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Det er velkendt, at visse lipoider er i stand til i nzrvarelse af vand
at danne mesomorfe faser, hvis tilstandsform er midt imellem den krystallinske
tilstand og den flydende tilstand. Blandt de lipoider, der er i stand til at
danne mesomorfe faser, er det allerede vist, at visse kan kvalde i vandig oplgs-
ning, hvorved der dannes sma kugler, der er dispergeret i det vandige miljg.
Disse kugler bestar af multimolekylzre lag og fortrinsvis af bimolekylzre lag,
der har en tykkelse pa ca, 30 til 100 A (se iser artiklen af Bangham, Stadish
og Watkins, J. Mol. Biol., 13,238 (1965)).

Indtil nu har det kun veret muligt at opna lipoidkugler, der har bestaet
af koncentriske lag, ved at anvende lipoider, der indeholder en hydrofil ion-

gruppe og en lipofil gruppe, og de fremstillingsmdder, som man har beskrevet,
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medfgrte at man opndede kugler, der havde en middeldiameter, der var mindre end
1000A, Fremgangsmiden til fremstilling af dise kugler bestdr i at frembringe en
dispersion, hvor dispersionsfasen indeholder den lipoide forbindelse, der er i
stand til at danne kuglerne, og at underkaste denne dispersion en ultralydbe-
handling. For at frembringe den dispersion, der skal underkastes ultralydbehand-
ling, kan man fgrst ved fordampning frembringe en tynd film af den lipoidforbin-
delse, der skal dispergeresy pd en skerm, dernmst kan man bringe den saledes dek-
kede skarm i kontakt med den kontinuerte fase af den dispersion, der skd frem-
stilles og endelig for det tredie omrgre for at opnad den dispersion, der skal

behandles med ultralyd.
I tysk offentligg¢relsesskrift nr. 2249552 beskrives en fremgangsmide til

fremstilling af sm8kugler bestdende af koncentriske blade eller lameller,
hvilke smikugler betegnes liposomer. Til dette formdl anvendes lipidforbindel-
ser, der som hydrofile grupper har en phosphat-, carboxyl-, sulfat-, amino-
eller cholingruppe, og som hydrofobgruppe ep alkyl-, alkenyl- eller alkinyl-
gruppe. Disse liposomer er jonogene forbindelser, og liposomernes diameter

er begranset til he¢jst 1000 & og er fortrinsvis mellem 200 og 500 A. Som

det overraskende er blevet,pévist ved nedenstiende nzrmere beskrevne sammen-
ligningsforsgg er dispersionen ifglge opfindelsen vasentligt overlegen i for-
hold til det i navnte offentliggdrelsesskrift beskrevne produkt med hensyn

til evnen til at optage et aktivt stof, som skal indkapsles, samt med hensyn

til stabiliteten og permeabilitetsforhold.
Man har allerede foreslaet at anvende liposomer til at indeslutte vandige

oplgsninger indeholdende aktive forbindelser i de vandige rum, der findes mellem
de dobbelte lipoidlag for pa denne made at beskytte de indkapslede forbindelser
mod de ydre pdvirknminger, (se ismr artiklen af Sessa og Weismann, J. Lipid Res.,
9,310 (1968) og artiklen af Magee og Miller, Nature, Vol 235 (1972). Liposomerne
kan vere af varierende stgrrelse i omradet mindre end 1000 A, Man kan variere
deres indtrzngningsevne i det menneskelige legeme, hvilket tillader utallige an-
vendelser inden for pharmacien, ligesom deres elektriske ladning tillader en ud-
velgelse af deres fastggrelsessted (Biochem. J. (1971), 124p.58P). Anvendelsen’
af kugler med en diameter mindre end 1000 A er inden for det kosmetiske omrade
tilbgjelig til at frembyde visse ubehageligheder pa grund af risikoen for at
produktet trznger gennem huden., Det er sdledes klart, at i det mindste til dette
anvendelsesformdl ville det vare gnskeligt at kunne frembringe kugler med kon-
centriske lipoidlag. med en diameter, der er stgrre end 1000 A.

Yderligere har de hidtil kendte fremgangsmader til opndelse af liposomer,

der indeslutter aktive forbindelser mellem deres koncentriske lipoidlag, betyde-
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lige ulemper: for det fgrste er den aktive forbindelse, der befinder sig i den
kontinuerte dispersionsfase, som man underkaster ultralydbehandling, kun indkap-
slet mellem liposomernes lipoidlag for en meget lille dels vedkommende, da en
meget lille del af den kontinuerte dispersionsfase befinder sig indkapslet mellem
disse lag. Dersom man gnsker at isolere indkapslingsliposomerne er det ngdvendigt
at lade dispersionen, som man har underkastet ultralydbehandling, passere gennem
en separationskolonne af typen "Sephadex', i hvilket tilfzlde liposomerne ud-
vindes som en stzrkt fortyndet dispersion. Dette resulterer pd den ene side i,
at det med den hidtil kendte teknik er bogstavelig talt umuligt at opn3 en kraf-
tig koncentration af liposomer, og at pd den anden side den aktive forbindelse
kun er indesluties for en lille del og tabes ved elueringen i separationskolonnen
uden at det er praktisk muligt at genvinde den péd en enkel mide. Dette medfgrer
en betydelig forggelse af fabrikationsprisen for de aktive forbindelser, der er
indkapslet i liposomerne. Det er derfor gnskeligt at rdde over en fabrikations-
metode til fremstilling af kugler af koncentriske lag, der muligggr, at man kan
f4 en dispersion med stor koncentration af kugler med et reduceret tab af det
produkt, der er indkapslet mellem kuglernes lag.

Endelig har de fabrikationsmetoder for liposomer, der er beskrevet indtil
nu, angivet, at man kun kunne anvende visse sarlige kategorier af lipoider: ind-
til nu har man inden for teknikken nzvnt anvendelsen af phosphorlipoider, lipoi-
der, der bzrer en hydrofil iongruppe og en lipofil gruppe, og fede umzttede syrer.

Det er ved opfindelsen tilsigtet at tilvejebringe en dispersion af smi-
kugler af den art, som er angivet i indledningen til krav 1, samt en frem-
gangsmade til dens fremstilling som angivet i indledningen til krav 2, i
hvilken dispersion der foreligger en forg¢get koncentration af smdkugler, hvor-
ved det er muligt at opnd at smdkuglerne indkapsler de aktive stoffer som skal
indesluttes, med stort udbytte ved indeslutningsprocessen, sidledes at der kan
indkapsles en forgget mezngde aktivt stof, hvilken dispersion er stabil og ud-
viser gunstige permeabilitetsforhold.

Det tilsigtede opnds ved de foranstaltninger som er anfg¢rt i de kende-

tegnende dele af kravene henholdsvis 1 og 2.
I en foretrukken udfgrelsesform er vegtforholdet mellem den vandige fase,

der skal indkapsles, og som er bragt i kontakt med lipoiderne,og

lipoiderne, der udggr den lamellare fase, mellem ca. 0,1 og ca. 3. Den vandige
fase, der skal indkapsles, kan vere vand eller en vandig oplgsning.af den aktive
forbindelse. Vegtforholdet mellem dispersionsfasen, som man tilsatter,
og den lamellzre fase, som man dispergerer, kan vere mellem ca. 2

og ca. 100. Dispersionsfasen og den vandige fase, der skal indkapsles, er for-

trinsvis isoosmotiske. Dispersionsfasen kan fordelagtig vere en vandig oplgsning.
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Omrgringen, der er det sidste trin af fremgangsmiden, opnis ved rystning 1 et
rysteapparat. Fremgangsmaden udfgres ved stuetemperatur eller ved en hgjere tem-
peratur, dersom lipoiderne er faste ved stuetemperatur. Dersom man gnsker, at de
opndede kugler skal have en middeldiameter, der er mindre end 1000 A, kan man
underkaste kugledispersionen en ultralydbehandling.

For at danne den lamellzre fase kan man anvende et enkelt lipoid eller en
blanding af lipoider. Lipoidet/erne, som man anvender, barer en lang lipofil
kede, der indeholder 12 til 30 carbonatomer, hvilken kzde er mettet eller ummttet
forgrenet eller linemr' . Man kan specielt valge olein-, lanolin-, tetradecyl-,
hexadecyl-, isostearyl-, lauryl- eller alcoylphenylkzder. Medens lipoidets hydro-
file gruppe, der dammer den lamellzre fase, er en ikke-ionisk gruppe, kan man
fordelagtigt som hydrofil gruppe velge en polyoxyethylen, en polyglycerol, en eve;

tuelt exyethyleneret polyolssser og f.eks. en polyoxyethyleneret sorbitolester..
Man kan anvende en vandig fase til indkapsling indeholdende aktive forbin-

delser af alle arter og iszr sidanne forbindelser, der er af farmaceutisk eller
levnedsmidde Imessig interesse eller forbindelser, der har kosmetisk virkning.

De aktive forbindelser kan f.eks. vare, nar det drejer sig om kosmetik: forbin-
delser, der er egnet til hudens eller harets pleje f.eks. fugtighedsbevarere
som glycerin, sorbitol, pentaerythritol, inositol, pyrrolidoncarboxylsyren og
dens salte; midler til kunstig bruning som f.eks. dihydroxyacetone, erythrulose,
glyceraldehyd, § -dialdehyder sdsom tartaraldehyd (forbindelserne kan eventuelt
vare associeret med farvestoffer): vandoplgselige solbeskyttende forbindelser,
antiperséirationsmidler, deodoranter, astringenter, svalende forbindelser, toni-
ka, ardannende midler, keratolyserende midler, afhdringsmidler, parfumerede van-

de, ekstrakter af animalske eller vegetabilske celler sisom proteiner, poly-

saccharider, amnionvasker, vandoplgselige farvestoffer, skelhzmmende midler,
antiseboroiske midler, oxideringsmidler (affarvningsmidler) sisom hydrogenper-
oxid, reduktionsmidler som f.eks. thioglycolsyren og dens salte. Som aktive far-
maceutiske forbindelser kan nmzvnes: vitaminer, hormoner, enzymer (f.eks. per-
oxiddismutase) vacciner, anti-inflammatoriske midler (f.eks. hydrocortison),
antibiotika, baktericider.

Det er klart, at man vil velge, afhengig af den aktive substans indeholdt
i den vandige fase, der skal indkapsles, de lipaider,der er i stand til pa stabil
mdde at indkapsle den vandige fase, det drejer sig om. For at de lipoider,der
udggr den lamellzre fase, giver stabile kugler, er det ngdvendigt, at der fin-
des en tilstrazkkelig gensidig lateral pavirkning mellem lipoidets kader som,
anbragt side om side, udggr lagene eller biadene af. kuglerne, dvs. at de Van der
Waalske krzfter mellem kederne sikrer en tilstrakkelig cohmsion af

bladene. Denne betingelse er tilfredsstillet for de lipoider, der har de karakte-
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ristika, der er angivet i den generelle beskrivelse for fremgangsmaden, der er
angivet nedenfor. Lipoiderne kan anvendes ved fremgangsméden ifglge opfindelsen,
dersom de hgrer til den kategori af emulsionsdannere af typen vand i olie.

Fremgangsmidden if¢lge opfindelsen tilvejebringer dispersicner af kugler,
der bestdr af amfifile ikke-ioniske lipoidforbindelser, og som af den grund dan-
ner hidtil ukendte forbindelser, der tillader en indkapsling af aktive forbin-
delser, der kan anvendes f.eks. i farmacien, inden for levnedsmiddelomridet
eller inden for kosmetikken. Anvendelsen af ikke-ioniske forbindelser til dan-
nelse af indkapslingskuglerne frembyder en ikke ringe interesse, ndr man ¢n-
sker at undgd, at kuglerne har en ydre overflade, der er elektrisk ladet.

De ikkewioniske lipoidforbindelser er fortrinsvis valgt hlandt gruppen
bestdende af:

linezre eller forgrenede polyglycerolethere med formlerne

R-(OCH CHOHCHi}E——OH

2

eller

R———[OCHZCH OH

CH20 n

hvori n betegner et helt tal mellem 1 og 6, R betegner en linezr eller forgrenet
alifatisk kede, der er mettet eller umettet,med 12 til 30 carbonatomer, carbon-
hydridgrupperne af lanolinalkoholer, eller hydroxy-2-alkylgrupper af & -dioler
med lang kazde;
polyoxyethylenerede fede alkoholer;
eventuelt oxyethylenerede polyolestre specielt polyoxyethylenerede sorbit@lestre;
glycolipoider af naturlig eller syntetisk oprindelse f.eks. cerebrosider.
Dispersionens kontinuerte fase, der omgiver kuglerne, er en vandig fase,
Den vandige fase, der er indkapslet i kuglerne, er en vandig oplgsning af en
virksom forbindelse, fortrinsvis isoosmotisk med dispersionens kontinuerte fase.
Forskellige additiver kan vzre knyttet til de ikke-ioniske lipoidforbin-
delser for at modificere permeabiliteten eller overfladeladningen af kuglerne.
Til dette formal kan nmvnes eventuel tilsztning af langkedede alkoholer og dio-
ler, steroler f.eks. cholesterol, langkedede aminer og deres kvaternzre ammonium-
derivater, dihydroxyalkylaminer, polyoxyethylenerede fede aminer, estere af
aminoalkoholer med lang kade, af deres salte og kvaternzre ammoniumderivater
phosphorestere af fede alkoholer f.eks. natriumdicetylphosphat, alkylsulfater

f.eks. natriumcetylsulfat, visse polymere sdsom polypeptider og proteiner.
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Anvendelsen af de omhandlede vandige dispersioner inden for kosmetikken,
frembyder store fordele sammenlignet med den hidtil kendte anvendelse af emulsio-
ner. Det er i virkeligheden sddan, at dersom man ¢gnsker at anvende praparater,der

pa én gang indeholder fede materialer og vand, er det ngdvendigt for at sikre
emulsionens stabilitet at anvende amphifile emulgeringsmidler. Det er velkendt,
at visse emslgeringsmidler kan fremkalde nogen irritation, dersom de pafgres
huden. Man har under arbejdet med de omhandlede forbindelser fundet, at denne
virkning af emulgeringsmidler, for en given kemisk opbygning, i hgj grad afhen-
ger af, hvordan de anvendes. Man har slledes kunnet vise, at en emulsion olie/
vand bestdende af 42% perhydrosqualen, 8% emulgeringsmiddel og 507% vand er szr-
deles irritationsfremkaldende, medens en vandig dispersion af 8% af det samme
emulgeringsmiddel udviser en irritationspavirkning, der errpraktisk taget ube-
tydelig, og at perhydrosqualenet er fuldstzndigt uskadeligt. Det fremgar heraf,
at der er en irritationssynergi, nar man har et emulgeringsmiddel og en oliefase
til stede. De omhandlede vandige dispersioner muligggr at undgd samtidig anven=-
delse af et emulgeringsmiddel og en olie, hvilket er et afggrende fremskridt
inden for kosmetikken.

Det bgr bemzrkes, at man til de omhandlede dispersioner af kugler kan
tilsmstte forskellige hjzlpestoffer for at forandre udseendet eller den organo-
leptiske karakter, sidsom uklarhedsdannende midler, geleringsmidler, aromastoffer,
parfumer eller farvestoffer.

Det bemzrkelsesvazrdige ved de omhandlede djspersioner er, at de muligggr
indfgrslen af hydrofile forbindelser i et fuldstendigt lipofilt miljg. Dette
bevirker under disse forhold, at disse befinder sig maskerede eller beskyttede
over for forskellige midler, der kan pifgre mulige @ndringer: oxideringsmidler,
fordgjelsessafter og mere generelt reaktive forbindelser over for de indkapslede
forbindelser. Penetrationen ogf/eller fixeringen af de aktive forbindelser kan
@ndres ved at forandre kuglernes stgrrelse og deres elektriske ladning. Deres
virkning kan ligeledes vzre forskellig (protraheret virkning). Det, at de er
maskerede, ggr, at man i vid udstrazkning kan undertrykke eller forandre deres
organoleptiske karakter, isar deres smag. Endelig besidder lipoiderne i disse
przparater i sig selv en gavnlig virkning f.eks. blgdggrende, smgrende, glat-
terende.

Opfindelsen beskrives n®rmere i de efterfglgende eksempler,
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Eksempel 1

I en rundbundet kolbe pa 50 ml sammenbringes 500 mg sorbitoltrioleat, der
er oxyethyleneret med 20 mol oxyethylen (forbindelse "Tween 85" solgt af selska=
bet ICI Atlas) og 0,335 ml af en 0,7 moler oplgsning af sorbitol, og man homo-
geniserer blandingen. Forsgget udfgres ved stuetemperatur.

Man tilsmtter herefter 3 ml af en vandig oplgsning p&d 1% af en forbin-
delse, der kendes under sit handelsnavn "Carbopol 934" (polyacrylsyre netdannet
med polyallylsucrose, solgt af selskabet "Goodrich"). Kolben, der er ambragt i
et rysteapparat, omrystes energisk i 1 time.

Den opniede dispersion er geleret. Kuglernmes diameter er stgrre end 1
mikron.

Eksempel 2

I en rundbundet kolbe p& 50 ml blander man grundigt 250 mg oleylalkohol,
der er oxyethyleneret med 10 mol (forbindelse "Brij 96" forhandlet af selskabet
ICI Atlas), og 250 mg oleylalkohol, der er oxyethylenmeret med 2 mol (forbindelse
"Brij 92" forhandlet af selskabet ICI Atlas). Herefter bringer man den opndede
blanding i kontakt med 1 ml af en 0,5 moler oplgsning af glycerol,og blandingen
homogeniseres. Forsgget udfgres ved stuetemperatur.

Herefter tilsetter man 20 ml af en 0,245 molmr oplgsning (NaCl, KCl).
Kolben anbringes pa et rysteapparat, hvorefter man omryster energisk i 1 time.

Den opniede dispersion er flydende og mzlkeagtig. Kyglernes diameter er

ca. 1 mikron.

Eksempel 3
I en rundbundet kolbe pa 50 ml sammenbringes 500 mg af en forbindelse med

den almene formel:

R -t OCH,-GH OH
I

CH2 OH 5

hvor R betegner alkoylgruppen af hydrogenerede lanolinalkoholer, og n har en sta-
tistisk verdi, der er mindre end 3, og 220 ml af en 0,5 moler oplgsning af pen-
taerythritol, Herefter homogeniserer man blandingen. Forsdget udfgres ved stue-

temperatur.
Herefter tilsatter man 4 ml vand. Kolben anbringes pa et rysteapparat,

og man omryster energisk i 30 minutter.

Den opnéede dispersion har et mzlkeagtigt udseende. Kngiernes diameter

er stgrre end 1 mikron.
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Eksempel &

I en rundbundet kolbe pa 50 ml sammenbringes 500 mg af en forbindelse med

den almene formel

R OCH -?H OH

2
CHZOH

hvor R betegner gruppen tetradecylyog n er iig med 2, med 0,75 ml af en 0,4
moler oplgsning af sorbitol. Herefter homogeniserer man blandingen. Forsgget
udfgres ved 40°c.

Herefter tils®tter man 4 ml vand. Kolben anbringes p& et rysteapparat,
og man omryster energisk i 30 minutter.

Den opniede dispersion er klar efter gennemledning af ultralyd. Kuglernes

diameter er mindre end 1 mikron.

Eksempel 5
I en rundbundet kolbe p& 50 ml sammenbringes 500 mg af en forbindelse med

den almene formel

R—{— OCH,~CH OH
l

CHZOH

hvor R betegner gruppen hexadecyl, og n er lig med 2, og 0,335 ml af en 0,3
molar oplgsning af cysteinchlorhydrat. Herefter homogeniserer man blandingen.
Forsgget udfgres ved 55°C.

Herefter tilsaztter man 4,1l ml af en 0,145 moler oplgsning (NaCl, KCl).
Kolben anbringes pa et rysteapparat, og man omryster kraftigt i 3 timer.

Den opniede dispersion er nmsten gennemsigtig ved 55°C. Kuglernes diame-
ter er ca. 2 mikron. Ved langsom afkgling af dispersionen til stuetemperatur,
opndr man en hvid uklar gel.

Dispersionen, der holdes ved 55°C, kan eventuelt fortyndes med en isoose
motisk oplgsning, der indeholder et fortykkelsesmiddel sidsom gummier eller
polymere. Herved opndr man en let uklar oplgsning. Fortyndingsforholdet

vaelges alt efter, hvilken oplgsning man gnsker at opna.

Eksempel 6
I en rundbundet kolbe p& 50 ml, der er anbragt i et vandbad pa 55°

bringer man 500 mg af en forbindelse med den almene formel
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R- OCH,~CH OH
27

CH2 OH

hvor R betegner en hexadecylgruppe, og n er lig 2, i kontakt med 10 ml af en
0,3 moler oplgsning af methionin. Man homogeniserer blandingen. Forsgget udfgres
ved 55°C.

Kolben anbringes pa et rysteapparat, og man omryster energisk i 3 timer
ved 55°C.

Den opniede dispersion er gennemsigtig. Kuglernes diameter er ca. 1 mi-

kron. Ved afkgling til stuetemperatur f&r man en hvid gel«

Eksempel 7
I en rundbundet kolbe p& 50 ml bringer man 500 mg af en forbindelse med

den almene formel

R-{ OCH,-CH OH
I

CHZOH

hvor R betegner alkylgruppen af isostearylalkohol, n har en statistisk ver=
di, der er mindre end 2, i kontakt med 5 ml vand. Man homogeniserer blandingen.
Forsgget udfgres ved stuetemperatur.
Man anbringer kolben pa et rysteapparat og omryster kraftigt i 4 timer.
Den opniede dispersion er melkeagtig. Kuglermes diameter er ca. 5 mikron.
Dispersionen kan underkastes ultralydbehandling, hvorved man reducerer

kuglernes stgrrelse betydeligt.

Eksempel 8
I en rundbundet kolbe pa 50 ml oplgser man 83,2 mg (200 /W-mol) af en

forbindelse med den almene formel

R— OCHZ-CH ) OH
¢
\ HZOH n

hvor R betegner alkylgruppen af oleylalkohol, og n er lig med 2, 1 2 ml af en
blanding af chloroform-methanol i forholdet 2:1. Man afdamper oplgsningsmidlet
ved hjzlp af en roterende fordamper, og man fjernes de sidste spor af oplgs-

ningsmiddel ved hj=lp af en vingepumpe i 1 time.
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Man bringer 10 ml af en 0,3 molar oplgsning af glucose i kontakt med li-
poidet. Kolben, der er anbragt pi et rysteapparat, rystes kraftigt i 4 timer.
Forsgget udfgres ved stuetemperatur.

Dispersionen underkastes ultralydbehandling i 20 minutter. Herefter er
kuglernes diameter reduceret til en verdi, der er mindre end 0,5 mikron. Man fil-
trerer herefter dispersionen pi en gelkolonne "Sephadex G 50 grov!, der er

kveldet 1 en oplgsning af 0,145 moler (NaCl, KCl). Den opnaede oplgsning er let
blalig.

Eksempel 9
I en rundbundet kolbe p&d 50 ml blander man grundigt 58 mg af en forbindel-

se med den almene formel

R~ OCHZ- CIIH OH

CH2 on Y

hvor R betegner alkylgruppen af isostearylalkohol, n er lig med 2, med 58 mg af

en forbindelse med den almene formel

R— OCHZ-CIIH OH

CHZOH oy
hvor R betegner alkoylgruppen af "isostearyl'-alkohol, n er lig med 6, og heref-
ter bringer man den opniede blanding i kontakt med 10 ml af en 1 molzr oplgsning
af glucose. Forsgget udfgres ved stuetemperatur. Kolben anbringes p& et ryste-
apparat, og man omryster kraftigt i 4 timer.

Den opniede dispersion er meget findelt. Kuglernme har en diameter pa ca.
1 mikron. Man kan underkaste dispersionen ultralydbehandling i 30 minutter, hvor-
ved kuglernes stgrrelse sznkes til en verdi, der er mindre end 0,5 mikron.

Den opniede dispersion, dels med kugler med en diameter, der er stgrre
end 1 mikron, dels med kugler, der har en diameter, der er mindre end 1 mikron,

filtreres pa en gelkolonne "Sephadex G 50 grov", der er kvaldet i en oplgsning

af 0,475 molmr (NaCl, KCl).

Eksempel 10
I en rundbundet kolbe pa 50 ml bringer man 500 mg af monolauryletheren
af tetraethylenglycol i kontakt med 0,4 ml af en 0,3 moler oplgsning af glucose.

Man homogeniserer blandingen. Forsgget udfgres ved stuetemperatur.
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HBerefter tilsetter man 5 ml af en oplgsning af 0,145 molzr (NaCl, KC1).
Kolben anbringes i et rysteapparat, og man omryster kraftigt i 15 minut=-

ter.

Den opniede dispersion er gennemsigtig. Kuglernmes diameter er ca. 1 mikron.

Eksempel 11
I..en rundbundet kolbe pa 50 ml bringer man 500 mg af en forbindelse med

den almene formel

R~ [ OCH,=CH OH
I

CH2 OH Y

hvor R er en hexadecylgruppe, og 1 har en statistisk vaerdi, der er mindre end 3,
i kontakt med 0,5 ml af en oplgsning af 50 mg/ml af "Crotéine G" (protein med
en molvaegt p4 ca. 10000, solgt af selskabet UCRODAM").
Man homogeniserer blandingen. Forsgget udfgres ved 60°C.
Herefter tils@t®er man &4 ml af en oplgsning pa 0,145 moler (NaCl, KC1).
Kolben anbringes i et rysteapparat,og man omryster kraftigt i 3 timer.
Den opniede dispersion er genmemsigtig. Kuglernes diameter er ca. 1 mikron.

Ved langsom afkgling til stuetemperatur fir man en hvid uigennemsigtig gel.

Eksempel 12
I en rundbundet kolbe pd 50 ml bringer man 300 mg sphingomyelin 1 kon-
takt med 0,350 ml af en 0,3 molaer oplgsning af glucose. Man homogeniserer blan-
dingen. Forsgget udfgres ved stuetemperatur.
Herefter tilfgjer man 5 ml af en oplgsning pa 0,145 moler (NaCl, KCl).
Man anbringer kolben i et rysteapparat og omryster kraftigt i 2 timer.
Den opniede dispersion er mzlkeagtig. Kuglernes diameter er ca. 2 mikron.

Dispersionen kan underkastes ultralydbehandling i 2 timer, hvorved kugler-

nes diameter formindskes.

Eksempel 13
I en rundbundet kolbe pa 50 ml blander man grundigt 300 mg af en forbin-

delse opniet ved moldestillation med den almene formel

R— OCHZ-CH OH
!

CH20H
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hvor R betegner alkylgruppen af oleylalkohol, og n er lig med 2; 150 mg choleste-

rol: 50 mg af en amin med den almene formel

CZHS
RCOO(CHzCHZO)ﬁCHZCHZN

CZHS

hvor RCOO betegner kokusoliegruppen, og n er et tal mellem 2 og 5, og man bringer
den opnfede blanding i kontakt med 0,5 ml af en 0,3 moler oplgsning af sorbitol.
Man homogeniserer blandingen. Forsgget udfgres ved stuetemperatur.
Herefter tilgetter man 4 ml af en oplgsning af 0,145 mbler (NaCl, KCl).
Kolben anbringes pi et rysteapparat,og man omryster kraftigt i 4 timer.
Den opniede dispersion er opaliserende diameteren af kuglerne er ca.

2 mikron.

Eksempel 14
I en rundbundet kolbe pa 50 ml bringer man 425 mg af en forbindelse med

den almene formel

R—-/ OCH,-CH CH

2
CHZOH

hvor R betegner alkylradikalet af oleylalkohol, og n er et tal lig med 2, og

75 mg af en amin med den almene formel

R— OCHZ-?H -OCHZCHOH-CHZN 0

CH20H a
hvor R betegner oleylgruppen, og n betegner en statistisk verdi mindre end 1,
i kontakt med 0,5 ml af en 0,3 moler oplgsning af glucose. Man homogeniserer
blandingen. Forsgget udfgres ved stuetemperatur.
Herefter tilsmtter man & ml af en 0,145 molaer oplgsning (NaCl, KCl).
Kolben anbringes i et rysteapparat, og man omryster energisk i 4 timer.
Den opniede dispersion er uigennemsigtig. Kuglernes diameter er stgrre end
2 mikron.
Dispersionen kan underkastes ultralydbehandling. Herved bliver kuglernes

stgrrelse mindre i mikron.
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Eksempel 15

I en rundbundet kolbe pi 50 ml bringes 300 mg sphingomyelin i kontakt med
0,350 ml af en 0,3 moler oplgsning af ascorbinsyre. Man homogeniserer blandingen.
Forsgget udfgres ved stuetemperatur.

Herefter tilsetter man 2,650 ml af en oplgsning pi 0,145 moler (NaGl, KCl).
Kolben anbringes i rysteapparatet, og man omryster emergisk i 4 timer.

Den opniede dispersion er mzlkeagtig. Kuglernes diameter er ca. 2 mikron.

Dersom det gnskes, kan dispersionen filtreres pa en gelkolonmne "Sephadex

G 50 grov", der er kvaldet i en oplgsning af 0,145 moler (NaCl, KGCl).

Eksempel 16

I en rundbundet kolbe pa 50 ml oplgses 142 mg af natriumsaltet af Nz-(al-
koylolein)-N-dodecyl-N(N' N'~diethylaminoethyl)-asparagin i 2 ml af en
blanding af chloroform-methanol i forholdet 2:1. Man afdamper oplgsningsmidlet
ved hjzlp af en roterende afdamper. Herefter fjerner de sidste spor af oplgsnings-
middel ved at underkaste produktet i 1 time for reduceret tryk, der frembringes
med en vingepumpe.

Man bringer 10 ml af en oplgsning af 0,3 molar glucose i kontakt med li-
poidet.

Kolben anbringes p& et rysteapparat, og man ryster kraftigt i &4 timer.
Forsgget udfgres ved stuetemperatur. Kuglernmes stgrrelse er ca. 1 mikron. Disper=-
sionen filtreres herefter pi en gelkolonne "Sephadex G 50 grov", der er kvaldet

i en oplgsning af 0,145 molaer (NaCl, KC1).

Eksempel 17

I en kolbe pid 50 ml oplgser man 80 mg af en forbindelse med den almene

formel

R—| OCH,-CH OH

2
CHZOH n

hvor R betegner en hexadecylgruppe, og n er lig med 2, 10 mg cholesterol og 10 mg
dicetylphosphat i 2 ml af en blanding af chloroform/methanol i forholdet 2/1.

Man afdamper oplgsningsmidlet ved hjmlp af en roterende afdamper,og der-
efter fjerner man de sidste spor af oplgsningsmiddel ved hjzlp af en vinge-
pumpe i 1 time.

Herefter bringer man 10 ml af en 0,15 molar oplgsning af natriumsaltet af

pyroglutaminsyre i kontakt med lipoiderne. Kolben anbringes i et rysteapparat,
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og man omryster kraftigt i 2 timer pa et vandbad ved 55°C. Herefter afkgler man
langsomt, til man ndr til stuetemperatur.

Dispersionen underkastes ultralydbehandling i en time ved en temperatur.
tet pd stuetemperatur. Herefter filtrerer man dispersionen pa en gelkolon-
ne "Sephadex G 50 grov", der er kvaldet i destilleret vand.

Den opnaede dispersion er flydende og klar efter behandling med ultralyd.

Kuglernes diameter er mindre end 1 mikron.

Eksempel 18
I en rundbundet kolbe pa 50 ml blander man grundigt 240 mg af en forbin-

delse med den almene formel

R=( OCH,~CH OH
I

CH20H o

hvor R betegner en alkoylgruppe af hydrogenerede lanolinalkoholer, og n har en
statistisk vaerdi mindre end 3, og 60 mg cholesterol.

Man bringer den opndede blanding i kontakt med 0,4 ml af en 0,15 moler
oplgsning af natriumsaltet af pyroglutaminsyre, og herefter homogeniserer man
blandingen. Forsgget udfgres ved 45°C. Herefter tilsmtter man 4,6 ml1 af en 9 o/oo
oplgsning af natriumchlorid.

Kolben, der er anbragt pi et vandbad, omrystes energisk ved hj=zlp af et
rysteapparat i 2 timer ved 4500, herefter afkgler man gradvis indtil stuetempera-

tur.

Den opndede dispersion er flydende og mzlkeagtig. Kuglernes diameter er

stgrre end 1 mikron.

Eksempel 19
I en rundbundet kolbe pa 50 ml blander man grundigt 200 mg af en forbindel-

se med den almene formel:

R— OCHZ-CH OH
CH20H n

hvor R betegner en hexadecylgruppe, og n er lig med 2, 25 mg cholesterol og 25 mg
dicetylphosphat. Man bringer den opndede blanding i kontakt med 0,3 ml af en 10k
oplgsning af tartaraldehyd og homogeniserer blandingen. Forsgget udfgres ved 55°.

Herefter tilsatter man 4,7 ml af en oplgsning af 0,145 moler (NaCl, KCl).
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Kolben anbringes pi vandbad og omrgres kraftigt ved hjzlp af et rysteappa-
rat i 2 timer ved 55°C. Herefter afkgler man gradvis til stuetemperatur.

Den opniede blanding er geleret  og har et let blaligt udseende.

Samtidig pAfgrsel pi huden af denne dispersion af niosomer og en vandig
oplgsning med samme slutkoncentration af tartaraldehyd bevirker, at man opnir to
virkninger af niosomerne, idet de tydeligt forstzrker den udviklede farve og
klart forbedrer holdbarheden af farven ved vask med vand eller med detergenter.

De ovenfor navnte udfgrelseseksempler skal pd ingen made betragtes som
begransende for opfindelsen. Man kan foretage alle gnskelige modifikatiomer,

uden at g4 uden for den foreliggende opfindelses rammer.
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SAMMENLIGNINGSFORSOG

A. Sammenligningsfors¢g med permeabilitet af ioniske og ikke-ioniske liposom-
dispersioner.

Ved den klassiske omr¢ringsmetode kan man med phospholipider savel som
med ikke-ioniske lipider opnd dispersiomer af blarer med flere lag, som har en
gennemsnitlig diameter st¢rre end eller lig med 1 mikron.

Ved anvendelse af ultralyd kan man kraftigt formindske st¢rrelsen af
blererne og opni sidanne med en diameter pd ca. 500 &.

Stgrrelsen af med ultralyd behandlede blzrer (250-1000 &) kan miles ved
iagttagelse under elektronmikroskop, idet man anvender en passende fremkalder,
f.eks. natriumsaltet af phosphorwolframsyre.

Permeabiliteten af blazrerne f¢r og efter ultralydsbehandlingen blev milt
ved enzymatisk mikrobestemmelse af glukose.

Dispersionen blev fremstillet som f¢lger:

Lipiderne forenes, idet de sattes til en chloroform-methanol-opl¢snings-—
middelblanding 2:1.

Man fremstiller en 3%'s dispersion af lipidblandingen i en 0,3 m-glukose-
opl¢sning.

Temperaturen af dispersionen indstilles til en temperatur over krystalli-
sationspunktet for hovedlipidet, hvorpd dispersionen afk¢les til stuetemperatur
under omrg¢ring.

Man behandler i 30 minutter med ultralyd ved direkte kontakt med mikroson-
den, idet dispersionen holdes under nitrogenatmosfare, hvis den indeholder oxy-
derbare liposomer. Temperaturen holdes over krystallisationstemperaturen for
hovedlipidet.

Derpd filtreres over en s¢jle med gel af modificeret dextran, med partik-
kelstgrrelsen "grov" (anvendt i en 9%Z's kogesaltsopl¢sning.

Fors¢gsresultaterne med hensyn til optagelsesevnen for liposomerne over-
for aktive opl¢sninger (her glukose) og permeabiliteten af liposomerne er sam-

menfattet i f¢lgende tabeller 1 til 3:
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Ultralydsbehandling af den ioniske liposom-dispersion:

Sammensatning:
Eggelecithin 857
Cholesterol 107

Natriumdicetylphosphat 5%

TABEL 2
Varighed af ultralyds-— Opkvaldning % tab efter 1 d¢gn
behandlingen, minutter
0 76 0,6
20 33 1,0
60 21 1,0

Ultralydsbehandling af ikke-ioniske liposom-dispersioner

(Niosomer):

Sammensetning:

Produkt med den almene formel

(- 0CH CH \ OH 70%

R 2
VT L)
CH,0H / =

hvori R = alkyl fra hydrerede lanolinalkoholer og

# svarer til statistisk middelverdi pd 3

Cholesterol 207
Natrium—dicetylphosphat 10%
TABEL 3
Varighed af ultralyds- Opkvaldning 7 tab efter 1 dégn

behandlingen, minutter

0 80 0,0
20 53 0,1
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Analyse af fors¢gsresultater:

Fors¢gsresultaterne i Tabel 1 viser, at ved liposomerne (diameter >10004
og <10008) er en formindskelse af blzrenes storrelse i alle tilfelde forbundet
med en forggelse af en ¢get gennemtrzngelighed for det oplgste stof. Permeabili-
teten af de ikke-ioniske liposomer tiltager dog mindre stzrkt med diameterens
formindskelse ved de ikke—ioniske liposomer, end ved de ioniske liposomer.

Fors¢gsresultaterne i Tabel 1 viser endvidere, at de ikke-ioniske lipo-
somer med stgrrelser 1000R er overlegne i forhold til de kendte liposomer af
tilsvarende st¢rrelse, ogsd med hensyn til mzngden af optaget glukoseoplgsning.
De optager, om det kan ses af opkvaldningsdata, ca. den tredobbelte mzngde oplést
stof.

Forspgsresultaterne i Tabel 2 og 3 viser, at tabet af indesluttet glukose
hos de ikke-ioniske liposomer (se Tabel 2), dvs. permeabiliteten af disse lipo-
somer, forgges med varigheden af ultralydsbehandlingen. Permeabiliteten synes
her at vere sammenknyttet med st¢rrelsen af blarerne, siledes at blarer med min-
dre diametre er mere gennemtrzngelige end blarer med store diametre.

I modsztning hertil udviser de ikke-ioniske liposomer (se Tabel 4) ogsa
ved en ultralydsbehandling i 20 minutter og en dermed forbundet formindskelse af

diameteren kun en serdeles ringe forggelse af permeabiliteten.

B. Sammenligningsfors¢g vedr¢rende stabiliteten af
de ioniske og ikke-ioniske liposom-dispersiomer.
I. Toniske liposom-dispersioner.

Formuleringen omfatter 75% aggelecithin, 207 cholesterol og 5% dicetyl-

phosphat. |
Fremstilling af den ioniske liposom-dispersion.

I en 50 ml rundbundet kolbe oplgses 375 mg z=ggelecithin, 100 mg choleste-
rol og 25 mg natriumdicetylphosphat i 3 ml af en blanding af chloroform og me-
thanol (2:1).

Oplg¢sningsmidlet fjernes ved hjzlp af en rotationsfordamper, og de sidste
spor af oplgsningsmiddel fjernes ved at blandingen holdes en time under reduce-
ret tryk.

Den opndede lipidfilm tilszttes ved 40°C 8 ml af en vandig 9% natrium-
chloridoplgsning. Kolbeindholdet r¢res to timer ved 40 °C og afk¢les derpd
langsomt til omgivelsernes temperatur. Kolben befinder sig under omr¢ringen pa
et rysteapparat.

Man underkaster derpd dispersionen ultralydsbehandling i en time ved di-
rekte kontakt med en lydsonde. Den under nitrogen stdende dispersion holdes ved

hjzlp af et vandbad ved en ydertemperatur pa 500C.
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Efter ultralydsbehandlingen filtreres dispersionen over en s¢jle med
agarosegel 1 perleform, opkvaldet i en 9% natriumchloridopl¢sning (egnet st¢r-
relse for s¢jlen: diameter 2,6 cm, lazngde 30 cm).

Eluatet optages i fraktioner p& 10 ml.

Elektronmikroskopisk unders¢gelse viser, at de sidste af fraktionerne
indeholder liposomet.

Den fraktion, som skal unders¢ges, fortyndes med samme volumen af en
vandig 27's opl¢sning af ammoniumsaltet af phosphorwolframsyre mindst 30 minut-
ter f¢r midlingen.

Man anbringer 10 mikroliter af fortyndingen pd et gitter af guld, som
er overtrukket med en kollodiumfilm.

Efter en indvirkningstid p& 30 sekunder t¢rres gitteret med filtrerpapir,

og prazparatet er herefter fardigt til undersggelse.

Trin 1:

Felt af blazrer, dispersion med adskilte blazrer, st¢rrelse 150 til 300A4.
Trin 2:

Forekomst af blareophobninger.
Trin 3 og 4:

Sammensmeltning af blarerne.
Trin 5:

Tilbagevending til ordnet lamelfase.

Overgangen fra trin 1 til trin 4, dvs. spredning af disse liposomer,
sker hurtigt (i lgbet af 24 timer).

I den klare, bldlige udgangsdispersion viser liposomernes adskillelse
sig 1 makroskopisk mdlestok ved forekomst af spiraler eller ruller og derpi

ved dannelse af sammensmeltede blareophobninger.

II. TIkke-ionisk liposom—dispersion (Niosom).
Formuleringen omfatter 807 niosom, 107 cholestantriol og 10% dicetyl-
phosphat.
Fremstilling af den ikke-ioniske liposom-dispersion.

I en 50 ml rundbundet kolbe oplg¢ses 400 mg af produktet med formlen

R——-KOCH — ~CH—A— ~~~~~~ -0H

CH OH’
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50 mg cholestantriol og 50 mg natriumdicetylphosphat i 3 ml af en 2:1-blanding
af chloroform og methanol.

Oplgsningsmidlet afdampes ved hjelp af en rotationsfordamper, og de sid-
ste spor heraf fjernes, idet blandingen holdes en time under reduceret tryk.

Den opndede lipidfilm tilsazttes 8 ml af en vandig 0,3 molar glukoseop-
lgsning. Forsgget gennemf¢res ved en temperatur pa 70°C.

Kolben stilles pi e rysteapparat og r¢res 2 timer kraftigt ved 700C,
hvorpd den afk¢les til omgivelsernes temperatur. Derpd underkaster man disper-
sionen behandling med ultralyd i 20 minutter ved en temperatur, som ved hjelp af
et is-vandbad holdes under stuetemperatur, idet behandlingen sker ved direkte
kontakt med lydsonden.

Den med ultralyd behandlede opl¢sning fortyndes derpd i destilleret vand
til en lipidkoncentration pd 17 og fortyndes derpd atter i et volumenforhold
pd 1:1, mindst 30 minutter f¢r milingen, med en 2%'s oplgsning af ammoniumsal-
tet af phosphorwolframsyre.

Man anbringer 10 mikroliter af denne fortynding pa et guldgitter, som er
dekket med en kollodoniumfilm. Efter en indvirkningstid pa 30 sekunder t¢rres
gitteret med et filtrerpapir.

8 dage efter fortynding af dispersionen i oplg¢sningen af ammoniumsaltet
af phosphorwolframsyren konstateres det, at der foreligger en dispersion af nio-
somer med ringe st¢rrelse (3008). Der iagttages hverken aggregation eller struk-
turforandringer af blarerne ved henstand i adskillige dage. Dispersionen er sta-
bil i flere mlneder.

Fors¢g viser, at de ikke-ioniske liposomdispersioner (her liposom-dia-
meter f.eks. 3008) er vasentligt stabilere end de kendte ioniske liposomer med
en diameter pd op til 10008, specielt 5008 (jvf. tysk offentliggg¢relsesskrift
nr. 22 49 552).

PATENTEKRAYV

1. Dispersion af smikugler, som bestdr af molekulare lag af lipidforbin-
delser, som omslutter en vandig fase, k endet egnet ved, at lipidfor-
bindelserne er ikke-ioniske forbindelser med den almene formel

X——Y

hvori X betegner en hydrofil polyoxyethylengruppe, polyglycerolgruppe eller oxy-—
ethyleret eller ikke-oxyethyleret polyolestergruppe, og Y betegner en lipofil-
gruppe, hvilke kugler har en diameter fra 100 til 50.000A.

2. Fremgangsmdde til fremstilling af dispersionen if¢lge krav 1, k e n-
detegnet ved, at man blander i det mindste en i vand dispergerbar ikke-

ionisk lipidforbindelse med den almene formel
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X3
hvori X betegner en hydrofil polyoxyethylengruppe, polyglycerolgruppe eller
oxyethyleret eller ikke-oxyethyleret polyolestergruppe, og Y betegner en lipo-
fil gruppe, og den vandige fase, som skal indesluttes i kuglerne, idet lipidets
lipofil/hydrofil-forhold valges sdledes, at lipidet kvzldes i den vandige fase,
som skal indesluttes, under dannelse af en lamelagtig fase, hvorpd man tilsatter
en dispergeringsvaske i overskydende mengde til den lamelagtige fase, som opnis
og ryster kraftigt i fra 15 minutter til 3 timer.

3. Fremgangsmide if¢lge krav 2, k ende t e gn e t ved, at man be-
nytter et vegtforhpld mellem den vandige fase, der skal indesluttes og det eller
de lipider, som danner den lamelagtige fase pd fra 0,1 til 3.

4. Fremgangsmade if¢lge krav 2 eller 3, k endetegnet ved, at
man arbejder ved en temperatur, som i det mindste er sd h¢j som smeltetempera-

turen af det eller de lipider, hvormed der arbejdes.
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