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(54) Verfahren zur liposomalen Verkapselung von Pharmaka

(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur liposomalen Verkapselung von Pharmaka mit dem Ziel eines lange Zeit
lagerfahigen Zwischerproduktes, das einfach und schnell unmittelbas vor Applikation in Liposomen umgewandeit
werden kann. Erfindungsgemaf werden wasser- oder lipidlosliche Substanzen mit einer geeigneten lipophilen
Vesbindung zur Wechselwirkung gebracht unter Bildung eines lipidiéslichen Komplexes. Dieser Komplex wird mit
Phospholipiden und anderen nichtwalrigen Liposomenbestandteilen gemischt. Zur Gewinnung von Liposomen wird
das Gemisch, das vorzugsweise in einer geschlossenen Ampulle unter Schutzgas lange Zeit haltbar ist, mit Wasser
oder Puffer intensiv geschiitteit. Disse Liposomenpréparation wird ohne Aufarbeitung appliziert.
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Patentanspriche:

1. Verfahren zur liposomalen Verkapselung von Pharmaka, vorzugsweise Cytostatika, dadurch
gekennzeichnet, daR diese wasser- oder lipidldslichen Substanzen it einer geeigneten lipophilen
Verbindung zur Wechselwirkung gebracht werden unter Bildung eines lipidldslichen Komplexes
und mit v eitersn Liposomenbestandteilen, vorzugsweise Phospholipiden, eine stabile, lange Zeit
lagerfahige Mischung hergsstellt wird, die durch Zusatz von Wasser bzw. Puffer und intensives
Schiitteln in eine Liposomenpraparation umgewancielt werden kann.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal8 zur Herstellung des lipidloslichen
Komplexes vorzugsweise geladene Phospholipide mit einer der einzuschlieRanden Substanz
entgegengesetzten Ladung verwendet werden.

Anwendungsgeblet der Eindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur liposomalen Verkapseiung von Pharmaka, insbesondere Cytostatika.
Anwendungsgebiet ist die Medizin bzw. die pharmazeutische Industrie.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Uiter der Zielstellung siner verbessertan therapeutischen Effektivitat bzw. reduzieiter Nebenwirkungen werden die
verschiedensten pharmakologisch wirksamen Verbindungen in Liposomen eingeschlossen {Ubersicht Knight, Herausgeber,
Liposomes: From Physical Structure to Therapeutic Applications, Elsevier/North-Holland Biomedical Press, 1981).
Liposomen {smektische Mesophasen) sind geschlossene, vesikuldre Doppelschichtstrukturen aus geeigneten amphiphilen
Verbindungen, z.B. Phospholipiden, mit der Fihigkeit des Einschlusses von Substanzen, z.B. Wirkstoffen. Dabei kann die
Einlagarung sowohl in der wiBrigen als auch in der Lipidphase erfolgen. Zur Formierung von Liposomen sind verschiedene
Techniken bekannt, die Vasikel unterschiedlicher Struktur und GroRe ergeben. Durch diese Techniken wird jedoch nur ein Teil
des Wirkstoffes eingeschlossen, so da nachfolgend die freie, nicht verkapselte Substanz abgetrennt werden muB, z.B. durch
Gelfiltratinn, Dialyse oder Zentrifugation.

Bei Lagerung von wirkstoffhaltigen Liposomen erfolgt der Austritt von Substanz in Abhéngigkeit von ihrer Natur,
Lipidzusammenssetzung und Temperatur. Fir lipidldsliche Pharmaka beschreib: das belgische Patent 866 697 der Imperial
Chemical Industries Ltd. die Gewinnung eines lagerfahigen Zwischenproduktes.

Ziel der Erfindung

Die Erfindung hat das Ziel, ein Verfahren zur liposomalen Verkapselung von Pharmaka, insbesondere Cytostatika, ohne
nachfolgende Trennunysoperation und unter Gewinnung eines lange Zeit lagerfahigen Zwischenproduktes zu entwickeln.
Eina weitere Aufgabe ist die Gestaltung der EinschluBprozedur in einor solchen Einfachheit und Schnelligkeit, daB ihre
Durchfiihrung unmittelbar vor Applikation erfolgen kann.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Erfindungsgemaf werden wasser- und lipidisliche Fharmaka, vorzugsweise Cytostatika, mit einer geeigneten lipophilen
Substanz zur Wechselwirkung gebracht. Im Ergebnis dieser Wechselwirkung bildet sich zwischen Pharmakon und lipoghilem
Gegenmolekiil ein stabiler, hydrophober Komplex. Ursache dieser stabilen Anlagerung sind Salzbildung, lonenpaarbildung,
Kniipfung einer konvalenten Bindung bzw. hydrophobe Wechselwirkungen. Der so formieite Komplexwird in einem geeigneten
organischen Losungsmittel, vorzugsweise Chloroform, mit Phospholipiden im gewinschten Verhiltnis gemischt und das
Lésungsmistel im Vakuum abgedampft. Dieses Gemisch ist, vorzugsweise in einer geschlossenen Ampulle, unter Schutzgas,
2.B. Stickstoff, ange Zeit ohna Verdnderung seiner Bestandteile lagerféhig. Zur Gewinnung von Liposomen wird der
Ampulleninhalt mit Wasser oder einer geeigneten Menge Puffer, z.B. phosphatgepufferter physiologischer Kochsalzlosung,
intensiv geschttelt. Dis so gewbnnena Liposomenpraparation wird dann ohne weitere Aufarbeitung appliziert. Bei dem
erfindungsgem#Ben Verfahren erreicht man im Gegensatz 2u anderen liposornalen EinschluBverfahren quantitative Bindung
des zu verkapseinden Wirkstoffes in Liposomen. Es gelingt die Gewinnung eines lagerfahigen Zwischenproduktes, aus dem in
einfacher und schneller Weise beliebig applizierbare Liposomen gewinnbar sind.

Auslihrungsbeispiele
Die Erfindung wird durch nachfolgende Ausfiihrungsbeispiele ndher erldutert:
Belsplel 1

Eine L.8sung von 1g Phosphatidylcholin, 500mg Cholesterol, 100mg Dicothylphosphat und 50mg Daunorubicin in Chloroform
wird zur Trockene eingeengt und der Trockenriickstand unter Schutzgas in Ampullen abgefiilit.
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Zur Gewinnung der applikationsfahigen Liposomenemulsion wird der Ampulleninhalt mit 50m10,01 M Trispuifer pH 7.4intensiv
geschittelt. Zur Kontrolle des quantitativen Wirkstoffeinschlusses wird ein afiquoter Teil der Gelchromatographie an Sephadex
G50 unterzogen. Dabei erweist sich ailes Daunorubicin als liposomal assoziiert.

Beisplel 2
Analog Beispiel 1, statt Diceth, iphosphat jedoch Zusatz ven 225mg Pnosphatidylserin.

Beisplel 3
Anclog Beispiel 1, statt Dicethylphosphat jedoch Zusatz von 450 mg Cardiolipin.

Belsplel 4

Eine L&sung von 1g Phosphatidylcholin, 500 mg Cholesterol, 170rmg Stearviamin und 32 mg Metotrexat (MTXj in Chloroform
wird 2ur Trockene eingeengt und der Yrockenriickstand in Ampullen abgefiilit. Zur Gewinnung der applikationsfahigen
Liposomenemulsion wird der Ampulleriinhalt mit 17 ml 5mM Phosphatpuffer pH 7,4 intensiv geschittelt. Zur Kontrolle des
quantitativen Wirkstoffeinschiusses wird ein aliquoter Teil der Gelchromatographie an Sephadex G 50 unterzogen.

Dabsi erweist sich alles MTX als liposomal assoziiert.

Bei der therapeutischen Testung an tumortragenden Mausen (L 1210i.v., Behandlung einmal am 1.Tag i.p.) entsprechen die
nach Beispiel 1-4 hergestellten Liposomen hinsichtlich therapeutischer Effektivitat (Verlangerung der Lebenszeit) und
Nebenwirkunger (Leukozytenminimalwert) Liposomenpréaparationen, die nach iblicher Weiss, z.B. durch Beschallung und
anschlielende Trennoperationen, hergestellt wurden.
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