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La presente invenzione € relativa ad una composizione
di liposomi e al 1loro uso 1in un metodo di dosaggio,
preferibilmente un metodo diagnostico in vitro, ad esempio
un metodo immunometrico.

Negli ultimi 50 anni sono stati sviluppati numerosi e
sempre piu raffinati metodi per la rilevazione di marker
diagnostici nei fluidi bioclogici in vitro. Queste analisi si
basano prevalentemente sul riconoscimento antigene/anticorpo
(immunodosaggio) . Fra questi metodi, quelli 1in cui 1la
molecola bersaglio aderisce o lega in modo specifico un
supporto solido, sembrano avere la maggiore efficienza. Le
analisi immuno-enzimatiche per la rilevazione di analiti di
interesse diagnostico sono state oggetto di wvari studi e
brevetti.? Uno dei metodi piu utilizzati & il dosaggio di

immunoassorbimento enzimatico (ELISA) che consiste nel



rilevare variazioni cromatiche indotte dal riconoscimento
specifico tra antigene e anticorpo. Ci sono quattro tipi di
test ELISA: i) diretto, 1i) indiretto, 1iii) sandwich e iv)
competitivo. Tutti questi metodi richiedono 1'uso di uno
spettrofotometro per quantificare 1l'antigene (sensibilita
pM).3Poiché molti biomarker rilevanti in termini diagnostici
sono presenti nei fluidi biologici a bassa concentrazione,
c’é la necessita di sviluppare saggi diagnostici innovativi
dotati di maggiore sensibilita. Inoltre, & necessario
ridurre il piu possibile i costi di analisi.

Alcune varianti del metodo ELISA riportati in
letteratura sono i saggi immuno-enzimatici di tipo magnetico
e radio, 1 quali risultano avere una maggiore sensibilita ma
richiedono 1'utilizzo di una strumentazione piu costosa
rispetto ad uno spettrofotometro e di personale altamente
qualificato.®?

Un metodo ampiamente investigato negli ultimi decenni
per amplificare la sensibilita dei saggi in vitro € 1'uso di
nanosistemi tra cui i liposomi, caratterizzati da una ampia
cavita acquosa facilmente adatta a contenere ingenti
quantita di piccole molecole.® Una strategia per l'esecuzione
di test dmmunologici basati su liposomi consiste nel
sostituire 1l'enzima 1in grado di generare la variazione
spettrofotometrica con una molecola marker opportunamente

incapsulata nei liposomi stessi. La molecola marker puo



essere attiva dal punto di vista colorimetrico,’
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fluorimetrico,® chemiluminometrico® o elettrochimico,® cosi

da poter dar vita a diverse tipologie di saggio immunologico

basato su liposomi. La scelta dipende spesso dalla
strumentazione per la rilevazione disponibile in
laboratorio.

Ci sono molte strategie per modificare un antigene o un
anticorpo per i saggi immunologici o per introdurlo in una

11-15

membrana liposomiale. Queste procedure facilmente

riproducibili possono essere applicate a una vasta gamma di
antigeni e anticorpi.?®

Liang et al?Y hanno sviluppato un metodo di rilevamento
e dosaggio dell’enolasi neurone-specifica mediante 1'uso di
liposomi caricati con glucosio ossidasi. In particolare, una
volta <che 11 1liposoma 1lega 1'enclasi neurone-specifica
mediante 1’uso di anticorpi selettivi, alla soluzione di
analisi viene aggiunto glucosio. In seguito all’aggiunta di
un tensicattivo, si causa la rottura del liposoma e il
rilascio della glucosio ossidasi. L'ossidazione del glucosio
da parte del suo enzima genera una variazione del pH della
soluzione che viene rilevato e quantificato mediante un pH-
metro. Lo svantaggio principale di questo metodo & quello di
richiedere un’ulteriore fase di processo nel protocollo di
analisi con le relative criticita e variabilita (1’aggiunta

del substrato (glucosio) alla soluzione di analisi).



Inoltre, 1 costi di preparazione di un liposoma contenente
un enzima sono elevati. L’eventuale stoccaggio di un enzima
richiede attenzioni particolari.

E’ tuttavia sentita nell’arte 1’esigenza di nuove
composizioni di liposomi privi degli svantaggi dei sistemi
noti.

Lo scopo della presente invenzione & pertanto quello di
fornire liposomi che siano facili da realizzare, economici,
che consentano 11 rilevamento e dosaggio di un analita con
una buona sensibilita e mediante 1’uso di semplice
strumentazione presente in qualsiasi laboratorio chimico.

Tale scopo & raggiunto mediante una composizione per
1"uso secondo la rivendicazione 1 e un metodo di dosaggio di
un analita secondo la rivendicazione 6.

In particolare, viene fornita wuna composizione di
liposomi contenenti una soluzione acquosa avente un primo pH
e presentanti sulla superficie almeno un ligando specifico
per un analita di interesse contenuto in una soluzione avente
un secondo pH, detto primo pH essendo differente da detto
secondo pH, per 1'uso in un metodo di dosaggio.

La soluzione acquosa contenuta nei liposomi pud essere
costituita da una soluzione acquosa di una base, da una
soluzione acquosa di un acido o da una soluzione tampone.

Preferibilmente, la soluzione acquosa di una base & una

soluzione acgquosa 1in cui la base & scelta nel gruppo



costituito da idrossido di sodio, idrossido di 1litio,
idrossido di potassio e ammoniaca.

Preferibilmente, la soluzione di un acido & una
soluzione acquosa in cui 1l'acido & scelto nel gruppo
costituito da acido <c¢loridrico, acido solforico, acido
nitrico, acido iodidrico, acido perclorico, acido
bromidrico, acido fosforico e acido acetico.

Preferibilmente, la soluzione tampone & una soluzione
scelta nel gruppo costituito da tampone bicarbonato, tampone
fosfato, tampone acetato, tampone carbonato e tampone
citrato.

Vantaggiosamente, i liposomi secondo 1’invenzione non
contengono alcuna molecola attiva, come ad esempio enzimi,
e non richiedono 1'uso di ulteriori componenti. Sono quindi
sistemi molto semplici che consentono 11 rilevamento
dell’analita in modo accurato e sensibile, senza richiedere
1"uso di strumentazioni sofisticate.

I liposomi dell’invenzione possono essere usati in un
metodo di dosaggio quali e quantitativo, anche a fini
diagnostici.

In particolare, i liposomi dell’invenzione possono
essere utilizzati in immunodosaggi e test in vitro per la
determinazione di specifici analiti utili come marcatori per
la diagnosi precoce e il monitoraggio di stati patologici

come tumori, malattie cardiovascolari, malattie infettive,



malattie metaboliche. Tali marcatori possono essere presenti
in bassa concentrazione in fluidi bioclogici come sangue
intero, plasma, siero, secrezioni nasali, linfa,
espettorato, saliva, urina, sperma, fluido vaginale, sudore,
essudato transdermico, liquido sinoviale, liquido
cerebrospinale, liquido amniotico, umore vitreo, bile, succo
gastrico, colostro e in tutti gli altri fluidi biologici.

Preferibilmente la soluzione contenente 1’analita €& una

soluzione con pH neutro.
I liposomi dell’invenzione possono essere selezionati
nel gruppo costituito da:

— Liposomi wunilamellari piccoli (small unilamellar
vescicles, SUV) aventi un raggio idrodinamico
compreso tra 40 nm e 100 nm;

— Liposomi unilamellari grandi (large unilamellar
vescicles, LUV) aventi un raggio idrodinamico
compreso tra 100 nm e 500 nm;

— Liposomi wunilamellari giganti (giant unilamellar
vescicles, GUV) aventi un raggio idrodinamico
compreso tra 500 nm e 20 um.

Inoltre, 1 liposomi dell’invenzione possono avere

natura lipidica o polimerica (polimersomi o dendrimerosomi) .

Viene inoltre fornito un metodo per il dosaggio di un

analita di interesse in una soluzione comprendente le fasi

di:



a) mettere a disposizione una soluzione di detto
analita di interesse legato ad un supporto solido, detta
soluzione avendo un primo pH;

b) porre a contatto con detta soluzione di analita
una composizione di liposomi contenenti una soluzione
acquosa avente un secondo pH diverso da detto primo pH e
presentanti sulla superficie almeno un ligando specifico per
detto analita di interesse, in modo da creare un legame tra
detto analita e detto ligando;

c) applicare uno stimolo esterno in modo da causare
il rilascio della soluzione acquosa contenuta in detti
liposomi nella soluzione contenente detto analita in modo da
ottenere un terzo pH;

d) misurare detto terzo pH;

e) calcolare il dosaggio di detto analita.

L"analita e il ligando possono essere scelti nel gruppo
costituito da antigene/anticorpo, immunoglobulina/proteina
A, biotina/avidina, ormone/recettore, sequenze complementari
di acidi nucleici, aptamero/molecola target. Tuttavia,
qualsiasi coppia analita/ligando pud essere utilizzata nel
presente metodo.

Il legame tra 1l’analita e il ligando pud essere un
legame di tipo diretto o indiretto, ovvero mediato attraverso
ulteriori 1ligandi. Ad esempio 1 liposomi dell’invenzione

possono essere utilizzati in saggi del tipo ELISA di tipo



diretto, indiretto, a sandwich o competitivi.
Vantaggiosamente 11 metodo dell’invenzione si presta
anche ad essere utilizzato in test diagnostici domestici
usando degli indicatori per la visualizzazione delle
variazioni di pH anche ad occhio nudo.
La preparazione dei liposomi pud essere realizzata con

il metodo di idratazione di film sottile in presenza della

soluzione acida o Dbasica o tampone (300 mOsm/L). La

purificazione da OH /H30* non internalizzati & effettuata
ftramite:

i) neutralizzazione (in caso di soluzioni di basi o acidi
forti; viene & aggiunto un equivalente di HC1 o NaOH
rispettivamente) o

ii) dialisi o ultrafiltrazione (in caso di soluzioni
tampone) .

La sospensione dei liposomi purificati & guindi neutra

in presenza di liposomi integri. I liposomi sono indotti a

rilasciare 11 1loro contenuto per mezzo di uno stimolo

esterno, preferibilmente selezionato nel gruppo costituito
da ultrasuoni, calore, presenza di tensiocattivi, stress
osmotico e cicli di congelamento-scongelamento.

I1 rilascio del contenuto 1liposomiale induce una
variazione del valore di pH misurabile tramite 1’uso di un

pH-metro o wvisualizzabile attraverso il cambiamento di

colore indotto da un indicatore di PH



colorimetrico/fluorescente o, piu in generale, rilevabile da
qualsiasi test che sia sensibile al pH.

La presente 1invenzione verra ora descritta in modo
dettagliato con riferimento alle figure dei disegni annessi,
che riportano esempi realizzativi puramente illustrativi e
non limitativi, in cui:

— la Figura 1 illustra la curva di calibrazione che
correla la qguantita di liposomi dell’invenzione che
rilasciano OH e la variazione del pH.

- la Figura 2 illustra la curva di calibrazione che
correla la qguantita di liposomi dell’invenzione che
rilasciano OH- e la variazione del pH per liposomi
dell’invenzione con diametro medio di 1 um e contenenti 100
mM di NaOH (GUVs) e liposomi dell’invenzione con diametro
medio di 100 nm e contenenti 100 mM di NaOH (LUVs);

- la Figura 3 illustra la curva di calibrazione che
correla la quantita di liposomi dell’invenzione che
contengono una soluzione tampone di bicarbonato e la
variazione del pH;

- la Figura 4 illustra la curva di calibrazione che
correla la qguantita di liposomi dell’invenzione che
contengono una soluzione tampone di bicarbonato e la
variazione del pH per liposomi dell’invenzione con diametro
medio di 1 pm e contenenti 150 mM di NaOH (cerchi) e

confrontato con liposomi aventi un diametro medio di 100 nm



e contenenti 150 mM di NaHCO3 (quadrati);

— la Figura 5 illustra una prima forma di realizzazione
del metodo dell’invenzione;

- la Figura 6 illustra una seconda forma di
realizzazione del metodo dell’ invenzione;

- la Figura 7 i1illustra una terza forma di realizzazione
del metodo dell’invenzione;

- la Figura 8 1illustra i valori di pH misurati per la
sospensione di liposomi dell’esempio 1A;

- la Figura 9 illustra i valori di pH misurati per la
sospensione di liposomi dell’esempio 1B;

- la Figura 10 dillustra i valori di pH misurati per la
sospensione di liposomi dell’esempio 1C;

- la Figura 11 illustra 1 wvalori di pH misurati
nell’esempio 3A.

In figura 1 & riportata la correlazione tra la quantita
dei liposomi dell’invenzione che rilasciano il loro
contenuto e il conseguente aumento di pH in una soluzione
neutra calcolato per una preparazione di liposomi con un
diametro medio di 150 nm e contenenti 100 mM o 50 mM o 10 mM
o 1 mM di NaOH.

Le curve sono state ottenute considerando che il numero
di liposomi in 1 I di soluzione che rilasciano 1l 1loro
contenuto & correlato alla concentrazione di OH™ secondo la

seguente relazione (1):
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[OH Jruasciato = N° liposomi - (mol di base forte) ne; singoto tiposoma =
= N°liposomi - [base forte]ye singolo liposoma * Vinterno det liposoma
(1)
Il numero di liposomi pud essere convertito in moli
semplicemente dividendo per il numero di Avogadro (NA) e
poiché la precedente relazione (1) si riferisce a 1 L di
soluzione, 11 wvalore 1in moli, corrisponde al wvalore di
concentrazione molare (relazione 2).
(N° liposomi/NA)/1 L = [Liposomi]
(2)
Nel presente metodo, 11 pH & misurato prima e dopo aver
indotto il rilascio del contenuto dei liposomi. Il pH della
soluzione di analita & neutro fintanto che il composto basico
& intrappolato all’interno dei liposomi.

Poiche:
Kw
[OH~]equilibrio

[H30+] =

dove Ky € la costante di equilibrio dell’acqua e [OH
Jequilibrio € la concentrazione di OH™ all’equilibrio, una volta
noto 11 pH & possibile calcolare [OH Jequilibrio © da dquesto
valore, tramite 1la seguente equazione (3), & possibile

ottenere [OH ]rilasciato:

([01—1_]6quilibri0)2 _Kw
[OH_]equilibrio

[OH _]rilasciato =

11



Tramite la sostituzione dell’equazione 3 nell’equazione
1 & possibile ottenere la calibrazione riportata in Figura
1.

La sensibilita pud essere nell'ordine del pM ed &
influenzata dalla concentrazione di OH-/H30* intrappolato.

La possibilita di aumentare drasticamente la quantita
di OH /H30" consiste nell'impiego di vescicole piu grandi
come le vescicole unilamellari giganti (GUVs) (Figura 2).

La sensibilita che pud essere raggiunta utilizzando i
liposomi giganti (GUVs) & nell’ordine di grandezza del fM,
adatto per il dosaggio di biomolecole meno concentrate.

Analogamente, lo stesso tipo di calibrazione e
sensibilita pud essere riportata 1in caso di liposomi
contenenti una soluzione acquosa di HC1 al posto di NaOH.

La Figura 3 riporta la calibrazione utilizzando un
tampone bicarbonato ed & stata ottenuta nel seguente modo:
i) sono sciolti in acqua 150 mM di bicarbonato di sodio;
ii) la soluzione & basificata con NaOH fino a pH 10.0; e

successivamente
iii) la soluzione & diluita con acqua bidistillata a pH 7.0

e per ogni diluizione & stato misurato il pH.

La curva mostra una regione di sensibilita compresa tra
1 mM e 10 pM di NaHCO3 iniziale in soluzione.

Una volta noto il diametro delle vescicole e la

concentrazione di NaHCOs3, analogamente a come fatto
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precedentemente, & possibile correlare il numero di liposomi
che rilasciano 11 1loro contenuto alla concentrazione di
NaHCO3 tramite la seguente relazione (4):

o]

[liposomi]= N° liposomi per litro/NA=
= ((mol tampone) rilasciate / (MOl tampone) singolo liposoma) /NA=
= (mol tampone) ritasciate/ ([Lampone]singolo 1iposoma® Vintralipo) ) /NA
(4)

In Figura 4 e riportata la corrispondente curva di
calibrazione.

La sensibilita per i liposomi GUVs e nell’intervallo
del fM mentre per i LUVs e nell’intervallo del pM.

Molte altre diverse soluzioni tampone possono essere
utilizzate come soluzioni di idratazione per questo metodo.

I liposomi dell’invenzione possono essere utilizzati in
metodi di dosaggio del tipo ELISA di tipo diretto, indiretto
0 a sandwich che sono schematizzati nelle figure 5-7.

In particolare, con riferimento alla figura 5, viene
fornito un analita 1, ad esempio un antigene, adeso ad un
supporto solido 2 in una soluzione 3.

A tale soluzione viene aggiunta una sospensione dei
liposomi 4 contenenti una soluzione 5 avente un primo pH, ad
esempio un pH acido di 5, e presentanti sulla superficie un
ligando 6 (figura 5B).

Dopo un tempo adeguato di incubazione, che dipende dalla

cinetica del legame della coppia analita/ligando, 1 liposomi
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non legati sono rimossi tramite cicli di lavaggio, ad esempio
con una soluzione di NaCl 0,15 M a pH 7,0. A guesto punto
viene eseguita una prima misurazione del pH nella soluzione
3.

Il rilascio della soluzione acquosa 5 & indotto da uno
stimolo esterno 7, in questo caso ad esempio calore (Figura
5C) .

Infine, dopo un tempo adeguato al completo rilascio
della soluzione acquosa 5 contenuta nei liposomi nella
soluzione 3, viene eseguita una seconda misurazione del pH
che viene poi confrontata con il pH prima del rilascio della
soluzione 5.

Misurando 11 pH della soluzione dopo la rottura dei
liposomi, la guantita di 1liposomi legati al 1ligando e
facilmente quantificabile utilizzando le calibrazioni sopra
illustrate.

Nella Figura 6 e illustrato una forma di realizzazione
alternativa del metodo dell’invenzione. I dettagli simili od
uguali a quelli gia descritti nella figura 5 sono indicati
per semplicita con i medesimi numeri di riferimento. 1In
particolare, alla soluzione 3 dell’analita 1 su supporto
solido 2 (Fig. 6A) viene aggiunta una soluzione di un ligando
secondario 8 libero (ad es. anticorpo primario) (Fig. 6B).

Dopo un tempo adeguato di incubazione, che dipende dalla

cinetica del legame della coppia analita/ligando secondario,
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i ligandi secondari 8 liberi non legati sono rimossi tramite
cicli di lavaggio, ad esempio con una soluzione di NaCl 0,15
M a pH 7,0.

Viene quindi aggiunta una sospensione di liposomi 4
adeguatamente funzionalizzati con un ligando primario 6 (ad
es. anticorpo secondario) e contenti una soluzione acquosa
5 avente un pH diverso da quello della soluzione 3 per legare
il ligando secondario (Fig. 6C). A questo punto, prima della
rottura dei liposomi, viene eseguita una prima misurazione
del pH.

Il rilascio della soluzione acquosa 5 & indotto da uno
stimolo esterno 7, in questo caso ad esempio calore (Figura
6D) .

Infine, dopo un tempo adeguato al completo rilascio
della soluzione acquosa 5 contenuta nei liposomi nella
soluzione 3 (Fig. 6E), viene eseguita una seconda misurazione
del pH che viene poi confrontata con il pH prima del rilascio
della soluzione 5.

Misurando 11 pH della soluzione dopo la rottura dei
liposomi, la guantita di 1liposomi legati al 1ligando e
facilmente quantificabile utilizzando le calibrazioni sopra
illustrate.

Nella Figura 7 viene illustrata un’ulteriore forma di
realizzazione del metodo secondo 1’invenzione. I dettagli

simili od uguali a quelli gia descritti nella figura 6 sono
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indicati per semplicita con 1 medesimi numeri di riferimento.

In particolare, in questo caso l1l'analita 1 ¢ adeso al
supporto solido 2 tramite un legante secondario 9 (Fig. 7A-
7B) .

Viene quindi aggiunta una sospensione di liposomi 4
adeguatamente funzionalizzati con un ligando primario 6 (ad
es. anticorpo secondario) e contenti una soluzione acquosa
5 avente un pH diverso da quello della soluzione 3 per legare
l"analita (Fig. 7C).

A questo punto, prima della rottura dei liposomi, viene
eseguita una prima misurazione del pH della soluzione 3.

Il rilascio della soluzione acquosa 5 & indotto da uno
stimolo esterno 7, in questo caso ad esempio calore (Figura
7D) .

Infine, dopo un tempo adeguato al completo rilascio
della soluzione acquosa 5 contenuta nei liposomi nella
soluzione 3 (Fig. 7E), viene eseguita una seconda misurazione
del pH che viene poi confrontata con il pH prima del rilascio
della soluzione 5.

Misurando 11 pH della soluzione dopo la rottura dei
liposomi, la guantita di 1liposomi legati al 1ligando e
facilmente quantificabile utilizzando le calibrazioni sopra
illustrate.

Ulteriori caratteristiche della presente invenzione

risulteranno dalla seguente descrizione di alcuni esempi
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puramente illustrativi e non limitativi

ESEMPIO 1

PREPARAZIONE DEI LIPOSOMI

I liposomi della presente invenzione sono ottenuti

tramite il metodo di idratazione di film sottile dove 1la

miscela fosfolipidica, polimerica o dendrimerica & sciolta
in solvente organico

successivamente rimosso sotto wvuoto

ftramite un rotavapor. La soluzione di idratazione contenente

il materiale che si vuole incapsulare nei liposomi & aggiunta

al film e tramite 1’"azione di un vortex si formano liposomi

multilamellari.

La sonicazions

< l7estrusione dei
multilamellari formazione di SUV (40-100 nm
diametro}y o LUV {(100-500 nm di diametro)

condizioni.

I liposomil possono essere formulati in modo da includere
guasl tutti 1 fosfolipidi disponibili in commercioc. Una
Tipica miscela lipidica usata nells

N R A . o
dellfinvenzion

one e 1

~distearolli-sn-glicerco—

detilenglicole) ~20008)
{(DSPE-PEGZ2000-Metossl) .
I lipidi che formanco 11 liposoma vengono sciolti in un
solvente organico inerte o in

solventl per
esgere facilmente disciolti.
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ESEMPIO 1A:

La sospensione liposomiale dell’esempio 1A e
caratterizzata da una membrana fosfolipidica costituita da
DPPC/DSPE-PEG2000-Metossi (rapporto molare 95/5) e
intrappola al suo interno una soluzione di NaOH 1 mM. La
preparazione & stata effettuata sciogliendo 16,64 mg di DPPC
e 3,30 mg di DSPE-PEG2000-Metossi (acquistati da AvantiPolar
Lipids) in 2 ml di cloroformio. La miscela lipidica & stata
essiccata sotto wvuoto in un sistema rotavapor e 11 film
sottile formatosi sulla parete del pallone a fondo tondo e
stato idratato con una soluzione 1 mM di NaOH. La soluzione
e stata agitata su vortex per formare vescicole
multilamellari e quindi sottoposta a ultrasuoni per formare
vescicole unilamellari grandi (Large Unilamellar Vesicles,
Luv) . L’ eccesso di NaOH non intrappolato e stato
neutralizzato aggiungendo un equivalente di HCI. Tre
campioni a diverse concentrazioni sono stati sottoposti a
riscaldamento a 55 °C per 10 minuti per consentire al
contenuto di uscire dal compartimento interno.

Successivamente e stato misurato 11 pH e i risultati
sono riportati in Figura 8 dove i wvalori di pH della
soluzione dell’esempio 1A sono riportati come cerchi mentre
i quadrati rappresentano la curva di calibrazione della
Figura 1.

ESEMPIO 1B:
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La sospensione liposomiale dell’esempio 1B e
caratterizzata da una membrana fosfolipidica costituita da
DPPC/DSPE-PEG2000-Metossi (rapporto molare 95/5) e
intrappola al suo interno una soluzione di NaHCO3 150 mM a
pH 10.0. La preparazione e stata effettuata sciogliendo 16,64
mg di DPPC e 3,36 mg di DSPE-PEG2000-Metossi (acquistati da
AvantiPolar Lipids) in 2 ml di cloroformio. La miscela
lipidica & stata essiccata sotto wvuoto 1n un sistema
rotavapor e 11 film sottile formatosi sulla parete del
pallone a fondo tondo €& stato idratato con una soluzione di
NaHCO3 150 mM a pH 10.0. La soluzione & stata agitata su
vortex per formare vescicole multilamellari e quindi
sottoposta a ultrasuoni per formare vescicole unilamellari
grandi (Large Unilamellar Vesicles, LUV). La sospensione di
liposomi e stata dializzata contro una soluzione di NaCl 150
mM a pH 7.0. E stata calcolata la concentrazione e sono stati
preparati piu campioni a diversa diluizione aggiustando il
pH a 7.0 se necessario.

Ogni campione & stato riscaldato a 55 °C per 10 minuti
per consentire al contenuto di uscire dal compartimento
interno.

Successivamente, & stato misurato il pH e i risultati
sono riportati in Figura 9 (triangoli).

Tutte le procedure sono state ripetute su una seconda

preparazione degli stessi liposomi e risultati sono mostrati
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in Figura 9 (croci). La sovrapposizione della curva
sperimentale con quella estrapolata dalla calibrazione
relativa a NaHCO3 (Figura 9 quadrati) per un liposoma avente
stessa dimensione e carico di bicarbonato, mostra una buona
coerenza tra i due gruppi di dati.

ESEMPIO 1C:

Nel caso dell’Esempio 1C liposomi giganti sono stati
preparati secondo il metodo chiamato “gentle hydration”.

In breve: 1) DPPC e DSPE-PEG2000-Metossi (rapporto
molare 97/3) sono stati disciolti in cloroformio, 1i) la
miscela di fosfolipidi & posta sul fondo di una beuta ed
essiccata usando un flusso di azoto, i1ii) la soluzione di
idratazione (NaHCO3 0.2 M) viene delicatamente versata nella
beuta, iii) 1 1lipidi si idratano, 1n assenza di stress
meccanico, a 60 °C per 2 ore, 1iv) una volta recuperati, i
liposomi vengono centrifugati a 6500 rpm per 15 minuti al
fine di trattenere i liposomi giganti come pellet e scaricare
piccoli liposomi o impurita eventualmente presenti con il
surnatante.

L'ultima operazione viene ripetuta piu volte e i
liposomi vengono risospesi in 1 ml di NaCl 0.2 M a pH 7.0.
La sospensione di liposomi giganti & stata guindi diluita
piu volte e ad ogni soluzione & stato aggiunto TRITON-X a pH
7.0 per indurre 1l rilascio del loro contenuto. Il pH delle

soluzioni diluite & stato misurato prima e dopo 1'aggiunta
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di TRITON-X (Figura 10 triangoli) e i risultati sono in
eccellente accordo con la calibrazione riportata nella
Figura 4 (cerchi).

ESEMPIO 2

VALUTAZIONE DELLA STABILITA DELLE VESCICOLE

I liposomi degli esempi 1B e 1C sono stati testati per
la loro stabilita al rilascio di contenuto in soluzioni di
NaCl 0,2 M. I liposomi preparati di recente, dopo essere
stati purificati, sono stati sottoposti a misurazioni del pH
in continuo per tre ore. Entrambe le formulazioni (Esempi 1B
e 1C) non hanno mostrato alcun aumento significativo del
valore del pH dimostrando che durante questo periodo non
sono stati rilasciati OH  dal comparto liposomiale interno.
Tutti questi campioni alla fine del monitoraggio del pH (pH
7.0) sono stati riscaldati a 55 °C per dieci minuti e il pH
& stato quindi misurato. Un'aliguota della soluzione madre
di liposomi preparata di fresco e stata anche riscaldata a
55 °C per dieci minuti come riferimento ed & stato misurato
il pH finale. La procedura & stata ripetuta tre volte su
ciascun campione: 1l'analisi statistica consente di dire che
il pH finale risulta essere lo stesso per tutti e lo stesso
della soluzione madre, dimostrando cosli che 1l contenuto
liposomiale & stato mantenuto all'interno delle vescicole.
La stabilita dei liposomi dell'Esempio 1C & stata anche

testata su siero umano. I liposomi sono stati incubati con
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siero umano per 1 ora e quindi lavati estensivamente con
NaCl 0.2 M a pH 7.0. Successivamente sono stati riscaldati
a 55 °C per dieci minuti ed & stato misurato i1 pH. Come
controllo, la stessa condizione sperimentale & stata
applicata a una sospensione di liposomi dell'Esempio 1C
sostituendo il siero umano con NaCl 0.2 M a pH fisiologico.
I1 valore finale del pH & risultato essere statisticamente
lo stesso in entrambi i casi.

ESEMPIO 3

TEST DIAGNOSTICI ANALITA/LIGANDO

In questo paragrafo viene riportato un esempio di un
tipo generale di immunodosaggio utilizzando i liposomi della
presente invenzione.

ESEMPIO 3A:

L'esperimento gqui riportato & un esempio di dosaggio
diretto analita/ligando (Figura 5). L'analita da rilevare &
la streptavidina che si lega direttamente alle molecole di
biotina (ligando) ©presenti sui liposomi, ©per formare
complessi analita/ligando. La streptavidina € gia adsorbita
sulla superficie di una piastra. Per guesto esperimento, le
micropiastre rivestite di streptavidina sono state
acquistate da Greiner Bio-One International. I liposomi
giganti contenenti un fosfolipide biotinilato sono stati
preparati secondo l'Esempio 1C sostituendo i1 DSPE-PEG2000-

Metossi con 1,2-distearocil-sn-glicero-3-fosfoetanolammina-
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N-[biotinil (polietilenglicole)-2000] (DSPE-PEG2000-
Biotina) . I liposomi  preparati al momento, ad una
concentrazione di circa 1 + 101! M, sono stati incubati nelle
micropiastre per 15 minuti sotto delicata agitazione. Quindi
le micropiastre sono state lavate 5 volte con NaCl 0.2 M a
pH 7.0. I1 pH & stato misurato con un microelettrodo (METTLER
TOLEDQO) ed & risultato essere 7.0. A qguesto punto una
soluzione contenente TRITON-X a pH 7.0 & stata aggiunta alle
micropiastre, 11 pH & stato misurato 15 minuti piu tardi ed
& stato rilevato un aumento di 0.2 unita di pH. In accordo
con la calibrazione riportata nella Figura 10, questo valore
indica che circa 1 + 1013 M di liposomi erano legati alle
piastre. Queste misure sono state ripetute cinque volte e i
risultati sono riportati nella Figura 11. Come controllo, 1lo
stesso esperimento & stato ripetuto utilizzando liposomi
giganti non funzionalizzati sulla superficie esterna con
biotina (esempio 1C) ma mantenendo le stesse dimensioni e il
medesimo contenuto. In questo caso la variazione di pH e di
circa 0.05 unita. Come ulteriore controllo, le micropiastre
sono state trattate solo con la soluzione di lavaggio (NaCl
0.2 M pH 7.0). Entrambi i controlli sono stati ripetuti 5
volte. L'analisi statistica dei risultati mostra che la
differenza tra 1 liposomi funzionalizzati e controllo e
statisticamente significativa (test T di Student, p =

0.0002) .
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RIVENDICAZIONI

1.- Composizione di liposomi contenenti una soluzione
acquosa avente un primo pH e presentanti sulla superficie
almeno un ligando specifico per un analita di interesse
contenuto in una soluzione avente un secondo pH, detto primo
pPH essendo differente da detto secondo pH, per 1'uso in un
metodo di dosaggio.

2.— Composizione di liposomi secondo la rivendicazione
1 caratterizzata dal fatto che detta soluzione acquosa e
costituita da una soluzione acquosa di una base, da una
soluzione acquosa di un acido o da una soluzione tampone.

3.— Composizione di liposomi secondo la rivendicazione
2 caratterizzata dal fatto che detta soluzione di una base
& una soluzione acquosa in cui la base & selezionata nel
gruppo costituito da idrossido di sodio, idrossido di litio,
idrossido di potassio e ammoniaca.

4.- Composizione di liposomi secondo la rivendicazione
2 caratterizzata dal fatto che detta soluzione di un acido
& una soluzione acquosa in cuil 1l'acido & selezionato nel
gruppo costituito da acido c¢loridrico, acido solforico,
acido nitrico, acido iodidrico, acido perclorico, acido
bromidrico, acido fosforico e acido acetico.

5.— Composizione di liposomi secondo una gualsiasi
delle rivendicazioni da 1 a 4 caratterizzata dal fatto che

detto metodo di dosaggio & un metodo diagnostico.
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6.- Metodo per il dosaggio di un analita (1) di
interesse in una soluzione (3) comprendente le fasi di:

a) mettere a disposizione una soluzione (3) di detto
analita (1) di interesse legato ad un supporto solido (2),
detta soluzione (3) avendo un primo pH;

b) porre a contatto con detta soluzione di analita
(1) una composizione di liposomi (4) contenenti una soluzione
acquosa (5) avente un secondo pH diverso dal primo pH e
presentanti sulla superficie almeno un ligando (6) specifico
per detto analita (1) di interesse, in modo da creare un
legame tra detto analita (1) e detto ligando (6);

c) applicare uno stimolo esterno (7) 1in modo da
causare 11 rilascio della soluzione acquosa (5) contenuta in
detti liposomi (4) nella soluzione (3) contenente detto
analita (1) in modo da ottenere un terzo pH;

d) misurare detto terzo pH;

e) calcolare il dosaggio di detto analita (1).

7.— Metodo secondo la rivendicazione precedente,
caratterizzato dal fatto che detti analita (1) e ligando (6)
sono scelti nel gruppo costituito da antigene/anticorpo,
immunoglobulina/proteina A, biotina/avidina,
ormone/recettore, sequenze complementari di acidi nucleici,
aptamero/molecola target.

8.—- Metodo secondo una qualsiasi delle rivendicazioni

6 o 7, caratterizzato dal fatto che detto legame tra detto
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N

analita (1) e detto 1ligando (6) e un legame di tipo
indiretto.

9.- Metodo secondo la rivendicazione 8, caratterizzato
dal fatto che detto legame di tipo indiretto avviene mediante
un ligando secondario (8).

10.- Metodo secondo una qualsiasi delle rivendicazioni
da 6 o 9, caratterizzato dal fatto che detto stimolo esterno
(7) & selezionato nel gruppo costituito da ultrasuoni,
calore, presenza di tensioattivi, stress osmotico e cicli di

congelamento-scongelamento.
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