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Anthracyklinglycosid-antibiotika bindes kompleks med kardio-
lipin og derp3 indkapslet i liposomer for at reducere patte-
dyrshjerte-vavsoptagelse af anthracyklinglycosidet og derved
at reducere den skadelige virkning af sddan kardialvavcopta-
gelse. Opfindelsen er rettet mod praparatet, fremstilling og
anvendelse af det indkapslede kompleks af anthracyklinglycosid.
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Den foreliggende opfindelse angar et anthracyklinglycosid-
kardiolipinkompleks indkapsliet i Jliposomer, en fremgangsmade

til fremstilling heraf, samt et terapeutisk praparat indehol-

dende dette.

Anthracyklinglycosider er antibiotika, hvori en tetrahydro-
naphthacen-chromophor er bundet til en sukkerart, mest almin-
deligt en basisk sukkerart. Reprasentative anthracyklinglyco-

sid-antibiotika omfatter

doxorubicin
daunorubicin
daunorubicinol

doxorubicinol
og farmaceutisk acceptablie analoge, derivater og salte deraf.

Anthracyklinglycosider, s&som doxorubicin HC1 (Adriamycin, et
produkt ifelge US patent nr. 3.590.028) og daunorubicin (US
patent nr. 4.012.284) og farmaceutisk acceptable analoge, de-
rivater og salte deraf, er ogsd kendte onkolytiske midler. Re-
prasentative analoge er beskrevet i K. Yamamoto et al., J.
Med. Chem. 15, 872 (1973); DE patent nr. 2.327.211, nr.
2.557.537 og nr. 1.920.198; E. Bachman et al., Agents and Ac-
tions 5/4, 383 (1975); P. Chandra, Cancer Chemother. Rep. 6,
115 (1975); F. Arcamone et al., did. at 123 og G. Zbinden et
al,, Cancer Chemother. Rep. 4, T07 (1975).

Den samlede nytte af anthracyklinglycosiderne som antibiotika
og onkolytiske midler er alvoriigt begranset pd grund af be-
handlingsbegransende og potentielt Tletal kardiotoksicitet. De
kardiotoksiske virkninger af doxorubicin HC1 (Adriamycin) og
daunorubicin er blevet dokumenteret (US patent nr. 4.138.480).
Kumulativ myokardial beskadigelse er blevet sat i forbindelse
med adriamycindoser p& over 500 mg/m2 og endda ved mindre do-
ser i patienter med tidligere medastinal bestrd&ling og tager

form af hdrdnakket kongestiv hjertefejl. Elektronmikroskopiske
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undersggelser af hjertevavet 1 sadanne tilfalde har pavist en
sldende degenerering af myofibriller og mitokondrial distor-
sion savel som en reduktion i kardial-myocyter, Lefrak, E.A.,
Pitha, J., Rosenheim, S., 0'Bryan, R.M., Burgess, M.A., Gott-
lieb, J.A.: Adriamycin (NSC-123127) Cardiomyopathy. Cancer
Chemother. Rep. 6:203-208 (1975). Farmakokinetiske undersg-
gelser har vist, at adriamycin (doxorubicin HC1) optages be-
gerligt og fortrinsvis af hjertemusklen, Yesair, D.W.,
Schwartzbadh, E., Shuck, D., Denine, E.P., Asbell, M.A.: Com-
parative pharmacokinetics of Daunomycin and Adriamycin in se-
veral animal species. Cancer Research, 32:1177-1183 (1872).
Det er kendt, at administration af adriamycin (doxorubicin
HCT1) bevirker forekomsten af kardial toksicitet selv ved doser
under anbefalet kumulativ grense, og det anbefales derfor ikke
at starte doxorubdicin HCl-terapi ved sadanne doser. At starte
behandling er ogsad kontraindiceret i tilfalde, hvor der har
varet forudgdende behandling med fuldstandigt kumulative doser

af adriamycin og/eller daunorubicin.

Fra Chemical Abstracts, bind 91, 1979, side 72, nr. 168666z og
Chemical Abstracts, bind 92, 1980, side 227, nr. 193122u er
det kendt, at henholdsvis daunorubicin og adriamycin kan danne

komplekser med kardiolipin.

Fra Chemical Abstracts, bind 92, 1980, side 42, nr. 33853h er
det kendt, at adriamycin kan bindes til liposomer fremstillet
ud fra phosphatidylcholin alene eller ud fra en blanding af
phosphatidylicholin og en mindre mangde af kardiolipin pad 1-6%.

Fra US-patentskrift nr. 3.993.754 er det kendt at indkapsle
actinomycin i liposomer med henblik p&d at mindske toksiciteten
af actinomycin ved cancerterapi. I de i skriftet anfeorte eks-
empler er Tliposomerne fremstillet ud fra en blanding af le-
chitin og cholesterol. Det anferes dog i spalte 3, 1. 7 - 17,
at det er muligt at foretage mindre variationer af Tliposom-
blandingen, f.eks. ved tilsatning af mindre mangder af chole-

sterol, stearylamin eller phosphatidylserin. I skriftet nav-
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nes intet steds noget specifikt vedrorende mindsket kardial-

vavsoptagelse.

Den foreliggende opfindelse angar et anthracyklinglycosid-
kardio]ipinkomp]eks indkapslet i liposomer og et preparat in-
deholdende dette, som selektivt vil reducere optagelsen af an-
thracyklinglycosidlagemidler, s&som doxorubicin HC1, i kar-
dialvev under bevarelse af legemidlets antibiotiske og anti-

tumor-virkning.

Opfindelsen angar et anthracyklinglycosid~kardiolipinkompleks
indkapslet 1 liposomer og et praparat indeholdende dette til
en pattedyrsvart, som udgver terapeutiske fordele, men ogsd er
karakteriseret ved fortrinsbherettiget kardialvavsoptagelse
(dvs. anthracyklinglycosidet optages med praference i kardial-
vevet) i varten med medfglgende kardiotoksicitet og kardio-
myopati. Selve preparatet bevarer den terapeutiske aktivitet
af anthracyklinglycosidet, medens det selektivt reducerer ver-
tens kardialvavsoptagelse af praparatet og derved i vasentlig
grad reducerer bivirkningerne af kardiotoksicitet og kardio-
myopati. Praparatet omfatter et anthracyklinglycosid, kardio-
lipin og Tliposomer. Fremgangsmaderne 1ifelge opfindelsen onm-
fatter fremstilling af anthracyklinglycosid-kardiolipinkom-

plekset indkapslet i liposomer.

Anthracyklinglycosidet i preparatet skal udeve antibiotisk
og/eller onkolytisk virkning og vere karakteriseret ved kar-
dialvevoptagelse i en pattedyrsvert og ved tilstedevarende
kardiotoksicitet og/eller kardiomyopati og kan vare et 1ikke-
toksisk farmaceutisk acceptabelt derivat eller salt deraf. Det
er veldokumenteret, at doxorubicin-HC1 (adriamycin) og dauno-
rubicin er sadanne anthracyklinglycosider. I praparatet ifelge
opfindelsen er anthracyklinglycosidet doxorubicin, daunorubi-

cin og farmaceutisk acceptable derivater eller salte deraf.

Opfindelsen angar saledes et anthracyklinglycosid-kardiolipin-
kompleks, som er ejendommeligt ved, at det er indkapslet i 1i-

posomer.
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Opfindelsen angdr desuden en fremgangsmade til fremstilling af
ovennavnte kompleks, hvilken fremgangsmade er ejendommelig

ved, at den omfatter, at man

(a) blander anthracyklinglycosidet med en mengde af kardioli-
pin, som er tilstrakkeligt til at danne et kompleks med an-
thracyklinglycosidet, sé&ledes at der dannes et anthracyklin-

glycosid-kardiolipinkompleks;

(b} indkapsler kompliekset i l1iposomer ved at blandet kompleks-
et med en 1lipidholdig oplesning, som danner liposomer under

denne blanding, og derpa
(c) isolerer det indkapslede komplieks.

Opfindelsen angar ogsa et terapeutisk praparat, som er ejen-
dommeligt ved, at det omfatter ovennavnte kompleks sammen med

en farmaceutisk acceptabel bzrer.

Anthracyklinglycosidet bindes komplekst med kardiolipin. I an-
thracyklinglycosid-kardiolipin-komplekset er kardiolipinet i
det mindste fysisk bundet til anthracyklinglycosidet. Kardio-
1ipinmangden i anthracyklinglycosidkardiolipin-komplekset kan
variere fra ca. 30% til ca. 70% beregnet pa anthracyklinglyco-
sidets vagt. Anthracyklinglycosid-kardiolipin-komplekset dan-
nes ved at blande anthracyklinglycosidet med kardiolipinet i
et oplesningsmiddel i et tidsrum, som er tilstrakkeligt til at
tillade kompleksdannelse, og derpd isolering af komplekset ved
afdampning af oplesningsmidlet. Oplesningsmidlet kan vare en
hvilken som helst vaske, hvori hver komponent er opleselig;
ved en sarlig udfegrelsesform for opfindelsen er et sédant op-
1gsningsmiddel methanol. Afdampning af oplgsningsmidliet sker
fortrinsvis ved, at der i den kompleksholdige oplesning blases
en gas, som er inaktiv overfor komplekset og dets komponenter,

sédsom nitrogen.

Efter dannelse af anthracyklinglycosid-kardiolipin-komplekset

indkapsies komplekset i Tliposomer. Indkapsiing sker ved at
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indfore komplekset i en oplesning indeholdende 1ipider, som
vil danne liposomer. Liposomerne er fortrinsvis positive lipo-
somer. Positive liposomer kan dannes ud fra en oplesning inde-
holdende phosphatidylcholin, cholesterol og stearylamin. Nega-
tive Tliposomer dannes ud fra oplegsninger indeholdende phos-

phatidylcholin, cholesterol og phosphatidyliserin.

Liposomdannelse og indkapsling omfatter dispergering af kom-
plekset af anthrascyklinglycosid og kardioclipin i navnte 1i-
pidholdige oplesning. Dispergeringen sker almindeligvis ved at
anvende en magnetomrgrer i ca. 20 minutter til dannelse af
dispersionen og/eller 1lydbehandiing af 1liposomerne. Det ind-
kapslede produkt isoleres ved derfra at fjerne frit anthracyk-
linglycosid. Frit anthracyklinglycosid kan isoleres fra ind-
kapslet produkt ved ekstensiv dialyse, f.eks. mod 0,001M phos-
phatpuffer med 0,85% NaCl ved en pH-verdi pad 7,4 og ved 4°C i
lebet af en periode pé& 30 timer med mindst tre skift af puf-

feroplesning.

Vagten af lipider, som danner 1liposomer, vil variere afhangigt
af de nojagtige betingelser, som blev anvendt til at danne
dem, og vil saledes variere fra ca. to gange til ca. seks
gange baseret p& vaegten af anthracyklinglycosid-indhold. Som
det vil fremgd af det felgende, reducerer Jiposomindkapslet
kardiolipidkompleks selektivt optagelsen af det kompleksdan-
nede legemiddel i kardialvavet med en ledsagende reduktion af
akut kardiotoksicitet. Den behandlingsbegransende toksicitet
af de fleste af anthracyklingliycosiderne eller analoge er den
kumulative beskadigelse af kardialvav, som giver en granse for
den samlede dosis af disse lagemidler, som kan administreres.
Det viser sig, at levering af disse lagemidler i Jliposomind-
kapslet kardiolipinkompleks er af stor klinisk betydning i
forbindelse med at lese dette problenm.

Opfindelsen vil blive belyst og forklaret ved hjaslp af serlige
udforelsesformer pad tegningerne og i eksemplerne, som er be-

skrevet nedenfor.
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Fig. 1 er en grafisk afbildning (af koncentrationen af lage-
middel i hjertevav mod tid (timer)), hvor @ndringen i koncen-
tration 1 kardialvev af frit adriamycin-administration med
tiden er sammenlignet med Kkoncentrationen i kardialvev af
adriamycin-holdige praparater ifglge opfindelsen efter admini-
stration og 1iée1edes koncentrationen i kardialvev af adriamy-
cin indkapslet i liposomer uden dannelse af et kardiolipinkom-

pleks.

Fig. 2 er et elektromikrofotografi af kardialvav fra DBA/2 mus
efter intravengs administration af 15 mg/kg frit adriamycin,
som udviser tab og fragmentation af myofilamenter med ledsa-
gende klaring af organeller og opkvaldning af sarcoplasmiske

omrader.

Fig. 3 er et elektromikrofotografi af kardialvav fra en DBA/2
mus efter administration af 15 mg/kg adriamycin komplekst bun-
det med kardiolipin og indkapslet i liposomer ifglge opfindel-
sen, hvilket viser et i alt vasentligt normalt udseende myo-
kardium med begrenset toksisk beskadigelise, manifesteret som
vakuolisering, der ses i vaskulert forbundne vav mellem nabo-

myocytter.

Eksemlper

Eksempel 1 - Fremstilling af et anthracyklinglycosid-kardio-

lipin-liposompreparat ifelge opfindelsen

Til fremstilling af et adriamycin-kardiolipin-kompleks ind-
kapslet i liposom-prazparat blandes 11,6 pumol adriamycin i me-
thanoloplesning med 5,9 pumol kardiolipin i ethanol i en kolbe.
De to oplesninger inddampes derpa langsomt til terhed under en

nitrogenstrgm.

Til kolben, som indeholder den terrede adriamycin og kardioli-
pinfilm, tilsettes derpa fortlgbende folgende oplesning af 1i-
pider, 1) 28,5 umol phosphatidylicholin, 2) 19,4 pumol choleste-
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rol og 3) 11,5 pmol stearylamin. Kolbeindholdet omrgres javnt
og terres under nitrogen under dannelse af en tynd film langs
kolbens sider. Den terrede film af kardiolipinkompleks og 1i-
pider biandes derp& med 6 ml 0,9% NaCl og far 1lov til at hy-
dratisere i 30 minutter. Kolbens indhold omrgres derp& med en
magnetomrgrer i 10 minutter til dannelse af multilamellare 1i-
posomer, som derpa Tlydbehandles i et instrument af badtypen
(Heat System 100 W) i 90 minutter med en lgbende temperatur-
kontrol.(37°C). Med 10 minutters mellemrum under lydbehandlin-
gen overstrommes kolbens indhold med en nitrogenstrem. Efter
endt lydbehandling blev det ikke indkapslede adriamycin skilt
fra det 1liposomindkapslede kardiolipinkompleks ved ekstensiv

dialyse mod 0,9% NaCl1 i 4°C i 30 timer som beskrevet ovenfor.

Mangden af adriamycin opndet under disse betingelser blev be-
stemt ved fluorescens efter endt dialyse. Mangden af adriamy-
cin-kardiolipinkompleks, der blev indkapslet i Tliposomer, var

55% (6,38 umol) af den samlede tilfeorte dosis.

De forskellige Tipider, som blev anvendt, blev opnéet pa fol-
gende made: Phosphatidylcholin (bovin) og phosphatidylcholin
(2g), phosphatidylserin (bovin) og cholesterol blev TJeveret
fra Sigma Chemicals Corp. (St. Louis, Missouri), og stearyla-
min blev leveret fra K & K Laboratories (New York, New York).
Alle 1ipider blev anvendt som Tleveret og blev Tlagret ved
-20°C. Adriamycin (MSC 123127) blev leveret af Developmental
Therapeutic Branch, Divison of Cancer Treatment, National
Cancer Institute. Alle andre kemikalier var af reagenskvali-

tet.

Eksempel 2 - Bestemmelse af vavsfordeling af adriamycin-kar-
diolipin~-liposompreparater efter administration

Den fysiologiske fordeling af frit adriamycin og af Tliposom-
indkapslet adriamycin-kardiolipinkompleks blev bestemt i DBA/2
mus, der vejede 20-25 g. Musene blev injiceret med frit adria-

mycin og adriamycin-kardiolipin-kompleks indkapsiet i 1iposo-
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mer via halevenen i en dosis pa 4 mg/kg og ved 2% legemsvagt.
Med tidsmellemrum fra 5 minutter til 24 timer efter lagemid-
deladministrationen blev mus A&reladet dgennem orbital sinus i
hepaniserede ror. Plasma blev fraskilt sjeblikkeligt og lagret
ved -20°C. Fire mus i hver behandlingsgruppe blev aflivet ved
at vride ha1séﬁ om, og hjerte, lever, nyrer, milt, Tunger og
tyndtarm blev hurtigt udskaret, skyllet i 0,9% NaCl og lagret

ved -20°C indtil undersggelse.

Plasma og vav blev analyseret ved hjelp af den fluorometriske
metode ifelge Bachur et al., der er beskrevet i Cancer Chemo-
ther. Rep. 54, 89-94 (1970). Kort sagt blev plasma ekstraheret
med 5 volumener 0,3 N HC1 - 50% ethanol og vav blev homogeni-
seret med 20 volumener af den sure alkohol. Plasma og vavsho-
mogenater blev centrifugeret ved 15.000 omdrejninger per min.
i 10 minutter, og den klare overliggende fraktion blev under-
sggt fluorometrisk i et Perkin Elmer-udstyr ved 470 nm excita-
tion og 585 nm emission. Kontrolvav opnéet fra mus, der var
behandlet med blindliposomer, blev underssgt p& lignende made
i fluorometeret for at korrigere for eventuelt endogen i flu-
orescens. Friske adriamycin-standarder blev fremstillet i 0,3
N HC1 - 50% ethanol hver dag for at beregne koncentrationen af

adriamycin 1 vavsprgverne.

Fig. 1 reprasenterer fordelingen af frit adriamycin og af
adriamycin-kardiolipinkompleks, der er indkapslet i liposomer,
i musehjerte, nar der administreres intravensst i en enkelt
dosis pa 4 mg/kg. Den maksimale lagemiddelikoncentration fore-
kom i 30 minutter efter fri lagemiddeladministration; verdien
er 8,3 pg/g kardialvav. Den maksimale kardial lagemiddelopta-
gelse med adriamycin-kardiolipin-kompleks indkapslet i Tlipo-
somer forekom imidlertid ved 5 minutter, idet lagemiddelazkvi-
valenterne er 3,4 ug/g kardialvav, hvilket kun er ca. 40% af
den ma&ngde, som blev observeret med frit adriamycin. Efter 1
times forleb var kardialkoncentrationerne af adriamycin-kar-
diolipin-kompleks indkapslet i liposomer uden betydning i sam-

menligning med levering af akvivalent lagemiddel. Det viser
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sig, at adriamycinlevering i kardiolipinkompieks indkapsiet i
liposomer selektivt hzmmer optagelsen af lagemiddel i kardial-
vav pa alle tidspunkter. Den samlede koncentration af lagemid-
del, som kardialvavet blev udsat for i en periode pa 24 timer,
var desuden vasentligt reduceret, nar adriamycin blev admini-
streret bundet komplekst med kardiolipin og indkapslet i Tipo-
somer. Vavskoncentration x tid (C x T) vardier for 24 timers
perioden af vavskoncentration for hjertet var 55,2 pg.time/g
med adriamycin leveret i kardiolipinkompleks indkapslet i 1i-
posomer. Det er helt klart ud fra fig. 1, at kardiolipinkom-
pleks indkapslede i liposomer af adriamycin hazmmer kardialop-
tagelsen af Tazgemidlet mere effektivt end positive liposomer
dannet uden kardiolipin. C x T -vardierne for 24 timers pe-
rioden for de positive liposomer er 40 pg.time/g i sammmenlig-
ning med kun 4,2 pg.time/g for kardiolipin kompleks indkapslet

i liposomer.

For at bestemme, hvorvidt den reducerede kardialoptagelise af
adriamycin i kardiolipinkompleks indkapslet i liposomer hin-
drede kardiotoksicitet, blev der foretaget elektronmikrosko-
piske undersegelser af dette organ. DBA/2 mus blev injiceret
intravenegst med frit lagemiddel eller lagemiddel indesluttet i
kardiolipinkompleks indkapslet i liposomer i en dosis pa 15
mg/kg. Tre mus i hver gruppe blev afliivet ved at dreje halsen
om pa dem pa dag 3, 5 og 7, og hjerterne blev gjeblikkeligt
udtaget og anbragt i fysiologisk saltvand. Spidsen af venstre
hjertekammer med en del af vaggen blev udskéret og opdelt i 1
mm3 blokke og fikseret i 2,5% glutaraldehyd pufret med 0,1 M
cacodylat, pH 7,2 i to timer ved stuetemperatur. Prgverne blev
skyllet i puffer, underkastet osmose i Bennett og Luft's kol-
1idinpufret osmiumtetroxid, dehydratiseret i graduerede etha-
noler og acetone og lejret i Epon. Til elektronmikroskopi blev
forst 1 um Epon-sektioner farvet med alkalisk toluidinblat, og
passende arealer blev udvalgt til ultratynd sektionering,
hvorefter tilfaldige sektioner blev optaget p& 200 mesh kob-
bergitre og behandlet med uranylacetat og blycitrat. Et JEOL
100 S elektronmikroskop med en accelerende spanding pa& 80 KeV

blev anvendt til at betragte sektionerne.
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Fig. 2 viser omfanget og graden af toksisk beskadigelse af
myokardium af hjertevev fra mus behandlet med frit adriamycin.
I denne toksiske beskadigelse viser de enkelte myocytter de ge-
nerative @ndringer med vakuolering af det blede endoplasmiske
retikulum og tab af myofibriller. Fremadskridende beskadigelse
kunne ses med étzrre intensitet pa dag 7 efter fri adriamycin-
administration til mus. Mus behandlet med adriamycin-kardioli-
pin-komplieks indkapsiet i liposomer havde imidlertid et total-
udseende (fig. 3), som kunne sammenlignes med udseendet af
kontrolvav. Den kardiolipin-kompleksindkapsiede 1liposomgruppe
viste generelt et billede, som svarede til beskyttelise fra la-
gemidlet i de undersggte omrader, dvs. de vasentligste dele af
vavet fremtradte normalt, og der var kun mindre tab af paral-
lel fibrillaer anbringelse og myofilamenter i begrensede fokal-
omrader. Som vist i fig. 3 ses normal vaskulatur og dinterkala-
tion af myocyter i kardiolipin-kompleks indkapslet i 1liposo-

mer.

(Bemark: Clearance af forekomst i nabostilling til vaskulatur
x 4000).

Eksempel 3 - Bestemmelse af antitumorvirkning af praparater

ifglge opfindelsen

For at bestemme hvorvidt dindkapsling af adriamycin-kardioli-
pin-kompleks i liposomer reducerede antitumorvirkningen af Tla-
gemidlet, blev effektiviteten af liposomindkapsiet adriamycin-
kardiolipin-kompleks mod den murine P388 asketiske leukemi i
DBA/2 mus undersggt. Mus blev injiceret intraperitonealt med 1
x 105 celler af P388 Tleukemia. 24 timer efter tumorimplante-
ring blev der til mus dntraperitonealt administreret frit
adriamycin eller kardiolipin-kompleks indkapslet i Tiposom i
en dosis pa 4 mg/kg. Kontrolmus fik 0,9% NaCl eller blindlipo-
somer, der reprasenterer den samme koncentration af lipider
som anvendt til at indkapsle adriamycin-kardiolipin-kompleks.
Alle injektioner blev foretaget pad 2% legemsvagt basis. Musene

blev vejet pa injektionsdagen, doser af lagemidler blev bereg-
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net p& basis af legemsvagten, og musenes overlevelsestid blev

optalt i dage.

Tabel 1 viser effektiviteten af frit adriamycin og kardiolipin-
kompleks indkapslet i 1liposomer p&d overlevelsen af mus med
P388 tumor. Efter injektion med frit adriamycin i en dosis pd
4 mg/kg intraperitonealt viste mus en T/C p& 132% (T/C = be-
handlet kontra kontrol). Ved injektion af den samme dosis af
adriamycin som af kardiolipin-kompleks indkapsliet i liposom-
praeparat ifelge opfindelsen fik man en overlevelsesrate pa
125% T/C. Disse undersggelser viser helt klart, at der ikke er
noget tab af antitumorvirkning af adriamycin, nar det bindes

komplekst med kardiolipin og indkapsles i liposomer.

Virkning af frit og kardiolipin-kompleksindkapslet 1liposom-

adriamycin pa overlevelsen af DBA/2 mus med P388 tumor.

T/C (%)
Adriamycin-kar-
diolipinkompleks
indkapslet i
Vej Dosis (mg/k Frit adriamycin Jliposomer
intra- 4 132 125
perito-
nealt

Mus, der vejede 20-25 g, fik intraperitonealt injektioner
af 105 celler, og 24 timer senere blev der administreret frit

adriamycin eller kardiolipin-kompleks indkapslet i liposomer.

Den foregéende beskrivelse af opfindelsen har varet rettet mod
sarlige detaljer ved opfindeisen med henblik pd at forklare og
belyse denne. Det vil dimidiertid vere indlysende for fagfolk
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pa dette omrade, at mange modifikationer og @ndringer kan

foretages.

Patentkrnrauv.

1. Anthracyklinglycosid-kardiolipinkompleks, kende -
tegnet ved, at det er indkapsliet i liposomer, og at an-
thracyklinglycosidet er valgt blandt doxorubicin, daunorubicin
og farmaceutisk acceptable derivater eller salte deraf.

2. Kompleks ifslge krav 1, kende tegnet ved, at li-
posomerne dannes ud fra phosphatidylcholin, cholesterol og

stearylamin.

3. Kompleks ifsige krav 1, k ende tegnet ved, at Ti-

posomerne er positive.

4. Kompleks ifglge krav 1, k ende t egnet ved, at li-

posomerne er negative.

5. Fremgangsmade til1 fremstilling af komplekset ifslige et-
hvert af kravene 1-4, Kk ende tegnet ved, at den om-

fatter, at man

(a) blander anthracyklinglycosidet med en mangde af kardioli-
pin, som er tilstrakkelig til at danne kompleks med anthracy-
klinglycosidet, s&ledes at der dannes et anthracyklinglycosid-

kardiolipinkompleks;

(b) indkapsler komplekset i l1iposomer ved at blande komplekset
med en lipidholdig oplgsning, som danner liposomer ved denne
blanding;

og derpé

(c) isolerer det indkapslede kompleks.
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6. Fremgangsmade ifelge krav 5, kende t egnet ved,
at man blander anthracyklingliycosidet med en mangde af kardio-
lipin i intervallet fra 30 til 70% baseret pa& vagten af an-

thracyklinglycosidet.

7. Fremgangsmade ifolge krav 5 eller 6, k ende tegnet

ved, at indkapslingen omfatter

(i) oplesning af komplekset i en 1ipidholdig oplesning omfat-
tende phosphatidylcholin, cholesterol og stearylamin i et mo-
lart forhold p& ca. 2,5:1,7:1 i forhold til mangden af glyco-
sid, (ii) terring af den resulterende blanding, (iii) disper-
gering af den terrede blanding i en 0,9% natriumchloridoples-
ning i ca. 20 min. til dannelse af liposomer til indkapsiing

af komplekset.

8. Fremgangsmide ifglge ethvert af kravene 5 til 7, ke n -
detegnet ved, at isoleringen omfatter dialysering over
for 0,001 M phosphatbuffer med 0,85% natriumchlorid ved en pH-
vardi pad ca. 7,4 ved ca. 4°C i et tidsrum p& ca. 30 timer med

mindst 3 andringer af bufferoplgsning.

g. Terapeutisk praparat, k ende tegnet ved, "at det
omfatter komplekset ifslge ethvert af kravene 1 til 4 sammen

med en farmaceutisk acceptabel bazrer.
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Elektronmikrofotografi af kardialyav £fra DBA/2 mus
givet 15 mg/kg intravengst adriamycin indesluttet

i kardiolipinliposomer. I alt vasentligtf normait

-

udseende myexardium. Begranset toksisx besxadigel

se, der ses som vakuolisering, der ses 1 vasxular-
forbundne vav mellex nabomyocyer.
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