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6) Rontgenkontrastmittel.

@ Das Rontgenkontrastmittel zur Darstellung insbe- co-X
sondere der Leber und der Milz besteht aus minde- :
stens einer hochvertriglichen schattengebenden Kompo- J J
nente der Formel I, worin Acy! einen ein - oder zwei-
wertigen Acylrest, Y Wasserstoff, eine Acylamino-, N-
Alkyl-acylamino, Alkylaminocarbonyl- oder Hydroxy-
alkylaminocarbonyl-Gruppe und X eine OH- Gruppe Y NH-Acyl
oder deren Salze bedeutet, eingebettet in sphirischen J
Liposomen aus Phospholipiden mit Multilayer-Struktus.
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PATENTANSPRUCHE
1. Rontgenkontrastmittel zur Darstellung insbesondere
der Leber und der Milz, bestehend aus mindestens einer
hochvertriglichen schattengebenden Komponente der For-

mel I cO-X

Jd J

Y - NH-Acyl

J

worin Acyl einen ein- oder zweiwertigen Acylrest, Y Wasser-
stoff, eine Acylamino-, N-Alkyl-acylamino, Alkylaminocar-
bonyl- oder Hydroxyalkylaminocarbonyl-Gruppe und X
eine OH-Gruppe oder deren Salze bedeutet, eingebettet in
sphérischen Liposomen aus Phospholipiden mit Multilayer-
Struktur.

2. Rontgenkontrastmittel nach Patentanspruch 1, da-
durch gekennzeichnet, dass man als schattengebende Kom-
ponente der Formel I 3,5-Bis-(acetylamino)-2,4,6-trijod-ben-
zoesdure oder 5-Acetamido-2,4,6-trijod-N-methylisophthal-
amidsdure bzw. deren Salze verwendet.

3. Rontgenkontrastmittel nach Patentanspruch 1, da-
durch gekennzeichnet, dass man als schattengebende Kom-
ponenten der Formel I Adipinsdure-bis-(3-carboxy-2,4,6-tri-
jod-anilid), Diglykolsdure-bis(3-carboxy-2,4,6-trijod-anilid)
oder 5,5’-(Adipoyldiamino)-bis-(2,4-6-trijod-N-methyliso-
phthalamidséure) bzw. deren Salze verwendet.

4. Verfahren zur Herstellung von Réntgenkontrastmit-
teln gemdss Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
man ein Phospholipid in einer konzentrierten Salzlosung der
schattengebenden Komponente der Formel I gemiss An-
spruch 1 dispergiert und daraus Liposome mit Multilayer-
Struktur formt.

Die rontgenologische Kontrastdarsteliung der Leber ist
ein altes Anliegen des Arztes. Trotzdem gibt es bis heute
dazu kein brauchbares Kontrastmittel.

Die Hepato-Lienographie, d.h. die positive Kontrastun-
tersuchung der Leber und Milz auf indirektem Wege durch
intravenose Injektion eines Kontrastmittels wurde frither mit
Thorotrast, spiter mit Jodsolen vorgenommen. Wegen der
schddigenden Wirkung dieser Kontrastmittel, die nicht mehr
oder nicht geniigend rasch ausgeschieden werden, wird diese
Untersuchung nur noch im Experiment durchgefiihrt. (Bar-
ke Rontgenkontrastmittel, s. 266, Georg Thieme-Verlag,
Leipzig, 1970).

Darstellungen der Leber mit Hilfe von Ultraschall-Echo-
verfahren, wie sie neuerdings vorgeschlagen werden, geben
keine diagnostisch ausreichende Informationen.

Es stellt sich demnach das Problem wie man gut vertrig-
liche Réntgenkontrastmittel, wie sie z. B. die intravends an-
wendbaren hochvertréglichen modernen Urographie- und
Vasographiemittel Amidotrizoat, Acidum Ioxotrizoicum,
Metrizoat, Acidum Iotalamicum, Acidum Joxitalamicum,
Acidum Ioglicicum, Acidum Toxaglicum und Acidum Iocar-
micum oder die Cholestographiemittel Adipiodon, Acidum
Toglyeamicum, Acidum Iotroxicum und Acidum Iosefami-
cum darstellen, préparieren kann, dass sie zur Darstellung
der Leber und Milz verwendbar werden.

Es wurde z.B. versucht, Emulsionen oder Suspensionen
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von Estern von oben genannten Kontrastmittelsiuren als
Hepato-Lienographiemiitel zu verwenden. Jedoch erwies
sich einerseits die Stabilitdt von Emulsionen und Suspen-
sionen im allgemeinen als ungeniigend und anderseits der
Metabolismus der Kontrastmittelester zu langsam, um eine
fiir die klinische Anwendung ausreichende Sicherheit dieser
diagnostischen Methode zu erreichen.

Es ist bekannt, dass sich Liposome aus Phospholipiden
nach intravendser Injektion bevorzugt in der Leber und Milz
konzentrieren. -

Liposome sind aus sphérischen bzw. polysphérischen
Phospholipiden gebildete Mikrokapseln, deren Kern bzw.
Zwischenrdume Wirkstoffe oder Indikatoren enthalten kén-
nen, die im Organismus nur langsam freigesetzt werden. Li-
posome haben im allgemeinen Abmessungen, die in der
Grossenordnung roter Blutkérperchen liegen und demzufol-
ge intravends injizierbar sind. Da sie aus natiirlichem Mate-
rial bestehen oder in natiirliche Komponenten metabolisie-
ren, werden Liposome geeigneter Grosse vom Organismus
im allgemeinen gut vertragen. Vergleich dazu beispielsweise
DE-OS 2 725 696 (22.12.77). Olembolien oder Thrombosen
wie bei Joddlen sind jedenfalls hier nicht zu befiirchten.

Dank der langsamen Freisetzung der Kontrastsubstanz
treten auch keine Calcium-Entzugserscheinungen auf.

Parallel zu der Verbesserung der Technik der Liposome
entwickelte sich auch ein zunehmendes Interesse fiir die Ver-
wendung von Liposomen als Triiger fiir Wirkstoffe und En-
zyme und auch als immunologische Hilfsstoffe. DE-OS
2532317 (29.1.76), DE-OS 2 712 031 (29.9.77), DE-OS
2643 641 (14.4.77). Thre allgemeine Struktur ist einigermas-
sen bekannt. Es handelt sich z. B um zwiebelartige Struk-
turen, die eine Reihe von Lipidschichten aufweisen, d.h. um
Kiigelchen, die eine wisserige Fliissigkeit, welche Wirkstoffe
enthalten kann, umschliessen. Liposome werden gewdhnlich
in isotonischen wisserigen Medien, insbesondere physologi-
scher Kochsalzlésung (0,9 Gew.-% NacL), kolloid disper-
giert.

Der vorliegenden Erfindung liegt die Idee zu Grunde,
hochvertrégliche schattengebende Komponenten, die sich
als Rontgenkontrastmittel bereits bestens bewédhrt haben, in
Liposome einzubetten und derart Priparate zu schaffen, die
nach intravenoser Verabreichung bevorzugt in Leber und
Milz konzentriert werden.

Es wurde nun gefunden, dass insbesondere Salze der
hochvertréglichen stark sauren Kontrastmittelsduren, wie sie
in den modernen intravends anwendbaren Urographie-, Ge-
fiss- und Cholecystographiemitteln verwendet werden, mit
Phospholipiden nach an sich bekannten Verfahren zu Lipo-
somen verarbeitet werden konnen, die sich ihrerseits intrave-
nds verabreichen lassen. Es wurde weiter gefunden, dass we-
nige Minuten nach intravendser Verabreichung dieser Lipo-
some im Rontgenkontrastbild die Leber und Milz erkennbar
wird. Die quantitative Ausmessung der Leber/Milz-Kontra-
ste kann auch mit Hilfe der Tomographie erfolgen, einer
Methode, die es ermdglicht, auch feine Differenzen quantita-
tiv zu erfassen und diagnostisch auszuwerten.

Gewohnlich sind bereits einige Stunden nach der intrave-
ndsen Applikation dieser Liposome die Rontgenkontraste
weitgehend verschwunden. Die schattengebenden Kom-
ponenten sind demnach bereits ausgeschieden worden. Ent-
sprechend ihrer bekannten hohen Vertraglichkeit und hohen
Ausscheidungsgeschwindigkeit werden sie laufend entfernt.
Bereits nach 24-48 Stunden sind die Kontrastmittel prak-
tisch vollkommen aus dem Organismus ausgeschieden.

Damit ist das gesteckte Ziel erreicht worden, Kontrast-
mittel fiir die spezifische Darstellung der Leberorgane zu
schaffen, die eine zuverléssige Diagnose erméglichen und
rasch wieder aus dem Organismus eliminiert werden und da-



her keine Langzeitschidigungen verursachen konnen, wie sie
allen bisher gepriiften Leberkontrastmitteln eigen sind.

Die vorliegende Erfindung betrifft demnach Rontgen-
kontrastmittel, wie sie im Patentanspruch 1 definiert werden.

Besonders geeignete schattengebende Verbindungen sind s
3,5-Bis-(acetylamino)-2,4,6-trijod-benzoesdure, S-Acetami-
do-2,4,6-trijod-N-methylisophthalamidsdure, Adipinsdure-
bis-(3-carboxy-2,4,6-trijod-anilid), Diglykolsdure-bis-(3-
carboxy-2,4,6-trijod-anilid) oder 5,5"-(Adipoyldiamino)-bis-
(2,4,6-trijod-N-methylisophthalamidséure) bzw. deren Salze. 10

Das erfindungsgemisse Verfahren zur Herstellung von
Rontgenkontrastmitteln gemdss vorliegender Erfindung ist
dadurch gekennzeichnet, dass man ein Phospholipid in einer
konzentrierten Salzldsung der schattengebenden Kom-
ponente der Formel I, geméss Anspruch 1 dispergiertund 15
daraus Liposome mit Multilayer-Struktur formt.

Beispiele
Kontrastmittelsubstanzen (= schattengebende Komponen-
ten) 20

Amidotrizoat:
3,5-Bis-(acetylamino)-2,4,6-trijod-benzoesdure.

Acidum loxotrizoicum:
3-Acetamido-5-glycolamido-2,4,6-trijod-benzoeséure.

Metrizoat: 25
3-Acetamido-2,4,6-trijod-5-(N-methylacetamido-ben-
zoesaure.

Acidum Jotalamicum:
5-Acetamido-2,4,6-trijod-N-methyl-isophthalamidsiure.
Acidum Ioxitalamicum: 30

5-Acetamido-N-(2-hydroxyethyl)-2,4,6-trijod-iso-
phthalamidséure.

Verwendet wird eine hochkonzentrierte Losung des Na-
trium- oder N-Methylglukamin = (MGA)-Salzes oder

eine Mischung beider Salze. 35

Adipiodon:

Adipinséure-bis-(3-carboxy-2,4,6-trijod-anilid) (50%ige
Losung des Natrium- oder MGA-Salzes).

Acidum Toglycamicum:
Diglykolséure-bis-(3-carboxy-2,4,6-trijodanilid) (50%ige 40
Losung des Natrium- und/oder MGA-Salzes).

Acidum JTocarmicum:
5,5'-(Adipoyldiamino)-bis-(2,4,6-trijod-N-methyl-iso-
phthalamidsiure).

Losung des Natrium- oder MGA-Salzes. 45

Trigermaterial

Phospholipide, insbesondere Lecithine variierender Zu-

sammensetzung.
50
Herstellung der Liposome

Die Phospholipide werden in einem geeigneten organi-
schen Losungsmittel wie Methanol, Athanol, Chloroform
oder Methylenchlorid geldst. Die Losung wird in einem
grossraumigen Kolben eingedampft, derart, dass die
Kolbeninnenfliche von einem méglichst diinnen gleichmas-
sigen Film iiberzogen ist. Das organische Losungsmittel
wird durch Anwendung von Fein- und/oder Hochvakuum
vollstindig entfernt.

Nun fiigt man die konzentrierte wisserige Losung der ge- 6o
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wiinschten schattengebenden Komponente zu und schiittelt
oder turbiniert.

Die entstandene Dispersion wird zentrifugiert (15 bei
25 000 g). Die Liposomenschicht schwimmt oben auf. Sie
wird von der iiberschiissigen Lésung des Kontrastmittels ab-
getrennt und in physiologischer Kochsalzldsung erneut di-
spergiert. Durch Zentrifugieren (2 bei 2000 g) trennt man
die grosseren Teile ab. Die homogene, milchige kolloid-di-
sperse Liposomen-Losung stellt das gebrauchsfertige Ront-
genkontrastmittel dar.

Alle Operationen werden unter Schutzgas, gewdhnlich
Stickstoff, vorgenommen, um eine Oxydation der empfindli-
chen Phospholipide auszuschliessen. Alle verwendeten
Ausgangsstoffe und Gefésse miissen sterilisiert oder sterilfil-
triert werden. Alle Operationen werden unter sterilen Bedin-
gungen durchgefiibrt.

Herstellvorschrift

4 g einer aus Soja gewonnenen Mischung von Phospholi-
piden mit {iberschiissiger negativer Ladung werden unter
Stickstoff in 40 ml Chloroform geldst. Die Losung wird in
einem 1-Liter-Kolben im Vakuum am Rotationsverdampfer
langsam eingeengt. An der Kolbenwand bildet sich ein
gleichméssiger diinner Film. Dieser wird zunéchst im Was-
serstrahlvakuum und spéter im Hochvakuum bei maximal
50°C getrocknet. Nach dem Trocknen werden 20-40 ml der
einzuschliessenden konzentrierten wésserigen Losung der
schattengebenden Komponenten zugegeben. Durch Schiit-
teln von Hand, durch Turbinieren oder mittels Vibromischer
werden die Liposome gebildet. Leichtes Erwérmen fordert
die Liposomenbildung. Sobald der urspriingliche Film voll-
stindig dispergiert ist, wird die entstandene milchige Lésung
zentrifugiert (15'bei 25 000 g). Die gebildeten Liposome
schwimmen auf der iiberschiissigen Losung.

Die Losung wird abdekantiert und durch dasselbe Volu-
men physiologischer Kochsalzlgsung ersetzt. Die Liposome
werden durch Schiitteln oder mittels eines Vibromischers er-
neut dispergiert. Grobere Partikel werden durch nochmali-
ges kurzes Zentrifugieren (2’ bei 2000 g) abgetrennt. Die
{iberstehende Emulsion stellt das gebrauchsfertige Rontgen-
kontrastmittel dar.

Pharmakologische Priifungen

Die auf die oben beschriebene Weise erhaltenen Liposo-
men-Dispersionen wurden Kaninchen und Hunden intrave-
nds appliziert, und zwar in Dosen von ca. 1-3 mi pro kg mit
einer Injektionsgeschwindigkeit von ca. 0,2-10 ml/min. Die
verwendeten Dispersionen enthielten etwa 0,05-0,2 schatten-
gebende Komponente pro m! entsprechend ca. 30-120 mg
Jod pro ml und weisen einen niedrigen osmotischen Druck
auf.

Ergebnisse

Bereits 15 Minuten nach der intravendsen Verabreichung
der Liposome war im Rontgenbild die Leber und gew6hn-
lich auch die Milz der Versuchstiere sichtbar.

Eine diagnostisch aussagekriftige Auswertung der Kon-
traste kann insbesondere durch Ausmessung mit Hilfe der
Tomographie erfolgen. Dadurch werden selbst geringe vi-
suell kaum registrierbare Kontrastdifferenzen quantitativ er-
fassbar.
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