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(57) Sammendrag

Fremgangsmate for fremstilling
av virkestoffholdige vandige liposom-
suspensjoner fra en opple¢sning av en
liposomdannende substans eller sub-
stansblanding i en lavere alkohol med
heyst 3 karbonatomer og en vandig
fase,.hvor virkestoffet eller virke-
stoffblandingen oppl¢ses eller
oppslemmes i lipidopple¢sning og/eller
den vandige fase. Det karakteristiske
ved fremgangsmaten bestar i at den
vandige fase innfgres i den alkoho-
liske opple¢sning under blanding med
denne, den lavere alkohol fjernes ved
vakuumdestillasjon og liposom-
suspensjonen eventuelt frysete¢rres.
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Oppfinnelsen angdr en fremgangsmate for fremstilling
av virkestoffholdige vandige liposomsuspensjoner som ikke
inneholder base, fra en opplg¢sning av en liposomdannende sub-
stans eller substansblanding i en lavere alkohol med hgyst
3 karbonatomer og en vandig fase, hvor virkestoffet eller
virkestoffblandingen oppl¢ses eller oppslemmes i lipidopples-
ning og/eller den vandige fase, hvilken fremgangsmdte er sar-
preget ved at den vandige fase innfgres i den alkoholiske opp-
l¢sning under blanding, den lavere alkohol fjernes ved vakuum-
destillasjon og liposomsuspensjonen eventuelt frysetg¢rres.

Det er kjent liposomer i kuleformede eller elipsoide
lipidbl®rer som lukker seg, og som inneslutter en vandig fase.
Alt etter antallet av de tilstedevarende lipiddobbeltsjikt
skiller man mellom store og sma unilamellare liposomer (LUV og
SUV) av multilamell®re liposomer (MLV).

De forste liposomer ble fremstilt ved dispergering av
lipidfilmer i vandige faser. De derved oppnadde MLV-dispersjo-
ner kunne overfg¢gres til SUV ved bruk av egnede homogenise-
ringsprosesser, som f.eks. ultralydbehandling eller hgy-
trykkshomogenisering. MLV og SUV oppviser imidlertid bare sma
inneslutningsvolumer (volumer innesluttet vandig fase (liter
pr. mol lipid), slik at de ikke er egnet for effektiv inne-
slutting av hydrofile substanser.

LUV opriser derimot et tydelig ¢ket inneslut-
ningsvolum og dermed en h¢yere inneslutningskapasitet (% av
det innfg¢rte legemiddel).

De hittil vanligste fremgangsmater for fremstilling
av LUV kan sammenfattes under betegnelsen "opplegsningsmiddel-
fordampning".

Den formodentlig mest kjente og med hensyn til den
oppnadde inneslutting beste fremgangsmdte er REV-metoden (re-
versert-fase-fordampning) ifglge Papahadjopoulos (US patent-
skrift nr. 4.235.871). Ved denne blir lipidet, henholdsvis
lipidblandingen, f¢rst opplegst i et med vann ikke blandbart
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eter eller kloroform). Etter tilsetning til den legemiddel-
holdige vandige fase overfgres blandingen til en vann-i-olje-
emulsjon ved ultralydbehandling. Fra denne fjernes sa oppl¢s-

ningsmidlet i en rotasjonsinndamper, hvorved det f¢rst dannes

en gel, som ved ¢kning av vakuumet eller ved tilsetning av

vann omdannes til en liposomsuspensjon.

I motsetning hertil blir, i henhold til den av Deamer
og Bangham innf¢rte "eterinjeksjonsmetode" [Biochim. Biophys.
Acta, 443 (1976) 629-634], det likeledes i dietyleter opple¢ste
lipid injisert inn i en varm vandig oppl¢sning (50-60°C) under
et undertrykk. Liposomer som fas etter filtrering gjennom et
1,2 pm filter er heterogene og har en stegrrelse pa mellom 150
og 250 nm.

Det ved disse metoder benyttede oppl¢gsningsmiddel er
ugunstig av toksikologiske og sikkerhetsmessige arsaker.

Dersom man imidlertid ved en av "eterinjeksjons-
metodene" i henhold til de ovenfor omtalte fremgangsmater an-
vender etanol som oppl¢sningsmiddel, resulterer dette i sterkt
fortynnede SUV-dispersjoner, som oppkonsentreres ved ultrafil-
trering [Biochim. Biophys. Acta, 298 (1973) 1015-1019]. Den
midlere ste¢rrelse av de derved oppnddde liposomer er klart
mindre enn 50 nm, og MLV-andelen angis 4 vare pa 6%.

En utformning av denne fremgangsmate er beskrevet i
EP-A O 253 619. Ved denne fremgangsmdte blir f.eks. en etano-
lisk lipid- eller'legemiddeloppl¢sning som til sammen utgjor
10% av det totale preparat, injisert under trykk pa
1.000-3.000.000 hPa i en vandig fase som omrgres ved hjelp av
en homogenisator. Ved denne fremgangsmate, som er meget kost-
bar, fas ingen unilamellare liposomer. For fremstilling av
liposomsuspensjoner som inneholder hydrofile wvirkestoffer, er
denne fremgangsmate uegnet.

Nevnes skal ogsa en fremgangsmate for fremstilling av
liposomer ved bruk av vannoppl¢selige opple¢sningsmidler, som
vedrgrer fremstilling av en "monofase" (WO 85/00751). Denne
énfasede blanding fremstilles som regel fra 5 ml av det lipid-
holdige opplgsningsmiddel (f.eks. etanol) og 0,2 ml av den |
vandige komponent. Oppl¢sningsmidlet fjernes sa ved at det
innledes en inert gass under samtidig ultralydbehandling av

blandingen, hvorved det fas en film. Denne resuspenderes sd i
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en vandig fase. Derved fas de sdkalte MPV (monophasic vesicles
= énfaseblarer) som oppviser flere lipiddobbelsjikt. Til for-
skjell fra de klassiske MLV skal disse oppvise en forhgyet
stabilitet i buffer og ¢ket inneslutting.

' Til slutt skal ogsad nevnes den i EP-A O 349 429 be-
skrevne fremgangsmate véd hvilken en etanolisk lipidopple¢s-
ning, som eventuelt inneholder virkestoffet, innfe¢res under
svak omrgring i en vandig fase. Som egne fors¢k har vist, opp-
nds det ved denne tidligere kjente fremgangsmate en vesentlig
lavere inneslutningskapasitet enn ved fremgangsmaten ifglge
oppfinnelsen. Dessuten har fremgangsmaten ifglge oppfinnelsen
den fordel at man ogsd ved lipidkonsentrasjoner pa over 10%,
beregnet pd den etanoliske fase, kan oppna hgy inneslut-
ningskapasitet eller sagar en ytterligere ¢kning av inneslut-
ningskapasiteten.

Sammenlignet med denne tidligere kjente fremgangsmate
oppviser fremgangsmaten ifgplge oppfinnelsen den fordel at den
er teknisk gjennomf¢rbar pa enkel mate ogsd i steprre male-
stokk. Bruk av sterkt toksiske eller meget lett antennbare
opplgsningsmidler unngds. Nevnes skal ogsd den meget gode re-
produserbarhet av fremgangsmaten ifgplge oppfinnelsen med hen-
syn til den oppnadde inneslutting av virkestoff og liposom-
storrelsen og likeledes den meget h¢ye grad av virkestoff-
inneslutting i liposomene pd inntil mer enn 50% i liposomene
og den ved hjelp av fremgangsmaten ifplge oppfinnelsen opp-
nadde uvanlig hgye virkestoffkonsentrasjon i liposom-
suspensjonene (inntil 800 mg/ml). Dessuten er det verdt &
nevne at det ved hjelp av fremgangsmadten ifgplge oppfinnelsen
er lykkedes & fremstille liposomsuspensjoner som inneholder
bare et meget lavt restinnhold av opplgsningsmiddel og som
oppviser en god lagringsbestandighet. Fremgangsm&ten ifglge
oppfinnelsen lar seg ogsd utfe¢re uten problemer under asep-
tiske betingelser.

For utfeprelse av fremgangsmaten ifgplge oppfinnelsen
kan man benytte de samme liposomdannende substanser som ved de
tidligere kjente fremgangsmater.

Egnede liposomdannende substanser er de vanligvis
amfifatiske lipider eller lipidblandinger, som f.eks. fos-

folipider, sfingomyeliner eller eterfosfolipider. Disse lipi-
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der kan bzre rettkjedede eller forgrenede, mettede eller
umettede, like eller ulike asylsidekjeder. Egnede fosfolipider
er fosfatidylcholinene, fosfatidyletanolaminene, fosfatidyl-
serinene, fosfatidylinositene, fosfatidylglycerolene eller
fosfatidsyrene. Egnede eterfosfolipider er f.eks. plas-
malogenene (Dr. Otto-Albert Neumiiller: RO&mpps Chemie-Lexikon;
Franckische Verlagshandlung, Stuttgart (DE) 2665, 3159, 3920
og 4045).

For fremstilling av liposomene kan man ogsa benytte
blandinger av disse lipider og spesielt ogsd blandinger av
disse lipider med kolesterol, kolesterolhemisuccinat, a-toco-
ferol, a-tocoferolhemisuccinat og/eller ladningsbarere som
f.eks. stearylamin, stearinsyre, dietylfosfat, oljesyre, pal-
mitinsyre, gallesyre som f.eks. klorsyre, glykolsyre. Egnede
blandinger kan inneholde inntil 60 mol$% kolesterin og inntil
20 mol% ladningsbzrere. Som opplgsningsmiddel for disse fos-
folipider eller blandinger anvendes fortrinnsvis isopropanol
og etanol, spesielt etanol.

Generelt bgor fremgangsmaten ifgplge oppfinnelsen ogsa
vare gjennomfgrbar med andre vannopplgselige, laverekokende
opplg¢sningsmidler enn lavere alkoholer. Egnet er f.eks. tetra-
hydrofuran. Gjennomfgpringen av fremgangsmaten blir imidlertid
vesentlig mer kostbar enn ved fremgangsmaten ifgplge oppfinnel-
sen.

For utférelse av fremgangsmaten ifplge oppfinnelsen
benyttes fortrinnsvis alkoholiske opplg¢sninger som inneholder
fra 0,2 g til 30 g liposomdannende substans (substansblanding)
pr. 100 ml opplgsningsmiddel. Om ng¢dvendig tilberedes disse
opplgsninger under oppvarmning av komponentene.

Som allerede nevnt utf¢res fremgangsmaten ifplge opp-
finnelsen pd den mate at den vandige fase innfegres i den alko-
holiske oppl¢sning under blanding (f.eks. kraftig omre¢ring) og
ved at den lavere alkohol fjernes f.eks. ved vakuumdestilla-
sjon eller ved innledning av nitrogen.

Eventuelt blir den etter blandingen oppnadde disper-
sjon blandet i noen tid (10-180 minutter) ved en temperatur
fra 20 til 90°C, f¢r opplegsningsmidlet fraskilles helt eller
delvis.

Temperaturene som er velegnede ved fremgangsmaten
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ifplge oppfinnelsen, er avhengige av opplg¢seligheten av de
liposomdannende substanser og av deres faseovergangstemperatur
(tc), den termiske stabilitet av virkestoffet eller virke-
stoffblandingen og damptrykket av alkoholen som skal fraskil-
les. De ligger fortrinnsvis i omradet mellom 20°C og 90°C
(spesielt mellom 40°C og 70°C). Vanligvis vil det vare til-
strekkelig & arbeide ved et vakuum pa fra 10 h Pa til 100 h
Pa.

Den ved fremgangsmaten ifgplge oppfinnelsen anvendte
vandige fase kan om ¢nsket inneholde bufferstoffer og/eller
isotoniserende tilsetninger. Egnede tilsetninger er f.eks.
uorganiske eller organiske salter eller bufferstoffer, som
f.eks. natriumklorid, TRIS-buffer, fosfatbuffer, citratbuffer,
glysinbuffer, citrat-fosfat-buffer, maleatbuffer, osv., mono-
eller disakkarider, som f.eks. glukose, laktose, sakkarose
eller trehalose, sukkeralkoholer som mannit, sorbit, =xylit
eller glyserin eller vannopplg¢selige polymerer som dekstran
eller polyetylenglykol.

Da lipidene og ogsd enkelte av virkestoffene kan vare
oksidasjonsgmfintlige, kan den vandige fase tilsettes anti-
oksidasjonsmidler, som f.eks. natriumaskorbat, tocoferol eller
natriumhydrogensulfitt.

De vandige liposomsuspensjoner som fas ved frem-
gangsmaten ifgplge oppfinnelsen, benyttes fortrinnsvis for inn-
kapsling av vannobpl¢selige virkestoffer.

Slike vannopplegselige virkestoffer er f.eks. diagnos-
tika, som f.eks. r¢ntgenkontrastmidlene iotrolan, iopromid,
ioheksol, iosimid, metrizamid, salter av amidoeddiksyre,
iotroxinsyre, iopamidol, 5-hydroksyacetamido-2,4,6-trijod-
isoftalsyre-(2,3-dihydroksy-N-metylpropyl)-(2-hydroksyetyl)-
diamid (= ZK 119095) og 3-karbamoyl-5-[N-(2-hydroksyetyl)-a-
cetamido]-2,4,6-trijod-benzosyre-[(1RS,2SR)-2,3-dihydroksy-1-
hydroksymetylpropyl]-amid (= ZK 139129) eller NMR-kontrastmid-
ler, som f.eks. gadolinium-DTPA, gadolinium-DOTA og gadolin-
iumkomplekset av 10-[1l-hydroksymetyl-2,3-dihydroksypropyl]-
1,4,7-tris-(karboksymetyl)-1,4,7,10-tetraazacyklodecans].

Egnede terapeutiske virkestoffer er bl.a. an-
tibiotika, som f.eks. gentamycin eller kanamycin, cytostatika
som f.eks. doxorubicin-hydroklorid eller cyklofosfamid og
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virustatika, som f.eks. vidarabin, eller virkestoffer som mit-
oksantron-hydroklorid.

Disse vannopplg¢selige virkestoffer opplgses i den
vandige fase, f¢r fremgangsmaten ifglge oppfinnelsen utfgres.

Dessuten kan de vandige liposomsuspensjoner anvendes
for innkapsling av virkestoffer som er tungt oppl¢selige i
vann.

Slike virkestoffer er f.eks. plantebeskyttelsesmid-
ler, som f.eks. tungtopplgselige insekticider eller her-
bicider, og spesielt tungtopplgselige farmasgytiske virkestof-
fer.

I vann tungtoppl¢selige eller uopple¢selige far-
maspytiske virkestoffer som faller inn under de fglgende vir-
kestoffgrupper, egner seg f.eks. for fremstilling av vandige
suspensjoner ved fremgangsmdten ifgplge oppfinnelsen:

Gestagenvirksomme steroidhormoner som f.eks. 13-etyl-
17R-hydroksy-18,19-dinor-17a-pregn-4-en-20yl-3-on (= levonor-
gestrel), 13-etyl-17B-hydroksy-18,19-dinor-l17a-pregna-4,15-
dien-20yn-3-on (= gestoden) eller 13-etyl-17f~hydroksy-11l-me-
tylen-18, 19-dinor-17a-pregn-4-en-20yn.

Estrogen-virksomme steroidhormoner som f.eks. 3-hyd-
roksy-1,3,5-(10)-¢stratrien-17-on ( = ¢stron) eller 1,9-nor-
17a-pregna-1,3,5(10)-trien-20-yn-3,178-diol (etynyle¢stradiol).

Androgenvirksomme steroidhormoner som f.eks. 17B-hyd-
roksy-4-androsteﬁ—3—on (= testosteron) og dennes ester eller
17p-hydroksy-la-metyl-5a-androsten-3-on (= mesterolon).

Antiandrogenvirksomme steroidhormoner som f.eks. 17a-
acetoksy-6-klor-1B, 2B-dihydro-3 H-cyklopropa-[1,2]-pregna-
1,4,6-trien~3,20-dion (cypoteronacetat).

Kortikoider som f.eks. 118,17a,21-trihydroksy-4-preg-
nen-3,20-dion (= hydrokortison), 11B,17a,21-trihydroksy-1, 4-
pregnadien-3, 20-dion (= prednisolon), 11B8,17a-21-trihydroksy-
ba-metyl-1, 4-pregnatrien-3,20-dion (= metylprednisolon) og 6a-
fluor-118,21-dihydroksy-16a-metyl-1, 4-pregnadien-3,20-dion (=
difluorkortolon) og deres estere.

Ergoliner som f.eks. 3-(9,10-dihydro-6-metyl-8a-er-
golinyl)-1,1-dietylharnstoff (= ergolin), 3-(2-brom-9,10-di-
hydro-6-metyl-8a-ergolinyl)-1, 1-dietylharnstoff (= brom-
ergolin) eller 3-(6-metyl-8a-ergolinyl)-1,l-dietylharnstoff (=
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tergurid).

Antihypertonika som f.eks. 7a-acetyltio-l17a-hydroksy-
3-okso-4-pregnen-21-karboksylsyre-y-lakton (= spironolakton)
eller 7a-acetyltio-158, 16B-metylen-3-okso-17a-pregna-1,4-dien-
21,17-karbolakton (= mespirenon).

Antikoagulanter som f.eks. 5-[heksahydro-5-hydroksy-
4-[3-hydroksy-4-metyl-1-okten-6-ynyl)-2(1H)-pentalenyliden)]-
pentansyre (= iloprost).

Psykofarmaka som f.eks. 4-(3-cyklopentyloksy-4-metok-
sy-fenyl-2-pyrrolidon (= rolipram) og 7-klor-1,3-dihydro-1-
metyl-5-fenyl-2H-1,4-benzodiazepin-2-on (= diazepam).

Karotinoider som f.eks. a-karotin og B-karotin.

Fettopplgselige vitaminer som f.eks. vitaminene av
gruppen vitamin A, Vitamin D, vitamin E og vitamin K.

En annen gruppe er B-karbolinene beskrevet f.eks. i
europeiske patentse¢knader nr. 234.173 og 239.667. Som f-kar-
boliner kan f.eks. 6-benzoyloksy-4-metoksy-metyl-p-karbolin-3-
karboksylsyre-isopropylester (= becarnil) og 5-(4-klorfenok-
sy )-4-metoksymetyl-B-karbolin-3-karboksylsyre-isopropylester
(= Cl-PHOCIP) nevnes.

Nevnes skal ogsa tungtopplgselige eller uopplgselige
kontrastmidler, som f.eks. r¢ntgenkontrastmidlet iodipamid-
etylester eller NMR-kontrastmidler som jern- eller manganpor-
fyrinchelat og dessuten magnetitt.

Som egnéde virkestoffer skal ogsd salisylsyre, reti-
nolsyre og azelainsyre nevnes. Dessuten kan antimycotin og
likeledes amfotericin-B, iconacol eller mecanazol benyttes.
Visse virkestoffer blir for utferelse av fremgangsmaten ifplge
oppfinnelsen oppl¢st i den alkoholiske oppl¢sning eller opp-
slemmet i denne og/eller i den vandige fase.

Ved fremgangsmaten ifgplge oppfinnelsen blir det pr.
gram liposomdannende substans (substansblanding) vanligvis
benyttet fra 0,05 til 10 g, fortrinnsvis fra 1 til 3 g, virke-
stoff. Ved hjelp av fremgangsmaten ifgplge oppfinnelsen kan man
pa enkel mate fremstille sterile liposomsuspensjoner, idet man
forut for utfeprelsen av fremgangsmaten filtrerer begge opplo¢s-
ninger under sterile betingelser og utfgrer alle pafgplgende
prosesstrinn under aseptiske betingelser.

Den i liposomsuspensjonene oppndelige inneslutting er
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avhengig av arten av virkestoffet og av den liposomdannende
substans (substansblanding) og av forholdet mellom disse. Om
¢nsket kan det ikke innkapslede virkestoff fjernes f.eks. ved
ultrafiltrering, dialyse, mikrofiltrering eller sentrifuge-
ring.

De oppnadde liposomsuspensjoner kan oppbevares i den
form de fa&s. Alternativt kan liposomfunksjonene overfepres i en
stabil lagringsform ved frysetgrking. For frysetgrkingen kan
det, om ngpdvendig, tilsettes blant annet f.eks. tilsetninger
som mannitol eller sorbitol og/eller elektrolytter og vis-
kositetsmodifiserende midler som f.eks. natriumklorid.

Lyofilisatet kan resuspenderes ved hjelp av dob-
beltdestillert vann eller vandige faser som kan inneholde de
samme tilsetninger som de vandige faser benyttet for liposom-
fremstillingen.

Mengden av resuspensjonsmedium kan vare fra 0,5 til
20 ml, fortrinnsvis fra 1 til 6 ml, pr. gram lyofilisat. De
oppnadde suspensjoner kan anvendes direkte eller etter filtre-
ring gjennom et filter av egnet porest¢rrelse.

De ved hjelp av fremgangsmaten ifplge oppfinnelsen
fremstilte liposomer kan f.eks. - ndr de inneholder kontrast-
middel for NMR- eller r¢ntgendiagnostikk - anvendes ved for-
skjellige diagnostiske metoder. Blant disse kan f.eks. nevnes
tumordiagnostikk i organer i det retikuloendoteliale system
(f.eks. leveren éller milten) eller andre intravasalt tilgjen-
gelige vev og likeledes ved artrografi. Ekstravasal anvendelse
av slike liposomsuspensjoner (f.eks. subkutan, intramuskuler
eller intraperitoneal anvendelse) kan ogsd anvendes for diag-
nostiske formdl som indirekte og direkte lymfografi eller for
terapeutiske formdl (som f.eks. i.m. depotpreparater). Selv-
fplgelig er det ogsd mulig & benytte preparatene oralt, idet
preparatene eventuelt fylles i magesaftresistente kapsler.

Videre kan virkestoffholdige liposomsuspensjoner
fremstilt i henhold til oppfinnelsen ved egnet lipidsammenset-
ning anvendes som blodreservemidler eller som mdlrettede lege-
middelbarere.

De etterfeplgende utfeprelseseksempler belyser oppfin-
nelsen narmere. I disse eksempler benyttes de fglgende forkor-
telser:
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PC = fosfatidylcholin "S 100" fra firmaet Lipoid KG.
CH = kolesterol i pulverform (JP) fra Merck AG.
SS = stearinsyre i ren form fra Fluka AG.
DPPG = dipalmitoylfosfatidylglycerol DPPG fra Lipoid KB.
HSPC = hydrogenert soyalecitin ("Phospholipon 90H") fra

Nattermann AG
DCP

diceylfosfat fra Sigma.

Eksempel 1
0,25 g lipidblanding (PC/CH/SS - 4:5:1 mol:mol:mol)
opplgses ved 70°C i 100 ml etanol og sterilfiltreres. Deretter

overfepres opplgsningen til en 55°C temperert reaksjonskolbe,
hvor den blandes under omre¢ring (300 omdreininger pr. minutt)
med en sterilfiltrert virkestoffoppl¢sning (inneholdende 27,75
g iopromid i 200 ml vandig 20 mM tris-HCl-buffer; pH 7,5.

Deretter avdestilleres alkoholen ved 55°C i et wvakuum
pa 5000 Pa, og den oppnadde liposomsuspensjon undersgkes med
hensyn til dens egenskaper.

Deretter fylles liposomsuspensjonen direkte i porsjo-
ner pa 20 g i 50 ml's glass i fusjonsflasker hvoretter det
foretas fryset¢rking. De oppnadde lyofilisater resuspenderes
pa en slik mate at det fas en virkestoffkonsentrasjon pa ca.

200 mg/ml, og det foretas ny undersgkelse.

Eksempel 2

Forsgpket utfgres som beskrevet i eksempel 1, men det
benyttes 18,5 g iopromid.

Eksempel 3

Forsgpket utfegres som beskrevet i eksempel 2, men det
benyttes 13,9 g lipidblanding.

Eksempel 4
Forspket utf¢gres som beskrevet i eksempel 2, men det
benyttes 18,5 g lipidblanding.
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Eksempel 5

Forsgpket utfeores som beskrevet i eksempel 2, men

iotrolan anvendes istedenfor iopromid.

Eksempel 6

Forsgpket utfeores som beskrevet i eksempel 2, men
iopamidol anvendes istedenfor iopromid.

Eksempel 7

Forsgket utfgres som beskrevet i eksempel 2, men
ioheksal anvendes istedenfor iopromid.

Eksempel 8

Forsgpket utfgres som beskrevet i eksempel 2, men det
ikke-ioniske kontrastmiddel 5-hydroksyacetamid-2,4,6-trijod-
isoftalsyre-(2,3-dihydroksy-N-metylpropyl)-(2-hydroksyetyl )-
diamid benyttes istedenfor iopromid.

Eksempel 9

Forsgpket utfegres som beskrevet i eksempel 2, men det
benyttes en lipidblanding PC/CH/SS - 4:4:2 mol:mol:mol.

Eksempel 10

Forsgpket utfepres som beskrevet i eksempel 2, men det
benyttes en lipidblanding PC/CH/PG - 4:5:1 mol:mol:mol.

Eksempel 11

Forsgket utfegres som beskrevet i eksempel 2, men det
benyttes en lipidblanding PC/CH/SS - 6:3:1 mol:mol:mol.

Eksempel 12

Forsgket utfgres som beskrevet i eksempel 2, men det
benyttes en lipidblanding PC/CH/DCP - 4:5:1.

Eksempel 13
Forsgpket utfpres som beskrevet i eksempel 2, men det
benyttes en lipidblanding PC/CH - 1:1.
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Eksempel 14

Forspket utfeores som beskrevet i eksempel 2, men det
benyttes en lipidblanding PC/HSPC/CH/SS - 2:2:5:1.

Eksempel 15

Forspket utfpres som beskrevet i eksempel 2, men
satssterrelsen tidobles.

Eksempel 16

Forsgpket utfpres som beskrevet i eksempel 2, men

satsstorrelsen gjores 150 ganger storre.

Den etterfplgende tabell viser resultatene oppnadd i
eksemplene 1-16.
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Eksempel 17

Restetanolinnholdet i de ifplge eksempel 2 fremstilte
liposomsuspensjoner f¢r og etter frysetgprking bestemmes for 8
charger ved gasskromatografering. I den opprinnelige liposom-
suspensjon bestemmes etanolinnholdet til 0,59 * 0,010 % (m/V).

Eksempel 18

Liposomsuspensjonene og lyofilisatene fremstilt i
henhold til eksempel 2 lages ved 4,25 og 40°C. For bestemmelse
av stabiliteten bestemmes utseendet, st¢rrelsen, innesluttin-
gen og pH-verdien - for lyofilisatet etter resuspendering - pa
det aktuelle tidspunkt.

Etter flere mdneders lagring oppviste de resuspen-
derte lyofilisater ingen signifikante avvik med hensyn til de
undersgkte egenskaper.

De saledes fremstilte liposomsuspensjoner oppviser
ved farmakologiske tester de f¢lgende egenskaper:

Test A

De i henhold til eksempel 2 fremstilte resuspenderte
lyofilisater unders¢gkes med hensyn til akutt toksisitet etter
én gangs administrering til mus og rotter.

LD,, bestemmes til henholdsvis 2,8 g I/kg KGW for mus
(totalt jod) og 3,0 g I/kg KGW for rotter.

Test B

For resuspenderte lyofilisater fremstilt i henhold
til eksempel 2 bestemmes den subakutte toksisitet pa rotter
(n = 6).

Etter 6 administreringer pad hver 1 g I/kg KGW (totalt
jod) med 3 dagers mellomrom fastslas det at det ikke har inn-
tradt noen endringer i de histo-patologiske eller kliniske
parametere.

Test C

De resuspenderte lyofilisater fremstilt i henhold til
eksempel 2 undersgkes med henblikk pa deres organtilbinding
etter intraveng¢gs administrering i rotter.

1 time etter administrering av 100 mg I/kg KGW
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(totalt jod) pavises 0,54 I/g fuktighet, svarende til 24% av
den tilfe¢rte dose.

Test D

De resuspenderte lyofilisater fremstilt i henhold til
eksempel 2 administreres intravengst i en dose pad 100 mg
totalt jod/kg KGW i kaniner med levertumor. Den resulterende
tetthetsdifferanse lever/tumor er etter 1 time pa 35 Houns-
field-enheter (HU).

Test E

De resuspenderte lyofilisater fremstilt i henhold til
eksempel 2 unders¢kes med henblikk pd deres anvendelighet for
indirekte CT-lymfografi pa hunder.

3 timer etter interdigital administrering av 200 mg
totalt jod (i 3 ﬁl liposomsuspensjon) males ved CT en ¢kning
av tettheten pad maksimalt 200 HU i de poplietale og iliakale
lymfeknuter.

Patentkrayv

1. Fremgangsmate for fremstilling av virkestoffholdige
vandige 1iposomshspensjoner som ikke inneholder base, fra en
opplegsning av en liposomdannende substans eller substans-
blanding i en lavere alkohol med hg¢yst 3 karbonatomer og en
vandig fase, hvor virkestoffet eller virkestoffblandingen opp-
lpses eller oppslemmes i lipidoppl¢sning og/eller den vandige
fase,

karakterisert v e d at den vandige fase inn-
fores i den alkoholiske oppl¢sning under blanding, den lavere
alkohol fjernes ved vakuumdestillasjon og liposomsuspensjonen
eventuelt fryset¢rres.

2. Fremgangsmate ifglge krav 1,
karakterisert v e d at virkestoffet er godt

oppl¢selig 1 vann og befinner seg i den vandige fase.
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3. Fremgangsmate if¢plge krav 1 og 2,
karakterisert ved at virkestoffet er et kon-
trastmiddel.

4. Anvendelse av liposomsuspensjoner fremstilt i henhold
til krav 1 - 3 for fremstilling av media for tumordiagnostikk.

5. Anvendelse av liposomsuspensjoner fremstilt i henhold
til krav 1 - 3 for fremstilling av media for indirekte lymfo-
grafi.
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