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1. Verfahren zur Sterilisation waBriger Lésungen von Liposo-
menmittels ionisierender Strahlﬂng, dadurch gekennzmichnef,
dafl der Lisung vor der Bestrahlung ein lésliches Chlorid in

Konzentrationen > 10@ mM zugesetzt wird.

2. Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, dafl NaCl in

physiologischen Konzentrationen zugesetzt wird.
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Verfahren zur Sterilisation wifiriger L.ésungen von Liposomen

iittels ionisierender Strahlung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Sterilisation (oder
auch nur zur Keimzahlverminderung) waBriger Lésungen von Lipo-
somen, die als Arzneimitteltriger (Carrier) dienen sollen,

mittels ionisierender Strahlung.

Die als Arzneimitteltriger einzusetzend.:n lLiposomen missen den
entsprechenden Sterilitdtsanforderungen geniigen. Die in der
pharmazeutischen Industrie allgemein angewandten Sterilisa-
tionsverfahren (Hitzesterilisation, chemische Sterilisatiomn)
sind im Falle wafriger Liposomendispersionen nicht oder sehr

schlecht geeignet.

Bekannt ist auch die Verwendung ionisierender Strahlung fur
IZviecke der Sterilisation. Aber auch dieses Yerfahren ist fir
Liposomen nicht einsetzbar, da infolge der indirekten Strah-
lenwirkung uber die durch die lasserradiolyse auftretenden
Radikale die Barrierefunktion der Liposomenmembran verloren
geht.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, die Sterilisation von fir medizini-
sche Zwecke vorgesehenen Liposomendispersionen zu erreichin,
ohne daB die Carriereigenschaften der Liposomen vermindert

wird.
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Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, solche 'Bedingungen
fur die Sterilisation waBriger Léshngen von Liposomenzu fin-
den, dafl die Liposomen weder Strahlenschiaden erleiden noch
eine negative Beeinflussung ihrer Carriereigenschaften auf-
tritt.

Er findungsgemall wird das ervreicht, indem der Lésung ein ldsli-—
ches Chlorid in Konzentrationen > 100 mM, insbesondere MNaCl in
physiologischer Konzentration (140 - 158 mM), zugesetzt wird.
Uberraschend wurde gefunden, dafl das Chloridion die geforderte
Schutzfunktion auch bei den hohen pH-Werten der Liposomendi-
spersionen (> §) ausiibt. Bisher wurden Radikalfiangereigen-
schaften des Chloridions nur bei tiefen pH-Werten beobachtet
(M. fAnbar, J. K. Thomas, J. Phys. Chem. 68 (1964) 3829).

Der Zusatz von Chlorid geniigt nicht nuw den oben genanpten
Forderungen (Schutz der Liposomen vor Strahlenschaden, keine
negative Reeinflussung der Carriereigenschaften durch Wechsel-
wirkung mit der Liposomenmembran), sondern hat noch den weite-
ren Vorteil, dafl keinerlei Bedenken bei der Anwendung auch am
Menschen gibt. Hin:z:u kommt als weiterer Vorteil die leichte

Handhabbarkeit.

Die zu applizierende Dosis hdngt von den jeweiligen konkreten
Bedingungen ab. Um aber eine zeit- ud kostenaufwendige Prifung
der Sterilisation jeder bestrahlten Charge zu vermeiden, wird
eine Dosis von 285 kGy empfohlen, da gemadfl Arzneimittelgeset:z
der DDR ein Arzneimittel dann ohne Prifung der Sterilisation

als "strahlensterilisiert” bezeichnet werden kann.

Es ist glnstig, die Strahlenbehandlung mit einer miglichst
hohen Dosisleistung (» 20 Gy/min, noch besser > 40 Gy/min) und
bei Temperaturen wenig oberhalb des Gefrierpunktes (z.B. bei
etwa 5 =2C) vorzunehmen. Als weitere MaBnahme ist auch die
Sattigung der Liposomendispersion vor der Strahlenbehandlung

mit Stickstoff oder einem anderen Inertgas empfehlenswert.
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Verden die so behandel ten Dispersionen hei Temperaturen wenig
oberhalb des Gefrierpunktes aufbewahrt, dann sind sie iher
léangere Zeitrdume (> 1 - 2 Monate) haltbar und einsetzbar.

Die Vorteile der Erfindung bestehen darin, dal die Sterilisa-
tion von wallrigen Liposomendispersionen mittels ionisierender
Strahlung durchgefihrt werden kann, wobei der fir den Erhalt
der Carrierfunktion notwendige Schutz der Liposomenmembran mit
einem einfachen, billigen, beliebig verfigbaren, in der Anwen-
dung am Menschen vertirdaglichen (im menschlichen Organismus

natirlich vor kommenden) Zusatzstoff erreicht wird.

Liposomen aus Hihnereigelblecithin verden im Ultraschallbad
(Rﬁsselbeschaller, 9 Minuten, 20 kHz , Eis/Nasser-Bad, Argonat-
mosphére) dispergiert (J. Schreiber, Pharmazie 34 (1979) 36).
Froben der Liposomendispersion werden mit einem 16slichen
Chlorid unterschiedlicher Konzentration versetzt und deir Gam-
mastrahlung einer Co-60-Quelle ausgesetzt. Dabei wurde dio
Dosisleistung variiert. Die Schutzwirkung des Chlorids wird
mit kernmagnetresonanzspektroskopischen Methoden beobachtet -
85 wird die Barrierefunktion der Liposomenmembran und die
Einschréankung der Beweglichkeit der Cholinkopfgruppen der
verwendeten Lecithinmolekiile gemessen. Dabei stellt die Bar-
rierefunktion einen Parameter dar, der in direkter Beziehung
zur Verwendbarkeit als Arzneimittelcarrier steht (Dichtigkeit
gegeniber unerwinschtem vorzeitigem Austritt des Wirkstoffes
aus dem Liposom). Zur Testung der Barrierefunktion der l.iposo-
menmembran wird das Eindringen von paramagnetischen EuS*- Ionen
beabachtet.,

Ein Teil der Ergebnisse ist in den nachfolgenden Tabellen

enthalten.
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Jabelle 1:

Permeationsraten erster Ordnung von Eu3* durch Liposomenmen—
branen, die fir die ersten 10 Tage nach Bestrahlung bestimmnt
wurden. '

(Die Proben waren bei der Bestrahlung und bei der Lagerung

luftgesattigt.)

NaCl -Konz. Dosis Dosisleist. Lagertemp. Penetrationsratao
(mM) (kGy) (Gy/min) (=C) (h=t%1@-4)
10 15,3 3,8 20 9,5
3@ ' 3,4
60 2,0

100 1,0
150 8,8
10 15,3 3,8 5 4,1
3Q 1,2
60 2,5
100 @a,5
150 < B,1
10 15,3 45,6 S < 0,1
30
60
100
150
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Tabelle 23

Permeationsraten erster Ordnung von Eu3* durch Liposomenmem-—

branen fir die ersten 1@ Tage nach Bestrahlung luftgesittigter

Proben
Salz Salz-Konz. Penetrationsrate
(mh) (h—1%1@-'9)

NaCl 20 4,7

K1 20 3,2

K280, 20 39,6

NaAc /HAc 20/260 20,2

NaClQ, 20 6,1

Tabelle 3:
Beweglichkeitsverringerung nach Bestrahlung
{Als Mal dient das Verhaltnis von transversaler NMR-Rela)a-

tionszeit Tae vor zu Tan nach der Bestrahlung.)

NaCl.~Konz. Probe gesattigt mit Beweglichkeitsverring.
{mM) (T2v/Tan)
@ Luft @,59
20 Luft B,67
a Na 2,71
150 Luft @,71
150 o Na 0,77

Bei den Versuchen der Tabellen 2 und 3 wurden folgende Bedin-—
gungen eingehalten: Dosis 13,5 kGy, Dosisleistung 3,4 By/win

und Lagertemperatur 20 <C.

In allen Fallen betrug die Lipidkonzentration 8,05 kg/kg Di-

spersion.

!
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Mit 25 kGy bestrahlte Proben mit einer MaCl-Konzentration vOn
150 mM werden bei 20 <C gelagert. Nach 35 Tagen kann noch

keine Permeation von EuS*-Ionen durch die Liposomenmembran

nachgewiesen werden.
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