drei Praparationen an. Molares Anfangsverhaltnis ARA-AMP/Lipid: 1/10.
Gesamtlipidkonzentration: 17 mM. Rehydratisierungsmedium: entionisiertes Wasser.

[0056] Fig. 2

zeigt die Variation der Einkapselungseffizienz und das endguiltige Verhaltnis ARA-AMP/Lipid als Funktion der
verwendeten Anfangsverhaltnisses Arzneimittel/Lipid. Liposome (DRV) mit einer Lipidzusammensetzung PC :
CHOL : SA (10 : 5 : 3) wurden unter Verwendung einer Konzentration an Gesamtlipid von 17 mM hergestellt.
[0057] Fig.3

zeigt die Stabilitat einer ausgewahlten ARA-AMP-Liposomenforumlierung, bestehend aus Liposomen VET,q,
mit der Lipidzusammensetzung PC : CHOL : SA (10 : 5: 3) in Kochsalzlésung bei 4°C.

[0058] Fig. 4

zeigt die antivirale Aktivitat von freiem und liposomalen ARA-AMP in Waldmurmeltieren, die chronisch mit dem
Waldmurmeltier-Hepatitisvirus infiziert waren.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Herstellung von Liposomenformulierungen aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat), die
geeignet sind fir Verabreichung zu einem Saugetieren, umfassend:
ein mehrschichtig Liposomenformulierung aus Vidarabin (oder ein Derivat davon) aus ein waf3rig Lésung und
ein Lipidschichtgemisch, ein Bestandteil mit elektrisch Ladung enthaltend oder nicht, herstellen;
die Liposomvidarabin (oder Derivat davon) gefriertrocknen; die gefriertrocknet Liposomvidarabin (oder ein De-
rivat davon) zu einem schlief3lich physiologische Osmolaritat, erst in ein nicht salzhaltig L6sung von etwa phy-
siologische Osmolaritat rehydratisieren; und
die Liposomvidarabin (oder Derivat davon) mit eine physiologische vertragliche salzhaltig Lésung wieder rehy-
dratisieren.

2. Verfahren nach Anspruch 1, weiter umfassend der Schritt von die rehydratisiert Liposomenformulierung
aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat) durch Extrusion tber eine durchlassige Membrane herabsetzen.

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die Liposomenformulierung aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat)
unter Druck durch eine 0,8 ym Membrane extrudiert wird.

4. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die Liposomenformulierung aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat)
unter Druck durch 0,8 pm, 0,6 pm und 0,4 um Membranen nacheinander extrudiert wird.

5. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die erhaltend Liposomenformulierung aus Vidarabin (oder ein Vida-
rabinderivat) ein Durchmesser zwischen etwa 0,3 pm und 5,0 pm hat.

6. Verfahren nach Anspruch 3, wobei die erhaltend Liposomenformulierung aus Vidarabin (oder ein Vida-
rabinderivat) ein Durchmesser zwischen etwa 0,3 pm und 0,7 pvm hat.

7. Verfahren nach Anspruch 4, wobei die erhaltend Liposomenformulierung aus Vidarabin (oder ein Vida-
rabinderivat) ein Durchmesser zwischen etwa 0,2 pm und 0,4 pm hat.

8. Verfahren nach Anspriiche 3 und 4, wobei die in die Liposomen nicht aufgenommen Vidarabin (oder ein
Vidarabinderivat) vor oder nach der Extrusionschritt ganz entfernt ist.

9. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Konzentration der Lipidgemisch in der lipidisch Film 10 mM bis
zu 100 mM ist.

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei die Konzentration der Lipidgemisch in der lipidisch Film 17 mM bis
zu 85 mM ist.

11. Verfahren nach Anspruch 1, wobei ein lipidisch Bestandteil von der lipidisch Filmgemisch ein geladen
Molekdil hat.
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12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei ein lipidisch Bestandteil der lipidisch Filmgemisch ein positiv La-
dung hat und einwirken auf Vidarabin (oder ein Derivat davon) kann.

13. Verfahren nach Anspruch 11, wobei ein Lipidbestandteil der lipidisch Filmgemisch ein negativ Ladung
hat und einwirken auf Vidarabin (oder ein Derivat davon) kann.

14. Verfahren nach Anspruch 12, wobei fir Verkapselung der Vidarabinmonophosphat (ARA-AMP) der
Konzentration der positiv Molekul mindestens 6% ist.

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei flr Verkapselung der Vidarabinmonophosphat (ARA-AMP) die
Konzentration der positiv Molekil ca. 17% ist.

16. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die lipidisch Filmgemisch, in ein Verhaltnis zwischen 0,01 bis 10:
Cholesterol (CHOL), Phosphatidylcholin (PC), hydriert Phosphatidylcholin (HPC), Distearoylphosphatidylcho-
lin (DSPC), Sphingomyelin (SM), Dioleolylphosphatidylcholin (DOPC), Dioleoylphosphatidylglycerol (DOPG),
Phosphatidylglycerol (PG), Dimirystoylphosphatidylcholin (DMPC), Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC),
Ganglioside, Ceramide, Phosphatidylinositol (Pl), Phosphatidinsaure (PA), Dicetylphosphat (DcP), Dimirysto-
ylphosphatidylglycerol (DMPG), Stearylamin (SA), Dipalmitoylphosphatidylglycerol (DPPG) und jeder beliebi-
ger synthetisch Lipid einschliesst.

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei die lipidisch Filmgemisch ein Glycerophospholipid gewahlt aus der
Gruppe Phosphatidylcholin, Dimirystoylphosphatidylcholin, Dipalmitoylphosphatidylcholin einschliesst; wobei
ein Sterol, wie Cholesterol ist gegebenenfalls vorliegend; und ein lipidisch oder nicht lipidisch geladen Molekiil
(Phosphatidylinositol, Phosphatidylglycerol, Stearylamin); mit jeder Bestandteil der Liposomenpraparat wenn
vorliegende in ein relativ Verhaltnis von 40-70%, 10-50% bzw. 5-25%.

18. Verfahren nach Anspruch 17, wobei fur Verkapselung der Vidarabinmonophosphat (ARA-AMP) die li-
pidische Bestandteile aus Phosphatidylcholin : Cholesterol : Stearylamin ein Molverhaltnis von etwa 10 : 5 : 3
aufweisen.

19. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die gefriertrocknet Liposomenvidarabin (oder ein Derivat davon)
rehidratisiert in ein Dextrose-, Galactose-, Manit-, Sucrose- oder ander Zuckerldsung wird, in eine Konzentra-
tion gentigend fir eine physiologische Osmolaritat erzuhalten.

20. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die physiologische vertragliche Salzlésung in der schlief3lich rehid-
ratisierung Schritt ein NaCl 0,9% Ldsung ist.

21. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die waldrige Losung daf fiir Herstellung die mehrschichtig Liposo-
menformulierungen aus Vidarabin (oder ein Derivat davon) eingesetzt wird eine Konzentration aus Vidarabin,
Vidarabinmonophosphat oder einander Vidarabinderivat von 0,06 mg/ml bis 8 mg/ml enthalt.

22. Verfahren nach Anspruch 1, wobei der Lipidfilm ein Vidarabinderivat einschliesst.

23. Verfahren nach Anspruch 21, wobei der Vidarabinderivat Vidarabinmonophosphat (ARA-AMP) ist.

24. Verfahren nach Anspruch 21, 22 und 23, dadurch gekennzeichnet dal® Liposomenformulierungen aus
Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat) mit ein Verkapselungwirksamkeit bis zu 100% hergestellt sind.

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekennzeichnet dal® Liposomenformulierungen aus Vidarabin
(oder ein Vidarabinderivat) die ein Stabilitdt in Salzlésung bei 4°C héher als 50% aufweisen und die Eigen-
schaften der Liposomen nach 45 Tagen Inkubationszeit erhalten hergestellt werden.

26. Verfahren nach Anspriche 1, 2 und 8, einschlif’end noch die Liposomen in 10% Sucrose oder 10% Tre-
halose Lésungen oder in eine isotonisch Loésung von anderen Zucker nach entfernen der extraliposomale Wirk-
stoff wieder in Suspension bringen.

27. Verfahren nach Anspruch 26 einschliBend noch wieder der Schritt von Gefriertrocknung der Liposo-
mensuspension.

28. Verfahren nach Anspruch 27, gekennzeichnet durch die Vorbereitung von Liposomenformulierungen,
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mit eine hohe Stabilitdt unter gefriertrocknen Form in Beziehung auf die Morphologie und intraliposomale Zu-
rickbehaltung der Arzneimittel.

29. Verfahren nach Anspruch 28, gekennzeichnet durch die Vorbereitung von Liposomenformulierungen,
die nach Wiederherstellung mit sterile, entionisierte Wasser des gefriertrocknes Pulvers, dal® 1 Jahr unter Va-
kuum, bei 9°C gelagert ist, keine bedeutungsvolle Wandlungen des Liposomendurchmesser beobachtet wird
und mehr als 50% (flr wasserlGsliche Vidarabinederivate) oder mindestens 90% (fir lypophilische Derivate)
von den anfangs gefangenen Wirkstoff in liposomische Form ist.

30. Verfahren nach Anspruch 23, wobei die zu ein Patient verabreicht Liposomenformulierungen
ARA-AMP nichtgiftig und nichtimmunogenisch ist.

31. Verfahren nach Anspruch 23, wo die ARA-AMP Liposomenformulierungen der Verweilzeit der Wirkstoff
in Blutkreislauf verlangert, wenn sie dem Patient i. v. injeziert wird.

32. Verfahren nach Anspruch 23, wo die ARA-AMP Liposomenformulierungen sich hauptsachlich in die Le-
ber (in groRen Umfang) und Milz sammeln, wenn sie dem Patient i. v. injeziert wird.

33. Verfahren nach Anspruch 23, wo die Liposomenformulierungen ARA-AMP sich in Hepatozyten und
Kuppfer Zelle sammeln, wenn sie dem Patient i. v. injeziert wird.

34. Verfahren nach Anspruch 23, gekennzeichnet durch die Herstellung von Liposomenformulierungen
ARA-AMP mit einem erhdhten therapeutisch Zahl im Vergleichung mit der frei Wirkstoff.

35. Verfahren nach Anspruch 23, gekennzeichnet durch die Herstellung von Liposomenformulierungen
ARA-AMP mit einem erhdhten therapeutischen Wirkung wenn sie zur Behandlung von chronisch B Hepatitis
oder andere Krankheiten, wo sie therapeutische Wirkend sind, verwendet werden im Vergleichung mit der frei
Wirkstoff

36. Liposomenformulierung, die fir die Verabreichung am Saugetier geeignet ist, hergestellt nach einem
der Anspriiche 1-35, umfassend Vidarabin, Vidarabinmonophosphate oder andere Vidarabinderivat, gekenn-
zeichnet durch eine Wirkstoffkonzentration zwischen 0,06 mg/ml und 6 mg/ml und eine Lipidkonzentration zwi-
schen 17 mM und 85 mM.

37. Vidarabin Liposomenformulierung (oder ein Vidarabinderivat) nach Anspruch 36, wobei die Liposomen
ein Durchmesser zwischen 0,01 ym und 5,0 ym aufweisen.

38. Liposomenformulierungen aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat) nach Anspruch 36, wobei die Li-
pidbestandteil, in ein Verhaltnis zwischen 0,01 bis 10: Cholesterol (CHOL), Phosphatidylcholin (PC), hydriert
Phosphatidylcholin (HPC), Distearoylphosphatidylcholin (DSPC), Sphingomyelin (SM), Dioleolylphosphatidyi-
cholin (DOPC), Dioleoylphosphatidylcholin (DOPG), Phosphatidylglycerol (PG), Dimirystoylphosphatidylcholin
(DMPC), Dipalitoylphosphatidylcholin (DPPC), Ganglioside, Ceramide, Phosphatidylinositol (PI), Phosphati-
dinsaure (PA), Dicetylphosphat (DcP), Dimirystoylphosphatidylglycerol (DMPG), Stearylamin (SA), Dipalmito-
ylphosphatidylglycerol (DPPG) und jede beliebig synthetisch Lipid darstelit.

39. Liposomenformulierung aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat) nach Anspruch 36, wobei die Lipid-
bestandteil einschliesst ein Glycerophospholipid ausgewahlt aus Phosphatidylcholin, Dimiristoylphosphatidyl-
cholin, Dipalmitoylphosphatidylcholin; ein Sterol wie Cholesterol, gegebenenfalls vorliegend; und eine lipidi-
sche oder nichtlipidische geladene Molekul (Phosphatidylinositol, Phosphatidylglycerol, Stearylamin), worin je-
der Bestandteil aus der Liposomenvorbereitung, wenn vorliegend, eine relative Verhaltnis zwischen 40-70%,
10-50% bzw. 5-25% betragt.

40. Liposomenformulierung nach Anspruch 39, wobei der lipidiche Bestandteil fur die Verkapselung der Vi-
darabinmonophosphat (ARA-AMP) Phosphatidylcholin : Cholesterol : Stearylamin in eine relative Verhaltnis
zwischen 40-70%, 10-50% bzw. 5-25% einschliesst.

41. Liposomenformulierung nach Anspruch 40, wobei fir Verkapselung der Vidarabinmonophosphat

(ARA-AMP) die lipidische Bestandteilen aus Phosphatidylcholin: Cholesterol : Stearylamin in ein Molverhaltnis
von etwa 10 : 5 : 3 vorhanden sind.
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42. Liposomenformulierungen nach Anspruch 40, wobei die Konzentration der positiv Molekiil (als relativ
Lipid Molverhaltnis) mindestens 15% betragt.

43. Liposomenformulierungen aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat) nach Anspruch 36, dafl nahezu
physiologische Osmolaritat hat.

44. Liposomenformulierungen aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat) nach Anspruch 36, wobei der Vi-
darabinderivat Vidarabinmonophosphat (ARA-AMP) ist.

45. Liposomenformulierungen aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat) nach Anspriiche 36—44, dal} nicht-
giftig und nichtimmunogenisch ist.

46. Liposomenformulierungen aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat) nach Anspriiche 36-44, dadurch
gekennzeichnet daf} sie ein erhdhten Verweilenzeit ins Blutkreislauf in Vergleich zu die freie Wirkstoff aufweist.

47. Liposomenformulierungen aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat) nach Anspriiche 36-44, dadurch
gekennzeichnet dal} sie hauptsachlich in die Leber (in groRen Umfang) und Milz sich ansammelt.

48. Liposomenformulierungen aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat) nach Anspriiche 36-44, dadurch
gekennzeichnet dal} die Wirkstoff in die Leber und Milz sich ansammelt in héher Menge als die freie Wirkstoff.

49. Liposomenformulierungen aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat) nach Anspriiche 36-44, dadurch
gekennzeichnet daR sie niedrig Gehalt der Wirkstoffen ins Knochenmark erzeugt als die freie Wirkstoff.

50. Liposomenformulierungen aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat) nach Anspriiche 36-44, dadurch
gekennzeichnet daR sie sich in Hepatozyten und Kupffer Zelle sammeln.

51. Liposomenformulierungen aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat) nach Anspriiche 36-44, dadurch
gekennzeichnet dal sie in héher Menge in Leberzellen ansammelt als die freie Wirkstoff.

52. Liposomenformulierungen aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat) nach Anspriiche 36-44, dadurch
gekennzeichnet daR sie ein erhdhten Therapeutikzahl als die freie Wirkstoff hat.

53. Liposomenformulierungen aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat) nach Anspriiche 36-44, dadurch
gekennzeichnet dal sie ein verbessert therapeutisch Wirkung zur Behandlung von Typ B chronisch Hepatitis
oder von anderen Erkrankungen fiir denen sie therapeutisch Wirkung aufweist, als die freie Wirkstoff.

54. Verwendung der Liposomenformulierungen nach einem der Anspriiche 36-53 zur Herstellung ein Arz-
neimittel fir ein neue arzlich Behandlung, wobei ein therapeutisch wirkend Menge aus ein Liposomformulie-
rung aus Vidarabin (oder ein Vidarabinderivat) eingesetzt wird.

Es folgen 4 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen

100
BO A - e o

6 o b oo sestvsestreetsseataseras @0 v0 @

0 1 J ¥ |
10:5:0 10:5:1 10:5:3 10:5:5

Lipidzusammensetzung (molares Verhaltnis)

—@—PC:CHOL'SA —@—PC.CHOLPG  ——d&—PC:CHOL:PI

Figur 1
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+ ARA-AMP in Liposomen (%)
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