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(57) Tiivistelmd — Sammandrag

Keksint® koskee menetelmdd multivesikulaaristen lipidivesikke=~
lien tai liposomien valmistamiseksi. Menetelmd késittdd lipidi-
komponentin liuottamisen haihtuviin orgaanisiin liuottimiin,
sekoittumattoman hydrokloridia ja yhtd tai useampaa kapseloi-
tavaa bioclogisesti aktiivista ainetta sisdltivin vesikomponen-
tin lis44misen, vesi-8ljy-emulsion muodostamisen kahdesta kompo-
nentista, emulsion upottamisen toiseen vesikomponenttiin, emul-
sion jakamisen pieniin liuotinpallosiin, jotka sisdltdvdt vield-
kin pienempif vesikammicita ja sitten livottimien haihduttami-
sen biologisesti aktiivisia aineita sisdltivien multivesikulaa-
risten liposomien muodostaman vesisuspension saamiseksi.

Keksintd koskee myds kyseisid multivesikulaarisia liposomeja.

Uppfinningen berdr ett forfarande f&r framstdllning av multi-
vesikuldra lipidvesicklar eller liposomer. Foérfarandet innebér
att lipidkomponenterna ldses i flyktiga organiska ldsningsmedel,
en oblandad vattenkomponent innehdllande hydroklorid och ett
eller flere bioclogiskt aktiva &mnen, som skall inkapslas till-
sdtts, en vatten 1 olja-emulsion bildas av de tvad komponenter-
na, emulsionen sdnks ned 1 en annan vattenkomponent, emulsionen
fordelas i smd bollar av l¥sningsmedel, vilka innehé&ller &nnu
mindre vattenkamrar, och d&refter avdunstas l1l0sningsmedlet fo&r
att erhdlla multivesikul&ra liposomer innehdllande biologiskt
aktiva 8mnen. Uppfinningen berdr ocksd ifragavarande multivesi-

kuldra lipcsomer,
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Menetelmd biologisesti aktiivisten multivesikulaaristen

lipidivesikkeleiden tai liposomien valmistamiseksi

Keksintd koskee menetelm#dd keinotekoisten multive-
sikulaaristen lipidivesikkeleiden tai liposomien valmista-
miseksi, joihin on kapseloitu biologisesti aktiivisia ai-
neita.

Multivesikulaariset liposomit ovat yksi kolmesta
liposomien p&dtyypistd. Niitd valmistivat ensimméisend Kim
et al. (1983, Biochim. Biophys, Acta 782, 339 - 348), ja
ne eroavat erikoisesti unilamellaarisista (Huang, 1969,
Biochemistry 8, 334 - 352; Kim et al., 1981, Biochim. Bio-
phys. Acta 646, 1 - 10) ja multilamellaarisista (Bangham
et al., 1965, J. Mol. Biol. 13, 238 - 252) liposomeista
siind, ettd ne sisdltdvit useita ei-samakeskisid vesikam-
mioita. Alalla on aiemmin kuvattu monia tekniikoita lipo-
somien tuottamiseksi, mutta kaikki n#&m3 tekniikat koske-
vat ei-multivesikulaaristen liposomien tuottamista: esi-
merkiksi Lenkin US-patentti nro 4 522 803, Baldeschwiele-
rin 4 310 506, Papahadjopoulos'in 4 235 871, Schneiderin
4 224 179, Papahadjopoulos'in 4 078 052, Taylorin
4 394 372, Marchettin 4 308 166, Mezein 4 485 054 ja
Redziniakin 4 508 703 kaikki kuvaavat ei-multivesikulaari-
sia vesikkeleitd. Liposomien valmistuksen eri menetelmien
laajaa katsausta varten katso Szoka et al., 1980, Ann.
Rev. Bioeng. 9 467 - 508.

Kim et al.'n (1983, Biochim. Biophys. Acta 782,
339 - 348) menetelmd8 on ainoa raportti, joka kuvaa multi-
vesikulaarisia liposomeja, mutta joidenkin pienten mole-
kyylien, kuten ara-C:n, kapselointitehokkuus o0li suhteel-
lisen alhainen ja kapseloitujen molekyylien vuotonopeus
biologisessa nesteessi# oli korkea.

Monilla 1&8&8kkeilld optimaalinen k&sittely wvaatii
ladkkeen tason yllédpitdmisen pidennetyn ajanjakson ajan.

Esimerkiksi optimaalinen sy®6vénvastainen hoito solusykli-
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spesifisilla antimetaboliiteilla vaatii sytotoksisen lask-
keen tason yllépidon pidennetyn ajanjakson ajan. Sytara-
biini on suuresti aikataulusta riippuvainen sybvanvastai-
nen liike. Koska tama lddke tappaa soluja vain silloin,
kun ne tekevit DNA:ta, optimaaliselle solutapolle tarvi-
taan pidennetty altistus l1iskkeen terapeuttisella konsen-
traatiolla. Valitettavasti sytarabiinin puoliintumisaika
suonensisidisen (IV) tai ihonalaisen (sC) annostuksen j&l-
keen on erittédin lyhyt. Jotta saavutettaisiin optimaalinen
sydpédsolutappo solusyklivaihespesifisella lasdkkeelld, ku-
ten sytarabiinilla, taytyy ratkaista kaksi vaatimusta:
ensiksi sytpd téytyy'altistaa korkealle ladkekonsentraa-
tiolle aiheuttamatta palautumatonta vahinkoa isinnille ja
toiseksi kasvain tdytyy altistaa pidennetyn ajanjakson
ajan niin, ettéd kaikki tai suurin osa sy¢pésoluista on
yrittanyt valmistaa DNA:n sytarabiinin lisndollessa.

Esilli olevaa keksintdd aiemmin ainoa tapa saada
aikaan jatkuvia plasmasoluja oli jatkuva IV- tai SC-infuu-
sio, jotka molemmat ovat epamukavia ja kalliita tapoja.
N#in ollen tarvitaan ndiden l&a&kkeiden hyvéksyttdva, hi-
dasvapautteinen depotvalmiste. Aiemmin tutkijat ovat yrit-
tineet saavuttaa t&mén modifioimalla liskemolekyylisd ke-
miallisesti metabolian hidastamiseksi tai sitomalla hydro-
fobinen osa kovalenttisesti liukenemisen hidastamiseksi.
Tallaiset kasittelyt ovat johtaneet uusien myrkyllisten
vaikutusten syntyyn, Finkelstein et al., Cancer Treat.
Rep. 63, 1331 - 1333, 1979, tai ei-hyvdksyttdviin farma-
kokineettisiin tai formulaatio-ongelmiin, Ho et al.,
Cancer Res. 37, 1640 - 1643, 1977.

N&in ollen tarvitaan hidasvapautteinen depotvalmis-
te, joka sallii pidennetyn ja jatkuvan altistuksen biolo-
gisesti aktiivisen aineen terapeuttisella konsentraatiol-
la.

Esills oleva keksint® koskee menetelmaa biologises-
ti aktiivisten multivesikulaaristen lipidivesikkelien tai
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liposomien valmistamiseksi, jolloin menetelmdlle on tun-
nusomaista, ettd se sisdltéid seuraavat vaiheet:

a) liuotetaan lipidikomponentti yhteen tai useam-
paan orgaaniseen liuottimeen, jolloin lipidikomponentti
sisdltd4 ainakin yht# neutraalia lipidid ja ainakin yhta
amfipaattista lipidid, jolla on v&hintd&n yksi negatiivi-
nen nettovaraus;

b) lis&t&4n lipidikomponenttiin sekoittumaton, en-
simmdinen, hydrokloridia ja yhtd tai useampaa biologises-
ti aktiivista kapseloitavaa ainetta sisdltavé@ vesikompo-
nentti;

c) muodostetaan vesi-6ljy-emulsio kahdesta sekoit-
tumattomasta komponentista;

d) siirretdidn ja upotetaan vesi-6ljy-emulsio toi-
seen sekoittumattomaan vesikomponenttiin;

| e) dispergoidaan vesi-®6ljy-emulsio useita pisaroi-
ta ensimmdistd vesikomponenttia sis&ltdvien liuotinpal-
losten muodostamiseksi; ja

f) haihdutetaan orgaaniset liuottimet liuotinpal-
losista multivesikulaaristen liposomien muodostamiseksi.

Ndin valmistettu liposomi sallii pidennetyn ja jat-
kuvan altistuksen biologisesti aktiivisen aineen terapeut-
tisella konsentraatiolla optimaalisten tulosten aikaansaa-
miseksi.

Multivesikulaarisilla liposomeilla on korkea kapse-
lointitehokkuus, alhainen kapseloidun aineen vuotonopeus,
hyvin mdadritelty, toistettava koon hajonta, pallomainen
muoto, sdddeltadvd keskikoko, jota voi helposti suurentaa
tai pienentdsd, siiddeltdvd sisidkammion koko ja maard.

Hydrokloridien, kuten suolahapon, kéyttd on vdlttéa-
m&téntd korkealle kapselointitehokkuudelle ja hitaalle
kapseloitujen molekyylien vuotonopeudelle biologisissa
nesteissd ja in vivo. Kun hydrokloridi on hapanta, on my&s
vadlttamatoéntd kdyttdd alhaisen ionivahvuuden omaavaa neut-
raloivaa ainetta esté@md@dn liuotinpallosien tarttuminen

toisiinsa.

439
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Niin ollen esillid olevan keksinntn p&&mddrdnd on
saada aikaan hidasvapautteinen depotvalmiste, joka sallii
pidennetyn ja jatkuvan altistuksen biologisesti aktiivi-
sen aineen terapeuttisella konsentraatiolla ja on multive-
sikulaarinen liposomi, johon on kapseloitu biologisesti
aktiivinen aine ja jolla on pidennetty ja jatkuva altis-
tus terapeuttisella konsentraatiolla.

Keksinndn muut ja lis#p&&m&srdt, ominaisuudet ja
edut kuuluvat siihen luonnostaan ja k&yvat ilmi koko seli-
tysosasta ja patenttivaatimuksista.

Midritelmsd "multivesikulaariset liposomit" kdytet-
tyn4 kaikkialla selitysosassa ja patenttivaatimuksissa
tarkoittaa ihmisen tekemid, mikroskooppisia, kaksikerrok-
sisista lipidikalvoista muodostuneita lipidivesikkeleitd,
jotka sulkevat sis#d#nsd useita ei-samakeskisid vesikam-
mioita. Sitdvastoin unilamellaarisissa liposomeissa on
yksi vesikammio ja multilamellaarisissa liposomeissa on
useita "sipulinkuori"-tyyppisi# samakeskisid kalvoja, joi-
den vilissid on simpukankuorimaisia samakeskisid vesiosas-
toja.

Misritelmd "liuotinpallonen” k&dytettyn#d kaikkialla
selitysosassa ja patenttivaatimuksissa tarkoittaa mikro-
skooppisia, orgaanisen liuottimen pallonmuotoisia pisa-
roita, joiden sis&lld on useita pienempia vesiliuoksen
muodostamia pisaroita. Liuotinpalloset lietet&&n ja upo-
tetaan kokonaan toiseen vesiliuokseen.

Miasdritelmd "neutraali lipidi" tarkoittaa 681jya
tai rasvoja, joilla ei ole itsess&&n kykyd muodostaa
kalvoja ja joilta puuttuu hydrofiilinen "paa"-ryhma.

Misritelmsd "amfipaattiset lipidit" tarkoittaa nii-
t4 molekyylej&d, joilla on hydrofiilinen "p&d"-ryhmd ja
hydrofobinen "h#&nt&"-ryhmd ja joill#d on kyky muodostaa
kalvoja.

Midritelms "ioninvahvuus" mddritell&d&n seuraavasti:
Ioninvahvuus = 1/2 (M,2,°+ ...), jossa MM;M, ... edusta-



10

15

20

25

30

35

\O
o
In
(G N]
\O

vat liuoksen eri ionien molaarisia konsentraatioita ja
Z,2,Z, ... ovat niiden vastaavat varaukset.

Midritelmd "matala ionivahvuus" on ionivahwvuus,
joka on vdhemm&n kuin noin 0,05 ja edullisesti vdhemmén
kuin 0,01.

Lyhyesti kuvattuna "vesi-lipidi"-emulsio valmiste-
taan ensiksi liuottamalla amfipaattiset lipidit haihtuvas-
sa orgaanisessa liuottimessa lipidikomponentiksi, lisaa-
mdlld lipidikomponenttiin sekoittumaton ensimmdinen vesi-
komponentti, kapseloitava aine ja hydrokloridi ja sitten
emulgoimalla t&m& seos mekaanisesti. Orgaaniseen liuotti-
meen lietetyt vesipisarat muodostavat emulsiossa sisdisid
vesikammioita ja vesikammioita rajaava amfipaattisten li-
pidien muodostama yksittdiskerros tulee lopputuotteen kak-
sikerroksisen kalvon yhdeksi lehdykdksi. Koko emulsio upo-
tetaan sitten yht& tai useampaa ionitonta osmoottista ai-
netta ja matalan ionivahvuuden omaavaa happoa neutraloivaa
ainetta sisdltdvddn toiseen vesikomponenttiin, ja sitten
sekoitetaan joko mekaanisesti, ultrasonikaatio-energialla,
suuttimen avulla tai niiden yhdistelmilld, jolloin muodos-
tuu toiseen vesikomponenttiin lietettyjé liuotinpallosia.
Liuvotinpalloset sis&dltdvdt useita vesipisaroita, joihin
kapseloitava aine on liuennut. Haihtuva orgaaninen liuotin
haihdutetaan pallosista johtamalla kaasuvirta suspension
yli. Kun liuotin on kokonaan haihtunut, palloset muuttuvat
multivesikulaarisiksi liposomeiksi. Kdytettdvdksi sopivia,
edustavia kaasuja ovat typpi, helium, argon, happi, vety
ja hiilidioksidi.

Hydrokloridin kdyttd on valttdmdtdntd korkealle
kapselointitehokkuudelle ja hitaalle kapseloitujen mole-
kyylien vuotonopeudelle biologisissa nesteissd ja in vivo.
Kun hydrokloridi on hapan, on myds vadlttdmadtbntad kdyttaa
matalan ionivahvuuden omaavaa neutraloivaa ainetta esté&-
m&d&n liuotinpallosten tarttuminen toisiinsa. Suolahappoa
suositellaan, mutta muita tyydyttdvi& hydroklorideja
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ovat lysiinihydrokloridi, histidiinihydrokloridi ja nii-
den yhdistelm&t. Sekd kaytetyn hydrokloridin etté& neutra-
loivan aineen mdirdt voivat vaihdella pitoisuuksissa va-
1i114 noin 0,1 mM - 0,5 M ja mieluummin pitoisuuksissa
v&4l1ills noin 10 - 200 mM.

Monla erilaisia haihtuvia hydrofobisia liuotin-
tyyppejd, kuten eettereits, hiilivetyj&, halogenoituja
hiilivetyj& tai freoneja voidaan kayttaa lipidivaiheen
liuottimena. Esimerkiksi dietyylieetteri, isopropyyli ja
muut eetterit, kloroformi, tetrahydrofuraani, halogenoi-
dut eetterit, esterit ja niiden yhdistelm&dt ovat tyydyt-
tavia.

Jotta estettidisiin liuotinpallosten tarttuminen
toisiinsa ja astian sein#d&n, ainakin 1 % molaarinen mda-
r4 negatiivisen nettovarauksen omaavaa amfipaattista li-
pidia taytyy sisdltyd pallosiin, liettidv&alls vesiliuok-
sella tulee olla hyvin matala ionivahvuus ja kun hydro-
kloridi on hapan, matalan ionivahvuuden omaavaa neutra-
loivaa ainetta tarvitaan absorboimaan hydrokloridi; muu-
toin liuotinpalloset sulautuvat yhteen muodostaen sotkui-
sen kubnan. Yhti tai useampaa ionitonta osmoottista ai-
netta tarvitaan lietett#vissad vesiliuoksessa pitédmdéan
osmoottinen paine tasapainossa liposomien sisd- ja ulko-
puolella. Multivesikulaaristen liposomien valmistuksessa
voidaan Kk&yttaa erityyppisid lipideja, ja ainoat kaksi
vaatimusta ovat, ettad mukana on yksi neutraali lipidi ja
yksi amfipaattinen lipidi, jolla on negatiivinen nettova-
raus. Esimerkkej&a neutraaleista lipideistd ovat trioleii-
ni, trioktanioni, kasvis®ljy, kuten soijapapudljy, ihra,
naudanrasva, tokoferoli ja niiden yhdistelmat. Esimerkkejéa
negatiivisen nettovarauksen omaavista amfipaattisista 1li-
pideist#d ovat kardiolipiini, fosfatidyyliseriinit, fosfa-
tidyyliglyserolit ja fosfatidihapot.

Toinen vesikomponentti on vesiliuos, joka sisdltda

liuenneita aineita, kuten hiilihydraatteja, mukaan lukien
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glukoosi, sakkaroosi ja laktoosi, ja aminohappoja, kuten
lysiini, vapaan emdksen omaava histidiini ja niiden yhdis-
telmdt.

Multivesikulaarisiin liposomeihin voidaan sis&llyt-
t44 kapseloimalla monia ja vaihtelevia biologisia ainei-
ta. N3mi sis#ltavat ladkkeitd ja muunlaisia materiaaleja,
kuten DNA:ta, RNA:ta, erityyppisia proteiineja, yhdistel-
m&-DNA-teknologialla tuotettuja, ihmisille tehokkaita pro-
teiinihormoneja, hematopoieettisia kasvutekijoitda, mono-
kiinejid, 1lymfokiinej&, kasvaimen nekroositekij&s, inhi-
biinis, kasvaimen kasvutekij&a alfa ja beeta, Mullerian'in
inhibiittoriainetta, hermojen kasvutekij#a, fibroblastien
kasvutekij&s, verihiutaleista perdisin olevaa kasvuteki-
j&ad, aivolisskkeen ja hypofyysin hormoneja, mukaan lukien
LH ja muut vapauttajahormonit, kalsitoniinid, rokotuksessa
immunogeeneini palvelevia proteiineja ja DNA- sekd RNA-
sekvenssejé.

Seuraava taulukko 1 sis#ltd8 listan edustavista,
biologisesti aktiivisista aineista, jotka voidaan kapse-
loida multivesikulaarisiin liposomeihin hydrokloridin lé&s-

ndollessa ja jotka ovat tehokkaita ihmisille.
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Taulukko 1 (jatkoa)
Antibiootit

Mullerian'in inhibiittoriaine

hermon kasvutekija

fibroblastin kasvutekija

verihiutaleista perdisin oleva kasvutekijé

veren hyytymistekij&dt (esim. VIII, IX, VII)

insuliini

kudoksen plasminogeeniaktivaattori

histokompatibiliteettiantigeeni

onkogeenituotteet

myeliinin em8ksinen proteiini

kollageeni

fibronektiini

laminiini

muut yhdistelmd-DNA-teknologialla valmistetut proteiinit
Ihmisille kiytettdvdksi sopiva annosm8&dr& sisdltaad

vdlin 1 - 6000 mg/m’ kehon pinta-alaa. Syy, ett4 vaihtelu-

vdli on niin laaja, on se, ettd joissakin sovellutuksissa,

kuten ihonalaisessa annostelussa, tarvittava annosmdara

saattaa olla melko pieni, mutta muissa sovellutuksissa,

kuten vatsaonteloon annosteltaessa, kdytettdvdksi haluttu

annosmiddrd voi olla kerrassaan valtava. Koska edelld mai-

nittujen annosrajojen ulkopuolella olevia mé&rid voidaan

antaa, t&md vaihteluvdli ymp&rdi k&ytdnndllisesti kaik-

kien biologisesti aktiivisten aineiden kdyttbaluetta.
Multivesikulaarisia liposomeja voidaan antaa mil-

14 tahansa toivotulla tavalla; esimerkiksi selk&dydinkana-

vaan, vatsaonteloon, ihonsisdisesti, laskimonsisdisesti,

imunesteeseen, suun kautta ja limakalvon sisdisesti monien

erilaisten epiteelien alle sisdltden keuhkoputkien epi-

teelit, ruuansulatuskanavan epiteelit, virtsaputken epi-

teelit ja monet kehon limakalvot, sekd lihaksensisdisesti.
Seuraavat esimerkit Kuvaavat t&l1l8 hetkelld suosi-

teltavat menetelm&t ndiden biologisesti aktiivisia ainei-
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ta sisdltdvien multivesikulaaristen liposomien valmista-
miseksi.

Esimerkki 1

Vaihe 1

Puhtaaseen yhden dramman lasipulloon (ulkoiset mi-
tat halkaisija 1,4 cm x korkeus 4,5 cm) laitettiin
9,3 umol dioleoyylilesitiinid, 2,1 pmol dipalmitoyylifos-
fatidyyliglyserolia, 15 pmol kolesterolia, 1,8 pmol trio-

leiinia ja yksi ml kloroformia (lipidifaasi).

Vaihe 2

Yksi ml vesifaasia, sytosiiniarabinosidia
(20 mg/ml) liuotettuna 0,136 N suolahappoon, lisdttiin
yll4 mainittuun, lipidifaasia sisdltivain yhden dramman
pulloon.

Vaihe 3

Vesi-8ljy-emulsion valmistamiseksi pullo suljet-
tiin ja kiinnitettiin vortex-sekoittajan pasdhin ja sekoi-
tettiin suurimmalla nopeudella 6 minuuttia.

Vaihe 4

Veteen lietettyjen kloroformipallosien valmistami-
seksi puolet emulsiosta ruiskutettiin sitten jokainen no-
peasti ohuen Pasteur-pipetin k&rjen l4pi yhden dramman
pulloihin, joista jokainen sisdlsi 4-prosenttista dekst-
roosia vedessid ja 40 mM lysiinid, vapaata emidstd, ja ra-
visteltiin sitten vortex-sekoittajalla puolella nopeudella
3 sekuntia kloroformipallosten muodostamiseksi.

Vaihe 5

Kahden pullon kloroformipallosten suspensiot kaa-
dettiin 5 ml vettsa, glukoosia (3,5 g/100 ml) ja vapaan
emidksen omaavaa lysiinid (40 mM) sis&ltdvén 250 ml:n
Erlenmeyer-pullon pohjalle, ja typpikaasuvirran annettiin
virrata pullon l#pi nopeudella 7 1l/min 10 - 15 minuutin
ajan 37 °C:ssa kloroformin haihduttamiseksi hitaasti.
Liposomit eristettiin sitten sentrifugoimalla 600 x g 5

minuuttia.

-
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Tuloksena syntyneiden liposomien keskimddrdinen
tilavuuden mukaan tarkistettu koko (* jakautumisen stan-
dardihajonta) oli 19,4 *+ 6,5 pym. Saalispitoisuus oli 59 #
7 prosenttia ja saalistilavuus oli 36 * 4 pl/mg kdytettyd
kokonaislipidi&. Hydrokloridin lisdykselld oli merkittéva
vaikutus sytosiiniarabinosidin vuotonopeuteen ihmisen
plasmassa inkuboiduista multivesikulaarisista liposomeis-
ta. Puolet l&dkkeestd vuoti ulos 12 vuorokaudessa, Kkun
suolahappoa lis&ttiin yll8 esitetyssd esimerkissd, kun
taas puolet ld&dkkeestd vuoti ulos vain 12 tunnissa, kun
suolahappo jédtettiin pois ylld esitetysséd vaiheessa 2. Kun
testattiin eldimilld, hydrokloridin lisdykselld oli taas
merkittdvad vaikutus sytosiiniarabinosidin vapautumisno-
peuteen; l&3dke pysyi hiiren vatsaontelossa paljon kauem-
min, kun suolahappoa lisdttiin valmistuksen aikana.

Seuraava esimerkki kuvaa laajennetun menetelmémit-
takaavan suurien multivesikulaaristen liposomimd&rien val-
mistamiseksi.

Esimerkki 2

Vaihe 1

Ruostumattomasta terdksestd valmistettuun homogeni-
saattoriin (Omni-Mixer 17150, Sorval Co., Newton, CT) lai-
tettiin 186 pmol dioleoyylilesitiini&, 42 pmol dipalmito-
yylifosfatidyyliglyserolia, 300 umol kolesterolia, 36 pmol
trioleiinia ja 20 ml kloroformia (lipidifaasi).

Vaihe 2

20 ml vesifaasia, sytosiiniarabinosidia (20 mg/ml)
liuotettuna 0,136 N suolahappoon, lisdttiin yll& olevaan,
lipidifaasia sisdltdvdidn, ruostumattomasta terdksestd val-
mistettuun sekoittajaan sen py®briessa.

Vaihe 3

Vesi-fljy-emulsion valmistamiseksi homogenisaattori
suljettiin ja ajettiin asetuksella "7" 3 minuuttia.

Vaihe 4

Veteen lietettyjen kloroformipallosten valmistami-

seksi emulsio kaadettiin sitten (pydrityksen ollessa kdyn-

-
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niss¥) puoliksi kahteen muuhun, ruostumattomasta terdkses-
t4 valmistettuun homogenointiastiaan, joista kumpikin si-
sdlsi 200 ml 4-prosenttista dekstroosia vedessd ja 40 mM
lysiinis vapaana em#ksensd, ja sitten homogenisoitiin Omni-
Mixer'llad 3 sekuntia asetuksella "1".

Vaihe 5

Kummankin homogenointiastian kloroformipallosten
suspensiot kaadettiin tasapohjaiseen, suorakulmaiseen te-
rédsastiaan, jonka pohjan mitat olivat 20,32 x 30,48 cm
(8 x 12 tuumaa), ja typpikaasu- tai ilmavirran annettiin
virrata astian l&pi nopeudella 14 &/minuutti 10 - 15 mi-
nuutin ajan klorofofmin hitaaksi haihduttamiseksi. Liposo-
mit eristettiin sitten sentrifugaatiolla 600 x g 5 minuut-
tia.

Seuraava esimerkki kuvaa pienempien ja suurempien
liposomien valmistusmenetelmid.

Esimerkki 3

Esimerkeissd 1 tai 2 esitettyj& liposomeja pienem-
pien liposomien valmistamiseksi kohotettiin esimerkkien 1
tai 2 vaiheen 4 ravistelun tai homogenoinnin mekaanista
voimakkuutta tai kestoaikaa. Suurempien liposomien valmis-
tamiseksi alennettiin esimerkkien 1 tai 2 vaiheen 4 ravis-
telun tai homogenoinnin mekaanista voimakkuutta tai kesto-
aikaa.

Seuraava esimerkki 4 kuvaa edustavia menetelmid
erilaisia lipidikoostumusten omaavien liposomien valmis-
tamiseksi ja erilaisten materiaalien sis&llytt@mistd lipo-
someihin.

Esimerkki 4

Esimerkkien 1 tai 2 vaiheessa 1 voidaan kdyttda
muita amfipaattisia lipidejd, kuten fosfatidyylikoliineja
(PC), karbiolipiini& (CL), dimyristoyylifosfatidyyliglyse-
rolia (DMPG), fosfatidyylietanolamiineja (PE), fosfatidyy-
liseriinejad (PS) ja dimyristoyylifosfatidihappoa (DMPA),
eri yhdistelmind samanlaisilla tuloksilla. Esimerkiksi
vhdistelmia PC/C/CL/TO molaarisella suhteella 4,5/4,5/1/1;

=
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DOPC/C/PS/TO molaarisella suhteella 4,5/4,5/1/1;
PC/C/DPPG/TC molaarisella suhteella 5/4/1/1;

PC/C/PG/TC molaarisella suhteella 5/4/1/1; PE/C/CL/TO mo-
laarisella suhteella 4,5/4,5/1/1; ja PC/C/DMPA/TO molaa-
risella suhteella 4,5/4,5/1/1 voidaan kaikkia kayttaa.
Muiden biogeneettisesti aktiivisten materiaalien sis&llyt-
tamiseksi sytosilniarabinosidi yksinkertaisesti korvataan
halutulla materiaalilla tai taulukon 1 materiaalien yhdis-
telmills esimerkkien 1 tai 2 vaiheessa 2. Kaikki ndmd& muo-
dostavat multivesikulaarisia liposomeja, jotka ovat tehok-
kaita ihmisilli ja sallivat pidennetyn altistuksen biolo-
gisesti aktiivisen aineen terapeuttisella konsentraatiol-
la.

Ndin ollen esillid oleva keksintd esittdd laajaso-
vellutuksiset ja -kdyttdiset depotvalmisteet, joihin bio-
logisesti aktiiviset aineet on kapseloitu suhteellisen
suurina misrinid ja jotka sallivat pidennetyn altistuksen
niiden aineiden terapeuttisilla konsentraatioilla optimaa-
listen tulosten aikaansaamiseksi v&lttden korkeita annos-
huippuja, jotka voivat olla myrkyllisia.

Esilli oleva keksintd sopii ndin ollen hyvin ja on
adaptoitu saavuttamaan tarkoitusperdt ja pdamddrdt ja mai-
nitut edut ja ominaisuudet kuin my6s muut seikat kuuluvat
siihen luonnostaan.

Samalla kun keksinndn nyky#&n suositeltavat suori-
tustavat on annettu julkistamisen vuoksi, niihin voidaan
tehdi keksinndn henkeen kuuluvia muutoksia, kuten patent-

tivaatimusten puitteissa on md&ritelty.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd biologisesti aktiivisten multivesiku-
laaristen lipidivesikkelien tai liposomien valmistamisek-
si, tunnettu siitd, ettd se sisdltdd seuraavat
vaiheet:

a) liuotetaan lipidikomponentti yhteen tai useam-
paan orgaaniseen liuottimeen, jolloin 1lipidikomponentti
sisd81td88 ainakin yhtd8 neutraalia lipidida ja ainakin yhté&
amfipaattista lipidid, jolla on v&hintd&n yksi negatiivi-
nen nettovaraus;

b) lis&td8n lipidikomponenttiin sekoittumaton, en-
simmdinen, hydrokloridia ja yhtd tai useampaa biologises-
ti aktiivista kapseloitavaa ainetta sisdltdvd vesikompo-
nentti;

c) muodostetaan vesi-8ljy-emulsio kahdesta sekoit-
tumattomasta komponentista;

d) siirretd&n ja upotetaan vesi-8ljy-emulsio toi-
seen sekoittumattomaan vesikomponenttiin;

e) dispergoidaan vesi-86ljy-emulsio useita pisaroi-
ta ensimmdistd vesikomponenttia sisdltdvien liuotinpal-
losten muodostamiseksi; ja

f) haihdutetaan orgaaniset liuottimet liuotinpal-
losista multivesikulaaristen liposomien muodostamiseksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd lipidikomponentti on fosfo-
lipidi tai fosfolipidiseos.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd fosfolipidi on fosfatidyyli-
koliini, Kkardiolipiini, fosfatidyylietanoliamiini, sfin-
gomyeliini, lysofosfatidyylikoliini, fosfatidyyliseriini,
fosfatidyyli-inositoli, fosfatidyyliglyseroli tai fosfa-
tidihappo.

4. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmi,

tunnettu siitd, ettd ainakin yksi fosfolipideista
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on ryhmd, jolla on vdhintasn yksi negatiivinen nettova-
raus.

5. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, etta fosfolipidia kdytetddn seok-
sena kolesterolin kanssa.

6. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, etta fosfolipidis k&ytetaan seok-
sena stearyyliamiinin kanssa.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitda, ettd lipofiilista, biologisesti
aktiivista materiaalia k#&ytet&&n seoksena lipidikomponen-
tin kanssa.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunne¢t¢tu siitd, ettd neutraali lipidi on tri-
oleiini, trioktanoiini, kasvis®ljy, ihra, naudan rasva,
tokoferoli tai niiden yhdistelma.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siiti, ettéd orgaaninen liuotin on die-
tyylieetteri, isopropyylieetteri, kloroformi, tetrahydro-
furaani, eetteri, hiilivety, halogenoitu hiilivety, este-
ri tai niiden yhdistelma.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma,
tunnettu siiti, etta hydrokloridi on suolahappo,
lysiinihydrokloridi, histidiinihydrokloridi tai niiden
yhdistelma.

11. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, etta kapseloitava aine on hydro-
fiilistd biologisesti aktiivista materiaalia.

12. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd kahden komponentin emulgoin-
ti suoritetaan kayttden menetelm&d, joka on mekaaninen ra-
vistelu, ultrasonikaatioenergia tai suuttimen avulla ha-
jottaminen.

13. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,

tunnettu siita, etta hydrokloridi on hapan ja toi-

FREN
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nen vesikomponentti sisdltdd ainakin yhden neutraloivan
aineen.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd neutraloiva aine on vapaan
emdksen muodossa oleva lysiini, vapaan emdksen muodossa
oleva histidiini tai niiden yhdistelmia.

15. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd toisella vesikomponentilla on
matala ionivahvuus.

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettda toinen vesikomponentti on ve-
siliuos, joka sisdltdd liuenneita aineita, joita ovat hii-
lihydraatit tai aminohapot.

17. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd toinen vesikomponentti on ve-
siliuos, joka sis&ltdd liuenneita aineita, joita ovat glu-
koosi, sakkaroosi, laktoosi, vapaan emdksen muodossa oleva
lysiini, vapaan emd&ksen muodossa oleva histidiini tai nii-
den yhdistelma.

18. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd liuotinpallosten muodostami-
nen suoritetaan kayttden menetelmdd, joka on mekaaninen
ravistelu, ultrasonikaatioenergia, suuttimen avulla ha-
jottaminen tai niiden yhdistelmi.

19. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd orgaanisen liuottimen haih-
dutus tapahtuu kaasuvirtauksella toisten vesikomponent-

tien yli.
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Patentkrav

1. F8rfarande f&r framstdllning av biologiskt ak-
tiva multivesikulidra lipidvesiklar eller liposomer,
kdannetecknat av att det omfattar forjande
steg:

a) en lipidkomponent uppléses i ett eller flera or-
ganiska 18sningsmedel, varvid lipidkomponenten innehaller
atminstone en neutral lipid och atminstone en amfipatisk
lipid med atminstone en negativ nettoladdning:’

b) en i lipidkomponenten oblandad, férsta vatten-
komponent som innehéiler ett eller flera biologiskt akti-
va inkapslade amnen tillsdtts;

c) en vatten-olje-emulsion bildas av de tva oblan-
dade komponenterna;

d) vatten-olje-emulsionen 6verfdrs och nedsénks i
en andra oblandad vattenkomponent;

e) vatten-olje-emulsionen dispergeras for att bil-
da smd bollar av losninsgmedel som innehdller flera
droppar av den fdorsta vattenkomponenten; och

f) de organiska ldsningsmedlen avdunstas frdn de
sma bollarna av l&sninsgmedel f8r att bilda multivesiku-
ldra liposomer.

2. F&rfarande enligt patentkrav 1, k danne -
tecknat av att lipidkomponenten &r en fosfolipid
eller en fosfolipidblandning.

3. Forfarande enligt patentkrav 2, k&d&nne -
tecknat av att fosfolipiden &r fosfatidylkolin,
kardiolipin, fosfatidyletanolamin, sfingomyelin, lyso-
fosfatidylkolin, fosfatidylserin, fosfatidylinositol, fos-
fatidylglyserol eller fosfatidsyra.

4. Forfarande enligt patentkrav 2, kdnne -
tecknat av att dtminstone en av fosfolipiderna ut-

gér en grupp med atminstone en negativ nettoladdning.

\
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5. F&rfarande enligt patentkrav 2, k d&nne -
tecknat av att fosfolipiden anvdnds som en bland-
ning med kolesterol.

6. Fdrfarande enligt patentkrav 2, kdnne -
tecknat av att fosfolipiden anvidnds som en bland-
ning med stearylamin.

7. F®6rfarande enligt patentkrav 1, k 8nne -
tecknat av att lipofilt, biologiskt aktivt mate-
rial anvdnds som en blandning med lipidkomponenten.

8. Forfarande enligt patentkrav 1, k&nne -
tecknat av att den neutrala lipiden &r triolein,
trioktanoin, en vixtolja, ister, noétfett, tokoferol eller
en blandning d&rav.

9. Forfarande enligt patentkrav 1, k dnne -
tecknat av att det organiska ldsningsmedlet &r die-
tyleter, isopropyleter, kloroform, tetrahydrofuran, eter,
kolvite, halogenerad kolvéte, ester eller en blandning
darav.

10. Fé6rfarande enligt patentkrav 1, kdnne -
tecknat av att hydrokloriden &r saltsyra, lysin-

hydroklorid, histidinhydroklorid eller en blandning dérav.

11. F&rfarande enligt patentkrav 1, ké&danne -
tecknat av att det inkapslade &amnet &r hydrofilt,
biologiskt aktivt material.

12. Férfarande enligt patentkrav 1, kd&dnne -
tecknat av att emulgeringen av de tva komponenter-
na utférs medelst ett fdrfarande som &r mekanisk skak-
ning, ultrasonikationsenergi eller finférdelning med hjdlp
av en dysa.

13. F6rfarande enligt patentkrav 1, kd&dnne -
tecknat av att hydrokloriden &4r sur och den andra
vattenkomponenten innehdller atminstone ett neutralise-
rande amne.

14. Forfarande enligt patentkrav 13, k &dnne -

tecknat av att det neutraliserande &mnet &r lysin
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i form av en fri bas, histidin i form av en fri bas eller
en blandning darav.

15. F6rfarande enligt patentkrav 1, kd&d@nne -
tecknat av att den andra vattenkomponenten har lag
ionstyrka.

16. Fo6rfarande enligt patentkrav 15, k & nne -
tecknat av att den andra vatterkomponenten &r en
vattenldsning som innehdller upplYsta &mnen, vilka 4&r
kolhydrater eller aminosyror.

17. Férfarande enligt patentkrav 15, k &8 nn e -
tecknat av att den andra vattenkomponenten dr en
vattenldsning som innehdller upplésta &mnen, vilka &r glu-
kos, sackaros, laktos, lysin i form av en fri bas, histi-
din i form av en fri bas eller en blandning dirav.

18. Fé6rfarande enligt patentkrav 1, kdnne -
tecknat av att bildandet av de smd bollarna av 18s-
ningmedel utfdrs genom ett férfarande som &r mekanisk
skakning, ultrasonikationsenergi, finférdelning med hjdlp
av en dysa eller en blandning d&rav.

19. Fo6rfarande enligt patentkrav 1, kd&dnne -
t ecknat av att andunstingen av det organiska 1l6s-
ningsmedlet sker genom att gas passeras Over de andra vat-

tenkomponenterna.
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