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Lipid-vesiklerne bestir af et lipid-dobbeltlag, som inde-
holder celleoverfladereceptoranaloge (sisom .dicetylphos-
phat, stearylamin 6-(5-cholesten-3-yloxy)hexyl-1l-thio-p-
L-fucopyranosid; 6-(5-cholesten-3p-yloxy)hexyl~-l~thio-B-
D-galactopyranosid; 6-(5-cholesten-3g-yloxy)hexyl~l-thio-
a-D-mannopyranosid; 6-{5-cholesten-3-yloxy)hexyl-2~-acet-
amido~2-deoxy-1-thio-f-D~galactopyranosid; 6-(5-cholesten-
3B-yloxy)hexyl-6-amino-6-deoxy-1l-thio~f~D-galactopyranosid
eller 6~(5-cholesten-3p-yloxy)hexyl-6-amino-6-deoxy-1-
thio-a~D-mannopyranosid) cholestearol og distearoylphosphati-
dylcholin samt en effektiv mengde fysiologisk kompatibelt
radioaktivt sporingsmateriale, cytotoxisk middel eller
terapeutisk middel som en bestanddel af vesiklerne.

Lipid-vesiklerne fremstilles ved, at man opleser det pa-
gzldende aktivmateriale i vand, tilsztter den indgiende
celleoverfladereceptoranaloge, cholesterol og distearoyl-
phosphatidylcholin og derpd underkaster den siledes frem-
stillede blanding en ultralydbehandling.

De sidledes fremstillede med aktivmateriale belastede lipid~
vesikler kan indgives eksempelvis til pattedyr pi forskel-
lige mider, og de vil kurme transporteres preferentielt gen-
nem lymfesystemet og opkoncentreres i forskellige organer,
hvor s& aktivmaterialet frigeres 1 takt med vesikelweggens
nedbrydning.,
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Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmade til
fremstilling af lipid-vesikler, der kan anvendes som lymfe-
systemfeorte transporthjzlpemidler for terapeutiske og diag-

nostiske forbindelser.

Man har tidligere fremstillet lipid-vesikler og iagttaget
dem gennem anvendelse af radioisotopmzrkede liposomer,
McDougall, I.R. Dunnick, J. K. McNamee, M.G., og Kriss,

J.P. (1974) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 71 3487-3491; Hwang,
K.J. Mauk, M.R. (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 7h, 4991~
4995; Hinkle, G.H., Born, G.S. Kessler, W.V., og Shaw, S.M.
(1978) J. Phar. Sci. 67, 795-798. Disse vesikler indeholder
forholdsvis sm& mengder af radioaktive ioner pa grund af

den begrensede mengde radioaktive ioner, som er indesluttet
i liposomerne ved anvendelsen af enkle ultralyd-behandlings-
fremgangsmader. Det interne vandige rumfang af vesiklerne
er lille med det resultat, at kun nogle fi procent af det
samlede suspensionsrumfang, som indeholder de radioaktive
ioner, indkapsles i vesiklen, og resten deraf gér tabt for
praktiske formdl.

Den foretrukne ionophor (dette er et generisk udtryk, som
beskriver forbindelser, der tiltrskker ioner eller er kraf-
tigt forenelige med ioner) [6S-6a(2Sy,3Sy), 8BRY, 98,11a] ]
~5-(methylamino)-2-([3,9,11-trimethyl-8-[1-methyl-2-oxo-2-
~(1H-pyrrol-2-yl)ethyl] 1,7-dioxasporo[5,5]undec-2-y1] me‘thyl] -
-L4-benzoxazol-carboxylsyre, som i det felgende vil blive
betegnet som ionophor A23187, er blevet anvendt til at kom-
plexdanne med og bzre divalente kationer tvers igennem na-
turlige og kunstige lipidmembraner, Hyono, A., Hendriks,

Th., Daemen, F.J.M., og Bonting, S.L. (1975) Biochim Biophys.
Acta., 389 34-46; Sarkadi, B., Szasz, I., og Gardos, G.
(1976) J. Membrane Biol., 26, 357-370; LaBell, E.F. og Ra-
cker, E. (1977) J. Membrane Biol., 31, 301-315; Pfeiffer,
D.R., Taylor, R.W. og Lardy, H.A. (1978) Ann. N.Y. Acad. Sci.
(under trykning).
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Der foreligger ligeledes beviser for, at A23187 kan danne
komplexer med trivalente katioher, f.eks. La+3, Pfeiffer,
D.R., Reed, P.W.,og Lardy, H.A. (1974) Biochemistry, 13,
4007-4014.,

lllln gen-

Gregoriadis og medarbejdere har merket liposomer
nem anvendelsen af lllIn—markeret bleomycin, Gregoriadis,
G. og Neerunjun, E.D. (1975) Biochem. Biophys. Res. Comm.,
65, 537-54L4; Gregoriadis, G. Neerunjun, D.E., og Hunt, R.
(1977) Life Sci., 21 357-369. De rapporterede, at 27-80%
af den tilsatte radioaktivitet var knyttet til phospholipi-
det i negativt ladede liposomer, og de iagttog 2-4,5% in-
korporering i positivt ladede liposomer.

Man har for nylig, jvf. Anal. Biochem. 94, 302 - 307 (1979),
fundet en fremgangsmdde til rutinemessig indfering af radio-
aktive ioner i lipid-vesikler med mere end 90% udbytte.

Ved denne fremgangsmadde inkorporerer man ionophoren i li-
pid-dobbeltlaget, og den anvendes til at bzre udefra til-
satte radioaktive ioner til en chelator eller et chelerings-
middel, som forinden er blevet opfanget i vesiklerne. Den
radiocaktive ions binding til cheleringsmidlet er tilstrak-
keligt sterk til, at det giver den drivende kraft for net-
tooverferslen af radioaktive ioner ind i vesiklerne. Dis-

se radioaktivt mzrkede vesikler viser nu mere end 100 gange
foregelse i den specifikke aktivitet i forhold til sa&dan-
ne, som har modtaget tilsetning ved simpel ultralyd-behand-

ling.

Man har nu ifelge den foreliggende opfindelse fundet, at

det er muligt at fremstille lipid-vesikler med lipid-dob-
beltlagsvagge bestdende af cholesterol, distearoylphos-
patidylcholin og et cholesterolsukkerderivat med ladede,
hydrophile hovedgrupper, som pad kontrollerbar mdde afgiver et
hvilket som helst lagemiddel eller andet nyttigt middel, som

beres af eller befinder sig inde i den pdgzldende vesikel.
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Endvidere har disse derivater den egenskab, at de efter
indspreojtning i en pattedyrs-vertsorganisme hurtigt og for-
trinsvis akkummulerer i lymfesystemet og/eller i lungen,
milten eller leveren. Eftersom sddanne vesikler belastes
med et stort udvalg af radioaktive sporingsmidler og lz:ge-
midler frembyder vesiklerne fremstillet ved fremgangsmaden
ifelge opfindelsen en speciel metode til aflevering af
lagemidlet til sygdommens specifikke lokalisering. Vesikel-
veggen forbliver stort set intakt adskillige timer sdle-
des, at den effektivt kan tjene som bazremiddel. Til sidst

nedbrydes vesikelvaggen, og lagemidlet frigives.

Lipid-vesikler indeholdende forbindelserne 6-( 5-cholest-
en-3-P-yloxy)hexyl-1l-thio-#-1), dets 6-amino-6-deoxyanaloge
eller dets B-D-galactoanaloge sammen med dipalmitoylphos-
phatidylcholin og endvidere lipid af uspecificeret natur

er omhandlet i Carbohydrate Research, bind 67 (1978) side
55 - 63.

Veksikler indeholdende forbindelserne 6-(5-cholesten-3f-
yloxy)hexyl-1-thio-P-L-fucopyranosid eller det tilsvarende
p-D-galactoderivat sammen med distearoylphosphatidylcholin
og cholesterol, er omhandlet i Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
bind 76, side 765 - 769.

Opfindelsen angdr en fremgangsmdde af den i kravets indled-

ning angivne art.

Fremgangsmdden er ejendommelig ved det i kravets kendeteg-

nende del angivne.

De omhandlede vesikler fremstillet ved fremgangsmaden ifel-
ge opfindelsen anvendes ved administrering til et patte-
dyr, hvilke vesikler er karakteristiske ved den kontrollerede
frigivelse af det barne middel og dets hurtige intakte
akkumulation i lymfesystemet og/eller lungen, milten eller

leveren, hvor det endelig frigeres.
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I denne sammenhsng forstds ved udtrykket "vesikler" smé
szkke indeholdende vesker ved indkapsling og/eller inkor-
porering inden for vesikelveggen.

Det skal forstds, at den tidligere omtalte ionophor ligele-
des kan vmre til stede, ndr vesiklen bzrer en radioaktiv
kation. Ved en s&dan udferelsesform kan en chelator lige=-
ledes vere til stede inden for vesiklen, og det er for-
trinsvis nitrilotrieddikesyre (NTA). Man kan imidlertid an-
vende andre chelatorer for polyvalente metalioner sdsom
ethylendiamintetraeddikesyre. Na8r vesiklerne bzrer andre
midler,sdsom organiske materialer, som farmaceutiske for-
bindelser er anvendelsen af ionophor og cheleringsmiddel
ungdvendig.

Vesiklerne kan bare eller vaere forsynet med et stort antal
forskellige materialer inclusive enzymer til enzym-erstat-
ningsterapi, hormoner, radionuclider, cellemodificerende
midler, antigener, antistoffer, interferon-fremkalder,
virus-underenhedspartikler, genetisk materiale, sdsom RNA
og DNA, samt legemidler og farmaceutiske midler i alminde-
lighed. Vesiklerne kan séledes som eksempel vere antitu-
mor-legemidler, sdsom methotrexat og actinomycin til brug
ved cancer-kemoterapi. Vesiklerne fremstillet ved frem-
gangsmdden ifglge opfindelsen kan ligeledes anvendes

ved sygdomsterapi med glycogen-oplagring under anvendelse

af amyloglucosidaser indesluttet i vesiklerne.

De vesikler, som har affinitet for lymfesystemet, kan selv-
felgelig anvendes til diagnose og behandling af tumorer
og metastaser i lymfesystemet.

. . m . .
Radioisotoper, sasomTc99 , kan anvendes til diagnostiske for-
mdl, ndr de indferes i vesiklerne.
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Vesiklerne anvendes ligeledes ved behandling af lysosomal-
oplagringssygdomme til opfyldelse af udvalgte mdlceller,
til eliminering af ugnskede materialer i rummene uden om
cellerne samt til modifikation af cellestruktur og celleak-

tivitet.

Det skal forstds, at det radioaktive sporingsmateriale, det
cytotoksiske eller terapeutiske middel, der undertiden her
simpelthen betegnes som det "barne middel", kan indkapsles
i vesikelvmggen. Det barne middel kan alternativt vere en
del af, d.v.s. dispergeret i eller oplest i, de materialer,
der danner vesikelvaggen.

Inkorporering af det bérne middel i vesiklen kan udferes pa

mange forskellige mader.

En fremgangsmdde, der generelt kan anvendes til vandoplﬁselige
og stabile midler, er at oplese midlet i vand, sedvanlig-

vis under isotoniske forhold, at tilsmtte de forskellige ve-
sikelvsgdannende bestanddele og at underkaste den samlede
masse ultralydsbehandling.

Vandopleselige barne midler kan ligeledes inkorporeres i
vesiklerne fremstillet ved fremgangsmaden ifelge opfindelsen
ved anvendelse af den fremgangsmdde, der er omtalt af Szoka
et al., Proc. Natl. Acad. Sci., 75, 4194-4198 (1978).

Denne fremgangsmade er sarlig nyttig for skrebelige vandop-

lgselige materialer sdsom enzymer og hormoner.

Lipophile birne midler kan inkorporeres ved ultralydsbehand-
ling af vesiklerne og pafelgende tilsmtning af det lipophi-
1le barne middel. Denne fremgangsméde er ngjere beskrevet

af Huang et al., Biochemistry, 18, 1702-1707 (1979).

Immunoglobulin G er et eksempel pd et lipophilt badret mid~
del, som inkorporeres i vesikelveggen ved denne fremgangs-

made.
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Opfindelsen forklares narmere ved hjzlp af de efterfglgende
eksempler, hvor dele og procentdele er angivet efter vagt,

med mindre andet -er angivet.

Sammenligningsdata, der ger brug af dicetylphosphat eller
stearylamin i stedet for et af de cholesterolderivater,
der anvendes i forbindelse med den foreliggende opfindel-

se, er omfattet af tabel 1 i det folgende.

De forkortelser, der er anvendt i tabellen og den efterfol-
gende beskrivelse samt pa tegningen for de anvendte for-

bindelser, er som fglger:

DSPC
Chol
DCP = dicetylphosphat

distearoylphosphatidylcholin

cholesterol

SA = stearylamin
Man = 6-(5-cholesten-3f-yloxy)hexyl-1-thio-*-D-mannopyrano-
sid
AcAmGal = 6-(5-cholesten-3-yloxy)hexyl-2-acetamido-2
deoxy-1-thio-f~D-galactopyranosid

NHZGal = 6-(5-cholesten-3-B-yloxy)hexyl-6-amino-6-deoxy-
1-thio~-B-D~galactopyranosid
NHzMan = 6-(5-cholesten-3B-yloxy)hexyl-6-amino-6-deoxy-

1-thio-B~D-mannopyranosid

P4 den medfelgende tegning viser fig. 1 - 3 de omhandlede
vesiklers grad af intakthed, som bestemt ved PAC ("Pertu-
bation Angular Correlation" - pertubationsvinkelkorrela-
tion se f. eks. Hwang og Mauk, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 74, 4991-4995 (1977)) og sammenligner den med vesik-
ler omfattende andre dobbeltlagskombinationer, og fig.

3 og 4 viser andringerne i in vivo vesikelopfersel resul-
terende fra tilstedevarelsen af aminosukkerderivater

af cholesterol anvendt i overensstemmelse med opfindelsen,
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og fig. 4 viser endvidere forsinket udskillelse af visse
komplekser af radioaktivt indium. I hver figur er den
procentvise intakthed af vesikler afbildet mod tiden

1 timer.

P4 fig. 1 er resultaterne fra anvendelse af kombinationen
DSPC:Chol vist med uudfyldte cirkler og resultaterne fra
DSPC:Chol:Man ved uudfyldte trekanter. Begge szt resultater
er angivet til sammenligning med resultaterne under anven-
delse af DSPC:Chol:NHZMan, som er vist ved uudfyldte kva-

drater.

Pa& fig. 2 vises to resultater med vesikler fremstillet
ved fremgangsmaden ifelge opfindelsen. DSPC:Chol:NHZMan
gentages, igen vist med uudfyldte kvadrater, og resultater-

ne fra DSPC:Chol:NHZ—Gal er vist med uudfyldte cirkler.

Fig. 3 gentager kurverne fra fig. 1, men med udfyldte cirk-
ler, kvadrater og trekanter i stedet for uudfyldte cirkler,

kvadrater og trekanter, og angiver ogsd halveringstider
for vesikler indeholdende DSPC:Chol:NHz—Man (uudfyldte

trekanter viser en lavere dosis end uudfyldte cirkler).

Fig. 4 viser igen kurven fra fig. 1 med DSPC:Chol (udfyld-
te cirkler) sammen med udskillelseshastigheden for indium-

komplekser med EDTA og DTPA (uudfyldte kvadrater og hen-
holdsvis uudfyldte trekanter).

Dette beskrives mere detaljeret i det felgende.

EKSEMPEL 1

Unilamellare vesikler med A23187 inkorporeret i dobbeltlaget
blev fremstillet under anvendelse af de i tabel 1 anforte
cholesterol-derivater (eller DCP eller SA). Ved en typisk
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fremstilling blev cholesterol-derivatet sammen med fri cho-
lesterol, DSPC og A23187 (0,0héumol) oplgst i chloroform,
torret til en tynd film ved 60° C under en nitrogenstrem
og derpd terret under vakuum natten over. Hvor det var on-
sket, blev 1 /uCi af tritueret cholesteryloleat (specifik
aktivitet 11 /uCi//ug) inkluderet i blandingen som mark-
ningsmateriale for lipid-fasen. De torrede lipider blev
derpd genhydratiseret med 0,5 ml 1 mM NTA i phosphatpuffe-
ret saltoplesning (PBS), som bestér af 0,9% NaCl, 5 mM
natriumphosphat, pH 7,4. Blandingen blev underkastet ultra-
lydsbehandling i et glycerolbad, der oprindelig befandt sig
ved stuetemperatur (Branson ultralydsapparat med mikrotip
af titan og indstillet pé styrke), indtil oplesningen blev
klar (ca. 5 minutter). Efter lydbehandling blev vesiklerne
inkuberet ved 60° C i 10 minutter til udligning af even-
tuelle strukturfejl. Vesikelsuspensionen blev derpé& centri-
fugeret ved 300 x g til fjernelse af titanfragmenter og
sterkt aggregeret materiale. Det NTA, der befandt sig uden
for liposomerne, blev derpd fjernet ved at lade przparatet
passere igennem en sgjle 0,8 x 35 cm "Sephade G-50", som
var bragt i ligevegt med PBS, og som var konditioneret ved
tidligere gennemhzldning af lipid-vesikler til matning af
de irreversible bindingssteder. Vesiklerne blev elueret i
sgjlens tomme rum med typisk en fire gange fortynding og
95% genindvinding baseret p& mmrkningen med tritieret cho~-
lesteryloleat.

EKSEMPEL 2

Fremgangsmdde til indfering - Efter chromatografering pé

111In3+ under

"Sephadex™ blev vesikel-prazparaterne ladet med
anvendelse af inkuberingsblandinger, der typisk bestod af
500 /ul viiiklgi’ 35 /ul 3,4 /uM natriumcitrat (pH 7,4) og
1-50 /ul Tn2t i 2 mM HC1 alt afhzngig af den egnskede

aktivitet. Et rumfang pd to gange PBS svarende til rumfanget

af tilsztningen af 1111n3+ blev inkluderet i inkuberings-
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blandingen. Inkuberingstid og temperatur varierede afhangig
af vesikel-sammensztningen, som anfegrt lzngere nede. Inku-
beringerne blev afsluttet ved tilsztning af 50 /ul 10 mM
EDTA (ethylendiamintetraeddikesyre) i PBS og umiddelbart
pédfelgende chromatografering af blandingen pa "SephadeéE)G—SO",
der var bragt i ligevegt med PBS. EDTA optager tilbageve-
rende indium p& ydersiden af vesiklerne sdledes, at sgjlen
ikke bliver radioaktiv. I de nedenfor anferte resultater
blev anvendt A23187 til opnédelse af indfering af lipid-ve-
sikler med 1111n3+.

Nar vesiklerne segnderdeles in vivo, frigives 111In3+-NTA
xompleks, og F1In T er tilgengeligt til binding til i
nerhed verende makromolekyler. Binding af lllIn3+ til et
makromolekyle forarsager en stor sndring i den effektive mo-
lekulere rotationskorrelationstid péd det sted, hvor indium-
kernen befinder sig, og som folge deraf er der en senkning
af den tidsintegrerede vinkelkorrelationsfaktory'(G22(og)>,
se f. eks. Hwang og Mauk, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,

74, 4991-4995 (1977). Denne <G22(oo)> verdi kan sdledes
anvendes til at overvage omfanget af vesiklernes nedbryd-
ning; dens verdi strzkker sig fra ca. 0,62 for 111In—NTA
indeholdt i intakte vesikler til 0,18 for ionen bundet

til serumproteiner. Stabiliteten og permeabliliteten

for vesikler, der indeholder 111In—NTA kompleks, blev lige-
ledes kontrolleret ved den sdkaldte PAC-teknik. For alle

de systemer, der er anfert i tabel 1, forblev vardierne

for <G22(00)> heje efter inkubering ved 37° i 0,5 timer

i nerver af varmeinaktiveret kalveserum. Ved senderdeling
af vesiklerne ved hijzlp af en lille tilsatning af isopro-
panol faldt vardien for <G22(°°)> til en verdi, der kunne

111I 3+

forventes for n binding til serumproteiner.

EKSEMPEL 3

Til brug ved undersggelser in vivo blev vesikler indeholden-
In-NTA indspregjtet subcutant i mus af typen Swiss-
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Webster (18 - 22 g) nzr ryggens midtlinje pd hejde med sca-
pulae. P3 passende tidspunkter blev musene aflivet, og man
foretog umiddelbart derefter PAC-milinger pd de dele af hud-
vevet, der viste signifikant radioaktivitet. Mengderne af
radionuklider i samtlige organer og vev blev bestemt under
anvendelse af en gammatzller af brendtypen.

Tabel 1 viser den forogede stabilitet iagttaget fra deri-
vater af cholesterol anvendt i overensstemmelse med opfin-
delsen, og sammenligninger med fraver af sadanne derivater

eller anvendelsen af andre forbindelser i stedet for.

Endringerne 1 vesiklernes opfegrsel in vivo, som stammer fra
tilstedeverelsen a. amino-sukkerderivater af cholesterol, er
serdeles dramatiske. Halveringstiden for vesikler, som er
berere af aminogalactose- -0og aminomannose-~derivater er bety-
deligt lengere end henholdsvis 100 og 600 timer (tabel 1 og
fig. 3), hvor det er anfort ved runde markeringer, end
halveringstiden for andre derivater.

Mus blev indsprejtet subcutant med vesikler indeholdende
1111y NTA kompleks i suspension i 0,2 ml PBS. Vesiklerne be-
stod af DSPC:Chol:NHé-Man:A23187 eller DSPC:Chol:NHZ-Gal:
A23187. Injektionsstedet var pd rygsiden af dyret ved lege-
mets midtlinje omtrent pad niveau med skulderbladene.

Radiogktiviteten var ikke lokaliseret til indsprejtnings-
stedet, sdledes som det var iagttaget med andre vesikel-
preparater. Radioaktiviteten blev forst og fremmest fundet
(1) i huden p& musens sideoverflade umiddelbart bag ved for-
benene (dvs. i hvad der svarer til "armhulen"), eller (2)
undertiden i huden pa& halsen ved kraniets underkant. Dette
menster for fjernelse af vesiklerne fra indspregjtningsste-
det er, som det kunne forventes, ved udleb igennem lymfe-
kanalerne til de regionale lymfeknuder.
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En fugtigt udseende, blmrelignende opsvulmet stribe i det
tidligere beskrevne armhule-omrdde var synlig uden forster-
relse inden for 1 time efter indspregjtningen. Med unilamel-
lare vesikler holdt opsvulmningen sig i op til 8 timer efter
injektionen og med multilamellare vesikler op til 22 timer.

De efter injektionen iagttagne opsvulmninger svarer til ra-
dioaktivitetens lokalisering. Det mgnster, som blev iagt-
taget i autoradiogrammer, viser, at opsvulmningen gengiver
intakt overfersel af bolus ved indsprejtningen. Radio-
aktiviteten er afgranset inden for enkelte fibre eller kar.

Den indsprzjtede“radioaktivitet koncentreres hurtigt sdledes,
at det radioaktive vav indeholder mindre end 65% af det op-
rindelige indsprejtningsrumfang. Maling af <G22(°o))'wardier
pa dele af huden indeholdende radioaktivitet viser en oprin-
delig senkning (ved {~18 timer), der ikke er iagttaget med
andre vesikel-systemer (fig. 2). Denne s®nkning stammer fra
en geometrisk virkning af PAC spektrometeret. En reduktion

af provesteorrelsen fra en kugle med 200 /ul rumfang til en
kugle med 75 /ul rumfang resulterer f.eks. i en 25%'s reduk-
tion i verdien for(GZZ(.o)} . Eftersom PAC-verdierne kun af-
spejler geometrien af den radioaktive del og ikke geometrien

i det totale stykke vzv, der er blevet analyseret, ville B
koncentrationen af vesikler i et 1lille omrdde inden for et
vevstykke resultere i en "kunstig" senkning i procentandelen '
af intakte vesikler. a

For alle andre undersegte vesikel-systemer iagttog man ikke
noget omride med lokal opsvulmning, og vesiklerne forbiev 
knyttet til huden ved injektionsstedet. Det vil vere klart
for fagmanden, at sddanne vesikler indeholdende bérne'midf
ler, som forblev knyttet til injektionsstedet, ligeledes er
af betydelig gavnlig virkning, eftersom vesiklerne gradvist
frigiver de indeholdte birne midler igennem en lengere tids-
periode. Dette er vist ved de i tabel 2 anferte data.
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De virkninger, der er iagttaget ved aminomannose-derivaterne
af cholesterol, er konstateret som verende afhzngig af dose-
ringen (tabel 1 og fig. 3), henholdsvis uudfyldte cirkler

og trekanter. Nedszttelse af andelen af aminomannose-derivat
reducerer levetiden in vivo og reducerer udstrzkningen af
bleredannelse. For vesikler med DSPC:Chol:NHZMan i de molzre
indbyrdes forhold 2:0,9:0,1 blev der ikke iagttaget lokalise-
ret opsvulmning. Kombination af mannose-derivatet af chole-
sterol med stearylamin ferte ikke til de virkninger, som
blev iagttaget med aminomannose-derivatet (tabel 1). De ve-
sikler, som indeholder de forenede grupper, forbliver pad in-
Jjektionsstedet, og bevager sig ikke til eller opkoncentrerer
sig ikke ved bagsiden af forbenene, sdledes som det blev i~
agttaget ved de am’no-sukkerindeholdende vesikler. Den spe-
cificitet, der blev iagttaget ved amino-sukkerderivaterne,
er derfor et resultat af overfladegruppernes stereokemi, og
det er ikke en simpel additiv virkning af sukker plus lad-
ning. De tidligere nzvnte data viser, at en NHé-gruppe an=-
bragt pd en mannose- eller galactoserest tilferer betydelig
specificitet for lymfesystemet, ndr vesiklerne indgives sub-
cutant.

En vigtig faktor, der skal tages hensyn til ved udviklingen
af vesikel-systemer, som er i stand til at tilvejebringe
kontrolleret aflevering af terapeutiske midler, er tilgmn-
geligheden af det frigivne materiale til en given celle-
placering eller celledelsplacering, hvad enten det
indesluttede materiale frigives introcellulzrt eller ekstra-
cellulert. Til opndelse af siddan viden underssgte man in
vivo opfgrslen af indium-komplekser af ethylendiamintetra-
eddikesyre [(*11In-EDTA)™!] og indium-komplekser med ethylen-
triaminpentaeddikesyre [(1111n—DTPA)_2]. Disse indium-kom-
plekser er meget stabile, og ndr de indgives subcutant,
fjernes de hurtigt fra kredslgbet gennem nyrerne. Faktisk
udskilles mere end 90% af [(*:1In-EDTA)™1] og((*1lrn-pTRA)~2 ]
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inden for henholdsvis 2,4 og 1,4 timer, ndr de bliver ind-
givet p4 denne mdde, (fig. 4), henholdsvis uudfyldte firkan-
ter og trekanter. Fig. 4 viser ligeledes virkningen af
vesikelindkapsling p& udskillelseshastigheden for komplek-
serne. For DSPC:Chol vesikler er elimineringen.aflxlllln—EDTA)'lj
forsinket med ca. 8 timer i forhold til destruktionen af ve-
siklerne, s8ledes som den miles ved PAC-teknikken p& prepa-

rationer indeholdende 111In-NTA. Den forsinkede udskillelse

af[(lllIn—EDTA)—l} komplekset angivet ved trekanter og af
(:LllIlrl-DTPA)-2 komplekset angivet ved firkanter antyder, at
vesiklerne kan sdelmgges inden for en celle eller et celle-
afsnit. Forlznget forsinkelse af udskillelse af [(*11In-DTPA)™2]
(fig. 4) er i overensstemmelse med denne hypotese, eftersom
membranpermeabiliteten skulle nedswttes med stigende ladning pa
komplekset. For alle de undersggte systemer iagttog man en
forsinkelse mellem injektionstidspunktet og padbegyndelsen af
vesikeledelaggelsen (fig. 3).

Halveringstiden for in vivo gdelmggelse af vesiklerne kan
varieres over et omrdde pd 50 gange ved inkludering i lipid-
dobbeltlaget af forskellige carbonhydridforbindelser med la-
dede hovedgrupper eller sukker-og amino-sukkerderivater af
cholesterol. Herved tilvejebringes midler til kontrolleret
aflejring og frigivelse af terapeutiske midler ved subcutan
indsprejtning. I kombination med egenskaben med hensyn til
frigivelse pd bestemte tidspunkter tillader lokalisering af
vesikler i lymfevwvene, anskueligggrelse og behandling af
tumorer og metastaser i lymfesystemet. Derudover giver PAC-
iagttagelser i kombination med studier over fordeling 1 ve-
vene af vesikler indeholdende stabile indiumkomplekser veardi-
fuld viden om mekanismerne knyttet til vesiklernes metabolis-
me. Sukkerderivaternes hgjtudviklede stereospecifikke virk-
ning med hensyn til placeringen af phospholipid-vesiklerne
udger et betydeligt fremskridt inden for fagomréadet.
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- TABEL 1

Hver enkel subcutan indsprsjtning af lipid-vesikler inde-
holder typisk 1,0 mg total lipid, 20 ,uCi 111705+ yundet
ti1 1 mM NTA inden i samt phosphatpufret saltoplesning (0,9%
NaCl, 5 mM natriumphosphat, pH 7,4) inden i og uden for ve-
siklerne. Det samlede indspregjtningsrumfang er 200 /ul. Da-
ta er baseret pd PAC-mdlinger pd huden. 100% intakt-niveau-
et svarer til <G22(oo)> verdien for vesiklerne forud for

indspregjtningen; 0% intakt svarer til‘<G22(ov)> for 1111n3+
bundet til serumproteiner.
Przparat (molaere forhold) Tid (timer), hvori givne

procentandele vesikler
forbliver intakte

80% 50% 20%
DSPC:Chol (2:1) (kontrol) 9 21 ; 43
DSPC:Chol:DCP (2:0,5:0,5)*%) 3 12 25
DSPC:Chol:SA (2:0,5:0,5) **) 24 41 78
DSPC:Chol:AcAmGal (2:0,5:0,5) 43 84 170"
DSPC:ChOl:NHZGal (2:0,5:0,5) 35 100* 210
DSPC:ChOl:NHZMan (2:0,5:0,5) 200 600
DSPC:ChOl:NHzMan (2:0,75:0,25) 55 95 250
DSPC:ChOl:NHZMan (2:0,9:0,1) 30 55 120
DSPC:Chol:Man:SA **) %
(2:0,5:0,25:0,25) 26 70 200

* FEkstrapoleret verdi. **) Anvendes til sammenligning med ve-

siklerne, fremstillet ifelge opfindelsen

DSPC = distearoylphosphatidylcholin
Chol = cholesterol

DCP = dicetylphosphat

SA = stearylamin

Ac Am Gal = 6-(5-cholesten-3-yloxy)hexyl-2-acetamido-
2-deoxy-1l-thio-B-D-galactopyranosid.

NH,Gal = 6-(5-cholesten-38-yloxy)hexyl-6-amino-6-
deoxy-1-thio-8~D-galactopyranosid.
NH Man = 6-(5-cholesten-3p-yloxy)hexyl-6-amino~6-

deoxy=-1-thio-a-D-mannopyranosid.
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EKSEMPEL 4

I dette eksempel indsprejtes vesiklerne intravengst. De i
tabel 2 anferte data viser, at NHZMan-derivatet akkumuleres
preferentielt, dvs. med milrettethed, oprindelig i lungen
og efter 3 og 24 timer i leveren og milten, idet sidstnzvnte

er legemets steorste lymfeorgan.

Det md vere underforstiet, at de belastede vesikler kan ind-
gives p& en hvilken som helst konventionel méde under an-
vendelse af pharmaceutisk acceptable berestoffer. Man kan
sdledes anvende perorale og parenterale former for indgift.

EKSEMPEL 5

Tdet man folger den i eksemplerne 1 - 2 anvendte fremgangs-
néde fremstiller man lipid-vesikler, der er belastet med
felgende blandinger.

TABEL 3

Dobbeltlagspreparat Baret middel
(molforhold)

DSPC:Chol:AcAmGal (2:0,5:0,5) Methotrexat

DSPC:Chol:NHZGal (2:0,5:0,5). Actinomycin

DSPC:Chol:NHMan (2:0,5:0,5) eI

De efterfglgende eksempler beskriver fremstillingen af visse
celleoverfladeacceptorer, som anvendt ved udgvelsen af den
foreliggende opfindelse.
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EKSEMPEL 6

6-Deoxy-1,2:3,4-di-0-1isopropyliden-6-phthalimido=-a~-D-
galactose

Kaliumphthalimid'(4;94 g) swttes til en oplesning af 6-de-
oxy-6-iod-1,2:3,4-di-0-isopropyliden-a~-D-galactose (9,0 g)

i N,N-dimethylformamid (50 ml). Suspensionen opvarmes under
omregring i 8 timer ved leOC (badets temperatur). En anden
portion kaliumphthalimid (1,25 g) szttes til den nedkslede,
brune oplgsning, som derpd opvarmes under omrgring i yderli-
gere 8 timer ved samme temperatur. Oplzsningen.inddampes
under vakuum til en merk sirup, som adskilles mellem ethyl-
ether og vand. Det mgrke, uoplogselige materiale frafiltreres
og bortkastes, og etherlaget vaskes tre gange med vand, ter-
res og inddampes til en sirup (bestéende af reaktionsproduk-
tet og udgangsmaterialet). Denne blanding adskilles ved szj-
lechromatografi p& silicagel med 5% ethylacetat i chloroform
som elueringsmiddel. Den i overskriften angivne forbindelse
igoleres som et krystallinsk materiale, der omkrystalliseres
ud fra methanol til dannelse af 5,1 g (54%) af reaktionspro-
duktet, smp. 138 - 141°C; [litt. smp. 144,5 - 145,5°C|; MR
(chloroform-d) 25,42 (d, Jp o 5,0 Hz, H-1), 7,47 - 7,82

(4 aromatiske), 1,23, 1,37, 1,43 og 1,52.

///CH3
C
Nen

(2 ).

3
EKSEMPEL 7

6-Deoxy-6-phthalimido-D-galactopyranose

En oplesning af 6-deoxy-l,2:3,4~di-0-isopropyliden-6-phthal-
imido-a~D-galactose (5,0 g) i iseddikesyre (50 ml) og vand

(18 ml) opvarmes i 32 timer ved 80°C (badets temperatur). Op-
losningen filtreres, og filtratet inddampes under vakuum til
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en krystallinsk masse. Omkrystallisation ud fra absolut
ethanol forer til den i overskriften nzvnte forbindelse
(3,0 g, 76%), smp. 155°C (dek.), bledgering ved 95°C.

EKSEMPEL 8

Trin 4: 1,2,3,4-Tetra-0-acetyl-6-deoxy-6-phthalimido-
D-galactopyranose

6~Deoxy-6-phthalimido-D-galactopyranose (2,9 g) acetyleres
med eddikesyreanhydrid (12 ml) i pyridin (20 ml) pd normal
méde til dannelse af 1,2,3,4-tetra-0-acetyl-6-deoxy=-6-
phthalimido-D-galactopyranose (4,30 g), (96%) som en blan-
ding af a- og B-anomere i det indbyrdes forhold 1:1,6,
[}J%7 +52,5°, (c 1,0, chloroform); NMR (chloroform-d):
25,70 (4, J1’2 8,0 Hz, H-18), 6,33 (b, B-1la).

Trin B: 2, 3,4=-Tri-O-acetyl-6-deoxy-6-phthalimido-a-D-
galactopyranosylbromid

En oplesning af 1,2,3,4-tetra-0-acetyl-6-deoxy-6-phthal-
imido-D-galactopyranose (4,2 g) i dichlormethan (2 ml)
behandles med 30 - 32%'s hydrogenbromid i iseddikesyre

(10 m1) i 1 time. Reaktionsblandingen hzldes ud i isvand,
og reaktionsproduktet ekstraheres umiddelbart med dichlor-
methan. Det organiske lag vaskes med kold vandig natrium-
hydrogencarbonatoplesning og koldt vand, terres og inddam-
pes under vekuum til dannelse af den i overskriften nmvnte
forbindelse i form af en sirup (10,0 g, 91%); NMR (chloro-
form-d): 6,63 (4, Jy , 4,0 Hz, H-1), 7,58 - 7,90 (4 aroma-
tiske), 1,96, 2,07 og 2,13 (3 OAc).
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EKSEMPEL 9

2,3,4-Tri-0-acetyl-6-deoxy-6-phthalimido-1-thio-B-D-
galactopyranose '

(A) En oplgsning af 2,3,4-tri-O-acetyl-6-deoxy-6-phthal-
imido-a-D-galactopyranosylbromid (4,0 g) og thiourinstof
(0,67 g) i tor acetone (20 ml) opvarmes under tilbagesva-
ling i 4 timer. Oplesningen inddampes under vakuum til en
sirup, som fordeles imellem vand og dichlormethan. Det or-
ganiske lag ekstraheres igen med vand tre gange. De samle-
de vandige ekstrakter inddampes til dannelse af 2-5-(2,3,4=
tri—O-acetyl-6-deoXy—6—phtha1imido-B-D-galactquranosyl)—
2-thiopseudourinstof (3,40 g). ‘

(B) Chloroform (9,0 ml) smttes til en oplegsning af 2-S5-
(2,3,4-tri-O-acetyl-6-deoxy-6-phthalimido-g~-D-galactopyrano-
syl)-2-thiopseudourinstof (3,4 g) i vand (10 nl) indeholden-
de kaliummetabisulfit (1,38 g). Blandingen opvarmes under
omrgring og under tilbagesvaling i 15 minutter. Den nedke-
lede oplgsning separeres, og det organiske lag terres og
inddampes under vakuum til dannelse af den i overskriften
nevnte forbindelse (2,5 g). Dette materiale anvendes direk-

te til fremstillingen af 6-(5-cholesten-3f-yloxy )hexyl-2,3, 4~
tri-0-acetyl-6-deoxy-6-phthalimido-1-thio-f-D-galactopyranosid.

EKSEMPEL 10

6-(5-Cholesten-3B-yloxy )hexyl-2, 3, t=tri-O-acetyl-6-deoxy-
6-phthalimido~-1-thio-B-D-galactopyranosid

Triethylamin (0,8 ml) settes til en oplesning af 2,3,4-tri-
O-acetyl-deoxy-6-phthalimido-l-thio-f-D-galactopyranose
(2,5 g) og 6-(5-cholesten-3p-yloxy)-hexyliodid (3,3 g) i
dichlormethan (20 ml). Oplgsningen holdes ved stuetempera-
tur under nitrogen natten over og vaskes med vand, terres
og inddampes under vakuum til en sirup (4,71 g). Dette ma-
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teriale spttes til en silicagel-sgjle og elueres med chloro-
form efterfulgt af 2% ethylacetat i chloroform. De udvalgte
fraktioner forenes og inddampes under vakuum til dannelse af
den i overskriften nmvnte forbindelse (4,0 g, 78%); Ry 0,2
(CHClB-EtOAc. 95:5), @057 -93° (¢ 1,18, chloroform); NMR
(chloroform-d): 7,60-7,91 (4 aromatiske), 1,93, 2,03 og 2,24
(3 OAc) 0,68 (CH3-18).

EKSEMPEL 11

6-(5-Cholesten-38-yloxy)hexyl-6-amino-6-deoxy-1l-thio-p-D-
galactopyranosid

En suspension af 6-(5-cholesten-3g-yloxy)hexyl-2,3,4-tri-
O-acetyl-6-deoxy-6-phthalimido-1-thio-f-D-galactopyranosid
(710 mg) i methanol (10 ml) og n-butylamin (10 ml) opvarmes
under tilbagesvaling i 16 timer. Oplessningen inddampes til
en krystallinsk masse. Der tilsmttes chloroform, og det faste
stof frafiltreres og vaskes med chloroform. De forenede fil-
trater inddampes til en sirup, som s®ttes pd en silicagel-
szjle og elueres med chloroform-methanol-ammoniumhydroxid
(80:20:2). De udvalgte fraktioner forenes og inddampes til
en sirup, som tritureres med ethylether til dannelse af kry-
staller (390 mg, 76%); R, 0,28 (CHC13-MeOH-NH40H, 80:20:2),
[]37 -29,5° (c 1,05, chloroform), m.s.:m/e 665 (M"+1).

EKSEMPEL 12

6—(5-Cholesten—36-yloxy)hexyl—Z-acetamido-2—deoxy—l—thio-
B-D-galactopyranosid

A. 6-(5-Cholesten-3B-yloxy)hexyl-2-acetamido-3,4,6-tri-0-
acetyl-z-deoxy-l-thio-B-D—galactopyranosid

2—Acetamido—3,4,6—tri—O-acetyl-2-deoxy—l-thio—ﬁ—D—galacto—
pyranose (10 mmol) behandles med 6-(5-cholesten-3f-yloxy)-
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hexyliodid (10 mmol) i dichlormethan (30 ml) indeholdende
1,5—diazabicyclo[5.4.03—undec-S—en (10 mmol). Omsatningen
finder sted i lebet af 1 dag ved stuetemperatur og under
nitrogen. Den saledes fremstillede oplesning vaskes med
destilleret vand (20 ml) og terres med vandfrit natrium-
sulfat. Den filtrerede oplesning koncentreres til dannel-
se af en sirup, som s&ttes pa en silicagelsejle og elueres
med chloroform efterfulgt af 1% ethanol i chloroform. Den
opndede forbindelse dannes som et krystallinsk materiale

i et udbytte pa 43%, smp. 130 - 133 °c (ethanol), [l D -37°

(c = 1,5, chloroform).

B. 6—(5—Cholesten—3b—yloxy)hexyl—2—acetamido-2fﬂeoxy—l—
thio-pA-D-galactopyranosid

Reaktionsproduktet fra trin A omrores med en basisk ion-—
bytterharpiks, Bio-Rad AG 1-X2 (OH), i ethanol—tetrahydro-
furan eller natriummethoxid i methanol til dannelse af
titelforbindelsen, udbytte 85%, smp. 241 - 243 °Q,DKJD -35°
(c = 1,5, N,N—dimethylformamid).

EKSEMPEL 13

Fremstilling afﬁ2,3,h—tri—o—acetyl—6-0-methylsu1fonyl-
a-D-mannopyranosylbromid

En iskold oplesning i 60 ml ter CH,Cl, af 14,9 g (34,9 mmol)
l,2,3,4,-tetra-o—aoetyl—6-o-methylsulfanyl—B—D—mannopyra-
nose, der var fremstillet ved den fremgangsmade, der er
beskrevet i J. Fernandez-Bolanos og R.G. Fernandez~Bolanos,
An. Quim., 65 (1969) 1163-1164; Chem. Abstr., 72 (1970)
13%%105w, blev behandlet med 21 ml 30-32%'s HBr i iseddike-
syre og holdt 2,5 timer ved 25°C. Blandingen blev hzldt

ud i 400 ml under omrgring verende isvand, separeret, 0g
den vandige fase blev vasket med tre 20 ml alikvote dele
CH2012. De samlede organiske lag blev vasket med vand og
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med mettet NaHCOB—oplzsning, torret med NaZSOA, inddampet,
tritureret med petroleumsether (kp. 30-60°C), filtretet og
luftterret til dannelse af 14,6 g (93%) af det faste a-
glycosylbromid, smp.: 167,5-168,5°C (dekomp,):

[«]2% +120,0 % 0,05° (¢ 1,01 CHCly); IR 1740 og 1725
(acetat) cm'l. .

Elementzranalyse for C13H193r0108t

Beregnet: C 34,91, H 4,28; Br 17,87; S 7,17
Fundet: C 35,04; H 4,18; Br 17,61; S 7,27.

EKSEMPEL 14

6-(5—cholesten.-BB—yloxy)hexyl—Z,3,4—tri-0-acetyl—6-azido-

.6-deoxv-1—thio—a—D—mannopyranosid

Det mannosylbromid, der var fremstillet ved den i eksempel
13 beskrevne fremgengsméde, blev omdannet ved hjzlp af
isothiouroniumbromidet [85%, hvidt pulver, smp. 87-90°C
(dekomp.), IR 3600-3100, 1740, 1640 cm™1] til den tilsva-
rende thiol [89% farveles glasagtig masse, IR 2560,
1750-1730 cm-l] i overensstemmelse med den fremgangsméde,
der er omtalt i M. Cerny, J. Stanek og J. Pacek, Monatsch.
94, 290-294 (1963). Thiolen blev koblet som i eksempel 9
til dannelse af 61% 6-(5-cholesten-3B-yloxy)hexyl=-2,3,4-
tri—O—acetyl—6—D—methy1sulfonylvl—thio—a—D—mannopyranosid,
i form af en hvid glasagtig masse, IR 1740 cm_l. Til
sidst blev 1,14 g (1,32 mmol) af det forudgdende mesylat,
0,49 g (7,5 mmol) NaN3 og 40 ml ter DMF rert sammen ved
70-75°C under N2 i 4,5 timer. Efter afdampning af oples-
ningsmidlet blev inddampningsresten oplest i 20 ml ether,
vasket med tre 10 ml portioner H20, torret med Mgso4,

og inddampet til dannelse af 1,05 g (97%) af det i over-
skriften anfeorte azid i form af en farvelss glasagtig

masse, der var homogen ved TLC (12%, EtOAcC i benzen pa
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silicagel), [u]gS +12,6%0,5° (c 1,02 CHC13); IR 2095
(azid), og 1755 (acetat) cm-l. En preve pd 0,54 g blev
yderligere renset ved sejlechromatografi (silicagel,
12% EtOAc i benzen), hvilket forte til 0,417 g (75% ud-
bytte) af en farveles glasagtig masse, der sterknede

ved langvarig henstand, smp. 68-70°C.

Elementzranalyse forrC45H73N3088:

Beregnet: C 66,22; H9,02; N 5,15; S 3,93.
Fundet: c 66,53%; H 8,98; N 5,04; S 3,98.

EKSEMPEL 15

Fremstilling af 6-(5-cholesten -3B-yloxy)hexyl-6-azido-6-
deoxy=-1-thio-a=D-mannopyranosid

Azidotriacetatet fra eksempel 14 blev afblokeret wved
den fremgangsmdde, der er anfert i eksempel 10, til dan-
nelse af 62% af den i overskriften anferte azidotriol
i form af en glasagtig masse, IR 3600-3100 (OH), 2095

(azid) cm-l.

Elementaranalyse for C39H67N3055:

Beregnet: C 67,88; H 9,79; S 4,65.
Fundet: Cc 67,80; H 9,55; S 4,54,

EKSEMPEL 16

Fremstilling af 6-(5-cholesten-3B-yloxy)hexyl-6-amino-

6-deoxy-1l-thio-a-D-mannopyranosid

En oplesning af 0,163 g (0,236 mmol) af den azidotriol,
der var fremstillet ved den i eksempel 15 angivne frem-
gangsméde, 1 4,0 ml CHCl3 indeholdende 3,0 ml triethyl-
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amin blev behandlet med ter gasformig HZS ved stuetem-
peratur i 4,5 time. De flygtige bestanddele blev fjernet
ved anvendelse af en rotationsfordamper, og reaktions-
produktet blev isoleret ved prsparativ TLC (silicagel,
7:2:1 CHClB/CHBOH/koncentreret vandig NHB) til dannelse
af 65,0 mg (41%) af et hvidt pulver, smp. udefinerbart;
TR 3650 (MWH,), 3600-3L00 (OH) cm™'; MS: 635 (M" - CH, =
NH'), 503, 470, 386, 368, 353. En preve pd 1 mg blev
per-O-trimethylsilyleret med bis-(trimethylsilyl)tri-
fluoracetamid i DMF ved 65-70°C i 15 minutter, MS: 1024
(M%), 1009, 951 (M - N(Si[CH;]3),, 523, 501, 368, 174
(basis top). Man optog en MS med hej oplgsningsevne for
det per-O-trimethylsilylerede saccharidfragment.

Analyse, beregnet for 021H52NO4Si5+: 522,2744.
Fundet: 522,2721.

Patentkravwv:

Fremgangsmidde til fremstilling af lipid-vesikler med lipid-
dobbeltlagsvagge bestdende af cholesterol, distearoylphospha-
tidylcholin og et cholesterol-sukkerderivat, k e n d e -
tegnet ved, at man opleser en effektiv mzngde fysio-
logisk kompatibelt radioaktivt sporingsmateriale, et cyto-
toxisk middel eller et terapeutisk aktivt stof i vand,
tilsatter cholesterolen og distearoylphosphatidylcholinen
og yderligere 6-(5-cholesten-3-yloxy)hexyl-2-acetamido-2-
deoxy-1-thio-f-D-galactopyranosid, 6—(5-cholesten-3ﬂ—yloxy)—
hexyl—6—amino—6—deoxy—l—thio—#hD-galactopyranosid eller
6-(5-cholesten-3B-yloxy)hexyl-6-amino-6-deoxy-1-thio-®&-D-
mannopyranosid og underkaster den sdledes fremstillede

blanding en ultralydbehandling.
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