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69 Verfahren zur Herstellung eines gefriergetrockneten Gemisches von potentiellen Liposomen.

@ Das gefriergetrocknete Gemisch von potentielien Li-

posomen wird hergestelit, indem man ein wissriges
Liposomenpréparat, das Wasser, mindestens ein Phospho-
lipid und mindestens eine biologisch aktive Verbindung,
2.B. Medikamente, Proteine, Enzyme, Hormone, Vitami-

- ne und Markierungsverbindungen, enthilt, herstellt und

hierauf das wissrige Liposomenpriparat gefriertrocknet.
Ein Verfahren zur Herstellung eines wissrigen Liposo-
menpréparates, das mindestens eine biologisch aktive Ver-
bindung enthdlt, besteht darin, dass man das gefrierge-
trocknete Gemisch von potentiellen Liposomen, das nach
dem obigen Verfahren erhalten worden ist, in einem wiss-
rigen Medium dispergiert. Das wissrige Liposomenpripa-
rat dient als Triger der biologisch aktiven Verbindung(en).
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung eines gefriergetrockneten
Gemisches von potentiellen Liposomen, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man ein wissriges Liposomenpréparat, das
Wasser, mindestens ein Phospholipid und mindestens eine
biologisch aktive Verbindung enthilt, herstellt und hierauf

* das wissrige Liposomenpréparat der Gefriertrocknung un-
terwirft.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass das wiissrige Liposomenpraparat ausserdem mindestens
einen Hilfsstoff enthalt.

3. Gefriergetrocknetes Gemisch von potentiellen Liposo-
men, hergestellt nach dem Verfahren nach Anspruch 1.

4. Gefriergetrocknetes Gemisch nach Anspruch 3, herge-
stellt nach dem Verfahren nach Anspruch 2.

5. Verfahren zur Herstellung eines wissrigen Liposomen-
priparates, das mindestens eine biologisch aktive Verbin-
dung enthilt, dadurch gekennzeichnet, dass man ein gefrier-
getrocknetes Gemisch nach Anspruch 3 in einem wissrigen
Medium dispergiert. B

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass man ein gefriergetrocknetes Gemisch nach Anspruch 4
in einem wiéssrigen Medium dispergiert.

Liposome sind in der Literatur vielfach beschrieben,'unc’l ,
. lichen Anteil des Gesamtgehalts der biologisch aktiven Ver-

ihre Struktur ist allgemein bekannt. Ublicherweise besitzen
sie eine zwiebelartige multilamellare Struktur aus einer Viel-
zahl von Phospholipid-Bischichten, die voneinander durch
ein wiissriges Material getrennt sind. Eine andere bekannte
Liposomtype besteht aus einer einzigen Phospholipid-
Bischicht, die ein wissriges Material einschliesst; diese unila-
mellaren Formen werden manchmal als «Vesikel» bezeich-
net. In den letzten Jahren ergab sich ein wachsendes Inter-
esse an der Verwendung von Liposomen als Trager fiir Ver-
bindungen, die wegen der einen oder anderen biologischen
Eigenschaft von Interesse sind, wie z.B. Medikamente, Pro-
teine, Enzyme, Hormone, Vitamine und Markierungsverbin-
dungen. Es wird darauf hingewiesen, dass fiir diese breite
Gruppe von biologisch interessierenden Verbindungen, die
Medikamente (menschliche und veterinire) umfasst, aber
nicht darauf beschrinkt ist, in dieser Beschreibung die Be-
zeichnung «biologisch aktive Verbindungen» verwendet
wird. o

Die Einkapselung von biologisch aktiven Verbindungen
in Liposome kann auf verschiedenen Wegen erreicht werden.
Bei dem Verfahren, das am iiblichsten ist, wird ein Phospho-
lipidfilm (mit oder ohne einem geladenen Lipid) durch Ein-
dampfen einer Losung in einem organischen Losungsmittel,
wie z B. Chloroform, hergestellt und anschliessend in einem
geeigneten wissrigen Medium dispergiert. Im Falle von li-
pidldslichen biologisch aktiven Verbindungen, d.s. also sol-
che, die sich mit den Lipidschichten und nicht mit der wéss-
rigen Phase der Liposome assoziieren, wird die Verbindung
{iblicherweise als Film zusammen mit einem Phospholipid
unter Verwendung eines iiblichen organischen Losungsmit-
tels gegossen. Im Falle von wasserldslichen biologisch akti-
ven Verbindungen wird die Verbindung iiblicherweise in Li-
posome durch Dispergieren eines gegossenen Phospholipid-
films mit einer wissrigen Losung der Verbindung eingekap-
selt. Die eingekapselte Verbindung wird dann von der freien
Verbindung durch Zentrifugieren, Chromatografie oder ein
anderes geeignetes Verfahren abgetrennt. In dem Fall, dass
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die biologisch aktiven Verbindungen, welche sich mit der Li-
pidphase von Liposomen assoziieren, in einer Menge vorlie-
gen, die unter der maximalen Lipidloslichkeit oder unter der
maximalen Menge, die durch das Lipid gebunden werden
kann, liegt, enthalten Liposome, die durch das obige Verfah-
ren hergestellt worden sind, iiblicherweise den grossten Teil
der Verbindung in den Lipid-Beschichtungen gebunden,
weshalb die Abtrennung der freien Verbindung nicht so kri-
tisch ist wie im Falle von wasserldslichen biologisch aktiven
Verbindungen, die sich nicht an das Lipid binden. '
Das oben erwihnte Verfahren eignet sich nicht fiir die
Anwendung im technischen Massstab. Ausserdem besitzen
wissrige Liposomdispersionen nur eine beschrinkte Stabili-
tit, weshalb ihre Lagerfahigkeit beschrénkt ist. Dariiber hin-
aus konnen Liposome Aggregate bilden und als Sediment
ausfallen. Zwar konnen solche Sedimente iiblicherweise wie-
der dispergiert werden, jedoch kann die Struktur und die
Grossenverteilung der urspriinglichen Dispersion verdndert
werden, Die Aggregation und Sedimentation kann durch die
Einverleibung von geladenen Lipiden in die Liposome ver-
ringert werden, aber dies garantiert keine zufriedenstellende
Lagerfahigkeit. Der Verlust der biologisch aktiven Verbin-
dung aus den Liposomen in das dussere wissrige Medium ist
ein weiterer Faktor, der die Anwendungsmdglichkeit dieser
Priparate als praktische Dosierungsformen beschrankt. Dies
gilt insbesondere fiir niedrigmolekulare wasserlSsliche Ver-
bindungen, jedoch kdnnen auch lipidldsliche Verbindungen
teilweise in das Aussere wéssrige Medium gehen, bis ein
Gleichgewicht erreicht ist. Wenn der Gehalt an Verbindung
klein ist und/oder wenn das Volumen des dusseren wissrigen
Mediums gross ist, dann kann dieser Verlust einen betrécht-

bindung in den Liposomen ausmachen.

" Alle diese Faktoren beschrinken die Verwendung von
Liposomen als praktische Tréger fiir biologisch aktive Ver-
bindungen, insbesondere in der medikamentdsen Therapie.
Fine Losung konnte darin liegen, den Film aus Lipid und
biologisch aktiver Verbindung herzustellen und zu lagern

~ und dann bei Bedarf erst kurz vor der Anwendung unter Bil-
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dung von Liposomen zu dispergieren. Jedoch macht die Her-
stellung und Lagerung eines Films in einer Einheitsdosis
ernsthafte praktische Schwierigkeiten, weshalb diese Idee
keine praktische Losung der oben aufgefithrten Probleme
liefert. Die vorliegende Erfindung befasst sich nunmehr mit
einem Verfahren, das eine praktische Losung ergibt. Kurz
gesagt, das Verfahren besteht darin, dass man (1) ein wassri-
ges Liposomenpréparat herstellt, das Praparat gefriertrock-
net, das gefriergetrocknete Gemisch dann lagert und bei Be-
darf (2) in einem wissrigen Medium dispergiert, um ein
wissriges Liposompréparat herzustellen.

Jedes geeignete Gefriertrocknungsverfahren kann bei der
Ausfiihrung des erfindungsgeméssen Verfahrens verwendet
werden. Der Kiirze wegen wird in der Folge der Ausdruck
«gefriergetrocknete Gemische von potentiellen Liposomen»
fiir die gefriergetrockneten Gemische verwendet, die gemiss
der Erfindung erhalten werden und die bei Dispergierung in
einem geeigneten wissrigen Medijum die gewiinschten wass-
rigen Liposompraparate liefern. Unerwarteterweise wurde
festgestellt, dass Liposome gebildet werden, die denjenigen
4hnlich sind, die durch das bekannte Filmdispergierungsver-
fahren erhalten werden, wenn man ein gefriergetrocknetes
Gemisch von potentiellen Liposomen gemdss der Erfindung
wieder in einem geeigneten wissrigen Medium dispergiert.
Tm Falle einer lipidldslichen oder lipidgebundenen biolo-
gisch aktiven Verbindung wird diese Verbindung weitgehend
wieder in die Liposome inkorporiert. Andererseits ist das er-
findungsgemésse Verfahren, wie weiter unten erdrtert, nicht
so fiir solche wasserldsliche biologisch aktive Verbindungen



geeignet, die sich nicht an das Lipid binden. Die gefrierge-
trockneten Gemische dispergieren sich leicht, wenn sie mit
einem wiéssrigen Medium geschiittelt werden, und es scheint,
dass sie zu Liposompréparaten fithren, die eine engere Gros-
senverteilung aufweisen als entsprechende Préparate, die
durch Dispergieren eines gegossenen Films erhalten werden.
Dies kann hinsichtlich der Reproduzierbarkeit des Effekts-
der Liposompréparate von Vorteil sein.

Gegenstand der Erfindung ist also ein Verfahren zur
Herstellung eines gefriergetrockneten Gemischs von poten-
tiellen Liposomen, welches dadurch ausgefithrt wird, dass
man ein wéssriges Liposomenpriparat, das Wasser, minde-
stens ein Phospholipid, mindestens eine biologisch aktive
Verbindung und gegebenenfalls mindestens einen Hilfsstoff
der im folgenden definierten Art enthilt, herstellt und hier-
auf das wissrige Liposomenpréparat gefriertrocknet, um ein
gefriergetrocknetes Gemisch von potentiellen Liposomen
herzustellen.

Das genannte wissrige Liposomenpriparat kann z.B.
nach dem oben erwéhnten Filmdispergierungsverfahren her-
gestellt werden. '

Beispiele fiir geeignete Phospholipide sind die natiirli-
chen Lecithine, z. B. Eilecithin oder Sojabohnenlecithin, oder
synthetische Lecithine, wie z.B. gesittigte synthetische Leci-
thine, z. B. Dimyristoyl-phosphatidyl-cholin, Dipalmitoyl-
phosphatidyl-cholin oder Distearoyl-phosphatidyl-cholin,
oder ungesittigte synthetische Lecithine, wie z. B. Dioleyl-
phosphatidyl-cholin oder Dilinoleyl-phosphatidyl-cholin. Es
kann entweder ein einziges Phospholipid oder ein Gemisch
von Phospholipiden verwendet werden.

Wie oben bereits angedeutet, kann die biologisch aktive
Verbindung irgendeine Verbindung mit einer Eigenschaft
von biologischem Interesse sein. So kann die Verbindung ein
Medikament, ein Protein, ein Enzym, ein Hormon, ein Vit-
amin oder eine Markierungsverbindung sein. Es wird daranf
hingewiesen, dass das erfindungsgemisse Verfahren sich be-
sonders im Falle von lipidl6slichen oder lipidgebundenen
biologisch aktiven Verbindungen (welche einige wasserldsli-
che Verbindungen umfassen, wie z.B. gewisse Proteine) eig-
net. Das erwéhnte Verfahren ist nicht so geeignet fiir wasser-
16sliche, nicht lipidgebundene biologisch aktive Verbindun-
gen, da in diesen Féllen nur ein verhéltnisméssig kleiner An-
teil der Verbindung bei der Dispergierung des gefrierge-
trockneten Gemischs wieder in die Liposome inkorporiert
wird. Aber trotzdem kann dieser Nachteil hingenommen
werden, wenn ein geeigneter Uberschuss der wasserldslichen
biologisch aktiven Verbindung in das gefriergetrocknete Ge-
misch einverleibt wird. Wenn die Anwesenheit von freier
biologisch aktiver Verbindung im dusseren wissrigen Me-
dium von Nachteil ist, dann muss bei der Herstellung von
Liposomen aus einem solchen Gemisch die freie Verbindung
durch eines der oben erwéhnten Verfahren entfernt werden.
Somit héngt die Eignung des erfindungsgeméissen Verfah-
rens im Falle von wasserl6slichen, nicht lipidgebundenen
biologisch aktiven Verbindungen von allen relevanten Tatsa-
chen ab, wie z.B. (1) der Natur der Aktivitit der Verbin-
dung, (2) der Wirkungsstéirke der Verbindung, (3) der Men-
ge der Verbindung, die beim erfindungsgeméssen Verfahren
in das Liposompréparat einverleibt wird, und (4) der Er-
wiinschtheit von freier Verbindung im dusseren wéssrigen
Medium. :

Die fakultativen Hilfsstoffe bestehen aus (1) Substanzen,
von denen dem Fachmann auf diesem Gebiet bekannt ist,
dass sie eine negative Ladung liefern, wie z. B. Ei-Phosphat-
idinsdure, Dipalmitoyl-phosphatidinséure, Dicetylphosphat
oder Rinderhirngangliosid, (2) Substanzen, von denen der
Fachmann auf diesem Gebiet bekannt ist, dass sie eine posi-
tive Ladung liefern, wie z.B. Stearylamin oder Stearylamin-
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acetat, und (3) Substanzen, von denen dem Fachmann auf
diesem Gebiet bekannt ist, dass sie die physikalischen Eigen-
schaften der Lipidbischichten in den Liposomen in er-
wiinschter Weise beeinflussen, sie beispielsweise nach Bedarf
fliissiger oder fester machen, wie z. B. Cholesterin.

Gemiiss der Erfindung wird ausserdem ein Verfahren zur
Herstellung eines wissrigen Liposompriparats, das minde--
stens eine biologisch aktive Verbindung der vorstehend defi-
nierten Art enthilt, vorgeschlagen, welches dadurch ausge-
fithrt wird, dass man ein gefriergetrocknetes Gemisch von
potentiellen Liposomen, das nach dem weiter oben beschrie-
benen Verfahren erhalten wurde, in einem wissrigen Me-
dium dispergiert. '

Ein geeignetes wissriges Medium ist beispielsweise destil-
liertes Wasser, isotonische Kochsalzlosung oder eine sterile
oder nicht-sterile Pufferldsung.

Die Erfidnung wird durch die folgenden Beispiele niher
erldutert: -

Beispiel 1:

16,1 mg Eilecithin, 2 mg Ei-Phosphatidinsiure und
1,66 mg *H-Cortisol-21-palmitat (im folgenden «>H-CP»)
wurden in 5 ml Chloroform aufgeldst, und die Lésung wur-
de in einen 250 ml fassenden Rundkolben gegossen. Das Lo-
sungsmittel wurde bei Raumtemperatur durch Drehen des
Kolbens und Einblasen eines trockenen Stickstoffstroms
entfernt. Der dabei erhaltene Lipidfilm wurde dann bei
Raumtemperatur in 5§ ml Wasser dispergiert, wobei ein Lipo-
sompriparat entstand. Duplikatproben von jeweils 50 pl
wurde fiir Szintillationszdhlung entnommen. Der Rest des
Liposompréparats wurde in einem Ultrazentrifugenrdhr-
chen mit destilliertem Wasser auf 25 ml verdiinnt und 30 min
bei 120 000 g ultrazentrifugiert. Die {iberstehende Fliissigkeit
wurde vom Liposompfropfen entfernt, und der Pfropfen
wurde in 5 ml destilliertem Wasser dispergiert. Duplikatpro-
ben von 50 pl dieser Dispersion wurden genommen, und die
Steroidinkorporation wurde durch Szintillationszihlung ge-
messen. Der Rest der Liposomdispersion wurde gefroren,
wobei ein Methanol/Trockeneis-Gemisch verwendet wurde,
und das Losungsmittel wurde auf einem iiblichen Gefrier-
trockner entfernt. Auf diese Weise wurde ein gefriergetrock-
netes Gemisch von potentiellen Liposomen erhalten.

Das gefriergetrocknete Gemisch wurde 5 Tage gelagert,
worauf 5 ml einer 0,9%igen (G/V) Kochsalzlosung zugege-
ben wurden. Liposome wurden durch méssiges Schiitteln des
Gemisches in einem Kolben bei Raumtemperatur hergestellt.
Mikroskopische Priifung bestétigte die Anwesenheit von Li-
posomen. Zwei Tage spéter wurden die Liposome zweimal
mit 0,9%iger (G/V) Kochsalzlosung durch das oben be-
schriebene Verfahren gewaschen, wobei jedoch Kochsalzlé-
sung anstelle von Wasser verwendet wurde. Der Steroidge-
halt der Liposome wurde durch Szintillationszihlung be-
stimmt. Ein Vergleich der Radioaktivitédt der Dispersionen
vor und nach der Gefriertrocknung zeigte, dass 72% des im
gewaschenen Préparat vor der Gefriertrocknung vorhande-
nen Steroids in den gewaschenen Liposomen, die nach der
Gefriertrocknung hergestellt worden waren, zuriickgehalten
wurden.

Beispiel 2:

29,8 mg Dipalmitoyl-phosphatidyl-cholin (im folgenden
«DPPC») und 3,32 mg *H-CP wurden in 5 ml Chloroform
aufgelost und als diinner Film auf die Wandung eines 250 ml
fassenden Rundkolbens gegossen, indem das Lésungsmittel
bei Raumtemperatur unter Verwendung eines trockenen
Stickstoffstroms abgedampft wurde. 10 ml destilliertes Was-
ser wurden dann in den Kolben eingebracht, und das Ge-
misch wurde auf einem Wasserbad auf 70 “C erhitzt. Liposo-
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me wurden durch Bewegen des heissen Gemisches auf einer
Vibromischerbank gebildet. Duplikatproben von jeweils

50 pl der resultierenden Dispersion wurden fiir Szintilla-
tionszdhlung entnommen. Der Rest der Dispersion wurde
2mal durch Verdiinnen auf 25 m! mit destilliertem Wasser
gewaschen und dann 3 min bei 120 000 g ultrazentrifugiert.
Der gewaschene Liposompfropfen wurde wieder in 10 ml de-
stilliertem Wasser dispergiert, und Duplikatproben von je-
weils 50 pl wurden fiir Szintillationszdhlung entnommen.

5 ml der Dispersion wurden in einem Gefriergemisch, das
aus Methanol und Trockeneis bestand, gefroren, und das
Losungsmittel wurde unter Vakuum und unter Verwendung
eines iiblichen Gefriertrockners entfernt. Auf diese Weise
wurde ein gefriergetrocknetes Gemisch von potentiellen Li-
posomen erhalten, das gelagert wurde, bis es gebraucht wur-
de.

5 ml destilliertes Wasser wurden dem gefriergetrockneten
Gemisch zugegeben, und das resultierende Gemisch wurde
auf einem Wasserbad auf 70 °C erhitzt und méssig geschiit-
telt. Mikroskopische Priifung der resultierenden milchigen
Suspension zeigte, dass sie aus einer Liposomsuspension mit
einer engen Grossenverteilung bestand. Diese Suspension
wurde 30 min bei 120 000 g ultrazentrifugiert, und der Lipo-
sompfropfen wurde dann wieder in 5 ml destilliertem Wasser
dispergiert. Duplikatproben von jeweils 50 pl der resultieren-
den Suspension wurden zur Bestimmung des endgiiltigen
Steroidgehaltes der Liposome entnommen. Szintillationszéh-
lung zeigte, dass 78% des in der urspriinglichen gewaschenen
Dispersion vorhandenen Steroids in dem fertigen gewasche-
nen Liposompriparat, das aus dem gefriergetrockneten Ge-
misch hergestellt worden war, vorlagen.

Duplikatproben von 6 mg getrockneter Liposompfrop-
fen, die (a) aus dem urspriinglichen Film und (b) aus dem ge-
friergetrockneten Gemisch hergestellt waren, wurden dann
in Probenhalter fiir Differentialabtastkalorimetrie (in der
Folge mit «DSC» abgekiirzt) eingewogen. Die DSC-Spek-
tren der Gemische zwischen 0 und 50 °C wurden auf einem
Perkin Elmer-Differentialabtastkalorimeter ermittelt. Ver-
gleichsproben fiir DSC wurden ebenfalls hergestellt, indem
die gleichen Gewichte an DPPC und *H-CP wie im ur-
spriinglichen Gemisch gemischt wurden und hierauf 50
Gew.-% Wasser eingemischt wurden. Sie dienten als «lipo-
somfreie» Vergleichsgemische. Die DSC-Spektren dieser
Vergleichsgemische wurden wie oben beschrieben gemessen.

Das DSC-Spektrum von DPPC alleine besteht aus einer
Hauptiibergangsendotherme bei 41 °C und einer Voriiber-
gangsendotherme bei 35 °C. Die Breite einer Linie in halber
Spitzenhdhe der Hauptendotherme betrégt anndhernd 3 °C.
Die oben beschriebenen Experimente zeigten, dass in den li-
posomfreien Vergleichsgemischen beide Spitzen in den DSC-
Spektren der Gemische zu beobachten waren und die Linien-
breite bei ungefiihr 3 °C blieb. Dies zeigt vermutlich, dass in
einfachen Gemischen (d.h. liposomfreien Gemischen) das
Steroid das DSC-Spektrum des Lipids nicht verindert. Die
Spektren der Duplikatliposompréparate zeigten nur einen °
Ubergang (der Hauptendotherme), und die durchschnittli-
che Linienbreite dieser Praparate war 5,8 °C, was eine be-
trachtliche Verbreiterung im Vergleich zu den Vergleichsge-
mischen bedeutet. Diese Verbreiterung ergibt sich aus der
molekularen Wechselwirkung des Lipids und des Steroids in
den Liposomen, die durch das obige Verfahren hergestellt
worden sind. Deshalb besteht kein Zweifel, dass sowohl das
aus dem urspriinglichen Film als auch das aus dem gefrierge-
trockneten Gemisch hergestellte Liposomenpréiparat das
Steroid in den Liposomen enthielten.

Beispiel 3:

15 mg Eilecithin, 2,09 mg Cholesterin und 1,55 mg Dice-
tyl-phosphat wurden in 5 ml Chloroform aufgeldst und als
diinner Film auf die Wandungen eines Probenréhrchens ge-

s gossen. 0,1 mg 125J-Angiotensin-II in 1 ml 3,3 mM Phos-
phatpuffer (pH 7,4) wurden in das Probenrdhrchen einge-
bracht. Das Lipid wurde in dem wissrigen Medium unter
Zuhilfenahme einer Vibromixerbank dispergiert, wobei Li-
posome gebildet wurden. Die Liposomdispersion wurde
dann 2mal gewaschen. Hierzu wurde sie zunéchst mit
3,3 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) auf 26 ml verdiinnt und
dann 1 st bei 120 000 g einer Ultrazentrifugierung unterwor-
fen. Dann wurde der gewaschene Liposompfropfen wieder
in 5 ml 3,3 mM Phosphatpuffer (pH 7.4) dispergiert. Dupli-
katproben von jeweils 0,25 ml wurden fiir Szintillationsz&h-
lung entnommen. 4 ml der verbleibenden Suspension wur-
den in ein Probenrdhrchen eingebracht, gefroren (Methanol/
Trockeneis) und gefriergetrocknet. Das resultierende gefrier-
getrocknete Gemisch von potentiellen Lipomosen wurde in
2 ml 3,3 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) suspendiert und zwei-
mal wie oben gewaschen. Der gewaschene Liposompfropfen
wurde erneut in 4 ml 3,3 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) sus-
pendiert. Duplikatproben von jeweils 0,25 pl wurden fiir
Szintillationszihlung entnommen. 26% der anfénglichen
Menge an Angiotensin-II lagen in den Liposomen nach der
ersten Liposomherstellung und Wassung vor. 28% von die-
sen 26%, das sind 7%, der Anfangsmenge an Angioten-
sin-TI, wurden in den Liposomen nach der Gefriertrocknung
und Rekonstituierung festgehaliten.

Der in diesem Beispiel und in Beispiel 4 verwendete
3,3 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) wurde hergestellt durch
Aufldsen von 0,895 g Kalium-dihydrogen-phosphat und
4,765 g Dinatrium-hydrogen-phosphat-dihydrat in destillier-
tem Wasser und Auffiillen der Lsung auf 1 1 mit destillier-
tem Wasser.
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Beispiel 4: .

15 mg Eilecithin, 2,09 mg Cholesterin und 1,55 mg Dice-
tyl-phosphat wurden in 5 ml Chloroform aufgeldst und als
diinner Film auf die Wandung eines Probenréhrchens gegos-
sen. 5 mg *H-Inulin in 1 ml 3,3 mM Phosphatpuffer (pH 7,4)
wurden dem Rohrchen zugegeben. Das Lipid wurde in der
Inulinldsung unter Hilfe einer Vibromixerbank dispergiert,
um Liposome herzustellen. Die Liposomdispersion wurde
2mal dadurch gewaschen, dass sie zundchst mit 3,3 mM
Phosphatpuffer (pH 7,4) auf 26 ml verdiinnt und dann 1 st
bei 120 000 g ultrazentrifugiert wurde. Der gewascherie Li-
posompfropfen wurde dann wieder in 2,1 ml 3,3 mM Phos-
phatpuffer (pH 7,4) dispergiert. Hierauf wurden Duplikat-
proben von jeweils 1 pl firr Szintillationszihlung entnom-
men. Die verbliebene Suspension wurde gefroren (Methanol/
Trockeneis-Gemisch) und in einem Probenréhrchen gefrier-
getrocknet. Das resultierende gefriergetrocknete Gemisch
von potentiellen Liposomen wurde wieder in 1 ml 3,3 mM
Phosphatpuffer (pH 7,4) suspendiert, um Liposome herzu-
stellen, und dann zweimal wie oben gewaschen. Der gewa-
schene Liposompfropfen wurde wieder in 2 ml 3,3 mM
Phosphatpuffer (pH 7,4) suspendiert, und Duplikatproben
von jeweils 1 pl wurden fiir Szintillationszihlung entnom-
men. 21% der anfinglichen Menge an Inulin wurden in den
Liposomen nach der ersten Liposomherstellung und Wa-
schung zuriickgehalten. 17% von diesen 21%, das sind also
4%, der Ausgangsmenge an Inulin wurden in den Liposo-
men nach der Gefriertrocknung und Rekonstituierung fest-
65 gehalten.
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