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A taldlmadny targya eljards vizet vagy igen hig oldatokat
kapszulazva tartalmazd liposzdéma hdlyagocskak eldallitasara,
tovabba ezen "lires" liposzémdk hatdanyaggal vagy diagnosztikai
szerrel valdé tdltésére. A tdltés sorén a kapszuld&zandd anyagot a
hordozd folyadékba beviszik, és homogénen eloszlatjdk, és olyan
hémérsékleten inkubdljdk, amely a membrén lipid T¢ &tmeneti hé-
mérsékletét meghaladja, és az inkubdlast olyan iddtartamon &t
végzik, amely alatt a kapszuldzanddé anyag a hélyagocska magjéba
transzmembran permedcidéval behatol. Az ilyen "ilires" liposzdémak

transzmembran permeacidéval vald tdltése jo hozamd.
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A talalmany targya javitott transzmembran tdltési kapa-
citéssal bird liposzdémdk. A taldlmény targyat képezi az ilyen
liposzoémak készitésére szolgdld eljaras is, valanint ezek
tdltése az érdeklddésre szamottartdé anyagokkal.

Mint ismeretes, a liposzomdk apro hélyagocskakbél allnak,
amelyeket lamellaris lipidekbdl 4116 membran fal hatédrol, és
ez a fal egy magot vesz kdriil, amely befogott vizes folyékony
fazissal van tdéltve. A liposzdéma hdlyagocskak megtdlthetdk
idegen anyagokkal, példaul gydgyszerekkel, és ezt kovetden
felhaszndlhaték az ilyen kapszulazott gybgyszerek szelektiv
szAllitasara a test meghatarozott szerveibe. Ha a liposzdémak
vizes hordozdanyagban szuszpendaltak, kiiléndsen alkalmasak arra,
hogy a hatdanyagot a betegbe parenterédlis, perordlis, helyi vagy
inhalaciés adagolédssal vigyék be. A liposzdénas gybégyszer készit-
mények javithatjdk a kezelés hatékonyasagat, nyGjtott hatasa
terapias aktivitast biztositanak, névelik a terapias aranyt, és
csdkkenthetik az adott betegség vagy rendellenesség kezelésére
bsszességében sziikséges gydgyszer mennyiségét. Ennek részletes
ismertetése a Liposomes as Drug Carriers by G. Gregoriadis,
Wiley & Sons, New-York (1988) szakirodalmi helyen szerepel.

Szamos médszer létezik liposzdmak készitésére, és ezek
érdekl8désre szamottartd idegen anyagokkal valdé tdltésére, ezen
nédszerek kdziil a legtdbb abban all, hogy a liposzdma
hélyagocskakat egy vizes hordozdanyag fplyadékban hozz&dk létre,
amely folyadék a fenti anyagokat eloszlatva tartalmazza. A
liposzémak képzddése soran a hordozé folyadék egy része a
holyagocskakba befogdédik, természetesen a kapszuldzandd kivant

anyag egy Kis részével egyutt Ezt az eljarast nevezik "passziv



befogas"-nak. A liposzdémak tdltése a passziv mbédon befogott
vizes fazissal gyakran meglehetdsen alacsony hatékonysaga, mivel
erdsen fligg a hordozé féazis természetétdl, és, kiiléndsen, a hor-
dozd fazisban oldott anyagok koncentracidjatol, amelyek
befolyasolhatjak a 1iposiéma képz8dés hozamdt. A gydgyszer
szallitas céljat tekintve azonban a tdltési hatékonysag (amelyet
4ltalaban Ggy hat&roznak meg, mint a befogott anyag tomege a
miiveletben alkalmazott Osszes anyag tdmegéhez viszonyitva)
41talaban nem kritikus, mivel a be nem fogott anyag dltalaban
visszanyerhetd és ismételten felhaszndlhatd; ennek folytéan a
jelentds tényezd inkabb a hasznos befogott anyag aranya a
befogashoz alkalmazott lipidek témegére vonatkoztatva, azaz a
liposzéma membrén képzésében résztvevd lipidekre vonatkoztatva.
Pontositva a célt, az G4j gydgyszerek vagy diagnosztikai
reagensek kifejlesztésénél nagy eldny, ha minimalizalni lehet a
beinjektalt lipid holt-tdmeget, azaz, ha a betegnek beadandé
gydgyszerhordozdé-anyag tomegét a lehetd legalacsonyabb szinten
lehet tartani egy adott mennyiségld terdpiésan hatasos anyag
mellett. Nyilvanvalé, hogy a kapszulazott anyag tomegének a
kapszuldz6 lipidekhez viszonyitott tdémege egyenes aranyban all
az Ggynevezett befogott térfogattal, azaz a liposzdéma tomegére
vonatkoztatott, a liposzdéma magba befogott vizes fazis
térfogataval (ul/mg).

Egy klasszikus passziv befogasi eljaras szerint, amelyet
BANGHAM és mtsai., [J. Mol. Biol. 12, 238 (1965)] irnak le, az
érdekl8désre szamottartd vegyiiletet tartalmazd vizes fazist a
reakcibedény falan elhelyezkedd szaritott foszfolipid-filmmel

hozzak érintkezésbe. Mechanikus keverés esetén a lipidek meg-



duzzadisa folytdn multilamell&ris hélyagocskdk (az angol elne-
vezés alapjan rdviditése MLV) képzddnek. Az MLV-ben befogott
térfogat alacsony, jellemz&en 2 - 4 ul/mg lipid. Ultrahangos
kezelés révén az MLV-k atalakithatdk aprd, unilamelléris hé-
lyagocskékké (SUV), amelyek altal befogott térfogat még kisebb,
példéul 0,5 - 1 pul/mg kdzelében van. Leirtak mas eljarasokat is
nagyobb befogott térfogattal bird liposzémék eldallitasara,
kiiléndsen nagy unilamellaris hélyagocskak (ULV) el&allitasara.
Ilyen eljaréast irnak le példdul DEAMER & BANGHAM [Biochim.

Biophys. Acta 443, 629, (1976)]. Eljarédsuk szerint a

membranképzd lipideket éterben oldjak, és ahelyett, hogy
eldszOr az étert beparolndk, hogy vékony filmet nyerjenek a
feliileten, majd ezt a filmet hozndk érintkezésbe a kapszula-
zandd vizes fazissal, az éteres oldatot kdzvetlenlil injektaljak
a vizes fazisba, és az étert ezt kdvetden parologtatjak el,
midltal 14 pl/mg befogott térfogatot tartalmazdé liposzdémdkat
nyernek. Ismeretes az Ugynevezett forditott fazisi beparlas
(REV) mdédszere is, amelyet SZOKA & PAPAHADJOPQULOS [P.N.A.S.
75, 4194 (1978)] ismertetnek, és amely eljarasban a lipideknek
egy vizben oldhatatlan szerves olddszerben késziilt oldatat
emulgedljak egy vizes hordozdanyag fézisban, és a szerves o0ldd-
szert ezt kdvetden vakuumban eltdvolitjédk, igy 8 -~ 15 ul/mg
lipid befogott térfogatot tartalmazdé liposzdédmikat nyernek.
Javitott passziv befogast értek el a liposzémdknak foko-
zatos dehidrat&lasival és rehidratdlasaval vagy fagyasztasival
és kiolvasztasival; a dehidratédlast elgdzoldgtetéssel vagy
fagyasztva-szaritassal végzik. Ilyen eljarast ismertetnek

példaul KIRBY & GREGORIADIS (Biotechnology, 1984, November 979-



984]. SHEW & DEAMER [Biochim. et Biophys. Acta 816 1-8 (1985) ]
is azt irjadk le, hogy ultrahang kezeléssel készitett liposzd-
makat a kapszuldzandé oldhaté anyagot tartalmazdé vizes oldattal
elegyitenek, és az elegyet nitrogéngéz atmoszféraban forgd
lombikban szaritjak. Rehidratdlasnal nagy liposzdémak képzddnek,
amelyekben az oldhaté anyag jelentss frakcidja kapszulédzott.

Tovabbi kisérleteket végeztek a liposzémédkba befogott
anyag mennyiségének névelésére az anyag magasabb koncentra-
cidinak hordozd folyadékban vald alkalmazisaval, ezek a kisér-
letek kevés sikerrel jartak. Valéjaban, amint azt az el&zOekben
emlitettiik, a befogott térfogat gyakran csokken, ha a hordozd
fazisban nagy az oldott anyag koncentraciéja, ami azt jelzi
hogy a befogandd anyag nagy koncentriciéjanak karos hatdsa van
a befogott térfogatra. Példaul SZOKA és munkatdrsai (lasd a
fenti hivatkozast) azt ismertették, hogy citozin-arabinozid be-
fogasa progressziven csodkken a hordozé folyadék novekvd
natrium-klorid koncentraciéjaval. Hasonldé helyzetet ismertetnek
a WO-A-89/11272 kbzzétételi szamd eurdpai szabadalmi leiréasban,
miszerint a cefalosporin befogasaban drasztikus csdkkenés
kévetkezik be a gydgyszer koncentraciéjanak a hordozé folya-
dékban vald névekedésével.

Eqgy masik, a liposzoémaknak idegen, nem-lipid anyagokkal
valé megtdltésére szolgdld eljaras szerint olyan koériilményeket
létesitenek, amelyek mellett az anyag be tud hatolni a falakon
keresztiil a hélyagocska magjdba, ezt az eljarast "transzmembran
t51tés"-nek nevezik, az eljaras szerint a kapszuldzandd anyagot
a liposzéma hdlyagocskékba azutan viszik be, hogy a hélyagocs-

kakat megformalték. Szokasosan nehézséget jelent, hogy a lipid
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membranon az idegen anyagok (fd&ként ionosak) dthatoljanak,
mivel a bejutd anyagokat a lipidek poléaris csoportjai téavol-
tartjak. Ez a hatds azonban minimdlisra csokkenthetd, ha
"pajzs" hordozékat épitiink be a lipid membranba. Példaul a
liposzémak megtélthetdk kationokkal szobah8mérsékleten, ha a
lipid membran lipofil hordozdanyagot, példaul acetil—-acetont
tartalmaz [BEAUMIER és munkatarsai, J. Nucl. Med. 32, 810
(1982)). Mas mbédon az idegen anyagok bevihetdk a liposzdméakba
ozmotikusan szabalyozott permedciéval a lipid membran falon
4t. Példaul az idegen anyagoknak a liposzémdk &altal vald fel-
vétele eldsegithetd egy transzmembran ion-gradiens alkalmazéa-
saval, példaul Nat/K' gradiens alkalmazdsaval, amint azt a
J. Biol. Chem. 260 802-808 (1985) ismertetik. Hatasos a
membranon at vald tdltés megvaldsitésahoz a pH-gradiens is,
amint azt a Biochim. Biophys. Acta 857, 123-126 (1986) szakiro-
dalmi helyen, a WO-A-89/04656 kSzzétételi szaml eurdpai szaba-
dalmi leirasban és a PCT/US85/01501 szamG szabadalmi leirasban
ismertetik. Azonban ezek az eljarésok a hatdanyagoknak
bizonyos specidlis kdreire korlatozottak, kiiléndsen gyenge
bazisokra, amint azt a Chem. Phys. Lipides 53, 37 (1990) szak-
irodalmi helyen ismertetik. Tovadbba nehéz liposzdmakat
késziteni olyan hordozé fazisban, amelynek pH-ja eltér a mag-
~-fazisétdl, és, ezen kiviil, a tGl alacsony vagy tdl magas pH a
lipidek taGl korai hidrolizise folytdn a membran karosodasahoz
vezethet.

A 361 849 A szami eurdpai szabadalmi leirasban olyan
eljarast ismertetnek, amelyben amfipatids hatdanyagokat

tdltenek liposzéma hdlyagocskdkba transzmembrdn bevitellel



utélag létrehozott pH gradiens szabdlyozasaval. Ennek az
eljarasnak a £8 jellemzdje az ammdénia leszakadasaban &ll, amely
az amménium vegyililet vizes oldatdval megtoltott liposzdma
hélyagocskak magjardl szakad le, és az amménium~mentes hordozd-
anyagba jut. Az ammdnia (NH3) leszakadasa az NHyt ionrdél egy
protont eredményez, minek folytan a befogott folyadék pH~-ja
csdkken, és ennek kdvetkeztében egy pH gradiens jon létre a
liposzdéma membréanon at, azaz a hordozé folyadék ligosséa valik a
liposzéma magon beliili tartalomhoz viszonyitva. Ha egy amfi-
patids vegyiiletet (példdul egy deprotonalt amincsoportot) adunk
a "lagositott" hordozdé folyadékhoz, a rendszer egyenstlyba
jutésra tdrekszik, és az emlitett amfipatids vegylilet
diffdziéja kdvetkezik be a liposzéma magjéba a lipid membranon
at.

A dehidratalt és rehidratalt liposzémdk transzmembran
tdltésére vonatkozd eljarasok is léteznek. A 4 673 567 szamd
amerikai egyesiilt &llamokbeli szabadalmi leirasban "lres" MLV
liposzémak eldallitasat ismertetik ionmentes vizes hordozdanyag-
ban, és ezen liposzémak liofilizéssel tdrténd dehidratalasat
irjak le; majd a szaritott liposzémékat olyan gybégyszereket,
tartalmazé folyékony hordozdanyagban végzett szuszpendalassal
rehidrataljak, mint példaul a Fluorouracil és a Cefalexin, és 50
°oC hémérsékleten 5 percig vald melegitéssel inkubaljak. Ezalatt
a hordozdanyagban oldott hatéanyag jelent8s része a liposzomakba
befogédik. Ennek a megk&zelitésnek a hatterében az a gondolat-
menet A411, hogy a "liposzémdk fagyasztva-szaritasa a kétrétegl
membranban szerkezeti hianyossédgokat hoz létre, és hogy az

dtmeneti hd&mérséklet folé torténd melegités eltavolitja ezeket a



hi&nyossagokat"; ilyen ismertetés szerepel a H. JIZOMOTO és mun-

7, 3066-3069 (1989) szakirodalmi

katarsai, Chem. Pharm. Bull.
helyen. Azonban, amint azt a 4 673 567 szami amerikai egyesiilt
4llamokbeli szabadalmi leirasban ismertetik, ez az eljarés a
befogott térfogat jelentss csdkkenésével jar, ha a hordozé
folyadék ionos oldott anyagokat tartalmaz. Példaul a fenti szak-
irodalmi hely 1. téblazatanak 3. oszlopdban felsorolt adatokbdl,
ahol izoténias sdoldat vagy 0,02 foszfatpuffer hordozdanyagként
vald alkalmazasat irjék le, a transzmembran hatéanyagfelvétel
gyakorlatilag elhanyagolhatg, mig ha a hatéanyagot tiszta vizben
oldjék, a befogott térfogat 16,6 pl/mg lipid. Tovabba, figyelem-
be kell venni, hogy a jelenlegi gyakorlatban nem kdnnyen érhetd
el nagy befogott térfogat érték. pPéldaul T. D. MADDEN és munka-
tarsai [Chemistry and Physics of Lipids 53, 37-46 (1990) "The
accumulation of drugs within large unilamellar vesicles
exhibiting a proton gradient" cimQ munkdjaban ismertetettek
szerint a befogott térfogat nem haladja meg az 1 - 2 ul/mg
foszfatidil-kolin értéket.

Az eldzBekben ismertetett rdvid Osszegzésbll l1athatd, hogy
a technika &llasa szerint a liposzomdk tdltésére szolgdld
eljarasok bonyolultak, kdltségesek, és nem altalanosan hasz-
nalhatdk minden tipusd hatdanyag és anyag liposzoémakba vald
bevitelére, nevezetesen az ionos anyagokat &ltalaban nehéz
befogni. Ezért célul tdztlk ki, hogy a befogott térfogatot
jelentdsen néveljiik, de ugyanakkor elkeriiljiik a filmképzd
lipidek hosszadalmas és kdltséges eldkezelését (példaul a

liofilezést, amint azt H. JIZOMOTO [Chem. Pharm. Bull. 37, 1895-

-1898 (1989) ismertetik, és egyidejlleg hatékony koériilményeket



teremtsiink arra, hogy a membranképzd lipidek transzmembran
t51tési kapacitasat lényegében minden fajta vizes kdzegben
oldott anyagra nézve, beleértve az ionos anyagokat is, fo-
kozzuk. Ezt a célt egy ozmotikusan szabdlyozott permeécids
eljarassal érjik el.

R&viden ismertetve a taldlmany szerinti eljaréast, Qgy
jarunk el, hogy barmely ismert eljarassal liposzdmékat készi-
tiink, az elkészitett liposzomak "iiresek". Az "ilires" liposzdéma
kifejezéssel azt kivanjuk mondani, hogy a benne befogott vizes
fazis csak tiszta viz, vagy mds esetben igen hig oldat, amely
nemionos anyagokat vagy elektrolitokat tartalmaz. Altaldban
szélva, ha a frissen készitett njjres" liposzémékban befogott
fazisban oldott anyag van jelen, annak ozmolalitdsa nem halad-
hatja meg a mintegy 0,2 Osm/kg értéket; ha az oldatok elektro-
litek, a befogott folyadék jonerdssége nem haladhatja meg a 0,1
értéket. Ha mar elkészitettik az dgynevezett "ires" liposzé-
makat, ezeket olyan hordozd folyadékban szuszpendaljuk, amely
egy vagy toébb kapszulazandé anyagot tartalmaz, és a rendszert
az Atmeneti hdmérséklet (Tc) folotti értéken inkubaljuk annyi
ideig, hogy biztositsuk a hélyagocskék transzmembran per-—
medciéval valo megtdltését.

Itt kell hangsilyoznunk, hogy a taldlmany egyik £fo
szempontja a kezdetben elkészitett liposzémakban jelenlévd
vizes fazisban az oldott anyag hidnya vagy igen csekély mennyi-
sége, kiildndsen igaz ez akkor, ha az oldott anyagok elektro-
litok. Ebben az Osszefiiggésben meg kell jegyezniink, hogy a
liposzbéma hdélyagocskak "mindsége", azaz az a képességiik, hogy

olyan magas befogott térfogatot vesznek fel, amilyet csak
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lehetséges, erdsen fligg ennek a vizes folyékony fazisnak az
ioner&sségétdl, természetesen ez a vizes fazis az, amelyik be-
fogdédik a képz8dd "lires" liposzdmak magjadba a liposzoémdk képzd-
désének idején. Ez a helyzet erds ellentmondasban van a
technika allasa szerinti kitanitassal (lasd a 4 673 567 szami
amerikai egyesiilt d4llamokbeli szabadalmi leirasban), ahol a
befogott térfogatot csak a liposzoma hélyagocskakon kiviil 1évd
ionokkal hozzék kapcsolatba, azaz azokkal az ionokkal, amelyek
abban a hordozé folyadékban vannak Jjelen, amelyben a liposz6-
makat a dehidrat&las utadn inkub&ljék. Ennek folytén a taldlmany
azon az alapvetd varatlan felismerésen alapszik, hogy a frissen
késziilt liposzémdk membrénjanak dtmeneti-permeabilitasa foként
attél a folyadéktél fiigg, amelyben az "lires" liposzdmak
eredetileg késziiltek, nem attdl a folyadéktél, amelyet a poszt-
—inkubédciés kezelésre haszndlnak. Valdjadban forditott kapcsolat
van az lires liposzémak készitésére hasznalt folyadékban 1évo
elektrolit-koncentracié és a késdbbiekben kapszuldzandd idegen
anyag befogott térfogata kozdtt. Minél higabb az eldbbi
folyadék, anndl nagyobb a befogott térfogat.

Példaul a talalmany egyik megvaldsitéasi formadja szerint
membranképzd lipideket elegyitiink vizes folyékony hordozdo-
anyaggal, példaul pH = 1-12 értékd vizzel, de eldénydsen
semleges koriili pH-ji vizzel, amely adott esetben higitott
pufferokat és/vagy nemionos stabilizdldanyagokat, példaul
cukrokat vagy mds poliolokat tartalmaz, és a hordozbanyagokat
egy id&tartamon at néhény fokkal a hidratalt lipid kristaly/fo-
lyadék atmeneti hdmérséklete (Tc) folott tartjuk, ez eldnydsen

egy keskeny hémérséklet-tartomédny értéken beliil esik. Ennek a
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tartomanynak a szélessége mintegy 20 °C, a legeldnydsebb hdmér-
séklet ennek a tartom&nynak a kézepe tajan van, azaz mintegy 4
- 10 °C értékkel a T érték fdlstt. A hatékony hidratdlas meg-
valésitasdhoz és a lipidek kondiciondléséhoz sziikséges ids
annak az iddnek felel meg, amelyik ahhoz szilikséges, hogy ezen
anyagokbél homogén oldatot vagy diszperzidét nyerjlink a hordozd
fazisban, adott esetben keveréssel. Altalaban a folyadék gyenge
forgatasa elegendd a homogenitéas biztositasdhoz, de kivant
esetben lehetséges erd&sebb keverés végzése is. Megijegyezzik,
hogy a hidrat&lds és a lipidek kondicionaléasa sorén képzddd
liposzémadk atlagos mérete fligghet a keverés sebességétdl

és mdédjatdl. Altaldban az igen lasst keverés esetén a lipo-
szémadk nagyobb &tlagos méretliek, és nagyobb belsd kapacitéasiak,
mint ha erdteljesebb keverést alkalmazunk. Azt is meg kell
jegyezniink, hogy a lipidek minden olyan eldzetes Kkezelése,
amelyeket a szakirodalomban a liposzémdk t&ltési kapacitasanak
ndvelésére javasoltak, azaz a fagyasztva-szaritds, olvasztas,
oldatbdl vald beparlas vékony filmmé laboratdériumi lombik
oldalain, é&s hasonld eldkezelések, artalmatlanok ugyan, de a
talidlmany szerinti eljarasban teljesen fdloslegesek, azonban,
mivel ezek az elBkezelések nem karosak, kivant esetben alkal-
mazhatok.

Az ionosan tdltétt komponensektdl eltekintve, a lipidek
vagy lipid-elegyek, amelyeket aAtalélmény szerint alkalmazunk,
lényegében magukban foglaljak mindazokat a vegyiileteket,
amelyeket a liposzdmak te:ﬁletén szokdsosan alkalmaznak, azaz a
glicerofoszfolipideket, nem-foszforildlt glicerideket, gliko-

lipideket, szterineket és mas olyan adalékokat, amelyek a lipo-
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széma membranoknak médositott tulajdonsagokat kdlcsondznek.
El8nydsen legalabb egy polarizédlhatd komponenst tartalmaznak
(akar csak kis mennyiségben is), nevezetesen egy kationos vagy
anionos funkcidt hordozé lipidet, vagy egy ioniz&lhatdé tenzi-
det, példaul egy zsiralkohol-difoszfat-észtert, példaul
dicetil-foszfatot (DCP) vagy egy magasabb szénatomszami alkil-
;amint, példaul sztearil-amint (SA). A toltott foszfolipidek,
azaz zsirsav glicerid foszfatidok, példaul a foszfatidinsav
(PA), foszfatidil-glicerin (PG), foszfatidil-inozit (PI),
foszfatidil-szerin (PS), amelyek természetes forrasbdl
szarmazdak vagy szintetikusak lehetnek [péld&ul a dipalmitoil-
-foszfatidinsav (DPPA), dipalmitoil-foszfatidil—glicerin
(DPPG), stb.] megfeleld polarizédlhatd lipid komponensek. A
glicerofoszfolipidek k6zé tartozhatnak példaul a kovetkezd
szintetikus vegyiiletek: dipalmotoil-foszfatidil-kolin (DPPC) ,
dipalmitoil—foszfatidil—etanol—amin (DPPE) és a megfeleld
disztearoil- és dimirisztil-foszfatidil-kolin és -etanol-amin
(DSPC; DSPE; DMPC és DMPE). A foszfolipidek kdzé tartozhatnak
olyan természetes-foszfolipidek is, amelyeket tobbé vagy
kevésbé kimeritd hidrogénezésnek tettek ki, példaul a tojas és
szbéja foszfatidil-kolin.

A glikolipidek lehetnek mono-, di- és trihexozidokkal
szarmazékka alakitott cerebrozidok, galaktocerebrozidok, gliiko-
cerebrozidok, sfingomielinek, szulfatidok és sfingolipidek. A
szterineket takarékosan kell hasznalni, mivel tGilsigosan
hatraltathatjidk a membrinpermedcidt, ezek korébe tartozik
példaul a koleszterin, az ergoszterin, a koprosztanin, a

koleszterin-észterek, példaul a hemiszukcinat (CHS), tokoferol-



-észterek é&s hasonld vegyiiletek.

A talalmany szerinti eljarast Ggy hajtuk végre, hogy a
lipidek vagy a lipidek elegyének megfeleld aranyat adalékkal
vagy anélkiil belekeverjiik egy adott térfogat nemionos vizes
folyadékba (vagy egy olyan vizes folyadékba, amelynek ion-
erdssége nem haladja meg a 0,1 értéket, és ozmolalizasa nem
lépi tdl a 0,2 Osm/kg értéket), és a lipidek hidrataldédasat
annyi ideig hagyjuk végbemenni, mig az elegy homogénné valik,
erre az idére a kivant liposzoma hélyagocskak kialakulnak.
Amennyiben a folyékony fazis lényegében viz, a lipidek viszony-
lagos arénya a vizes folyadékhoz nem kritikus, de nyilvanvald,
hogy egy minimalis mennyiségl folyadék szlikséges ahhoz, hogy
benne a lipideket jdl lehessen diszpergalni. Szokasosan 1
témegrész lipidre vagy lipid-elegyre és membranképzd adalékra
legalabb 20 rész folyékony fazist alkalmazunk. Kivald
eredmények érhetdk azonban el kisebb lipid: folyadék témegarany
mellett, példaul 0,1 - 1 % nagyséagrend esetén. Ha az lres
liposz6émdk készitéséhez alkalmazott vizes fazist ezutén hordo-
zbanyag fazisként alkalmazzuk az inkubalasnal (azaz a kapszula-
zanddé anyagot egyszerien hozzaadjuk ahhoz a folyadékhoz,
amelyben a liposzdmakat készitettiik), nyilvanvaldéan eldnybs,
hogy ha a folyadék lipidre vonatkoztatott mennyisége nem tal
nagy, mivel ez a kapszulazandd anyag fdldsleges higitasé&hoz
vezetne, és alacsonyabb kapszulédzasi hozamot eredményezne. Ha
azonban a liposzéma diszperzié tdl hig, a hélyagocskék koncent-
raciéja centrifugalassal (103 - 105 g tartom&nyban), vagy a
folyadék részleges beparlasaval vagy megfelelSen kalibralt

szemipermedbilis membranokon valé ultraszlrésével a megfeleld
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értékre hozhaté.

Miutan a lipideket hozzaadtuk a folyékony fazishoz, a
rendszert alkalmankénti &sszerazds mellett &allassal hagyjuk
homogenizdlédni, vagy ennél &411andébb keverést végziink. Ennek a
miveletnek a hémérsékletét az eldzdekben mar ismertettik. A
folyadék felmelegithetd a kivant homérsékletre a lipidek
adagolasa eldtt vagy utan. Az eldnyds hémérséklet természetesen
az alkalmazott lipid vagy lipidkeverék tipusatdl figg, azonban
a leggyakrabban alkalmazott lipidek és lipidkeverékek esetén a
hidratilis és a homogeniz&las homérsékletét a 40 - 80 °C tar-
tomanyba allitjuk be.

Rendkiviil sok olyan &sszetételd folyadékfazis létezik,
amelyben a talalmany szerint a liposzéma hdélyagocskék létre-
hozhatdk. A tiszta viz mellett a hig elektrolitok példaul asva-
nyi sék oldatai vagy a nemionos anyagok, példaul glikol vagy
poliol stabilizatorok alkalmazhatdk. példaként emlitjiik a kovet-
kezS nemionos stabilizdtorokat: cukrok, példaul szachardz, gli-
k6z, laktdéz és maltdz, poliolok, példaul glikolok, glicerin,
szorbit, mannit, polietilénglikol, dextran és xantan.

Az az iddtartam, amely ahhoz sziikséges, hogy a lipidek
kiv&lé kapszulazé tulajdonsdgokkal bird liposzéma hdélyagocs-
kskka hidratalédjanak és kondiciondlédjanak, néhéany perc és
néhany éra kdzdétt valtozhat a kivant hémérsékleten, de
dltalsban eldnyds a 30 - 60 percnél nem hosszabb melegitési
ids.

Természetesen a taldlmény szerinti eljaras korébe
tartoznak olyan, a lipidek és a vizes hordozdanyag kezdeti

érintkezésbe hozasara szolgdldé feltételek, amelyek eltérnek a
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komponensek egyszeru egymassal vald elegyitésétdl. Példaul,
amint azt az eldbb emlitettiik, a liposzdémak eldallitaséanak mas
atjai is alkalmazhatdk, példaul eldszor képezhetd egy feliileten
egy lipid film (példéul egy gdémblombikon vagy {iveggy8ngydkén
vagy egy kdteg drdtszerl anyag hézagtérfogatanak feliiletén),
majd a vizes fazis érintkezésbe hozhaté vagy cirkuldltathatd az
eldbbi lipid filmmel addig, mig az utébbi hidratalasa
hatékonyan bekévetkezik. Kivant esetben a hidratdlas ultrahang-
gal is segithetd. Megfigyeltiik azonban, hogy a taldlmany sze-
rinti legegyszertbb eljaras vezet a legnagyobb befogd kapaci-
tasi liposzdémdk létrejottéhez.

A talalmany szerint nyert liposzdma hélyagocskdk altala-
ban mintegy 80 nm és mintegy 5 um k&z6tti méretfiek, ha terédpias
vagy diagnosztikai alkalmazasra injektalassal kivanjuk hasz-
nalni, a 300 - 2000 nm méret kdzelében 1évdk az eldnydsek. Ezek
a liposzémak &ltaladban MLV tipuslak, de mas tipusd liposzémak
is készithetdk a miiveleti paraméterek megvalasztdsatél fliggden.
A liposzémak méret szerinti megoszldsa &ltaldban igen tag, de |
ha sziikeb méreteloszlast kivanunk, kalibraciés eljarasok, pél-
daul mikroporézus membranon vald extruddlas vagy nyomas alatti
szlirés sikeresen alkalmazhaté. Ebben az dsszefiiggésben megje-
gyezziik, hogy az ilires liposzdmak kalibrdldsa eldnyds a tdltott
liposzémakéval szemben, mivel a liposzémakban még nincs be-
fogott anyag, nem tdrténhet az extruddlas soran hasadas rajtuk.
Az {ires liposzémak extruddlasa kdnnyd, mivel belsd viszkozi-
tasuk alacsony. Ezért az extrudalast eldnydsen a T¢ alatti ho-
mérsékleten, példaul szobahdmérsékleten vagy az alatt végezzik,

ez az ezt kovetd transzmembran toltési lépésben optimélis
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befogasi hozamot (nagy befogott térfogatot) eredményez.
Tovabba, a taladlmdny szerint az lires liposzémdk tipusa, mérete
és koncentracidja az inkubdlas eldtt a sziikségletekhez alkal-
mazhatd, a befogott anyagban ebben a miiveletben nincs veszte-
ség.

A talalmany szerinti liposzomak alapvetd eldnye azonban
abban all, hogy meglepden nagy tdltési lehetdséggel birnak a
kapszuldzand6é idegen anyagok irdnt. Ez a tdltés kdnnyen végre-
hajthaté a kapszuldzandé anyagnak egyszerfien abba a folyadékba
vald bevitelével, amelyben a liposzémat készitettiik, vagy mas
folyadék hordozéba vald bevitelével, amelyben ezt kovetden az
ires liposzodmékat szuszpenddljuk, ez a folyadék szolgdl hordo-
z6ul a kapszuldzanddé anyaggal valdé inkubalasnal. A kapszul&zandd
anyagot vagy tisztan, vagy oldata formajaban alkalmazzuk. Ezt
kovetden a rendszert egy iddtartamon at a lipid Tc atmeneti hs-
mérsékleténél magasabb hdmérsékleten inkubaljuk. Ha a kapszula-
zanddé anyagot tisztan hasznaljuk, ez elbszdr a hordozdéanyagként
szolgaldé folyadékban oldédik, és abbbl a membranon vald permed-
ciéval at hatol be a liposzéma magba. Hasonld eljaras kovetkezik
be, ha idegen anyagot oldatként adunk be, itt az inkub&lé hordo-
z6 folyadék eldszér higul a bevitt oldattal, és az oldott anyag
fog behatolni a liposzémaba az el6z8ekben emlitett médon. Kild-
ndésen jelentds annak megemlitése - a technika &llasaval szemben
-, hogy a talalmany szerinti hélyagocska transzmembran téltési
mechanizmusa kielégitden megtdrténik akkor is, ha az inkubadlasra
alkalmazott hordozé folyadékban ionok vannak jelen, ezek az
ionok lehetnek az inkubadcidés hordozdanyag sajat osszetevdi (puf-

ferek vagy séoldat), vagy a kapszulazas szempontjabol sz6bajovd
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anyagok. Ogy tfinik, hogy ha a liposzdéma hélyagocskakban eldszor
befogott viz tiszta vagy alacsony koncentraciéban tartalmazza az
anyagokat, a technika 4114s4bdl korabban ismert permeédcid gatlas
lekiizdhetd. Ami a talalményban kiildndsen meglepd, az az, hogy ha
az inkubalas sordn egy ionos anyag égy része mar behatolt, ez
nem gatolja a folyékony hordozbanyagban még megmaradt rész
behatoléasat.

Az inkubalas idétartama valtozd a lipidbe vald permeécid
sebességének fliggvényében, amely a kapszuldzanddé anyagra jel-
lemz8; a hordozd fézisban 1évd liposzémék koncentrdciéjatdl és
természetétdl fiiggden; valamint befolydsolja az inkubalds ho-
mérséklete is. Az inkubalasi idd végpontjat altalaban meghata-
rozé tényezd az az 4llapot, amikor a kapszulazott anyag kon-
centraciéja azonos a liposzémén beliil és kiviil. Ekkor, mivel az
egyensily beallt, az inkubalas folytatasdnak nincs tovébbi cél-
ja. Természetesen a magasabb hdmérsékletek esetén az egyensily
hamarabb bedll, azonban a tGl magas hdmérsékletek karosak le-
hetnek a liposzdémdk jellemzdire, nevezetesen a fajlagos kap-
szulazasi kapacitasra, azaz a magtérfogat aranyara a lipid to&-
megéhez, ennek folytan az inkubalds hdmérséklete mintegy a Tc¢
homérséklet és 150 - 200 °C kdzétti, az eldnyds tartomény 40 -
130 °C. Ebben az Osszefiiggésben megjegyezziik, hogy ha az inku-
bacié hémérséklete a megadott tartomany magasab részébe esik,
példaul 100 - 150 °C, az inkubilassal egyiddben a liposzdémak
lényegében sterilezddnek is. Mas megoldas szerint a sterilezés
6s az inkubalas egymastdl filiggetleniil és egymast kovetden is
végrehajthaték. Azok a melegitési médszerek, amelyekkel a lipo-

szémakat és a kapszuldzandd termékeket az inkubalas hémérsék-
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letére melegitjiik, a szakteriileten szokasosak, természetesen
magukban foglaljdk a mikrohullamd melegitési médokat is. Meg
kell azonban jegyezniink, hogy a lipideknek a liposzéma képzés-
hez alkalmazott kezdeti hidrat&alas&ndl és kondiciondlésanél
alkalmazott hdmérséklet nem cserélendd Sssze az inkubdl&s ho-
mérsékletével, bar bizonyos megvaldsitdsi médoknal a két homér-
séklet azonos lehet. Valéjaban a hidratdlési hémérséklettarto-
mény joéval szlkebb, mint az inkubalasi hémérséklettartomany.
Ha a hidratalast és kondiciondldst egy adott tartomdnyon kiviil
végeznénk, példaul mintegy 80 °C hdmérsékleten olyan lipidekkel
vagy lipid-keverékekkel, amelyeknek Tc értéke 45 - 55 °C, rosz-
szabb mindségl liposzémdkat nyernénk, azaz a liposzdmak befogb-
kapacitdsa cstkkenne, és a befogott térfogat a tomegaranyhoz
képest alacsonyabb lenne.

Megjegyezziik, hogy a taldlmany egy tovabbi eldnye az,
hogy az inkubalashoz haszndlt vizes hordozodanyagban 1évd lipid-
koncentraciénak nincs jelentds hatdsa a liposzémak befogdsi
kapacitasdra és a vizes hordozdanyagba adagolt idegen anyagok
iranti hatékonységara. Mivel a liposzémédknak a vizes hordozo-
anyagban vald tdményitésével, azaz a lipidnek a hordozdhoz
viszonyitott t&megardnydnak ndvelésével kedvez8en befolyasolhatd
a befogasi hozam, csdkkenthetd a be nem fogott, visszanyerendd,
Gjra felhaszn&landdé maradék anyag mennyisége. Ez illusztralhatd
azzal, hogy az idegen anyag liposzéma magban 1évS végsS koncent-
raciéja csak az adott anyagnak az inkubald hordozé folyadékban
vald kezdeti koncentracidjatdl fiigg, nem a kapszuldzasra alkal-
mazott idegen anyag teljes tdmegétdl. A fentiek kdvetkeztében a

felhasznalt Sssz-mennyiség egy adott koncentrédcié esetén
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csdkkenthetd az inkubalasra alkalmazott folyadék menny iségének
csdkkentésével, illetve forditva, a lipidek hordozdé fazisban
vald koncentraciéjanak ndvelésével megndvekedett befogdsi hozam
érhetd el.

A talalmany szerint a liposzdmakba befogandd anyag barmely
elképzelhetd terdpids vagy diagnosztikai szempontbdl aktiv
anyag lehet. Ezek kozott emlithetjiik példaul az olyan hatd-
anyagokat, mint az analgetikumok, narkotikumok, antibiotiumok,
szulfamidok, szteroidok, Rtg-sugar kontrasztanyagok, NMR
kontrasztanyagok és olyan vegyililetek, mint példaul az N,N'-
—bisz[z—hidroxi-l—(hidroxi-metil)—etil]—s—[(2-hidroxi-1-oxo-
-propil)-amino]-2,4,6—trij6d—1,3-benzoldikarboxamid
(jopamidol) ; metrizamid; diatrizoinsav; natrium-diatrizoat;
meglumin-diatrizoat; acetrizoinsav és oldhaté sbéi;
diprotrizoinsav; jédamid; natrium-jodipamid; meglumin-
-dijopamid; joéd-hippursav és oldhaté s6i; joéd-metaminsav; joéd-
piracetiodo-z—piridon—N—ecetsav; 3,5-dijéd-4-piridon-N-ecetsav
(jodopirécet) és dietil-amménium-séja; jotalminsav;
metrizoinsav és séi; ipanoin-, iocetamin- és iofenoxinsav és
s6ik; natrium-tiropanoat; natrium-opidat és m&s hasonld 7joédo-
zott vegyliletek.

A kdvetkezdkben a talalményt példakban mutatjuk be.

1. Példa

30 g foszfolipid [(9/1 mélardnyl hidrogénezett széja-
lecitin (Phospholipon 100H a NATTERMANN-PHOSPHOLIPID GmbH,
Kd1ln, Németorszag) és dipalmotoil-foszfatidinsav-dinétrium—sé
(DPPA)] és nyomnyi mennyiségQl l4c jelzett tripalmitin (Amersham)

250 ml kloroformban késziilt oldatat 10 literes reagdltatd
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lombikba vissziik. A kloroform vékuumban végzett leparléasa utén
a visszamaradd anyaghoz 6 liter desztillalt vizet adunk 55-60
oc h&mérsékleten (az alkalmazott hidratdlt lipidek dtmeneti ho-
mérséklete differenciil scanning kalorimetrids médszerrel meg-
hatarozva 54 °C), és a szildrd lipideket hagyjuk hidratalédni,
és a folyadékban homogénan eloszlani, mik&zben iddnként enyhén
Ssszerazzuk, ezaltal az MLV tipusi liposzdéméak képzddnek magas
hozammal. Mintegy 1 6ra utédn az 5 mg/ml lipidet tartalmazé
liposzéma szuszpenziét 60 °C hdmérsékleten 2 um-es polikarbonat
membranon (Nucleopore) extruddljuk, és szobahdmérsékleten vald
lehfités utan mikrosz(réssel, 0,22 um-es mikroszdrSt (Millipore)
alkalmazva 30 mg/ml koncentréaciéra slritjik.

A koncentralt liposzéma oldathoz 1 liter vizes oldatot
adunk, amely 1040 g (S)-N,N'-bisz[z—hidroxi—l—(hidroxi-metil)-
-etil]—2,4,6—trij6d—5—laktamido-izoftélamidot tartalmaz
(jopamidol, egy Rtg-sugdr kontrasztanyag, amelyet a BRACCO
INDUSTRIA CHIMICA, Milané gyart], azaz 520 g/l kovalens jodot
alkalmazunk 60 °C hdmérsékleten. A kapott 2 liter elegy jod-
koncentracidéja 260 g/l, az elegyet mintegy 30 percig 60 °C ho-
mérsékleten inkubaljuk, ez idd alatt a liposzdéma magban és azon
kiviil a jédkoncentracidé kiegyenlitddik. A kapott készitményt 30
g lipid/1 koncentréacidra toményitjliik (A prepardtum).

Az A preparatumot elemezzik lipidtartalma és a kapszula-
zott jédtartalom szempontjabdédl. Ezt Ggy végezziik, hogy 1 ml
alikvot részt dializalunk séoldattal szemben (0,9 %¥-os vizes
NaCl), mig a liposzéma hdlyagocskakon kivili minden jopamidot
eltavolitunk (mintegy 24 6éra a dializis kdzeg négyszeri cseré-

jével). A mintat ezutdn 50 °C hdmérsékleten térfogatanak 1/10-
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&t kitevs 10 %-os vizes natrium-dodecil-szulfat-oldattal
kezeljiik, és a felszabadult jopamidolt spektrofotometridsan 260
nm-nél mérjiik. A lipidek megfeleld mennyiségét szcintillaciés
szamlaléval vald méréssel hatdrozzuk meg, a tripalmitin nyom-
anyag maradék radioaktivitésa alapjan. Az el&z8ekben ismer-
tetett elemzés eredményei szerint a jo6d/lipid arany (J/L)
formdjaban mért kapszulédzdé kapacitas kdvetkezetesen 3 - 5 mg
(vagy tébb) befogott jéd/mg lipid, ami azt jelenti, hogy a
liposzéma hélyagocskdk altal atlagosan befogott belsd térfogat
(260 mg/ml jédkoncentréacid alapjan szamitva) mintegy 12-19
pl/mg lipid (vagy tobb).

Az e példa szerint eldallitott, kontrasztanyaggal toéltott
liposzéma A prepardtum egy részét 0,22 um-es membran
(Millipore) alkalmazédsaval 0,9 mmdl/1 NajCa EDTA-t tartalmazd
pufferolt sbdoldattal (0,9 % NaCl, 10 mmoél trisz.HCl, pH = 7,2)
szemben diafiltraljuk. A kapott prepardtum (B preparatum),
valamint az A preparatum k&zvetleniil hasznalhaté a kisérleti
sd1latok véraramaba vald injektdléssal, mindkettd igen kedvezd
eredménnyel biztositja a véredényekben és szervekben (példaul
maj és lép) a Rtg-sugar kontrasztanyagként valdé hatast.

Ha az eldbbi példaban jopamidol helyett iomeprolt [N,N'-
—bisz(2,3-dihidroxi-propil)-2,4,6—trij6d-5-glikolamid-izoftél-
imid] alkalmazunk, amely egy masik jédozott kontrasztanyag, a
BRACCO INDUSTRIA CHIMICA (Miland) terméke, hasonld befogési
eredményeket tapasztalunk. Ha az el&z8 példaban az iopamidolt
B17500-val helyettesitjiik, amely a BRACCO kisérleti nemionos
dimerje, 6 feletti J/L értékeket, esetenként 7 feletti J/L

értékeket nyeriink. Hasonldé eredményeket tapasztaltunk iotrolan,
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egy nemionos dimer alkalmazasaval (a SCHERING AG terméke).

2. Példa

REV liposzémdkat &llitunk eld Szoka és munkatarsai [Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 75, 4194 (1978)) eljarasaval. Az eljéaras
réviden a kovetkezd: 912,2 mg hidrogénezett szdjalecitint
(Phospholipon 90H, a NATTERMANN PHOSPHOLIPID GmbH terméke) és
92,9 mg DPPA-t 80 ml 1:1 aranyd kloroform:izopropil-éter
elegyben oldunk. Az oldathoz 30 ml desztillalt vizet adunk, és
az elegyet 5 x 1 perces ultrahangos kezeléssel emulgedljuk,
Branson ultrahang berendezést alkalmazunk, mikdzben az elegy
homérsékletét 45 °C hdmérsékleten tartjuk. Ezutén az emulzidt
45 °C h&mérsékleten, vakuumban, rotaciés bepdrldn beparoljuk. A
maradék oldészer teljes eltdvolitadsa utan kevés desztillalt
vizet adunk a visszamaraddé anyaghoz, igy a REV liposzdémdk 33 ng
lipid/ml-es szuszpenziéjat nyerjilik, a liposzdmak atlagos mérete
0,4 pm. 1,4 g iopamidolt 2 ml fenti szuszpenzibéban oldunk, és
az oldatot 1 6ran At 80 °C hdmérsékleten inkub&ljuk. A kapott
J/L érték 2,1 és 2,3 kozodtti (az 1. példaban leirt mdédon
mérve) .

Alacsonyabb befogdst hozamokat ériink el, ha 6sszehasonli-
tas kedvéért iopamidol oldatot (30 ml, 260 mg jo6d/ml) alkal-
mazunk tiszta viz helyett a lipid szerves oldészerben késziilt
oldataval valdé kezdeti emulgedléasban.

Ezeket a vizsgalatokat megismételtiik olyan REV liposzo-
makkal, amelyeket dipalmitoil-foszfatidil-kolin (DPPC) és
dipalmitoil-foszfatidil-glicerin (DPPG) 9:1 mélaranyi elegyé-
vel, és vizes fazisként desztillalt vizzel allitottunk eld, és

az inkubalast natrium-diatrizoattal (215 vagy 21,5 mg jéd/ml)
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végeztiik 60 °C homérsékleten 20 percig. Az Osszehasonlités
kedvéért REV liposzémékat készitettiink ugyanezekkel a foszfo-
lipidekkel, kezdeti vizes fazisként ndtrium-diatrizoat oldatok
(215 és 21,5 mg j6d/ml) alkalmazésadval desztilldlt viz helyett.
B4r a két kiil®nbdzd megolddsnal azonos nagysagrendd befogasi
hozamot nyertiink, azaz a J/L értékek mintegy 1, illetve 0,2 a
215, illetve 21,5 mg jéd/ml mellett, az az eljaras, amelyet
iires liposzoémdkkal kezdtiink, jobb eredményeket adott.

3. Példa

SUV tipusd liposzdémdkat allitunk eld 60 °C hdmérsékleten
15 percen at végzett ultrahangos kezeléssel Branson ultrahangos
berendezés segitségével, desztillalt vizben az 1. példaban
leirt médon MLV liposzémakat készitiink. A 10 percig 10 000 g
mellett végzett centrifugdlds utén nyert feliilGszét jopamidol-
lal (260 mg jéd/ml végkoncentracid), 60 °C hdmérsékleten 20
percig inkubaljuk. 0,16 - 0,17 mg jéd/mg lipid J/L értéket
nyeriink (az 1. példa szerint mérve), ami 0,6 pl/mg lipid befo-
gott térfogatnak felel meg.

4. Példa

MLV liposzdémadkat készitilink desztillalt vizben az 1.
példadban leirt médon. A liposzdéma szuszpenzidt Mayer és munka-
tarsai [Biochim. Biophys. Acta 817, 193 (1985)] eljarasaval
négyszer ismételten fagyasztjuk -75 °C hdmérsékleten, majd
kiolvasztjuk 40 °C hémérsékleten. Ebbdl a kezelt liposzdma
szuszpenzidébdl egy részt extrudalunk (2 pm), és mind az
extrudalt, mind a nem-extruddlt liposzdéma szuszpenzidkat 60 °C
hdmérsékleten 30 percig jopamidol oldattal (260 mg jéd/ml) in-

kubaljuk. Az extruddlt liposzémékkal J/L = 5 értéket értiink el,
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mig a nem extruddlt liposzoémakkal nyert J/L érték 6,3. Ha a
fenti eljaras egy varidcidja szerint az extrudalast a lipidek
dtmeneti hdémérséklete alatt végezziik (példdul szobahdmérséklet
és 50 °C kozdtt), jobb befogasi hozamot ériink el (J/L = 8 vagy
tobb) .

5. Példa

A hdmérséklet hatésa.

MLV liposzoémakat készitlink desztillalt vizben az 1.
példaban leirt médon, kiilénbdzd hémérsékleteken, azaz 55, 60,
65, 70 és 80 °C h&mérsékleten. A liposzdédmékat jopamidollal (260
mg jéd/ml végsd koncentrdcid) 60 °C hdmérsékleten 30 percig in-

kubaljuk. Az alabbi t&blazatban k&zdlt J/L értékeket nyerjiik:

Liposz6éma képzodés J/L
hémérséklete (°C) mg jéd/mg lipid
55 4,2
60 4,9
65 4,5
70 3,8
80 3,1

Lathatdé, hogy a liposzdma képzddés optimdlis hdmérséklete
60 °C, azaz 6 °C hdmérséklettel az alkalmazott lipid-elegy
dtmeneti hémérséklete f616tt (Phospholipon 100H é&s DPPA 9:1
mélaranyban) .

Az inkubécidés hémérséklet hatésat a kdvetkezd mddon
hatirozzuk meg: MLV liposzdémdkat készitlink desztillalt vizben
60 °C hdmérsékleten az 1. példadban leirt médon. Ennek: alikvot

részeit kiilénbdz8d hémérsékleten jopamidol oldattal (260 mg
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j6d/ml végsd koncentracid) inkubaljuk. Ezt kdvetden az alébbi

tablazatban szerepld J/L értékeket nyerjik:

Az inkubalas J/L
homérséklete (°C) mg jéd/mg lipid
40 3,0
50 3,4
55 4,7
60 4,9
65 4,1
80 3,9

Az inkubalas optimAdlis hdmérséklete 55-60 °C, azaz 1 - 6
°Cc h&mérséklettel az alkalmazott lipid-keverék &tmeneti hdmér-
séklete folotti érték.

6. Példa

MLV liposzémékat készitiink desztillalt vizben 60 °C homér-
sékleten az 1. példaban leirt médon, kiilénb6zd lipid-koncentra-
ciék alkalmaz&saval, majd a liposzémikat 30 percig 60 °C homér-
sékleten jopamidol-oldattal (260 mg jéd/ml) inkubaljuk az 1.
példaban leirt médon. A minta alikvot részeit kiilénbdzd, az
alabbi tablazatban megjeldlt iddtartamokon at tartjuk 130 °C
hdmérsékleten, majd gyorsan szobah&mérsékletre hdtjik. igy az

alabbi J/L értékeket mérjiik:
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Az inkubalas J/L
tartama 130 °C-on (perc) mg jéd/mg lipid
1 3,9
2 - 3,8
4 3,8
6 3,7
8 3,8

10 3,6

Az a kdvetkeveztetés vonhatd le, hogy a taldlmany szerinti
liposzémak nem valtoznak tdltési kapacitdsuk tekintetében, ha
sterilezési hdmérsékleteknek tessziik ki dket.

7. Példa

A lipidkoncentracidé hatéasa

MLV liposzémdkat készitlink 60 °C hdmérsékleten desztillalt
vizben, az 1. példaban leirt mdédon kiilénbdzd lipidkoncentracidk
alkalmazisaval. Ezutadn a liposzdémakat jopamidol oldattal (260
mg jéd/ml) inkubdljuk az 1. példdban leirt mdédon. Az alédbbi

tablazatban kéz6lt J/L értékeket nyerjiik:

Lipidkoncentracié J/L
képzddéskor (mg/ml) mg jéd/mg lipid
2,5 3,8
5,0 3,6
10,0 33,5
25,0 2,3

50,0 1,9
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A legjobb eredményeket a 2,5-10 mg/ml lipidkoncent-
raciénal nyerjik.

MLV liposzdémdkat készitlink desztill&lt vizben, 60 °C hd-
mérsékleten, 5 mg/ml lipidkoncentracidé mellett. A liposzdmikat
bekoncentrdljuk (5 és 35 mg lipid/ml k&zotti értékre), majd
jopamidol oldattal (260 mg jéd/ml) inkubdljuk az 1. példaban
leirt médon. A kdvetkezd tablazatban szerepld J/L értékeket

nyerjik ki:

Lipidkoncentracié J/L
az inkubalas alatt (mg/ml) mg jéd/mg lipid
5 3,6
9 3,8
14 3,9
18 4,0
25 3,7
35 3,7

Lathatéan a lipidkoncentraciénak a jopamidollal valé in-
kubdalas soradn nincs hat&sa a befogd kapacitasra.

8. Példa

MLV liposzdbémakat készitilink desztillalt vizben, 2 um-es
membranon extruddljuk, majd 35 mg lipid/ml értékre koncentral-
juk az 1. példaban leirt médon. A koncentralt liposzdéma szusz-
penzidé 1 ml-es alikvot részeit (de az A prepardtum esetén 3 ml-
-t) az aléabbi oldatok 1 ml-es alikvot részeihez adjuk:
A preparatum: Gd-DTPA (117 mmél/1l), amely nyomnyi mennyiségid
153Gd-mal jelzett.

B preparatum: 4 %-os vizes lidokain HC1l oldat natrium-hidroxid-
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dal pH = 7,2-re allitva.

C preparatum: natrium-diatrizodt oldat (215 m jéd/ml).

D preparatum: 10 mg/ml-es, desztilldlt vizes ciszplatin-oldat.
E preparatum: 20 mg/ml-es, pH=7,5-re &llitott inzulin-oldat.

Az inkubalast az A, B és C preparatumok esetén 80 °C, a D
és E preparatumok esetén 60 °C hdmérsékleten végezziik 30 percig.
A befogott vegyiileteket dializist koévetden radioaktiv szamlalas-
sal (A prepardtum), nagynyomdsG folyadékkromatografias eljaras-
sal (B preparatum), spektrofotometrids eljaréassal (C prepara-
tum), illetve atomabszorpcids eljarédssal (D preparatum) hataroz-
zuk meg. Az E preparatum esetén a be nem fogott inzulint oszlop-
kromatografids eljarassal tavolitjuk el DEAE-A-50 Sephadex osz-
lopon, és a befogott anyag mennyiségét fehérje elemzéssel (Lowry
eljarasival) hatdrozzuk meg. Az alabbi tdltés, illetve befogott
térfogat értékeket nyertik:

Minta Toltés Befogott térfogat
A preparitum: 0,25 - 0,35 umél Gd/mg lipid 8,5 - 12 ul/mg
lipid

B preparatum: 0,35 umél lidokain/mg lipid 5 ul/ml lipid

C preparatum: 0,8 mg jéd/mg lipid 3,5 ul/mg lipid
D prepardtum: 5,9 pg ciszplatin/mg lipid 1 pl/mg lipid
E preparatum: 0,18 mg inzulin/mg lipid 18 ul/mg lipid

Minden vizsgdlt terméknél magas befogott térfogatokat
észleltiink. Az A prepardtum elkészitését megismételtiik a Gd-
DTPA-t GAd-BOPTA meglumin séval helyettesitve, amely utébbi egy
j MRI kontrasztanyag, amely a BRACCO fejlesztés alatt 4116

terméke (kédja: B-19030; képlete: 3-fenil-metoxi-2-N[2'-N'-{2"-
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-N"-bisz-(karboxi-metil)-amino-etil}-N'-(karboxi-metil)~amino-
-etil]-N-(karboxi-metil)-amino-propionsav), és ezzel hasonld
eredményeket nyertiink.

9. Pélaa

A lipid Ssszetételének hatéasa

Kiildnbdz8 foszfolipid elegyeket vizsgdltunk sorozatban, a
vizsgalatot az 1. példaban leirt médon végezve. Az alabbi tab-

lazatban szerepld J/L értékeket nyertiik:

Lipid kompozicié (mdélarany) J/L
Phospholipon 100H/DPPA.Naj; (9,9/0,1) 3,0
Phospholipon 100H/DPPA.Naj; (9,5/0,5) 3,7
Phospholipon 100H/DPPA.Naj; (9,25/0,75) 4,2
Phospholipon 100H/DPPA.Naj (9/1) 4,9
Phospholipon 100H/DPPG (9/1) 4,8
Phospholipon 100H/koleszterin/DPPA.Nap (4,5/4,5/1)2@ 1,3

Phospholipon 100H/koleszterin/DPPA.Naj (6,75/2,23/1)b 2,2

Phospholipon 100H 1,4
Phospholipon 100H/sztearil-amin (9/1) 1,7
DPPC/DPPA.Na, (9/1)€ 4,0
DPPC/DMPC/DPPA.Nay (4,5/4,5/1)d 3,6
Phospholipon 100H/DCP.Na (9/1) 3,0

Phospholipon 90H/DSPA.Najz (9/1)

Az alkalmazott réviditések jelentése:

DPPG: dipalmitoil-foszfatidil-glicerin-natriumsé
DPPC: dipalmitoil-foszfatidil-kolin

DMPC: dimirisztoil-foszfatidil-kolin

DCP.Na: dicetil-foszfat-natriumsé

A liposzémakat az aldbbi hémérsékleteken allitottuk eld:
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a: 40 °C-on
b: 50 °C-on
c: 50 °C-on (azaz 6 °C hémérséklettel a foszfolipid elegy

atmeneti hdmérséklete f6lott).

da: 40 °C-on (azaz 4 °C értékkel az elegy atmeneti hdmérséklete
£5186tt) .
10. Példa

MLV liposzémakat készitlink desztillalt vizben, az 1.
példaban leirt médon. Extrudalas és besfirités utan a
liposzémakat kiildnbdz8 jopamidol koncentracidkkal inkub&dljuk,
NaCl tavollétében (A sorozat) vagy jelenlétében (B sorozat). A C
sorozat esetén az MLV liposzdémikat kozvetlenlil a jopamidol
oldatban készitettiik kiilonbdz8 koncentrdcidéji NaCl jelenlété-
ben. A kapott J/L értékeket az aldbbi tablazatban ismertetjiik:

Jopamidol konc. NacCl J/L befogott térfogat

(mg Jp/ml) (mmél/1)  (mg J/mg lipid) (41/mg)

A sorozat

100 0 1,7 17
200 0 2,8 14
260 0 3,5 14
300 0 4,0 13
370 0 4,4 12

B sorozat
215 56 2,1 10

215 565 0,7 3
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Jopamidol konc. NacCl J/L befogott térfogat

(mg J2/ml) (nmd1/1) (mg Jy/mg lipid) (k1/mg)

C sorozat
215 56 1,8 8

215 565 0,15 0,7

A tablazatbdl 1lathatd, hogy a jopamidol koncentracid
ndvelése novelte a toéltést, anélkiil, hogy a befogott térfogatra
nagyobb hatast gyakorolt volna (A sorozat). A s&é jelenléte
csdkkenti a toltést is, és a befogott térfogatot is (B sorozat).
Azonban minden esetben magasabb tdltetet értiink el a talalmény
szerinti eljaras alkalmaz&saval a klasszikus MLV eljarashoz
viszonyitva (C sorozat).

11. Példa

MLV liposzémakat készitiink kiildénbdzd vizes oldatokban
(desztillalt viz helyett) 60 °C homérsékleten, ezutan
extrudalast és koncentralast végziink, majd a liposzémakat 30
percig 60 °C hdmérsékleten jopamidol oldattal (260 mg jéd/ml)

inkub&ljuk (lasd az 1. példaban). A kdvetkezd J/L értékeket

nyertiik:

Az MLV liposzdmdk létrehoza- J/L

sahoz alkalmazott kdézeq (mg Jp/mg lipid)
Desztillalt viz (referenciaként) 4,2 - 4,4

10 mmél/l Trisz/HCl1l pH 7,2, 0,9 mmdél/1l EDTA 2,9 - 3,1
6 mmdl/1 NacCl 3,0 - 3,3
56 mm61/1 NacCl : 2,2 - 2,4

560 mmdl/1 NaCl 0,7 - 0,8



- 32 -

Az MLV liposz6mdk létrehoza-

sidhoz alkalmazott kdzeg

J/L

(mg Jp/mg lipid)

146 mmdl/1 trehaldz
274 mmél/1 mannit
iomeprol oldat (260 mg jdd/ml)

(jopamidolként szamitva)

2,1 - 2,3
1,5 - 1,8

0,7

Amint az a fenti vizsgalatbél lathaté, a jopamidol befo-

g&saban minden olyan esetben csékkenés lathatd, amelyben a

hélyagocskdk mir oldott anyagot tartalmazd kdzegben késziiltek.

Az ionos anyagok, példaul a natrium-klorid 0,1 ionerdsség

£618tti vagy a nem-elektrolitok 200 mOsm/kg f&16tti é&rtékben

valdé hasznalata kiiléndsen karos.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras vizes hordozd folyadékban szuszpenddlt liposzéma
hélyagocskak kapszuldzandd anyaggal valdé tdéltésére, ahol a
liposzéma hélyagocskdk egy vizes folyadékfazissal toltott magbdl
és ezt koriilvevd eqy vagy tobb filmképzd komponensbdl, kéztik
lamellaris foszfolipidekbdl és adott esetben nem-foszfolipid
amfipatiis vegyliletekbdl 4116 membrénbdl &allnak, az eljaras
soran a kapszulazandé anyagot a hordozdé folyadékba bevissziik, és
abban homogénen eloszlatjuk, és olyan homérsékleten inkubaljuk,
amely a membran lipid Tc &tmeneti hdmérsékletét meghaladja, és
az inkubalast olyan iddtartamon &t végezzilk, amely alatt a kap-
szuldzandé anyag a hdlyagocska magjdba transzmembran permedciéd-
val behatol, azzal jellemezve, hogy a hdlyagocska belsd mag
fazisaban taldlhaté folyadékfazis ozmolalitasdt a tdltés eldtt
legfeljebb 200 mOsm/kg értéken tartjuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy
egy olyan liposzémaképzd lipid elegyet hozunk érintkezésbe egy
vizes fézisal, amelyben legaldbb az egyik komponens ionosan
t81tdtt, és a fenti liposzdémaképzd lipid elegyet és a vizes
fazist annyi ideig tartjuk érintkezésben, amely elegendd ahhoz,
hogy a 1lipid hidratédlt és lamellariz&lt legyen, azzal
jellemezve, hogy az érintkezésbe hozast egy olyan lépésben
hajtjuk végre, amelyben a lipid elegy tdmegének egy részét
apritott formaban visszlik be, é&s keveréssel vagy keverés nélkiil
legaldbb 20 rész fenti vizes fézisban eloszlatjuk, a folyadék-
fazis hdémérsékletét ezen miivelet sorédn olyan tartomdnyban

tartjuk, amely néhany °C értékkel meghaladja a lipid hidratéalt
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formdjanak fenti T atmeneti homérsékletét, a mivelet soran
olyan liposzéma hélyagocskak képzddnek, amelyek nagy aranyban
befogva tartalmazzdk a folyadék fazist, é&s fokozott transz-
membran t8ltési kapacitéssal birnak.

3. Az 1. igénypont szerinti eljar&as, azzal jellemezve, hogy
a liposzéma hdélyagocska magjat megtdltd vizes folyadék képezi a
liposzdéma szuszpenddlasira szolgdld vizes hordozd folyadékot is.

4. Az 1. igénypont szerinti elj&ras, azzal jellemezve, hogy
ionos vagy nemionos anyagot kapszulazunk.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve, hogy
az inkubaléast a liposzéma diszperziénak a T¢ érték és 150 °C ko-
286tti hémérsékletre vald melegitésével olyan id&tartamon at
végezziik, amely alatt a hordozé fézisban oldott anyag koncentra-
cidéja a liposzdéman kiviil és a liposzéma magjan beliil lényegében
kiegyensilyozottad valik.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a melegitést 100 °C félétt végezziik, annyi ideig, amely a
liposzémak sterilezését biztositja.

7. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a liposzémak belsd magjaba befogott térfogat ardnya a liposzéma
hélyagocska falait kitevd lipidek tdémegéhez legalabb 5 pl/mg.

8. A 2. igénypont szerinti eljarads, azzal jellemezve, hogy
a lipideket a hordoz6 fazisban keverés mellett oszlatjuk el,
az igy nyert liposzéma hdélyagocskdk atlagos mérete forditottan
ardnyos a keverés mértékével.

9. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
az a vizes oldat, amelyben a liposzdémikat létrehozzuk, tiszta

viz, midltal a képzddstt liposzdém&k csak vizet tartalmazd lires
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liposzomak.

10. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a liposzémik belsd magja &ltal befogott térfogatot ismételt
fagyasztasi és olvasztasi lépésekkel és/vagy dehidratalasi és
rehidratdlasi lépésekkel noveljik.

11. A 2. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve, hogy
a liposzéma diszperzidét kalibrédlt pordzus membréanon atvezetve a
holyagocskak méreteloszl&sat homogenizaljuk.

12. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy kapszulidzandd anyagként altaldban gydgyszereket és injek-
talhatd diagnosztikai reagenseket alkalmazunk.

13. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a kapszulazandé diagnosztikai reagens egy szerves joédozott
Rtg-sugar kontrasztanyag, amelyet a liposzdmaba az inkub&lés
soradn olyan mértékben visziink be, hogy a tdltés mg joéd/mg lipid

(J/L) értékben kifejezett hatékonysadga legalabb 3.

A meghatalmazott:
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