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Verfahren zur Herstellung von Liposomen und/oder biologischer Zellen, die Inhaltsstoffe einge-
schlossen haben, sowie deren Verwendung

Die Erfindung betrifft den in den Patentanspriichen genannten Gegenstand, d.h. ein Verfahren zur
Herstellung von Liposomen und/oder biologischer Zellen, die wihrend der Herstellung extern zu-
gesetzte Substanzen aufnehmen. In beiden Fallen erfolgt die Substanzaufnahme unter schonenden
Bedingungen. Die beladenen Liposomen und/oder Zellen sind als zielgerichtete Pharmakatréiger

geeignet.

Liposomen sind aus Lipidmolekiilen, vorzugsweise Phospholipiden, aufgebaut. Diese bilden im
wissrigen Medium spontan Lipiddoppelschichten aus, die geschlossen und lamellenartig angeord-
net sind. Eine oder mehrere Lamellen trennen das innere Kompartment von der duBeren Losung.
Die polaren hydrophilen Kopfgruppen der Lipide (z.B. Ethanolamin beim Cephalin, Cholin beim
Lecithin) zeigen zur Wasserphase hin, die unpolaren hydrophoben Fettsdurereste sind ins Innere der
Lipiddoppelschicht gerichtet. Die Doppelschichten sind zwei Molekiillagen oder 4 bis 5 nm dick.
Man unterscheidet die Liposomen nach ihrer GroBe und Anzahl der Lamellen und spricht von
kleinen, unilamellaren (small unilamellar vesicles (SUV)) mit Radien bis zu 100 nm, grofen uni-
lamellaren (large unilamellar vesicles (LUV)) mit Radien groBer als 100 nm sowie multilamellaren
Liposomen (multlamellar vesicles (MLV)). In wissriger Phase lagern sich Phospholipide ohne
Zutun zu multilamellaren Liposomen zusammen, bei denen zwiebelartig mehrere Lipiddoppel-

schichten durch Wasserschichten getrennt angeordnet sind.

Die Ausbildung lamellar angeordneter Lipiddoppelschichten ist eine Folge der Balance
physikalischer Krifte und sterischer Effekte. Die Lipiddoppelschicht formt auch den Bildungsblock
der Plasmamembranen, die biologische Zellen umbhiillen und bei denen als zweiter Baustein

Proteine in die Lipidmatrix eingelagert sind.

Die physikalischen und physiologischen Eigenschaften von Liposomen sind durch deren Lipidzu-
sammensetzung, GroBe, Temperatur, pH, Art und Stiirke des Puffers, Herstellungsbedingungen,
Historie und Alter bestimmt. Die Verwendung von Liposomen, die mit Arzneimitteln beladen
wurden, hat in der Diagnostik und Therapie groBes Interesse gefunden. Liposomen eroffnen als
zielgerichtete Tréiger von Pharmaka neue Diagnose- und Therapieformen (s. z.B. R. Lawaczeck
"Liposomen als zielgerichtete Pharmakatriger”, Deutsche Apotheker Zeitung 127, 1771-1773
(1987), M.J. Ostro "Liposomes”, Sci. Am. 256, 90-99(1987)). Fiir pharmazeutische Zwecke sind
die Permeabilitit der Lipidmembran und die Stabilitét der Liposomen von Interesse; physiolgisch
ist zudem die Fusogenitit und die Kinetik der Zellaufnahme wichtig.

Aufgrund des breiten Interesses gibt es eine Vielzahl von Veroffentlichungen, die sich mit der

Ersatzblatt



WO 89/09593 - PCI/DES9/00230
-5 -

Physik, Chemie, Biologie, Herstellung und Verwendung von Liposomen befassen. Ein kiirzlich
erschienener Ubersichtsartikel mit pharmazeutischer Ausrichtung wurde von D. Lichtenberg und Y.
Barenholz ("Liposomes: pfcparation; characterization, and preservaton” in Methods of
Biochemical Analysis Vol. 33, 337-462 (1988)) publiziert. Die Verwendung von Zellen als
Pharmakatrdger wurde u.a. von C. Nicolau und Mitarbeitern beschrieben ("Resealed red blood cells
as a new blood transfusion product”, Biblthca haemat. 51, 82-91 (1985)).

Zur Herstellung uni- und oligolamellarer sowie beladener Liposomen wurden verschiedene Strate-
gien entwickelt (referiert bei Lichtenberg & Barenholz), die schematisch klassifiziert werden
konnen als 1. physikalische Zerschlagung durch Scherkrifte und 2. chemische Desintegration durch
"Helfermolekiile” der sich spontan bildendenden multilamellaren Liposomen. Die Anwendung von
Scherkriften ist beim EinschluBl labiler Substanzen nicht geeignet. Helfermolekiile stehen in Form
von Detergentien oder organischer Losungsmittelmolekiile zur Verfiigung. Mit deren Hilfe werden
Nicht-Doppelschicht-Aggregate der Lipidmolekiile (meist Mizellen) ausgebildet. Das Entfernen der
Helfermolekiile fiihrt wieder zu den sich spontan bildenden liposomalen Doppelschichten und zur
gleichzeitigen Aufnahme zugesetzter Substanzen. Die vollstindige Entfernung der Detergenz-
molekiile ist oft schwierig, zudem kann bei proteinhaltigen EinschluBmolekiilen eine ungewiinschte
Denaturierung hinderlich sein. Die Aufnahme durch biologische Zellen kann durch hypo-osmolares
Aufbrechen (Lyse) der Zellen mit nachfolgender Einstellung der Isotonie oder durch elektrisch in-
duzierte Porenbildung erreicht werden. Dabei werden extern vorhandene Substanzen aufgenommen
und wihrend des VerschlieBens der Membran verkapselt. Eine schonende Lyse unter isotonen,
detergenz- und spannungsfreien Bedingungen ist bisher nicht bekannt. Es besteht demnach ein
Bedarf an einem Herstellungsverfahren fiir inhaltsstoffe-enthaltende Liposomen und/oder biolo- -
gische Zellen, das die obengenannten Nachteile nicht aufweist. Diese Aufgabe wird durch die vor-
liegende Erfindung gelost.

Es wurde nun gefunden, da8 eine liposomale und/oder zellulire Aufnahme von Substanzen, vor-
zugsweise Pharmaka fiir therapeutische und diagnostische Zwecke, iiberraschenderweise auch
durch die Anwendung gasférmiger Helfermolekiile erreicht werden kann. Dieses Verfahren weist
nicht die Miingel der oben skizzierten Herstellungsverfahren auf. Bei diesem neuen Verfahren wird
die wiBrige Lipid- oder Zelisuspension, die neben den Lipiden oder Zellen die einzuschlieBende
Substanz cnthﬁlt, erfindungsgemiB mit einem Gas versetzt. Es kommen Gase mit "detergenz-
dhnlichem Effekt" infrage, d.h. Gase, die im Gegensatz zum hydrostatischen Druck die Ordnung
der Lipidmolekiile mit steigendem Druck emniedrigen und/oder zu einer Solubilisierung der Mem-
bran fithren. Es wird bei dem jeweils angewendeten Druck die Einstellung des thermodynamischen
Gleichgewichts mit der wilrigen Lipid- oder Zellsuspénsion abgewartet. Die verwendeten Gase
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miissen chemisch hinsichtlich der Lipide und der Wasserphase inert sein und nicht wie Kohlen-
dioxid oder Ammoniak eine Wechselwirkung mit Wasser eingehen. Vorzugsweise kommt die
Verwendung leicht handhabbarer, technisch zur Verfiigung stehender Gase, die keinen toxischen
Riickstand hinterlassen in einem Druckbereich bis zu 1000 bar, vorzugsweise bis zu 200 bar in-
frage. Ein Uberschreiten der Siedekurve im p, T-Diagramm in den fliissigen Zustand kann vorteil-
haft sein. Geeignete Gase sind vorzugsweise Lachgas (N20), Halothan, Argon, Xenon, Schwefel-
hexafluorid (SFg), Alkane wie Methan, Ethan, Propan, Butan, Hexan, Heptan, Alkene wie Ethen,
Propen, Buten, Hexen, Hepten. Bei Lachgas wird ein Druck bis 55 bar gewihlt, wie er in techni-
schen Druckflaschen zur Verfiigung steht. Fiir die Temperatur steht der Bereich zwischen dem
jeweiligen Gefrier- und Siedepunkt zur Verfiigung, vorzugsweise 0" bis 37° C. Die genannten
Gasmolekiile iiben einen "detergenzihnlichen" Effekt aus und fiihren zu einer Offnung und/oder
Solubilisierung der Lipiddoppelschicht und/oder Membran. Wihrend der Entspannungsphase
bilden sich spontan neue Liposomen aus bzw. verschlieBen die Membranen wieder, so daB die zu-
gesetzten Substanzen aufgenommen sind. Dieser ProzeB kann zyklisch wiederholt werden. Bei
Liposomen ist eine Einengung der LiposomengroBe iiber eine Druckentspannung auf
Atmosphirendruck durch groBenselektive Trennfilter moglich. Die Lipidzusammensetzung der
Liposomen kann je nach therapeutischem und/oder diagnostischem Nutzen und nach dem Zielort
optimiert werden. Bei den biologischen Zellen kommen neben den Zellen der Blutbahn wie
Erythrocyten, Leukocyten, Lymphocyten und Thrombocyten vorzugsweise Zellen, die in Kultur
gehalten werden, infrage.

Die Vorteile der Liposomenherstellung und Zellbeladung mit dem "Gashelfer-Verfahren" liegen

auf der Hand:

Das Verfahren ist technisch leicht zu realisieren und kostengiinstig.

Die Gasmolekiile werden im Gegensatz zu den herkdmmlichen Detergenzmolekiilen leicht entfernt.
Wegen des inerten Charakters und der nur in Spuren zuriickbleibenden Mengen spielt die Toxizitit
der verwendeten Molekiile - wenn iiberhaupt - eine untergeordnete Rolle.

Vorteilhaft ist das Arbeiten bei physiologischen Temperaturen oder darunter.

Die Anwendung der Inertgase in dem genannten Druckbereich ist nicht schidigend fiir die meisten

Substanzen oder Zellen.

Das Verfahren ist zur liposomalen und zelluldren Addition, Inkorporation und/oder Substitution
hydro- und lipophiler Substanzen geeignet.

Die beladenen Liposomen konnen oberflichenmodifiziert und als ziel- oder organspezifische
Pharmakatréiger oder Pharmakaspeicher verwendet werden.
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Beispiele

Beispiel 1: 20 mg Dimyristoyl-Lecithin werden in 1 ml Chloroform aufgenommen. Die Losung
wird in das DruckgefiB gegeben. Das Chloroform wird mit nachgereinigtem Stickstoff und nach-
folgend unter Vakuum abgedampft. 2 ml Wasser enthaltend 1 mM Carboxyfluorescein (gereinigt

- und aus Ethanol umkristallisiert), 20 mM Tris HCI auf pH 8 eingestellt, werden eingefiillt. CO2
und O2 werden durch Spiilen mit Lachgas ausgetrieben. Das Druckgefd wird verschlossen und ein
Lachgasdruck von 50 bar bei Raumtemperatur angelegt. Die Losung wird 0.5 Stunden geschiittelt,
danach wird langsam und isotherm auf Atmosphérendruck entspannt. Der Vorgang wird 5 mal
wiederholt. Die Losung wird aus dem DruckgefiB genommen und zur Entfernung des extern vor-
handenen Carboxyfluoresceins iiber einen Anionenaustauscher gegeben. Die Liposomenfraktion
enthélt den eingeschlossenen Farbstoff und kann fiir Fluoreszenzstudien eingesetzt werden.

Beispiel 2: wie Béispicl 1, anstelle von Dimyristoyl-Lecithin werden 200 mg einer 4 : 1 Mischling
aus Eigelblecithin und Cholesterin genommen. Carboxyfluorescein wird durch 20 mM Gadolinium-
DTPA als MR-Kontrastmittel ersetzt. Die erhaltenen Liposomen kénnen in der MR-Diagnostik
eingesetzt werden.

Beispiel 3: Herstellung von Erythrocyten oder Erythrocyten-Ghosts, die mit Carboxyfluorescein
beladen sind, unter blutisotonen Bedingungen.

Frisches Rinderblut wird 3 mal in PBS Puffer pH 7.4 gewaschen und bis auf die Erythrocyten von
anderen Bestandteilen befreit. Die dunkelrote, triibe Erythrocytensuspension wird mit PBS Puffer,
der Carboxyﬂuorescem enthilt, verdiinnt, so daB die Konzentration des Carboxyfluoresceins 10-5
M betriigt. Die Losung wird in eine DruckmeBzelle gegeben_ Nach Spiilen mit N2O werden 50 bar
N20 bei 37°C angelegt, geriihrt und die optische Dichte bei 675 nm verfolgt. Zwischen 400 und

- 600 min tritt Lyse der Zellen ein, deutlich sichtbar durch den typisch sigmoiden Abfall der opti-

schen Dichte. Referenzmessungen unter Atmosphérendruck oder 50 bar hydrostatischem Druck
zeigen bis zu 18 Stunden keine Lyse der Erythrocyten. Die Losungen werden langsam auf Atmo-
spharendmck entspannt und unter dem Mikroskop in Durchsicht und Fluoreszenz untersucht. Die
Erythrocyten zeigen vor und nach Lyse das typisch discoide Aussehen. Nicht-lysierte Zellen
(Kontrollen) enthalten im Gegensatz zu den zwischenzeitlich lysierten kein Carboxyfluorescein.
Die Zellfluoreszenz ist auch nach extensivem Waschen unveréndert sichtbar. Es ist damit offen-
sichtlich, daB die Erythrocyten den Farbstoff im lysierten Zustand unter isotonen Bedingungen auf-
genommen haben und wihrend der Entspanming wieder versiegelt wurden.
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Beispiel 4: Wie Beispiel 3, nur werden Schaferythrocyten anstelle der Rindererythrocyten in 2 mM
KHPO4, 9 mM NapHPO4, 3 mM KCl, 137 mM NaCl pH 7.5 verwendet. Die Lyse tritt zwischen
55 bis 70 min ein. Die Ergebnisse sind mit denen aus Beispiel 3 vergleichbar.
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PATENTANSPRUCHE

Verfahren zur Herstellung inhaltsstoffe-enthaltender Liposomen und/oder biologischer Zel-
len, dadurch gekennzeichnet, daB Liposomen oder biologische Zellen in wiBrigem Medium
mit Inertgasen, die mit steigendem Druck zu einer zunehmenden Abnahme der Lipidord-
nung fithren, im gasformigen oder fliissigen Zustand unter Zusatz der gewiinschten Inhalts-
stoffe unter Druck behahdclt werden und anschlieBend eine Druckentspannung auf Atmo-
sphﬁreﬁdruck vorgenommen wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die von den Llposomen oder

bmloglschen Zellen aufgenommenen Inhaltsstoffe Pharmaka sind.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Inertgase Lachgas (N20),
Halothan, Argon, Xenon, Schwefelhexafluorid (SFg), Alkane wie Methan, Ethan, Propan,
Butan, Hexan, Heptan, Alkene wie Ethen, Propen, Buten, Hexen, Hepten und/oder deren
Mischungen verwendet werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ein Druck bis zu 1000 bar, vor-

* zugsweise bis zu 200 bar verwendet wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB zur Druckentspannung die
Liposomensuspension durch groBenselektive Filter gedriickt wird.

Verfahren nach Anépruch 1, dadurch gekennezeichnet, daB die Inhaltsstoffe inkorporiert,

~ addiert und/oder substituiert werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die biologischen Zellen Zellen
der Blutbahn wie Erythrocyten, Leucocyten, Lymphocyten und Thrombocyten sind.
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9

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die biologischen Zellen Zellen
sind, die in Kultur gehalten werden und die pflanzlichen und/oder tierischen und/oder
mikrobiellen Ursprungs sind.

Verwendung der nach Anspruch 1 hergestellien Liposomen und/oder biologischen Zellen
als Vehikel fiir den Transport und/oder Speicherung von Pharmaka fiir diagnostische

und/oder therapeutische Zwecke.
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“p \erdffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldeda-
tum, aber nach dem beanspruchten Prioritdtsdatum veroffent-
licht worden ist

“T" Spiatere Verdffentlichung, die nach dem internationalen An-
meldedatum oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden
ist und mit der Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum
Verstindnis des der Erfindung zugrundeliegenden Prinzips
oder der ihr zugrundeliegenden Theorie angegeben ist

#x VerdHentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruch-
te Erfindung kann nicht als neu oder auf erfinderischer Tatig-
keit beruhend betrachtet werden

wy* veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruch-
te Erfindung kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit be-
ruhend betrachtet werden, wenn die Verdffentlichung mit
einer oder mehreren anderen Veroffentlichungen dieser Kate-
gorie in Verbindung gebracht wird und diese Verbindung fur
einen Fachmann naheliegend ist

»g" Verdffentlichung, die Mitglied dersefben Patentfamilie ist
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In diesem Anhang sind die Mitglieder der Patentfamilien der im obengenannten internationalen Recherchenbericht angefiihrten

Patentdokumente angegeben.
Die Angaben iiber die Familienmitglieder entsprechen dem Stand der Datei des Europdischen Patentamts am 08/08/89

Diese Angaben dienen nur zur Unterrichtung und erfolgen ohne Gewihr.
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CA-A- 1154674 04-10-83
GB-A,B 2089681 30-06-82
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CH-A- 632927 15-11-82
GB-A- 1560165 30-01-80
JP-A- 53072890 28-06-78
SE-B- 445294 16-06-86
SE-A- 7713944 10-06-78
US-A- 4224313 23-09-80
US-A- 4327710 04-05-82 CA-A- 1155054 11-10-83
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