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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft injizierbare
Suspensionen von Luft- oder Gas-Mikroblaschen, die
durch eine Flussigkeits-Gas-Grenzschicht begrenzt
werden, in einer physiologisch vertraglichen, wafri-
gen Tragerphase, wobei die Luft- oder Gas-Mikro-
blaschen nicht in Liposomenvesikel verkapselt sind,
geeignet zur Ultraschall-Echographie des Blutstroms
oder von Koérperhohlraumen von Lebewesen, wobei
die Suspensionen von etwa 0,01 bis etwa 20 Gew.-%
geloste oder dispergierte oberflacheaktive Stoffe ent-
halten, dadurch gekennzeichnet, dal® mindestens ei-
ner der oberflachenaktiven Stoffe ein filmbildendes
Phospholipid ist, das in der Suspension zumindest
teilweise in lamellarer oder laminarer Form vorliegt,
und daR die Suspensionen kein Eisen(lll)salz enthal-
ten.

[0002] Die Erfindung betrifft auch Verfahren zur Her-
stellung der erfindungsgemafRen Suspensionen und
die Verwendung trockener Zusammensetzungen, die
nach Mischen mit einer walrigen Tragerflissigkeit
die o0.g. sterilen Suspensionen von Mikroblaschen bil-
den, die danach als Kontrastmittel zur Ultra-
schall-Echographie und zu weiteren Zwecken ver-
wendbar sind.

[0003] Es ist bekannt, da® Mikrokérper, wie Mikros-
pharen oder Mikrokigelchen aus Luft oder Gas, z.B.
Mikroblaschen oder Mikroballons, die in einer Flis-
sigkeit suspendiert wurden, hervorragend als Ultra-
schall-Reflektoren zur Echographie zu gebrauchen
sind. In dieser Offenbarung bezeichnet der Begriff
"Mikroblaschen" insbesondere Luft- oder Gaskiigel-
chen in Suspension in einer Flussigkeit, die im we-
sentlichen bei der Einleitung von Luft oder Gas in ver-
teilter Form entsteht, wobei die FlUssigkeit vorzugs-
weise auch Surfactanten oder Tenside zur Steuerung
ihrer Oberflachen-Eigenschaften und der Stabilitat
der Blaschen enthélt. Insbesondere sollte man be-
ricksichtigen, dall das innere Volumen der Mikro-
blaschen durch die Gas/Flussigkeits-Grenzphase li-
mitiert wird oder in anderen Worten, dal® die Mikro-
blaschen nur von einer flichtigen Schicht begrenzt
werden, die eine leichte Bindung der Molekule der
Flussigkeit und des Tensides an die Gas-Flissig-
keits-Grenzphase umfalit.

[0004] Im Gegensatz dazu beschreibt der Begriff
"Mikrokapsel" oder "Mikroballon" vorzugsweise Luft-
oder Gaskorper mit einer materiellen Begrenzung
oder Schicht, die von anderen Molekulen als denen
der Flussigkeit der Suspension gebildet wird, z.B. ei-
ner polymeren Membranwand. Sowohl Mikroblas-
chen als auch Mikroballons koénnen als Ultra-
schall-Kontrastmittel verwendet werden. Beispiels-
weise wird die Injektion von Gasmikroblaschen oder
Mikroballons (im Bereich von 0,5 bis 10 ym) in einer
Tragerfliissigkeit in den Blutstrom von Lebewesen

die Ultraschall-Echographie-Abbildung deutlich ver-
starken, wodurch die Darstellung der inneren Organe
erleichtert wird. Die Darstellung von Gefaf3en und in-
neren Organen kann die medizinische Diagnose we-
sentlich unterstitzen, beispielsweise beim Nachweis
von kardiovaskularen und anderen Erkrankungen.

[0005] Die Entstehung von Suspensionen aus Mi-
kroblaschen in einem injizierbaren, flissigen Trager,
der zur Echographie geeignet ist, kann auf verschie-
dene Arten erfolgen. Die DE-A-3 529 195
(Max-Planck-Gesell.) offenbart beispielsweise ein
Verfahren zur Herstellung von 0,5 bis 50 ym-Blas-
chen, bei dem eine walrige, emulgierte Mischung,
die ein wasserlésliches Polymer, ein Ol und Mineral-
salze enthalt, mit einer geringen Menge Luft durch
eine kleine Offnung von einer Spritze in eine andere
vor- und zurlickgedriickt wird. Die mechanischen
Kréafte sind dabei fur die Bildung der Blaschen in der
Flussigkeit verantwortlich.

[0006] M.W. Keller et al. ( J. Ultrasound Med. 5
(1986), 439-8) haben beschrieben, dall Lésungen,
die hohe Konzentrationen an gelésten Stoffen wie
Dextrose, Renografin-76, lopamidol (ein R&nt-
gen-Kontrastmittel) und ahnliche enthalten, einer
Hohlraumbildung durch Ultraschall unter atmosphari-
schem Druck unterworfen wurden. Dabei wird die
Luft durch die Energie der Hohlraumbildung in die L6-
sung gedruickt.

[0007] Weitere Verfahren beruhen auf dem Schut-
teln einer Tragerflissigkeit, in die lufthaltige Mikrop-
artikel gegeben wurden, wobei die Tragerflissigkeit
normalerweise viskositatsverstarkende Agentien,
z.B. wasserl6sliche Polypeptide oder Kohlenhydrate
und/oder Tenside, als Stabilisatoren enthalt. Dabei
wird im Ergebnis festgestellt, dafl die Stabilitat der
Mikroblaschen gegeniiber Abbau oder Verfliichti-
gung in die Atmosphare durch die Viskositat und
Oberflacheneigenschaften der Tragerfliissigkeit be-
stimmt wird. Die Luft oder das Gas in den Mikroparti-
keln kann aus interpartikular oder intrakristallin ein-
geschlossenem Gas sowie aus Oberflachen-adsor-
biertem Gas oder aus Gas bestehen, das durch Re-
aktion mit der normalerweise walrigen Tragerflissig-
keit hergestellt wurde. Diese Zusammenhange wer-
den umfassend beispielsweise in der EP-A-52.575
(Ultra Med. Inc.) beschrieben, in der Aggregate von 1
bis 50 ym-Partikeln aus Kohlenhydraten (z.B. Galac-
tose, Maltose, Sorbitol, Gluconsaure, Sucrose, Glu-
kose und ahnliche) in walriger Loésung aus Glykolen
oder Polyglykolen oder anderen wasserldslichen Po-
lymeren verwendet werden.

[0008] Auch in EP-A-123.235 und 122.624 (Sche-
ring, siehe EP-A-320.433) wird Luft verwendet, die in
Festkérpern eingeschlossen ist. EP-A-122.624 bei-
spielsweise beansprucht eine flissige Zusammen-
setzung flr ein Kontrastmittel zur Ultraschall-Echo-
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graphie, die Mikropartikel eines festen Tensides ent-
halt, wobei letzteres gegebenenfalls mit Mikroparti-
keln eines Nicht-Tensides vermischt sein kann. Wie
in diesem Dokument offenbart wird, resultiert die Bil-
dung von Luft-Blaschen in der Lésung aus der Frei-
setzung der Luft, die auf der Oberflache der Partikel
adsorbiert oder im Gitter der Partikel eingeschlossen
oder zwischen einzelnen Partikeln gebunden wurde,
was durch Vermischen der Partikel mit dem flissigen
Trager erreicht wird.

[0009] EP-A-131.540 (Schering) offenbart ebenfalls
die Herstellung von Mikroblaschen-Suspensionen, in
denen eine stabilisierte, injizierbare Tragerlassigkeit,
z.B. eine physiologische, walirige Lésung aus Salz
oder eine LOsung eines Zuckers, wie Maltose, Dext-
rose, Lactose oder Galactose, ohne Viskositats-Ver-
starker mit Mikropartikeln (im Bereich von 0,1 bis 1
pm) desselben Zuckers vermischt wird, der die einge-
schlossene Luft enthalt. Damit sich die Suspension
der Blaschen in der Tragerflissigkeit entwickeln
kann, empfehlen die 0.g. Dokumente, daR die flissi-
ge und die feste Komponente unter sterilen Bedin-
gungen heftig miteinander vermischt werden. Das
Vermischen der beiden Komponenten wird in weni-
gen Sekunden durchgefuhrt und nach der Herstel-
lung muR die Suspension sofort verwendet werden,
d.h. sie sollte innerhalb von 5 — 10 Minuten flir Echo-
graphie-Messungen injiziert werden. Dies beweist,
daR die Blaschen in der Suspension nicht langlebig
sind, und dal ein praktisches Problem bei der Ver-
wendung von Mikroblaschen-Suspensionen zur In-
jektion deren mangelnde Stabilitat im Verlauf der Zeit
ist. Die vorliegende Erfindung beseitigt diesen Nach-
teil vollstandig.

[0010] US-A-4 466 442 (Schering) offenbart eine
Reihe von verschiedenen Verfahren zur Herstellung
von Suspensionen aus Gas-Mikrobldschen in einem
flissigen Trager unter Verwendung von (a) einer L6-
sung aus einem Tensid (oberflachenaktives Mittel) in
einer Tragerflissigkeit (wafdrig) und (b) eine Lésung
mit einem Viskositats-Verstarker als Stabilisator. Ge-
maf den dort zur Herstellung der Blaschen verwen-
deten Verfahren wird eine Mischung aus (a), (b) und
Luft mit hoher Geschwindigkeit durch eine kleine Off-
nung gedruckt; oder (a) wird in (b) injiziert, kurz bevor
sie zusammen mit einem physiologisch akzeptablen
Gas verwendet werden; oder eine Saure wird zu (a)
und ein Carbonat zu (b) gegeben, wobei die Bestand-
teile direkt vor der Verwendung miteinander ver-
mischt werden und die Sdure mit dem Carbonat rea-
giert, um CO,-Blaschen herzustellen; oder wéhrend
der Lagerung wird ein Gas unter Druck zu einer Mi-
schung aus (a) und (b) gegeben, wobei das Gas
dann unter Bildung von Mikroblaschen entspannt
wird, wenn die Mischung zur Injektion verwendet
wird.

[0011] Die Tenside, die in Bestandteil (a) von

US-A-4 466 442 verwendet wurden, umfassen Leci-
thine, Ester und Ether der Fettsauren und Fettalkoho-
le mit Polyoxyethylen- und polyoxyethylierten Polyo-
len wie Sorbitol, Glykol und Glycerol, Cholesterol und
Polyoxyethylen-Polyoxypropylen-Polymere. Die vis-
kositats-verstarkenden und stabilisierenden Be-
standteile umfassen beispielsweise Mono- und Poly-
saccharide (Glucose, Lactose, Sucrose, Dextran,
Sorbitol), Polyole, d.h. Glycerol, Polyglykole, und Po-
lypeptide wie Proteine, Gelatine, Oxypolygelatine,
Plasmaproteine und ahnliche.

[0012] In einem typischen, bevorzugten Beispiel
dieser Verodffentlichung werden gleiche Volumina von
(a) einer 0,5 gew.-%igen, walrigen Losung mit 0,5
Gew.% Pluronic F-68 (ein Polyoxypropylen-Polyoxy-
ethylen-Polymer) und (b) einer 10%igen Lactosel6-
sung unter sterilen Bedingungen (geschlossene
Réhrchen) miteinander vermischt, um eine Suspensi-
on aus Mikroblaschen herzustellen, die fertig zur Ver-
wendung als Ultraschall-Kontrastmittel ist und we-
nigstens zwei Minuten stabil bleibt. Etwa 50% der
Blaschen hatten eine GréRRe von weniger als 50 ym.

[0013] Obwohl die Errungenschaften des Standes
der Technik verdienstvoll sind, haben sie mehrere
Nachteile, die die praktische Anwendung durch Arzte
und Krankenhauser stark limitieren, namentlich ihre
relativ kurze Lebenszeit (was die Reproduzierbarkeit
eines Testes schwierig macht), eine relativ geringe
Ausgangskonzentration an Blaschen (die Anzahl der
Blaschen Ubersteigt selten 10* bis 10°-Blaschen/ml,
und die Zahl nimmt mit der Zeit stark ab) und schlech-
te Reproduzierbarkeit der Ausgangszahl von Blas-
chen von Test zu Test (was Vergleiche ebenfalls er-
schwert). Es ist ferner bekannt, daf fir die effiziente
Darstellung bestimmter Organe, z.B. des linken Her-
zens, Blaschen kleiner als 50 pm, vorzugsweise im
Bereich von 0,5-10 pym, bendtigt werden; bei groRRe-
ren Blaschen bestehen die Risiken einer Verklum-
pung und anschlielliender Embolie.

[0014] Darlber hinaus kann die zwingende Gegen-
wart von festen Mikropartikeln oder von hohen Kon-
zentrationen an Elektrolyten und anderen relativ iner-
ten, gelésten Substanzen in der Tragerflissigkeit in
einigen Fallen physiologisch unerwlinscht sein.
SchlieRlich sind die Suspensionen bei Lagerung voll-
standig instabil und kénnen nicht als solche verkauft
werden; daher wird viel Erfahrung benétigt, um die
Mikroblaschen im richtigen Moment direkt vor der
Verwendung herzustellen.

[0015] Naturlich existieren stabile Suspensionen
aus Mikrokapseln, z.B. Mikroballons mit einer festen,
Luft-dichten, stabilen, polymeren Membran, die her-
vorragend Uber lange Lagerzeiten in Suspension er-
halten bleiben, die entwickelt wurden, um diese Un-
zulanglichkeiten zu Uberkommen (siehe beispiels-
weise K.J. Widder, EP-A-324.938). Die Eigenschaf-
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ten der Mikrokapseln, in denen ein Gas innerhalb von
festen Membranvesikeln eingeschlossen ist, unter-
scheiden sich jedoch deutlich von denen der Gasmik-
roblaschen der vorliegenden Erfindung und gehdren
zu einem anderen Stand der Technik. Wahrend bei-
spielsweise die hier offenbarten Gasmikroblaschen
einfach entweichen oder sich im Blutstrom auflésen,
wenn die Stabilisatoren in die Tragerfliissigkeit abge-
schieden oder metabolisiert werden, muf} das feste,
polymere Material, das die Wande der oben genann-
ten Mikroballons bildet, schlief3lich von dem geteste-
ten Organismus beseitigt werden, was eine erhebli-
che Belastung fiir ihn sein kann. Auch kénnen Kap-
seln mit einer festen, nicht-elastischen Membran bei
Druckunterschieden irreversibel brechen.

[0016] Die erfindungsgemaRe Zusammensetzung
gemal Anspruch 1 beseitigt vollstandig die hier be-
schriebenen Probleme.

[0017] Der Begriff "lamellare Form", der den Zu-
stand von wenigstens einem Teil der Phospholipide
der vorliegenden Zusammensetzung definiert, be-
deutet, dal} die Phospholipide im Gegensatz zu den
Mikropartikeln des Standes der Technik (beispiels-
weise EP-A-0 123 235) in Form von dunnen Filmen
vorliegen, die aus einer oder mehreren Schichten (in
laminierter Form) bestehen. Die Umwandlung der
schicht-bildenden Phospholipide in lamellare Form
kann einfach durchgefuhrt werden, beispielsweise
durch Hochdruck-Homogenisierung oder durch Be-
schallung mit akustischen oder Ultraschall-Frequen-
zen. In diesem Zusammenhang sollte herausgestellt
werden, dal} die Existenz von Liposomen eine be-
kannte und nitzliche Verdeutlichung von Fallen ist, in
denen Tenside, insbesondere Phospholipide, in la-
mellarer Form vorliegen.

[0018] Liposomen-L&ésungen sind walrige Suspen-
sionen von mikroskopischen Vesikeln, im wesentli-
chen spharisch geformt, die Substanzen einge-
schlossen haben. Diese Vesikel werden normaler-
weise aus einem oder mehreren konzentrisch ange-
ordneten molekularen Schichten (Lamellen) aus am-
phipatischen Bestandteilen gebildet, d.h. aus Be-
standteilen mit einer lipophoben, hydrophilen Gruppe
und einer lipophilen, hydrophoben Gruppe. Siehe
beispielsweise "Liposome Methodology", Ed. L.D.
Leserman et al., Inserm 136, 2-8 May 1982). Viele
oberflachenaktive Mittel oder Tenside, einschlieBlich
Lipide, insbesondere Phospholipide, kdnnen lamina-
risiert werden, um dieser Art von Struktur zu entspre-
chen. In dieser Erfindung werden vorzugsweise Lipi-
de verwendet, die normalerweise zur Herstellung von
Liposomen verwendet werden, beispielsweise die
Lecithine und andere Tenside, die im folgenden de-
taillierter offenbart werden, wodurch keineswegs die
Verwendung von anderen Tensiden ausgeschlossen
wird, vorausgesetzt, dal} diese Schichten oder Filme
bilden kénnen.

[0019] Es ist wichtig zu beachten, dal} keine Ver-
wechslungen zwischen der vorliegenden Erfindung
und der Offenbarung von Ryan (US-A-4 900 540)
entstehen, die die Verwendung von luft- oder gasge-
fullten Liposomen zur Echographie offenbart. In die-
sem Verfahren schlief3t Ryan Luft oder Gas in liposo-
me Vesikel ein; in den Ausflihrungsformen der vorlie-
genden Erfindung werden Mikrobldschen aus Luft
oder Gas in einer Suspension aus Liposomen (d.h.
mit Flissigkeit geflllte Liposomen) gebildet, und die
Liposomen stabilisieren offensichtlich die Mikroblas-
chen. Bei Ryan befindet sich die Luft innerhalb der Li-
posomen, was bedeutet, da® im Rahmen der vorlie-
gend verwendeten Terminologie die Luftgefullten Li-
posomen von Ryan zur Klasse der Mikroballons und
nicht zu der der Mikroblaschen der vorliegenden Er-
findung gehdren.

[0020] Um erfindungsgemaRe Suspensionen aus
Mikroblaschen herzustellen, geht man praktischer-
weise von Liposomen-Suspensionen oder Losungen
aus, die durch irgendein Verfahren hergestellt wur-
den, das im Stand der Technik beschrieben wurde,
mit dem offensichtlichen Unterschied, dal3 in dem
vorliegenden Fall die Liposomen-Vesikel vorzugswei-
se "unbeladen" sind, d.h, sie brauchen kein anderes
Material als die Flussigkeit der Suppension zu enthal-
ten, was normalerweise bei klassischen Liposomen
das Ziel ist. Deswegen werden die Liposomen der
vorliegenden Erfindung vorzugsweise eine walirige
Phase enthalten, die identisch oder ahnlich zur wagk-
rigen Phase der LOsung selbst ist. Daraufhin wird Luft
oder Gas in die Liposomen-Lésung eingefiihrt, so
dall eine Suspension aus Mikrobldschen entsteht,
wobei die Suspension durch die Gegenwart der
Phospholipide in lamellarer Form stabilisiert wird.
Dennoch kann das Material, aus dem die Liposo-
men-Wande bestehen, im Rahmen der vorliegenden
Erfindung verandert werden, beispielsweise durch
kovalente Bindung fremder Molekile, die fur be-
stimmte Zwecke entworfen wurden, wie spater erklart
werden wird.

[0021] Die Herstellung von Liposomen-Lésungen
wurde umfangreich in vielen Verodffentlichungen dis-
kutiert, z.B. US-A-4 224 179 und WO-A-88/09165
und alle Literaturhinweise, die darin erwahnt werden.
Dieser Stand der Technik wird hier als Hinweis ver-
wendet, um beispielhaft die verschiedenen Verfahren
darzustellen, die geeignet sind, schichtbildende Ten-
side in lamellare Form zu Uberflihren. Eine weitere
wesentliche Literaturstelle von M.C. Woodle und D.
Papahadjopoulos findet sich in "Methods in Enzymo-
logy 171 (1989), 193.

[0022] Beispielsweise wird in einem Verfahren, das
in D.A. Tyrrell et al., Biochimica & Biophysica Acta
457 (1976), 259-302, offenbart wurde, eine Mi-
schung aus einem Lipid und einem walrigen, flissi-
gen Trager starkem Ruhren ausgesetzt und danach
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bei Raum- oder erhdhter Temperatur mit akustischen
oder Ultraschall-Frequenzen beschallt. Im Rahmen
der vorliegenden Erfindung wurde herausgefunden,
dafd Beschallung ohne Riihren ausreichend ist. Auch
ein Gerat zur Herstellung von Liposomen, ein Hoch-
druck-Homogenisator, wie ein Mikro-Fluidisator, der
von Microfluidics Corp., Newton, MA 02164 USA ge-
kauft werden kann, kann vorteilhaft verwendet wer-
den. Grof3e Volumen von Liposomen-Lésungen kon-
nen mit diesem Gerat unter Druck hergestellt werden,
der 600 bis 1200 bar erreichen kann.

[0023] In einem anderen Verfahren, nach der Lehre
des GB-A-2 134 869 (Squibb), werden Mikropartikel
(10 pm oder kleiner) eines wasserloslichen, festen
Tragers (NaCl, Sucrose, Lactrose und weitere Koh-
lenhydrate) mit einem amphipatischen Agens be-
schichtet; die Auflésung des beschichteten Tragers in
einer walrigen Phase wird zu Liposomen-Vesikeln
fuhren. In GB-A-2 135 647 werden unl6sliche Parti-
kel, z.B. Glas- oder Harzmikrokugeln durch Anfeuch-
ten in einer Losung eines Lipids in einem organi-
schen Ldsungsmittel beschichtet, wonach das L6-
sungsmittel durch Verdampfen entfernt wird. Die li-
pidbeschichteten Mikrokugeln werden danach mit ei-
ner walrigen Tragerphase kontaktiert, wobei Liposo-
men-Vesikel in der Tragerphase entstehen.

[0024] Das Einleiten von Luft oder Gas in eine L6-
sung aus Liposomen, damit sich darin eine Suspen-
sion aus Mikroblaschen bildet, kann nach bekannten
Verfahren ausgefuhrt werden, unter anderem durch
Injektion, wobei die Luft oder das Gas durch winzige
Offnungen in die Liposomen-Lésung gedriickt wird
oder das Gas wird in der Losung geldst, indem Druck
appliziert und danach der Druck schlagartig abgelas-
sen wird. Eine weitere Mdglichkeit liegt im Ruhren
oder Beschallen der Liposomen-Lésung in Gegen-
wart von Luft oder einem einschlieRbaren Gas. Man
kann auch die Bildung eines Gases in der Lésung
aus Liposomen selbst herbeiflihren, indem beispiels-
weise ein Gas durch eine chemische Reaktion freige-
setzt wird, z.B. durch die Zersetzung eines geldsten
Carbonats oder Bicarbonats durch eine Saure. Der
gleiche Effekt kann erreicht werden, indem eine
niedrigsiedende Flissigkeit, beispielsweise Butan,
unter Druck in der waRrigen Phase geldst und da-
nach die Flussigkeit zum Sieden gebracht wird, in-
dem der Druck schlagartig abgelassen wird.

[0025] Ein vorteilhaftes Verfahren besteht jedoch
auch darin, den trockenen Tensiden in lamellarer
Form oder in Form diinner Schichten mit Luft oder ei-
nem adsorbierbaren oder einschlielbaren Gas zu
kontaktieren, bevor das Tensid in die flissige Trager-
phase eingefihrt wird. In diesem Zusammenhang
kann das Verfahren von dem Verfahren abgeleitet
werden, das in GB-A-2 135 647 offenbart wird, d.h.
feste Mikropartikel oder Kugeln werden in eine Lo6-
sung eines Schicht-bildenden Tensides (oder einer

Mischung aus Tensiden) in einem flichtigen Lo6-
sungsmittel getaucht, wonach das Ldsungsmittel ver-
dampft wird und die Kugeln im Kontakt mit Luft (oder
einem adsorbieren Gas) flr eine ausreichende Zeit
belassen werden, so dal die Luft oberflachlich an die
Schicht des Tensides gebunden wird. Danach wer-
den die Kugeln, die mit einem Luftgefillten Tensid be-
schichtet sind, in eine Tragerflussigkeit, normalerwei-
se Wasser, mit oder ohne Additive, gegeben, wobei
Luftblaschen in der Flussigkeit durch vorsichtiges Mi-
schen entstehen, starkes Rihren ist vollig unnétig.
Die festen Kugeln koénnen von der Mikroblas-
chen-Suspension, die auffallend stabil ist, abgetrennt
werden, beispielsweise durch Filtration.

[0026] Selbstverstandlich kann man anstelle der un-
I8slichen Kugeln oder Spharen als unterstitzende
Partikel wasserl6sliche Materialien verwenden, wie
die in GB-A- 2 134 869 (Kohlenhydrate oder hydro-
phile Polymere) offenbarten, wobei die unterstitzen-
den Partikel sich schlieBlich aufldsen, was eine ab-
schlielfende Abtrennung der Feststoffe Uberflissig
macht. Daruber hinaus kann das Material der Partikel
in diesem Fall so ausgewahlt werden, daf} es als Sta-
bilisator oder Viskositats-Verstarker wirkt, sofern es
gewinscht wird.

[0027] In einer Variante des Verfahrens kann man
auch von dehydrierten Liposomen ausgehen, d.h. Li-
posomen, die durch konventionelle Verfahren in
Form von walrigen LOsungen hergestellt wurden
und danach durch bekannte Verfahren dehydriert
wurden, wie z.B. wie in US-A-4 229 360 offenbart, auf
die hierin Bezug genommen wird. Eines der Verfah-
ren zum Dehydrieren von Liposomen, das in dieser
Quellenangabe empfohlen wird, ist die Gefriertrock-
nung (Lyophilisation), d.h. die Liposomen-L6ésung
wird gefroren und durch Eindampfen unter reduzier-
tem Druck (Sublimation) getrocknet. Vor Durchfiih-
rung der Gefriertrocknung wird eine hydrophile, stabi-
lisierende Komponente in der Lésung gel6st, bei-
spielsweise ein Kohlenhydrat wie Lactose oder Suc-
rose oder ein hydrophiles Polymer wie Dextran, Star-
ke, PVP, PVA und ahnliche. Dies ist vorteilhaft fir die
vorliegende Erfindung, weil derartige hydrophile
Komponenten eine homogene Grofenverteilung der
Mikroblaschen unterstiitzen und die Lagerstabilitat
erhdhen. Die Herstellung von stark verdiinnten, wafid-
rigen Lésungen (0,1 — 10 Gew.-%) aus gefrierge-
trockneten Liposomen, die beispielsweise im Ge-
wichtsverhaltnis von 5:1 bis 10:1 Lactose zu Lipid
stabilisiert wurden, ermaglicht es, waldrige Mikroblas-
chen-Susp-ensionen herzustellen, in denen 108-10°
Mikroblaschen/ml gezahlt werden (Grolenverteilung
hauptsachlich 0,5-10um), die fir wenigstens einen
Monat (und wahrscheinlich wesentlich langer) ohne
wesentliche, beobachtbare Veranderungen stabil
sind. Man erhalt diese durch einfaches Auflésen der
luft-gelagerten, trockenen Liposomen ohne Schutteln
oder starke Durchmischung. Darlber hinaus ist das
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Gefriertocknungs-Verfahren unter reduziertem Druck
sehr nitzlich, da es es ermdglicht, nach Trocknung
den Druck Uber den getrockneten Liposomen mit ir-
gendeinem einschliebaren Gas, d.h. Stickstoff, CO,,
Argon, Methan, Freon, etc. wieder herzustellen, wo-
bei nach Auflésung der Liposomen, die unter derarti-
gen Bedingungen hergestellt wurden, Suspensionen
aus Mikroblaschen erhalten werden, die die genann-
ten Gase enthalten.

[0028] Mikroblaschen-Suspensionen, die herge-
stellt wurden, indem Gas-Druck auf eine verdinnte
Lésung aus laminierten Lipiden in Wasser (0,1-10
Gew.-%) appliziert und danach der Druck schlagartig
abgelassen wurde, haben sogar eine noch hohere
Blaschen-Konzentration, z.B. in der Grofienordnung
von 10'-10" Blaschen/ml. Die durchschnittliche
Blaschengrole ist jedoch etwas groRer als 10um,
z.B. im Bereich von 10 — 50 ym. In diesem Fall kann
die Groflenverteilung der Blaschen durch Zentrifuga-
tion und Dekantieren der Schicht eingeengt werden.

[0029] Phospholipide, die in der vorliegenden Erfin-
dung zu gebrauchen sind, kénnen aus allen amphi-
patischen Stoffen ausgewahlt werden, die in der
Lage sind, stabile Schichten in Gegenwart von Was-
ser und Gasen zu bilden. Bevorzugte Phospholipide,
die laminarisiert werden kénnen, umfassen die Leci-
thine (Phosphatidylcholin) und andere Phospholipi-
de, unter anderem Phosphatidsaure (PA), Phospati-
dylinositol Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphat-
didylserin (PS), Phosphatidylglycerol (PG), Cardioli-
pin (CL), Sphingomyeline, Plasmogene, Cerebrosi-
de, etc. Beispiele geeigneter Lipide sind Phospholipi-
de im allgemeinen, beispielsweise naturliche Lecithi-
ne, wie Ei-Lecithin oder Sojabohnen-Lecithin, oder
synthetische Lecithine wie gesattigte, synthetische
Lecithine, beispielsweise Dimyristoylphosphatidyl-
cholin, Dipalmitoylphosphatidylcholin oder Distearo-
ylphosphatidylcholin oder ungesattigte synthetische
Lecithine, wie Dioleylphosphatidylcholin oder Dilino-
leylphosphatidylcholin, wobei Ei-Lecithin oder Soja-
bohnen-Lecithin bevorzugt ist. Zusatze wie Choleste-
rol und weitere Substanzen (siehe unten) kénnen zu
einem oder mehreren der oben genannten Lipide da-
zugegeben werden, in einem Verhaltnis, das im Be-
reich von 0 bis 50 Gew.-% liegt.

[0030] Solche Zusatze kdnnen weitere Tenside um-
fassen, die in Mischung mit dem schichtbildenden
Tensiden verwendet werden kdnnen und von denen
die meisten im Stand der Technik zitiert werden, der
in der Einleitung dieser Beschreibung diskutiert wur-
de. Man kann beispielsweise freie Fettsauren, Ester
von Fettsduren mit Polyoxyalkylenverbindungen wie
Polyoxypropylenglykol und Polyoxyethylenglykol;
Ether von Fett-Alkoholen mit Polyoxyalkylenglykolen;
Ester von Fettsduren mit polyoxyalkyliertem Sorbi-
tan; Seifen; Glycerolpolyalkylenstearat; Glycerolpoly-
oxyethylenricinoleat; Homo- und Copolymere von

Polyalkylenglykolen; polyethoxyliertes Sojadl und
Castordl sowie hydrierte Derivate; Ether und Ester
von Sucrose oder anderen Kohlenhydraten mit Fett-
sauren,, Fett-Alkoholen, wobei diese wahlweise poly-
oxyalkyliert sind; Mono-, Di- und Triglyceride von ge-
sattigten oder ungesattigten Fettsauren; Glyceride
des Sojadls und Sucrose auflisten. Die Menge der
nicht schichtbildenden Tenside oder oberflachenakti-
ven Substanzen kann bis zu 50 Gew.-% der Gesamt-
menge der Tenside in der Zusammensetzung errei-
chen, liegt aber vorzugsweise zwischen Null und
30%.

[0031] Die Gesamtmenge an Tensiden im Verhalt-
nis zur walrigen Tragerflissigkeit liegt am Besten im
Bereich von 0,01 zu 25 Gew.-%, wobei Mengenver-
haltnisse im Bereich 0,5 — 5% bevorzugt sind, weil
man immer versucht, die Menge an aktiven Substan-
zen in einer injizierbaren Losung so gering wie mog-
lich zu halten, um die Einfiihrung von fremden Mate-
rialien in Lebewesen zu minimieren, selbst wenn die-
se harmlos und physiologisch vertraglich sind.

[0032] Weitere mogliche Zusatzstoffe zu den Tensi-
den umfassen:

a) Substanzen, die bekanntermal3en zu einer ne-
gative Ladung auf Liposomen fihren, beispiels-
weise Phosphatidsdure, Phosphatidylglycerol
oder Dicetylphosphat;

b) Substanzen, die bekanntermalien zu einer po-
sitiven Ladung flihren, beispielsweise Stearyla-
min oder Stearylaminacetat;

c) Substanzen, die bekanntermalen die physika-
lischen Eigenschaften der Lipid-Schicht in bevor-
zugter Weise beeinflussen; beispielsweise kon-
nen Caprolactam und/oder Sterole wie Choleste-
rol, Ergosterol, Phytosterol, Sitosterol, Sitosterol-
pyroglutamat, 7-Dehydro-cholesterol oder Lanos-
terol die Steifheit der Lipidschicht beeinflussen;
d) Substanzen, die bekanntermalien antioxydati-
ve Eigenschaften haben, um die chemische Sta-
bilitdt der Stoffe in den Suspensionen zu verbes-
sern, wie Tocopherol, Propylgallat, Ascorbylpalmi-
tat oder butyliertes Hydroxytoluol.

[0033] Der erfindungsgemale, walrige Trager ist
meistens Wasser mit mdglicherweise kleinen Men-
gen von physiologisch-vertraglichen Flussigkeiten
wie Isopropanol; Glycerol, Hexanol und dhnliche (sie-
he beispielsweise EP-A- 52.575). Im allgemeinen
wird die Menge der organischen, wasserldslichen
Flissigkeiten 5 — 10 Gew.-% nicht Ubersteigen.

[0034] Die vorliegende Zusammensetzung kann
ebenfalls darin geldste oder suspendierte, hydrophile
Bestandteile und Polymere enthalten, die allgemein
unter dem Begriff Viskositatsverstarker oder Stabili-
satoren definiert werden. Obwohl die Gegenwart der-
artiger Bestandteile zur Gewahrleistung der Lager-
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stabilitat der Luft- oder Gasblaschen nicht notwendig
ist, sind sie in den vorliegenden Dispersionen jedoch
vorteilhaft, um den Lésungen eine Art von "Korper"
zu geben. Sofern gewinscht, kénnen die oberen
Konzentrationen solcher Zusatzstoffe sehr hoch sein,
wenn sie vollstandig harmlos sind, beispielsweise bis
zu 80 - 90 Gew.-% der Lésung bei lopamidol und an-
deren iodierten Rontgenkontrastmitteln. Andere Vis-
kositats-Verstarker jedoch, wie beispielsweise Zu-
cker, z.B. Lactose, Sucrose, Maltose, Galactose,
Glucose, etc. oder hydrophile Polymere wie Starke,
Dextran, Polyvinylalkohol, Polyvinylpyrolidon, Dext-
rin, Xanthan oder teilweise hydrolisierte Cellulo-
se-Oligomere, sowie Proteine und Polypeptide sind
in Konzentrationen zwischen etwa 1 und 40 Gew.-%
am besten, ein Bereich von etwa 5 — 20% ist bevor-
zugt.

[0035] Wie im Stand der Technik beschrieben, kon-
nen die injizierbaren Zusammensetzungen dieser Er-
findung ebenfalls physiologisch-akzeptable Elektroly-
te enthalten; ein Beispiel ist eine isotonische Lésung
eines Salzes.

[0036] Die vorliegende Erfindung umfalt auch die
Verwendung trockener, lagerfahiger, pulverférmiger
Formulierungen zur Herstellung der jetzigen Mikro-
blaschen enthaltenden Dispersionen durch einfaches
Mischen der pulverformigen Formulierungen mit
Wasser oder einer walrigen Tragerphase. Vorzugs-
weise enthalten solche trockenen Gemische oder
Formulierungen alle festen Bestandteile, die bendtigt
werden, um die gewunschten Mikroblaschen-Sus-
pensionen durch einfache Zugabe von Wasser her-
zustellen, d.h. grundséatzlich Tenside in lamellarer
Form, die Luft oder Gas darin eingeschlossen oder
adsorbiert enthalten, das zur Mikroblaschen-Bildung
bendtigt wird, und zusatzlich die weiteren nicht
schichtbildenden Tenside, die Viskositats-Verstaker
und Stabilisatoren und gegebenenfalls weitere Zu-
satzstoffe. Wie zuvor ausgefiihrt, findet der Einschluf3
von Luft oder Gas durch die laminierten Phospholipi-
de einfach statt, indem die Tenside der Luft (oder
dem Gas) bei Raum- oder superatmospharischem
Druck fiir eine Zeit ausgesetzt werden, die ausreicht,
um den Einschlul} der Luft oder des Gases in den
Tensiden zu bewirken. Die Zeitdauer kann sehr kurz
sein, z.B. im Bereich von wenigen Sekunden bis zu
wenigen Minuten, obwohl Uberexposition, d.h. Lage-
rung unter Luft oder unter einer gasférmigen Atmos-
phéare keineswegs schadlich ist. Es ist wichtig, dal
die Luft einen mdéglichst grof’en Teil der zur Verfu-
gung stehenden Oberflache des laminierten Phos-
pholipides kontaktieren kann, d.h. das trockene Ma-
terial sollte vorzugsweise in einem "flockigen", leicht
flieBenden Zustand sein. Dies ist genau der Zustand,
der bei der Gefriertrocknung einer walrigen Lésung
aus Liposomen und hydrophilen Agenzien resultiert,
wie in US-A-4 229 360 offenbart.

[0037] Im allgemeinen liegt das Gewichtsverhaltnis
der Tenside zu dem hydrophilen Viskositatsverstar-
ker in der trockenen Formulierung im Bereich von
0,1:10 bis 10:1, wobei weitere mogliche Stoffe, so-
weit vorhanden, in einem Verhaltnis vorliegen, das
50% in Bezug auf die gesamten Tenside plus die Vis-
kositatsverstarker nicht tUbersteigt.

[0038] Die erfindungsgemal verwendeten, trocke-
nen Mischformulierungen kénnen durch sehr einfa-
che Verfahren hergestellt werden. Wie bereits darge-
stellt, umfaldt ein bevorzugtes Verfahren zunachst die
Herstellung einer walrigen LOsung, in der die
schichtbildenden Lipide laminarisiert werden, beipi-
elsweise durch Beschallung oder unter Verwendung
eines konventionellen Verfahrens, das gewdhnlicher-
weise im Liposomen-Bereich verwendet wird, wobei
diese Ldsung auch die anderen gewlnschten Zu-
satzstoffe, d.h. Viskositats-Verstarker, nicht schicht-
bildende Tenside, Elektrolyte etc. enthalt und danach
zu einem frei flieRfahigem Pulver gefriergetrocknet
wird, welches daraufhin in Gegenwart von Luft oder
einem einschlieRbaren Gas gelagert wird.

[0039] Das trockene Gemisch kann fiir eine beliebi-
ge Zeitdauer in trockener Form belassen und als sol-
ches verkauft werden. Fur die Verwendung, d.h. zur
Herstellung einer Gas- oder Luft-Mikroblaschen-Sus-
pension zur Ultraschall-Darstellung, 16st man einfach
ein bestimmtes Gewicht der trockenen, pulverisierten
Formulierung in einer sterilen waRrigen Phase, z.B.
Wasser oder einem physiologisch-akzeptablen Medi-
um. Die Pulvermenge hangt von der gewunschten
Konzentration an Blaschen in dem injizierbaren Pro-
dukt ab, eine Zahl von etwa 108-10° Blaschen/ml ist
im allgemeinen das Ergebnis der Herstellung einer 5
— 20 gew-%igen Losung des Pulvers in Wasser. Na-
turlich ist diese Zahl lediglich ein Indikator, die Anzahl
der Blaschen hangt im wesentlichen von der Menge
der Luft oder des Gases ab, die wahrend der Herstel-
lung in das trockene Pulver eingeschlossen wurde.
wenn die Schritte bei der Herstellung kontrolliert wer-
den, wird die Auflésung der trockenen Formulierung
Mikroblaschen-Suspensionen mit gut reproduzierba-
ren Zahlungen bereitstellen.

[0040] Die resultierenden Mikroblaschen-Suspensi-
onen (Blaschen im Bereich von 0,5 — 10 pm) sind
Uberragend stabil Gber die Zeit, die Anzahl, die zu Be-
ginn gemessen wurde, bleibt unverandert oder an-
dert sich nur gering in einem Zeitraum von Wochen
und sogar Monaten; die einzig nachweisbare Veran-
derung ist eine Art Auftrennung, die groReren Blas-
chen (um 10 pm) tendieren dazu, schneller aufzustei-
gen als die kleinen.

[0041] Es konnte ferner festgestellt werden, daf} die
Mikroblaschen-Suspensionen der Erfindung ver-
dinnt werden kdénnen, wobei nur ein sehr geringer
Verlust in der Zahl von Mikroblaschen durch die Ver-
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dinnung zu erwarten ist, d.h. sogar fur den Fall einer
hohen Verdlinnungsrate, z.B. 1/10% bis 1/10*, stimmt
die Zahl der Mikroblaschenreduktion mit der Verdun-
nungsrate Uberein. Dies zeigt, dal die Stabilitat der
Blaschen vom Phospholipid in laminarer Form mehr
als von der Gegenwart von Stabilisatoren oder Visko-
sitats-Verstarkern abhangt, wie im Stand der Technik.
Diese Eigenschaft ist vorteilhaft fir die Reproduzier-
barkeit von Darstellungstests, da die Blaschen nicht
durch die Verdinnung mit Blut bei Injektionen in den
Patienten beeinflul3t werden.

[0042] Ein weiterer Vorteil der erfindungsgemafien
Blaschen gegenuber den Mikrokapseln des Standes
der Technik, die von einer stabilen aber zerbrechli-
chen Membran umgeben sind, die unter Stref} irre-
versibel zerbrechen kann, liegt darin, dal3, wenn die
vorliegenden Suspensionen schlagartigen Druckver-
anderungen ausgesetzt sind, die vorliegenden Blas-
chen zeitweise elastisch kontrahieren und danach
ihre urspringliche Form wieder erlangen, wenn der
Druck nachlaft. Dies ist fur den klinischen Gebrauch
wesentlich, wo die Mikroblaschen durch das Herz ge-
pumpt werden und deswegen wechselnden
Druck-Impulsen ausgesetzt sind.

[0043] Die Grinde, warum die erfindungsgemafien
Mikroblaschen so stabil sind, sind nicht vollstandig
verstanden. Da zur Verhinderung der Freisetzung der
Blaschen die Auftriebskrafte gleich grof? sein sollten
wie die Rickhaltekrafte aufgrund von Reibung, d.h.
aufgrund von Viskositat, wurde die Theorie aufge-
stellt, daR die Blaschen wahrscheinlich von dem lami-
narisierten Tensiden umgeben sind. Ob dieses lami-
narisierte Tensid in Form einer kontinuierlichen oder
diskontinuierlichen Membran vorliegt oder sogar als
geschlossene Sphare, die den Mikroblaschen an-
hangt, ist im Moment nicht bekannt, wird jedoch er-
forscht. Der Mangel an detailliertem Wissen Uber das
zugrundeliegende Phanomen schlielt jedoch die
vollstandige industrielle Anwendbarkeit der vorlie-
genden Erfindung nicht aus.

[0044] Die Blaschen-Suspension der vorliegenden
Erfindung sind auch in weiteren medizinischen/diag-
nostischen Anwendungen nutzlich, bei denen es
wulnschenswert ist, stabilisierte Mikrobldschen nach
ihrer Injektion gezielt an spezifische Stellen im Kdérper
zu dirigieren, beispielsweise zu Thrombosen, die in
Blutgefalien vorliegen, zu ateriosklerotischen Lasio-
nen (Plaques) in Arterien, zu Tumorzellen, sowie zur
Diagnose von veranderten Oberflachen der Korper-
hohlraume, z.B. Stellen von Ulceration im Magen
oder Tumoren in der Blase. Daflir kann man monok-
lonale Antikoérper, die durch genetic engineering
malfgeschneidert wurden, Antikérperfragmente und
Polypeptide, die zur Nachahmung von Antikdrpern
hergestellt wurden, bioadhasive Polymere, Lectine
und andere Kennstellen-erkennende Molekdle an die
Schicht des Tensides binden, die die Mikroblaschen

stabilisiert. Monoklonale Antikdrper kbnnen somit an
Phospholipid-Doppelschichten durch Verfahren ge-
bunden werden, die von L.D.Leserman, P. Machy
und J. Barbet offenbart wurden ("Lipsome Technolo-
gy Vol. llI"; S. 29, herausgegeben von G. Gregoria-
dis, CRC press 1984). In einer weiteren Anwendung
wird ein Palmitoyl-Antikdrper zunachst synthetisiert
und dann in die Phosphilipid-Doppelschichten einge-
baut, nach L. Huang, A. Huang und S.J. Kennel ("Li-
posome Technology Vol. IlI", S. 51, Herausgeber G.
Gregoriadis, CRC Press 1984). Alternativ dazu kon-
nen einige der Phospholipide, die in der vorliegenden
Erfindung verwendet werden, besonders ausgewahlt
werden, um eine bevorzugte Aufnahme in Organe
oder Gewebe oder eine erhohte Halbwertzeit im Blut
zu bewirken. So fihren GM1 Ganglioside- oder Phos-
phatidylinositol enthaltende Liposomen, vorzugswei-
se unter Zugabe von Cholesterol, zu erhéhten Halb-
wertzeiten im Blut nach intravendser Applikation, in
Analogie mit A. Gabizon, D. Papahadjopoulos, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85 (1988) 6949.

[0045] Die Gase in den Mikroblaschen der vorlie-
genden Erfindung kénnen zusétzlich zu den gangi-
gen, harmlosen, physiologisch akzeptablen Gasen
wie CO,, Stickstoff, N,O, Methan, Butan, Freon und
Mischungen davon, radioaktive Gase wie'**Xe oder
81Kr umfassen und sind fir die Nuklearmedizin bei
Messungen der Blutzirkulation, fir die Lungenscinty-
graphie etc. von besonderem Interesse.

[0046] Die folgenden Beispiele erlautern die Erfin-
dung von einem praktischen Standpunkt.

Echogene Messungen

[0047] Echogenizitats-Messungen wurden in einem
Puls-Echosystem durchgeflhrt, das aus einem Plexi-
glas-Probenhalter (Durchmesser 30 mm) und einem
Transducer-Halter, der in einem temperierten Was-
serbad eingetaucht war und einem Pulser-Empfan-
ger (Accutron M3010S) mit einem externen Vorver-
starker mit eingestelltem Verstarkungsfaktor von 40
dB und einem internen Verstarker mit einstellbarem
Verstarkungsfaktor von —40 bis +40 dB fir das Emp-
fangsteil. Um das Verhaltnis von Signal zu Hinter-
grundrauschen zu verbessern, wurde ein 10 MHz
Tiefpalifilter in das Empfangsteil eingebaut. Die A/D
Karte im IBM PC war eine Sonotek STR 832. Die
Messungen wurden bei 2,25, 3,5, 5 und 7,5 MHz
durchgfihrt.

Beispiel 1

[0048] Eine Liposomen-Lésung (50 mg Lipide pro
ml) wurde nach dem REV Verfahren (vgl. F. Szoka Jr.
und D. Papahadjopoulus, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
75 (1978) 4194) in destilliertem Wasser unter Ver-
wendung von hydriertem Soya-Lecithin (NC 95 H,
Nattermann Chemie, Kdéln, W. Germany) und Dicetyl-
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phosphat im molaren Verhaltnis von 9/1 hergestellt.
Diese Liposomen-Lésung wurde bei 65 °C durch ein
1um Polycarbonat-Filter (Nucleopore) extrudiert (um
die Vesikelgrofie zu kalibrieren). Zwei ml dieser Lo6-
sung wurden mit 5 ml einer 75%-igen lopamidol L6-
sung in Wasser vermischt, und 0,4 ml Luft und die Mi-
schung wurden durch ein zwei Spritzen System vor
und zurtck gedrickt, wie in DE-35 29 195 offenbart,
wéhrend ein leichter Uberdruck kontinuierlich erhal-
ten blieb. Dies fuhrte zur Bildung von einer Mikroblas-
chen-Suspension aus Luft in der Flissigkeit (10°-10°
Blaschen pro ml, BlaschengréRe 1-20um , durch
Licht-Mikroskopie ermittelt), die fur mehrere Stunden
bei Raumtemperatur stabil war. Diese Suspension
ergab beim Testen durch Ultraschall-Echographie bei
7,5, 5, 3,5 und 2,25 MHz ein starkes Echosignal.

Beispiel 2

[0049] Eine Lésung aus destilliertem Wasser (100
ml), die 2 Gew.-% hydriertes Soyalecithin und Dice-
tylphosphat in einem molaren Verhaltnis von 9/1 ent-
hielt, wurde fiir 15 Min. bei 60-65°C mit einem Bran-
son Sonden-Beschaller (Typ 250) beschallt.

[0050] Nach Abkihlung, wurde die Lésung fur 15
Min. bei 10 000 g zentrifugiert, der Uberstand wurde
wiedergewonnen und mit Lactose versetzt, um eine
7,5 Gew.-%ige Losung zu bilden. Die Losung wurde
in einen geschlossenen Behalter gestellt, in dem fur
wenige Minuten ein Druck von 4 bar mit Stickstoff
hergestellt wurde, wahrend der Behalter geschiittelt
wurde. Danach wurde der Druck schlagartig abgelas-
sen, wodurch eine hoch konzentrierte Blaschensus-
pension erhalten wurde (10'°-10"" Blaschen/ml). Die
GroRenverteilung der Blaschen war jedoch breiter als
in Beispiel 1, d.h. von etwa 1 bis 50pm. Die Suspen-
sion war sehr stabil, nach einigen Tagen erfolgte je-
doch eine Auftrennung der stehenden Phase, da die
gréReren Blaschen die Tendenz entwickelten sich in
den oberen Schichten der Suspension zu konzentrie-
ren.

Beispiel 3

[0051] 20 g Glaskugeln (Durchmesser etwa 1 mm)
wurden in eine Lésung aus 100 mg Dipalmitoylphos-
phatidylcholin (Fluka A.G. Buchs) in 10 ml Chloro-
form eingetaucht. Die Kugeln wurden unter reduzier-
tem Druck in einem rotierenden Eindampfer gedreht,
bis das gesamte CHCI, verdampft war. Die Kugeln
wurden unter atmospharischem Druck fir wenige Mi-
nuten weitergedreht und 10 ml destilliertes Wasser
wurden zugegeben. Die Kugeln wurden entfernt, und
eine Losung aus Luftmikrobldschen wurde erhalten,
von der durch Uberpriifung unter dem Mikroskop ge-
zeigt werden konnte, daR sie etwa 10° Blaschen/ml
enthielt. Die durchschnittliche GréRe der Blaschen
war etwa 3 — 5 pm. Die Suspension war wenigstens
fur mehrere Tage stabil.

Beispiel 4

[0052] Eine hydrierte Suspension aus Sojaleci-
thin/Dicetylphosphat in Wasser wurde unter Verwen-
dung des REV-Verfahrens laminarisiert, wie in Bei-
spiel 1 beschrieben. 2 ml der Liposomen-Herstellung
wurden zu 8 ml einer 15%igen Maltoselésung in des-
tilliertem Wasser gegeben. Die resultierende Lésung
wurde bei —30°C gefroren, daraufhin bei 0,1 Torr lyo-
philisiert. Vollstandige Sublimationen des Eis wurde
nach ein paar Stunden erhalten. Danach wurde der
Luftdruck in dem evakuierten Behalter wieder herge-
stellt, so dalk das lyophilisierte Pulver in wenigen Mi-
nuten mit Luft-gesattigt wurde.

[0053] Das trockene Pulver wurde daraufhin in 10
ml sterilem Wasser unter vorsichtigem Mischen auf-
geldst, wobei eine Mikrobldschen-Suspension erhal-
ten wurde (10® — 10° Mikroblaschen per ml, dynami-
sche Viskositat < 20 mPa.s). Diese Suspension, die
in der Mehrzahl Blaschen im Bereich von 1 — 5 pm
enthielt, war fir eine sehr lange Zeitdauer stabil, da
eine Vielzahl an Blaschen noch nach zwei Monaten
Lagerung nachgewiesen werden konnten. Diese Mi-
kroblaschen-Suspension gab ein starkes Signal bei
der Ultraschall-Echographie. Wenn in diesem Bei-
spiel die Lésung gefroren wird, indem sie in Luft bei —
30 bis —=70°C gespruht wird, um gefrorenen Schnee
anstelle eines monolitischen Blocks zu erhalten und
der Schnee daraufhin unter Vakuum eingedampft
wird, werden exzellente Ergebnisse erhalten.

Beispiel 5

[0054] Zwei mI-Proben der Liposomen-Lésung, die
erhalten wurde, wie in Beispiel 4 beschrieben, wur-
den mit 10 ml einer 5%igen walrigen Losung aus
Gelatine (Probe 5A), Humanalbumin (Probe 5B),
Dextran (Probe 5C) und lopamidol (Probe 5D) ver-
mischt. Alle Proben wurden lyophilisiert. Nach der Ly-
ophilisierung und der Einfihrung von Luft wurden die
verschiedenen Proben vorsichtig mit 20 ml sterilem
Wasser vermischt. In allen Fallen lag die Blas-
chen-Konzentration (iber 108 Blaschen pro ml, und
beinahe alle Blaschen waren kleiner 10 ym. Das Ver-
fahren des vorangegangenen Beispiels wurde mit 9
ml der Liposomen-Prapration (450 mg Lipide) und le-
diglich 1 ml einer 5%igen Humanalbuminldsung wie-
derholt. Nach dem Lyophilisieren, Aussetzen der Luft
und Zugabe des sterilen Wassers (20 ml) enthielt die
resultierende Lésung 2 x 108-Blaschen pro ml, die
meisten davon kleiner als 10 pm.

Beispiel 6

[0055] Lactose (500 mg), die zu einer Partikelgrofie
von 1 — 3 uym fein vermahlen war, wurde mit einer L6-
sung aus 100 mg Dimyristoylphosphatidylcholin/Cho-
lesterol/Dipalmitoylphosphatidsaure (von Fluka) in ei-
nem molaren Verhaltnis von 4:1:1 in Chloroform (5
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ml) angefeuchtet und danach unter Vakuum in einem
rotierenden Eindampfer eingedampft. Das resultie-
rende, frei fliekende, weilde Pulver wurde fir wenige
Minuten bei normalem Druck unter Stickstoff rotiert
und danach in 20 ml sterilem Wasser aufgel6st. Eine
Mikroblaschen-Suspension mit etwa 10°-10° Mikro-
blaschen pro ml im GréRenbereich von 1 bis 10 pm
wurde erhalten, wie durch Beobachtung unter dem
Mikroskop festgestellt wurde. In diesem Beispiel war
das Gewichtsverhaltnis von beschichtetem Tensiden
zu wasserloslichem Trager 1:5. Exzellente Ergebnis-
se (107-10® Mikroblaschen-ml) wurden ebenfalls er-
halten, wenn dieses Verhaltnis auf einen geringeren
Wert reduziert wurde, d.h. auf bis zu 1:20, was tat-
sachlich die Effizienz des Tensides zur Aufnahme
von Luft steigert, d.h. dal® dadurch das Gewicht der
Tenside abnimmt, das bendtigt wird, um dieselbe
Blaschenzahl herzustellen.

Beispiel 7

[0056] Eine walrige Losung, die 2% hydriertes So-
jalecithin und 0,4% Pluronic® F68 (nicht-ionisches
Polyoxyethylen-Polyoxypropylen-Copolymer Tensid)
enthielt, wurde beschallt, wie in Beispiel 2 beschrie-
ben. Nach Abkuhlen und Zentrifugieren, wurden 5 ml
von dieser Losung zu 5 ml einer 15%igen Maltosel6-
sung in Wasser gegeben. Die resultierende Lésung
wurde bei —30°C gefroren und unter 0,1 Torr einge-
dampft. Daraufhin wurde der Luftdruck in dem Gefal,
das das trockene Pulver enthielt, wieder hergestellt.
Es wurde fur einige Sekunden an der Luft stehenge-
lassen, wonach es zur Herstellung einer 10
Gew.-%igen LOsung verwendet wurde, von der unter
dem Mikroskop gezeigt werden konnte, dal sie eine
Suspension aus sehr kleinen Blaschen (< 10 pm)
war; die Blaschen-Konzentration lag im Bereich von
107-Blaschen pro ml. Dieses Praparat gab sehr star-
ke Signale in der Ultraschall-Echographie bei 2,25,
3,5, 5und 7,5 Mhz.

Beispiel 8

[0057] Zweidimensionale Echokardiographie wurde
an einem Versuchshund nach Injektion von 0,1 -2 ml
des Praparats, das in Beispiel 4 erhalten wurde, in
die peripheren Venen durchgefihrt. Die Opazitat des
linken Herzens mit klarer Abgrenzung des Endokar-
diums konnte beobachtet werden, wodurch bestatigt
wurde, dal’ die Mikroblaschen (oder wenigstens ein
signifikanter Teil von ihnen) in der Lage waren, die
pulmonare, kapillare Zirkulation zu Gberschreiten.

Beispiel 9

[0058] Ein lyophilisiertes Pulver aus Phospholi-
pid/Maltose wurde hergestellt, wie in Beispiel 4 be-
schrieben. Am Ende des Lyophilisierungsschrittes
wurde jedoch eine Gasmischung, die '**Xe enthielt, in
den evakuierten Behalter anstelle von Luft eingefullt.

Wenige Minuten spater wurde Wasser zugegeben
und nach vorsichtigem Mischen war eine Mikroblas-
chen-Suspension entstanden, die **Xe in der Gas-
phase enthielt. Diese Mikroblaschen-Suspension
wurde in Lebewesen injiziert, um Untersuchungen
durchzuflihren, die die Verwendung von '*Xe als In-
dikator bendtigten. Exzellente Ergebnisse wurden er-
halten.

Beispiel 10 (Vergleich)

[0059] In US-A-4 900 540 offenbaren Ryan et al.
Gas-gefllte Liposomen fir Ultraschall-Untersuchun-
gen. Nach der Literaturstelle werden Liposomen mit
konventionellen Mitteln aber unter Zugabe eines Ga-
ses oder eines Gasvorlaufers zu der wafdrigen Zu-
sammensetzung hergestellt, wodurch der Kern der
Liposomen entstand (Spalte 2, Zeilen 15-27).

[0060] Die Verwendung eines Gasvorlaufers (Bicar-
bonat) wird in Beispielen 1 und 2 des Zitats detailliert
beschrieben. Die Verwendung eines walrigen Tra-
gers und die Zugabe von Gas, um das Gas in den Li-
posomen einzuschlieBen (von Ryan et al. nicht bei-
spielhaft erlautert), setzt voraus, dal das Gas in
Form von sehr kleinen Blaschen vorliegt, d.h. in einer
GroRe ahnlich oder kleiner als die GroRe der Liposo-
men-Vesikel.

[0061] Walrige Medien, in die Luft in Form von sehr
kleinen Blaschen (2,5 — 5 pm) eingeschlossen wer-
den kann, werden in M.W. Keller et al., J. Ultrasound
Med. 5 (1986), 413-498 offenbart.

[0062] Eine Menge von 126 mg Eilecithin und 27 mg
Cholesterol wurden in 9 ml Chloroform in einer 200
ml Rundboden-Flasche geldst. Die Losung von Lipi-
den wurde in einem Rotationsverdampfer bis zur Tro-
ckenheit eingedampft, wodurch sich eine Schicht der
Lipide an den Wanden der Flasche bildete. 10 ml ei-
ner 50 Gew.-%igen, walrigen Dextroselésung wur-
den fiir 5 min beschallt, nach M. W. Keller et al. (ibid),
um Luftmikroblaschen darin herzustellen und die be-
schallte Lésung wurde in die Flasche gegeben, die
die Lipidschicht enthielt, wobei das Schutteln des Be-
halters mit der Hand in einem Hydratisieren des
Phospholipids und der Bildung von multilamellaren
Liposomen in ber blaschenhaltigen Tragerflissigkeit
resultierte.

[0063] Nachdem sie fur eine Weile stehengelassen
wurde, wurde die resultierende Liposomen-Suspen-
sion einer Zentrifugation bei 5.000 g fir 15 min unter-
worfen, um die Luft aus dem Trager zu entfernen, die
nicht in Vesikeln eingeschlossen worden war. Es wur-
de ferner erwartet, da® wahrend der Zentrifugation
die Luftgefillten Liposomen durch Auftriebskrafte an
die Oberflache wandern wirden.

[0064] Nach Zentrifugation wurden die Behalter un-
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tersucht und zeigten einen Rest am Boden, der aus
Liposomen bestand, die agglomeriert und mit Dextro-
se gefiillt waren, und eine klare, tberstehende Flis-
sigkeit in der im wesentlichen keine Blaschen waren.
Die Menge an luftgefiiliten Liposomen, die aufgrund
der Auftriebskraft aufgestiegen waren, war vernach-
Iassigbar gering und konnte nicht bestimmt werden.

Beispiel 11 (Vergleich)

[0065] Eine injizierbare Kontrast-Zusammenset-
zung wurde nach Ryan (US-A-4 900 540, Spalte 3,
Beispiel 1) hergestellt. Eilecithin (126 mg) und Cho-
lesterol (27 mg) wurden in 9 ml Diethylether aufge-
I6st. Zu der Lésung wurden 3 ml einer 0,2 molaren,
walrigen Bicarbonat-Lésung gegeben und das resul-
tierende Zweiphasen-System wurde beschallt, bis es
homogen wurde. Die Mischung wurde in einem Rota-
tionsverdampfer eingedampft und 3 ml einer 0,2 mo-
laren, walrigen Bicarbonat-L6sung wurden dazuge-
geben.

[0066] Ein 1 ml Anteil der Liposomen-Suspension
wurde in die Drosselvene eines Versuchskaninchens
injiziert, wobei sich das Tier unter Bedingungen zur
Ultraschalldarstellung des Herzen unter Verwendung
eines Acuson 128-XP5-Ultraschall-Bildgebers (7,5
Ubertragungssonde zur Darstellung des Herzens)
befand. Die Sonde ermoglichte eine Querschnittsdar-
stellung des rechten und linken Ventrikels (mit Papil-
larmuskel). Nach der Injektion wurde eine geringe
und vorlbergehende (einige Sekunden) Steigerung
im Umrif3 des rechten Ventrikels beobachtet. Der Ef-
fekt war jedoch wesentlich schlechter als der Effekt,
der unter Verwendung von Praparaten nach Beispiel
4 beobachtet wurde. Keine Verbesserung in der Dar-
stellung des linken Ventrikels wurde festgestellt, was
darauf hindeutet, dal3 die CO,-beladenen Liposomen
die Grenze der pulmonaren Kapillaren nicht passier-
ten.

Patentanspriiche

1. Injizierbare Suspension von Luft- oder Gas-Mi-
kroblaschen, die durch eine Flussigkeits-Gas-Grenz-
schicht begrenzt werden, in einer physiologisch ver-
traglichen, walrigen Tragerphase, wobei die Luft-
oder Gas-Mikroblaschen nicht in Liposomenvesikel
verkapselt sind, geeignet zur Ultraschall-Echogra-
phie des Blutstroms oder von Kérperhohlraumen von
Lebewesen, wobei die Suspension von etwa 0,01 bis
etwa 20 Gew.-% geloste oder dispergierte oberfla-
cheaktive Stoffe enthalt, dadurch gekennzeichnet,
dall mindestens einer der oberflachenaktiven Stoffe
ein filmbildendes Phospholipid ist, das in der Suspen-
sion zumindest teilweise in lamellarer oder laminarer
Form vorliegt, und dafl die Suspension kein Ei-
sen(lll)salz enthalt.

2. Suspension gemal Anspruch 1, in der das la-

mellare Phospholipid in Form von mono- oder plu-
ri-molekularen Membranschichten vorliegt.

3. Suspension gemal Anspruch 1, in der die Gro-
Re der meisten Mikroblaschen weniger als 50 pym,
vorzugsweise weniger als 10 ym, betragt.

4. Suspension gemal einem der vorstehenden
Anspriiche, in der das Phospholipid aus Phosphatid-
saure, Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanola-
min, Phosphatidylserin, Phosphatidylglycerin, Phos-
phatidylinositol, Cardiolipin und Sphingomyelin aus-
gewahlt ist.

5. Suspension gemal Anspruch 1, die zusatzlich
Substanzen enthalt, die aus Dicetylphosphat, Cho-
lesterin, Ergosterin, Phytosterin, Sitosterin, Lanoste-
rin, Tocopherol, Propylgallat, Ascorbylpalmitat, und
butyliertem Hydroxytoluol ausgewahlt sind.

6. Suspension gemal einem der vorherstehen-
den Anspriiche, die zusatzlich geldste Viskositatsver-
starker oder Stabilisatoren enthalt, die aus linearen
oder vernetzten Poly- oder Oligosacchariden, Zu-
ckern, hydrophilen Polymeren und jodierten Substan-
zen ausgewabhlt sind, in einem Gewichtsverhaltnis zu
den oberflachenaktiven Stoffen etwa zwischen 1:5
bis 100:1.

7. Suspension gemall einem der vorstehenden
Anspriche, die zusatzlich bis zu 50 Gew.-% nicht-la-
minare oberflacheaktive Stoffe enthalt, die aus Fett-
sauren, Estern und Ethern von Fettsduren und Alko-
holen mit Polyolen ausgewahlt sind.

8. Suspension nach Anspruch 7, in der die Poly-
ole Polyalkylenglykole, polyalkylenierte Zucker und
andere Kohlenhydrate, und polyalkyleniertes Glyce-
rin sind.

9. Suspension gemaR Anspruch 1, die 10" — 108
Mikroblaschen/ml, 108 — 10° Mikroblaschen/ml oder
10" - 10™ Mikrobldschen/ml enthalt.

10. Verfahren zur Herstellung von Suspensionen
gemal den Ansprichen 1 bis 9, gekennzeichnet
durch die folgenden Schritte:

(a) Auswahl von mindestens einem filmbildenden
Phospholipid und Umwandlung desselben in lamella-
re Form;

(b) Kontaktieren des Phospholipides in lamellarer
Form mit Luft oder einem adsorbierbaren oder ein-
schlieBbaren Gas fiir eine Zeit, die ausreichend ist,
damit die Luft oder das Gas von dem Phospholipid
gebunden werden; und

(c) Mischen des Phospholipids in lamellarer Form mit
einem walrigen, flissigen Trager, wodurch eine sta-
bile Dispersion von Luft- oder Gas-Mikroblaschen in
dem flissigen Trager gebildet wird.
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11. Verfahren nach Anspruch 10, bei dem Schritt
(c) vor Schritt (b) durchgefihrt wird und letzterer
durch Einleiten von unter Druck stehender Luft oder
von unter Druck stehendem Gas in den fllissigen Tra-
ger und anschlieBendes Ablassen des Drucks er-
folgt.

12. Verfahren nach Anspruch 10, bei dem Schritt
(c) durch vorsichtiges Vermischen der Bestandteile
durchgefihrt wird, Schutteln ist nicht notwendig, wo-
durch die in Schritt (b) an den lamellaren, oberfla-
chenaktiven Stoff gebundene Luft oder das Gas eine
Suspension von stabilen Mikroblaschen bildet.

13. Verfahren nach den Anspriichen 10 oder 11,
bei dem der flissige Trager gelOste, stabilisierende
Bestandteile enthalt, die aus wasserléslichen Protei-
nen, Polypeptiden, Zuckern, Poly- und Oligosaccha-
riden und hydrophilen Polymeren ausgewahlt sind.

14. Verfahren nach Anspruch 10, bei dem die
Umwandlung in Schritt (a) dadurch bewirkt wird, da®
Partikel aus I8slichen oder unléslichen Materialien
mit dem oberflachenaktiven Stoff beschichtet wer-
den; Schritt (b) dadurch bewirkt wird, dafl die be-
schichteten Partikel flr eine gewisse Zeit unter Luft
oder Gas belassen werden; und Schritt (¢) dadurch
bewirkt wird, da® die beschichteten Partikel mit ei-
nem walrigen, fliussigen Trager gemischt werden.

15. Verfahren nach Anspruch 10, bei dem die
Umwandlung in Schritt (a) dadurch bewirkt wird, da®
eine walrige Lésung von filmbildenden Lipiden be-
schallt oder unter hohem Druck homogenisiert wird,
wobei dieses Vorgehen zumindest teilweise die Bil-
dung von Liposomen bewirkt.

16. Verfahren nach Anspruch 15, bei dem Schritt
(b) durch Gefriertrocknen einer Liposomen enthalten-
den Losungen bewirkt wird, wobei letztere gegebe-
nenfalls hydrophile Stabilisatoren enthalt, und das re-
sultierende gefriergetrocknete Produkt fir eine ge-
wisse Zeitdauer mit Luft oder einem Gas kontaktiert
wird.

17. Verwendung einer trockenen pulverférmigen
Formulierung, welche beim Auflésen in Wasser eine
walrige Suspension von Mikrobldschen bildet, da-
durch gekennzeichnet, dal® sie mindestens ein film-
bildendes Phospholipid in lamellarer oder laminarer
Form und wasserldsliche Stabilisatoren enthalt, zur
Herstellung von Kontrastmitteln fir die Ultraschal-
lechographie.

18. Verwendung nach Anspruch 17, bei der das
Phospholipid aus Phosphatidsaure, Phosphatidyl-
cholin, Phosphatidylethanolamin, Phosphatidylserin,
Phosphatidylglycerin, Phosphatidylinositol, Cardioli-
pin und Sphingomyelin ausgewahlt ist.

19. Verwendung nach den Anspriichen 17 oder
18, weiter enthaltend Substanzen, ausgewahlt aus
Dicetylphosphat, Cholesterin, Ergosterin, Phytoste-
rin, Sitosterin, Lanosterin, Tocopherol, Propylgallat,
Ascorbylpalmitat und butyliertem Hydroxytoluol.

20. Verwendung nach Anspruch 17, bei der die
Phospholipide in laminarer Form in Form feiner
Schichten vorliegen, die auf der Oberflache von 16sli-
chem oder unléslichem, festem, partikularem Materi-
al abgeschieden sind.

21. Verwendung nach Anspruch 20, bei der die
I6slichen Partikel aus wasserloslichen Kohlenhydra-
ten, Polysacchariden, synthetischen Polymeren, Al-
bumin, Gelatine oder lopamidol hergestellt sind.

22. Verwendung nach einem der Anspriiche 17
bis 21, bei der die Formulierung zusatzlich bis zu 50
Gew.-% nicht-laminare oberflachenaktive Stoffe ent-
halt, die aus Fettsauren, Estern und Ethern von Fett-
sauren und Alkoholen mit Polyolen ausgewahlt ist.

23. Verwendung nach Anspruch 17, bei der die
Formulierung gefriergetrocknete Liposomen enthalt.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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