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(57) Sammendrag

En fremgangsmate for administrering av en arachidonsyremetabolitt, s4 som
prostaglandin E1 til et dyr er beskrevet. Metabolitten blir gitt til dyret, vanligvis et
mennske, sammen med en unilamellzr liposom som omfatter et lipid og en frigjerings-
inhiberende vandig buffer. Fremgangsmaten kan bli anvendt for & behandle dyr som har
fostyrrelser nar det gjelder celleaktivering og adhesjon, betennelse eller toksemi.
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Foreliggende oppfinnelse er rettet mot en fremgangsmate for fremstilling av en farma-
seytisk sammensetning som omfatter unilamellere liposomale arachidonsyremetabolitt
formuleringer og anvendelse derav.

De forskjellige prostaglandinene er gruppert i flere kategorier (A-I), som er forskjellige
nér det gjelder varierende substituenter pa 5-karbonringen innfert i 20-karbonfettsyre-
forleperen i lapet av prostaglandinsyntesen. Disse gruppene kan bli ytterligere delt inn
basert pé antall, og posisjon av dobbeltbindinger i prostaglandinkarbonkjedene. Prosta-
glandinene antas & virke pa deres malceller ved hjelp av cellulzre overflatereseptorer.
Disse reseptorene antas & bli koblet til andre messenger systemer hvorved prostaglandin-
virkningen blir formidlet. Prostaglandinene kan innha et bredt spekter av biologiske
aktiviteter.

Enzymene i kroppen kan hurtig deaktivere prostaglandinene. Dette nedvendiggjer hyp-
pige administreringer av haye doser av forbindelsene for & opprettholde terapeutiske
effektive nivaer i serum. Dette gker kostnadene ved prostaglandinbehandling og forer til
muligheten av uenskede bivirkninger. I det prostaglandindeaktivering oppstér hovedsa-
kelig ndr blod passerer gjennom lungene blir forbindelsene generelt administrert intraar-
terieit. Liposomale formuieringer kan forienge den sirkuiatoriske haiveringstiden tii
arachidonsyremetabolittene, for eksempel prostaglandiner, og kan vare behjelpelig med
4 unnga deaktivering derav i lungene. Slike liposomale formuleringer kan folgelig van-
ligvis tilveiebringe terapeutiske alternativer.

Mizishuma et al. (J. Rheumatol. 14:97 (1987)) og Hoshi et al. (Drugs. Exptl. Clin. Res.
12(8):681 (1986)) beskriver lipidmikrosfeerer inneholdende prostaglandin E1 (PGE1).
Som beskrevet i Mizishuma et al. (US-PS 4.493.847) og Imagawa et al. (US-PS
4.684.633) utgjor disse "mikrosferene” prostaglandin-inneholdende fettemulsjoner som__
ikke er liposomer, og som har hverken de samme egenskapene, eller samme fordelene,
som liposomale arachidonsyremetabolittformuleringer angitt heri. Shell og See (US-PS
4.820.732 og 4.955.878) beskriver behandlinger for redusering av feilfunksjonen i lepet
av angioplasti prosedyrer som involverer administrering av prostaglandin-inneholdende
sammensetninger til pasientene. Disse sammensetningene inneholder ogsi en barer. De
flytende barerene som er beskrevet, for eksempel dehydrerte alkoholer og saltvannsopp-
lesninger kan generelt ikke tilveiebringe forlenget frigjering av en arachidonsyremeta-
bolitt. Fett-belastede mikrosfrre beerere som er beskrevet antas 4 vare like store som en
red blodcelle, dvs. minst 7 mikroner i diameter, og kan vare mye sterre. Administrering
av s store partikler til dyr kan forirsake vanskeligheter p& grunn av at mikrosferene
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kan bl sittende fast og stenge smé blodarer, for eksempel lungekapillerer. Liposomene
anvendt i foreliggende oppfinnelse har derimot en maksimal sterrelse pd omtrent 5 mik-
roner eller mindre, og har fortrinnsvis en sterrelse pa omtrent 50 nm til omtrent 1 mik-
ron. Disse liposomene kan trygt bli administrert til dyr for terapeutiske formal.

Liposomale formuleringer av medikamentene kan ha en forsterket terapeutisk indeks
ved 4 redusere medikamentets toksisitet, oke dets effektivitet eller begge. Liposomale
arachidonsyremetabolittformuleringer anvendt ved utferelse av denne oppfinnelsen er
nyttige for & lindre eller forhindre sykdommer, forstyrrelser eller tilstander s som tok-
semiske forstyrrelser, inflammatoriske forstyrrelser og celleaktivering adhesjonsforstyr-
relser.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer en fremgangsmate for fremstilling av en farma-
seytisk sammensetning for administrering av en arachidonsyremetabolitt til et dyr og
fremgangsméten omfatter administrering til dyret en sammensetning som omfatter en
farmaseytisk akseptabel barer og en unilamellar liposom som omfatter metabolitten, et
lipid og en frigjerings-inhiberende vandig buffer. Dyret er fortrinnsvis et menneske og
administrering omfatter intravenos administrering.

Den unilamell®re liposomen er en stor unilameller liposom (LUV), fortrinnsvis en
LUV som har en diameter pd omtrent 100 nm. Arachidonsyremetabolitten administrert
til dyret er et prostaglanding, fortrinnsvis et prostaglandin fra E eller I serien, og mest
foretrukket, prostaglandin Eq. Lipidet er fortrinnsvis et mettet acylkjedelipid, mere fore-
trukket er dipalmitoyl, fosfatidylcholin (DPPC). Bufferen er fortrinnsvis en sitronsyre-
buffer, mere foretrukket, en sitronsyrebuffer med en pH pé omtrent 4,5.

Fremgangsmaten ifalge denne oppfinnelsen kan bli anvendt for & behandle dyr som har__
forstyrrelser karakterisert ved celleaktivering og adhesjon, betennelse eller toksemi,
blant andre indikasjoner. Slike forstyrrelser innbefatter, uten begrensning: reperfusjons-
skade, hjerteinfarkt, vaso-okklusiv sykdom, respiratorisk distressyndrom i voksne
(ARDS), systemisk inflammatorisk responssyndrom (SIRS), vaskulitis, post-traumatisk
sjokk, brannskade, vaso-okklusive forstyrrelser, artrittforstyrrelser, for eksempel gikt,
rheumatoid artritis eller filary attires, og autoimmune sykdommer, for eksempel syste-
misk lupus erytematosus, juvenil diabetes, multippel sklerose eller Hashimotos tyroidi-
tis. Spesielt foretrukne indikasjoner er ARDS og SIRS.
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Fremgangsmaten omfatter administrering til dyret av en mengde av liposomen som om-
fatter en anti-forstyrrelse effektiv mengde av arachidonsyremetabolitten. Generelt om-
fatter den anti-forstyrrelses effektive mengden av metabolitten minst omtrent 10-12 gav
metabolitten pr kg kroppsvekt til dyret, og utgjer vanligvis fra omtrent 10-12 g pr kg til
omtrent 10-3 g pr kg. Det er enskelig at den effektive mengden av metabolitten er fra
omtrent 10-8 g pr kg kroppsvekt til omtrent 10-4 g pr kg. Det er mere enskelig at den
effektive mengden av arachidonsyremetabolitten er omtrent 106 g pr kg kroppsvekt.

Lioposomet anvendt i foreliggende oppfinnelse kan omfatte et terkebeskyttelsesmiddel,
og kan bli dehydrert, lagret og deretter rekonstituert for bruk. Terkebeskyttelsesmiddelet
utgjer fortrinnsvis et saccharid si som maltose, laktose, sukrose, dekstrose, raffinose
eller trehalose. Saccharid terkebeskyttelsesmiddelet er fortrinnsvis maltose.

Fremgangsmaten ifslge oppfinnelsen kan omfatte administrering av et ytterligere bioak-
tivt middel, s som et anti-inflammatorisk eller antimikrobielt middel, til dyret.

Foreliggende oppfinnelse omfatter en fremgangsmaéte for fremstilling av en farmasgytisk
sammensetning for behandling av en sykdom kjennetegnet ved celleaktivering og adhe-
sjon, inflammasjon eller toksemi, kjennetegnet ved at den omfatter formuleringen:

(@)  en farmaspytisk akseptabel barer; og

(b) et unilamellert liposom som omfatter:

@) et lipid; '

(il)  en frigjeringsinhiberende vandig buffer;

(iii)  en antisykdomseffektiv mengde av en arachidoninsyremetabolitt som er
minst omtrent 10" g av metabolitten pr. kg. kroppsvekt av dyret som
skal behandles, hvori nevnte frigjeringsinhiberende buffer eker styrken
av metabolittlipidinteraksjoner eller etablerer elektrostatiske repulsjoner.
med metabolitten.

Foreliggende oppfinnelse vedrerer ogsi anvendelse av en sammensetning som omfatter
en farmasgytisk akseptabel barer og et unilamelleert liposom som omfatter en arachido-
ninsyrematabolitt, et lipid og en frigjerelsesinhiberende vandig buffer, hvori nevnte fri-
gjeringsinhiberende buffer gker styrken av metabolittlipidinteraksjoner eller etablerer
elektrostatiske repulsjoner med metabolitten for fremstilling av en sammensetning for
behandling av et dyr som lider av en sykdom kjennetegnet ved celleaktivering og adhe-
sjon, inflammasjon eller toksemi.
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KORT BESKRIVELSE AV TEGNINGENE

Figur 1. Virkningen av LUV-PGE] pa blodplate aggregasjonen. LUV-PGE1 ("C-53"),
fremstilt 1 henhold til fremgangsmatene angitt i eksempel 1, nedenfor. X-akse: kontroll,
0,1 mikrogram, 0,6 mikrogram, 1,1 mikrogram og 1,1 mikrogram post-administrering
LUV-PGE]1 pr kg kroppsvekt (merkskravert: kollagen: lett skravert: U46613). Y-akse:
prosent av kontroll.

Figur 2. Hjerterate vs. eksperimentvarighet i behandlende/kontrollhunder. Fylte firkan-
ter: LUV-PGE]1; fylte trekanter: kontroll *: tomme liposomer; fylte diamanter: fri PGE1.

Figur 3. Venstre arterielt trykk vs. eksperimentell varighet. Fylte firkanter: LUV-PGE1;
fylte triangler: kontroll; *: tomme liposomer; fylte diamanter; fri PGEL.

Figur 4. Infarktsterrelse som prosent av risikosone. X-akse: LUV-PGEI, fri PGE1, tom-
me liposomer, kontroll. Y-akse: infarktstarrelse/risikosone (%o).

Figur 5. Myeloperoksidase frigjering fra myokardialvev. X-akse: infarktsone, grenseso-
ne, risikoregion, kontrollsone (merkt skravert: kontroll; skrélinjer; tomme liposomer:
rette linjer: fri PGE1; kryss-skraverte: LUV-PGE.

Figur 6. Forhindring av lungeskade etter termisk hudskade med LUV-PGE1 behandling,
X-akse: kontroll, brent, brent pluss LUV-PGE1. Y-akse: prosent albuminlekkasje (cpm
heyre lunge/cpm blod).

Figur 7. Virkning av tomme liposomer eller fri PGE1 pa lungelekkasje i rotter gitt IL-1
intratrachealt. X-akse: saltvannskontroll, IL-1, IL-1+ LUV PGE], IL-1 + tomme lipo- _
somer, IL-1 pluss fri PGE1. Y-akse: lungelekkasje (cpm lunge/cpm blod).

Figur 8. Rotte endotoksemimodell. X-akse: tid (dager) post-LPS administrering; Y-akse:
prosent overlevelse i behandlingsgruppen. Fylte firkanter: rotter administrert saltvanns-
kontroll (O pg/kg LPS); épne firkanter: rotter administrert 10 pg/kg LPS; fylte diamen-
ter: 15 pg/kg LPS; dpne diamanter: 25 pg/kg LPS; fylte trekanter: 50 pg/kg LPS; ipne
triangler: 75 pg/kg LPS; fylte sirkler: 100 pg/kg LPS.

Figur 9. Inhibisjon av sekresjon av human monocyt TNFa og IL-18 i respons til lipopo-
lysaccharid (LPS). X-akse: fri PGE{, LUV-PGE; (unilamellere liposomer inneholden-
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de PGEI1 og fremstilt i henhold til prosedyrene beskrevet i dette eksempelet), placebo
LUV (store unilamellzre liposomer som ikke inneholder PGE1), placebo LUV pluss fri
PGE1), y-akse: prosent inhibisjon av TNFa og IL-18 sekresjon; uskravert: TNFa,; skra-
vert: IL-18.

Figur 10. Attenuering av LPS-indusert dedelighet. X-akse: tid (dager) post-LPS admi-
nistrering; y-akse; prosent overlevelse i behandligsgruppen. Fylte firkanter: saltvanns-
kontroll (LPS ikke administrert); fylte diamanter: LUV-PGE1; dpne diamanter: placebo
LUV pluss fri PGE]1,; fylte trekanter: placebo LUV; &pne triangler: LPS kontroll (ingen
liposomer eller PGE)); &pne firkanter: fri PGE;.

Figur 11. Eliminering av fri PGE{-indusert dedelighet. X-akse saltvannskontroll (ingen
LPS, PGE; eller liposomer), LPS kontroll (LPS, men ingen liposomer eller PGE1),
LUV-PGE, placebo LUV pluss fri PGE{, lateks mikrosfarer pluss fr PGEj, placebo,
LUV, lateks mikrosfezrer; y-akse: prosent overlevelse i behandlingsgruppen.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer en fremgangsméte for administrering av en ara-
chidonsyremetabolitt til et dyr. Fremgangsméten omfatter administrering til dyret av en
sammensetning som omfatter en farmasgytisk akseptabel barer og arachidonsyremeta-

bolitten sammen med en unilamellar liposom. Dyret er fortrinnsvis et menneske og ad-
ministreringen omfatter intravenes administrering.

"Farmaspytisk akseptabel barer" som anvendt heri innbefatter hvilke som helst av stan-
dardberere, fortynningsmidler, eksipienter og lignende generelt for anvendelse nar det
gjelder administrering av bioaktive midler til dyr, spesielt mennesker. Slike berere er
velkjent innenfor fagomradet og blir generelt valgt med hensyn pa et antall faktorer, s
som det bestemte medikamentet som blir anvendt og administrasjonsveien som er vel-__
kjent for fagfolk innenfor dette omrédet, eller som kan bli bestemt uten unedig eksperi-
mentering. Egnede barere innbefatter, men er ikke begrenset til saltopplasninger s& som
fysiologiske saltvann (10 vekt-% av volum natriumklorid i vann), vandige dekstrose
opplesninger, for eksempel DSW (5 vekt-% volum dekstrose i vann), og lignende. Den
farmasgytiske sammensetningen kan videre omfatte hjelpemidler si som konserver-
ingsmidler, anti-oksyderingsmidler og lignende i mengder, og som kjent for fagfolk in-
nenfor dette omradet.

Liposomer er selv-sammenstillende substrukturer som omfatter en eller flere bilag av
amfipatiske lipidmolekyler hvor hvert bilag omgis rundt et vandig rom. Liposomene kan
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veere unilamelleere, det vil si ha et enkelt lipidbilag, eller liposomene kan vare multila-
mellzre, dvs. med 2 eller flere lipidbilag. Liposomene ifelge oppfinnelsen er en unila-
mellar liposom. Liposomen er fortrinnsvis en stor unilamellaer liposom (LUV), og for-
trinnsvis en LUV med en diameter pa omtrent 100 nm.

Liposomene kan bli fremstilt ved hjelp av forskjellige teknikker som er velkjente for
fagfolk innenfor dette omradet. Se for eksempel Deamer og Uster, "Liposome Prepara-
tion: Methods and Mechanisms", in: Liposomes (M. Ostro, ed), Marcel Dekker (New
York), s. 27-51 (1983); Cullis et al., in: Liposomes, From Biophysics to Therapeutics
(M.J. Ostro, ed.), Marcel Dekker, s. 39-72 (1987)). Bangham's procedure (J. Mol. Biol.
13:238 (1965)) produserer ordinere multilamellzre vesikler (MLV), dvs. liposomer
med to eller flere lipidbilag, og involverer opplesning av en eller flere amfifile lipider i
en eller flere organiske opplesningsmidler. Lipidene blir deretter terket, og de terkede
lipidene blir rehydrert med en vandig opplesning for & danne MLV. Lenk et al. (US-PS
4.522.803, 5.030.453 og 5.169.637).Fountain et al (US-PS 4.588.578) og Cullis et al.
(US-OS 4.975.282) beskriver fremgangsmater for fremstilling av multilamellere lipo-
somer som har et opplest stoff innesluttet i deres vandige rom, i det konsentrasjonen av
det oppleste produktet i hvert av rommene er vesentlig likt. Unilamellere liposomer kan
bil dannet ved eter eiier etanoiinjeksjon eiler infusjonsmetoder. Unilameilere iiposomer
kan bli produsert fra multilamellzreliposomer ved ekstrusjon av multilamellare lipo-
somer, under trykk, giennom filtere med definerte poresterrelser som beskrevet av Cul-
lis et al. (US-PS 4.975.282) og Loughrey et al. (US-PS 5.059.421). Ekstrusjon, samt
prosedyrer som homogenisering, mellesonikering og French Press anvendelse kan bli
anvendt for & redusere liposomsterrelsen som kan bli bestemt ved hjelp av prosedyrer
som fri-fraktur elektronmikroskopiske undersgkelser av liposomen, samt kvasi-elektrisk
lysspredning.

"Arachidonsyfe metabolitter” er prostaglandiner, eller forbindelsenc kan bli omdanr;ét«til
prostaglandiner, for eksempel kunstig eller i kroppen til dyret. Prostaglandier er en grup-
pe pd 20-karbonfettsyrer inneholdende en 5-karbin ring, pluss syv- og 4tte-karbonkjeder,
som er dannet fra arachidonsyre og andre 20-karbon fettsyrer med minst tre dobbelt-
bindinger (for eksempel "essensielle" fettsyrer 8,11,14-eikosatrinoisk syre, 5,8,11,14-
eikosatetraenoisk syre; se for eksempel Goodman and Gilman's The Pharmacological
Basis of Therapeutics, supra). Arachidonsyre er det mest av av disse 20-karbonprosta-
glandin forleperene i mennesker.
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20-karbon vesentlig fettsyreprostaglandinforlepere, mellomprodukter dannet i lepet av
prostaglandinsyntesen, for eksempel prostanoisk syre, og strukturelle analoger som kan
bli omdannet til disse forbindelsene, er "arachidonsyremetabolitter”. "Prostaglandin-re-
laterte forbindelser", for eksempel leukotriener, tromboksaner, lipoksiner og prostacyk-
liner, innbefatter forbindelser som er funksjonelt relaterte til prostaglandiner og som
ogsa kan bli oppnadd fra 20-karbon essensielle fettsyreprostaglandinforlepere. Prosta-
glandiner, prostaglandin-relaterte forbindelser og eikosanoider, samt strukturelle ana-
loger som kan bli omdannet til slike forbindelser, utgjer ogsa "arachidinsyre metabolit-
ter". Arachidonsyre metabolitten administrert til dyr i henhold til foreliggende oppfin-
nelse er et prostaglandin, fortrinnsvis et E eller I serie prostaglandin, og fortrinnsvis
prostaglandin E1q.

"Assosiasjon"” av en arachidonsyremetabolitt med en liposom betyr generelt at metabo-
litten er innesluttet i liposomets vandige rom, eller er assosiert med det indre eller ytre
monolaget til liposomets bilag, for eksempel ved hjelp av elektrostatiske interaksjoner
mellom metabolitten og hodegruppene til monolagets komponent amfipatiske lipider.
En foretrukket fremgangsmate for dannelse av unilamelare liposomale formuleringer
ifelge oppfinnelsen er assosiasjon av metabolitten med lipidet i etanol i likhet med tek-
nikken tif Batzri et al., Biochem. et Biophys. Acta., 198:1015 (1973) ved anvendelse av
en transmembran konsentrasjonsgradient som beskrevet i Bally et al. (US-PS
5.077.056). I denne teknikken blir lipid og prostaglandin opplest sammen i et vandig-
blandbart organisk opplesningsmiddel s& som etanol og deretter sakte tilsatt til en forste
vandig opplesning. Eventuelt kan et konserveringsmiddel s& som butylert hydroksytolu-
en (BHT) bli blandet sammen med lipidet i opplesningen.

Den resulterende liposom dispersjonen kan bli redusert i sterrelse i en mere homogen
populasjon, for eksempel ved ekstrusjon gjennom et filter, fortrinnsvis med 100 nm po- __
restorrelse, i det filteret har enten rett stykke eller vridd stykke. Et foretrukket filter for
anvendelse i denne prosessen er en aluminoumoksyd porgs film s som AnoporeTM
filtere dannet av Anotec Separations. En slik populasjon av liposomer kan bli dannet

ved ekstrusjonsprosedyrene ifelge US-PS 5.008.050. Slike ekstrusjonsprosedyrer hvor
liposomene blir sendt gjennom et filter under trykk muliggjer dannelsen av homogene
populasjoner av liposomer med hensyn pa sterrelse. Nar liposomene blir sendt mer enn
en gang gjennom filteret, vil antall passeringer som er nedvendige bli bestemt ut fra det
som er nedvendig for 4 oppné den gnskede liposomsterrelsen. "
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Filtersterrelsene som anvendes blir valgt ifelge den enskede sterrelsen pé det endelige
liposomproduktet. I foreliggende oppfinnelse er liposomer med en gjennomsnittlig dia-
meter pd mindre enn omtrent 200 nm foretrukket. Den individuelle liposomen anvendt i
foreliggende oppfinnelse er fortrinnsvis mindre enn omtrent 500 nmi diameter. Liposo-
men har fortrinnsvis en diameter p& omtrent 100 nm, i det liposomer med denne storrel-
sen generelt er kjent for & passere gjennom kapillersjiktet til lungen og kan derfor pas-
sere gjennom til andre organer og vev. Et filter som har en poresterrelse pa omtrent 100
nm blir fortrinnsvis valgt for anvendelse i ekstrusjonstrinnet. Storrelses-reduserte lipo-
somer kan ogsa bli sterilfiltrerte, s som ved passering gjennom et 220 nm Millipak fil-
ter (Millipore, Inc., Bedford, MA).

Den unilamellere liposomen anvendt i fremgangsmaéten ifelge oppfinnelsen omfatter
metabolitt, et lipid og en frigjerings-inhiberende vandig buffer. Lipidet eker fortrinnsvis
styrken til metabolitt-lipid interaksjonene og inhiberer folgelig frigjering av metabolit-
ten fra liposomen. Slike lipider er "frigjerings-inhiberende lipider"”. Lipidbaserte fakto-
rer som gker styrken til prostaglandin-lipid interaksjonene innbefatter, men er ikke be-
grenset til, faktorer som gjor lipidbilagene mindre permeable for vann og andre smé
molekyler, for eksempel faktorer som gker Van der Waals, dipol-dipol og andre inter-
aksjoner mellom acylkjedene og tolgelig gjor at acylkjedene blir pakket nermere sam-
men i bilaget. Antall dobbeltbindinger i bilagenes acylkjeder kan for eksempel pavirke
kjedens arrangering med hensyn til hverandre i bilaget. Desto lavere antall dobbeltbind-
inger, desto n@rmere blir acylkjedene pakket sammen, og folgelig presenterer en barrie-
re overfor et prostaglandin som gér gjennom bilaget. Foretrukne lipider har folgelig met-
tede acylkjeder. Foretrukket lipid med mettede acylkjeder er dipalmitoylfosfatidylcholin
(DPPC). Andre lipider med mettet kjede kan ogsa bli anvendt.

Vandige buffere i liposomer kan ogsd inhibere eller forhindre frigjeringen av en arachi-
donsyremetabolitt assosiert med en liposom. Slike vandige buffere er "frigjerings-inhi-
berende vandige buffere”. Karaktertrekkene til foretrukne frigjerings-inhiberende buf-
fere innbefatter, men er ikke begrenset til, evnen til 4 etablere elektrostatiske frastet-
ninger med metabolittene eller for & forsterke metabolitt-lipid interaksjonene. Buffere
med en hayere buffringskapasitet og folgelig en storre evne til & opprettholde ensket pH
vil bli bedre frigjerings-inhiberende buffere. Foretrukne frigjerings-inhiberende buffere
er sitronsyrebuffere, spesielt sitronsyrebuffere som har en pH p& omtrent 4,5.

Fremgangsmaéten ifalge oppfinnelsen kan bli anvendt for & administrere en arachidonsy-

remetabolitt til et dyr pavirket av en forstyrrelse kjennetegnet ved celleaktivering og ad-
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hesjon, betennelse og/eller toksemi, blant andre indikasjoner. Fremgangsmaten omfatter
administrering til dyret av en mengde av liposomen som omfatter en anti-forstyrrelses-
effektiv mengde av metabolitten. Forstyrrelsene som kan bli behandlet i henhold til fore-
liggende oppfinnelse innbefatter, uten begrensning: reperfusjonsskade, systemisk in-
flammatorisk responssyndrom (SIRS), respiratorisk distress syndrom i voksne (ARDS),
hjerteinfarkt, vaskulitis, brannskade, post-traumatisk sjokk, vaso-okklusive forstyrrelser,
arthrit forstyrrelser, s som rheumatoid arthritis, gout og filary arthritis, og auto-
immune forstyrrelser s som systemisk lupus erytematosus, juvenile diabetes, multippel
sklerose og Hashimotos thyriuditis.

Visse forstyrrelser er kjennetegnet ved unormal aktivering av celler, for eksempel blod-
plater og neutrofiler, i blodet, og ved pafelgende adhesjon av disse cellene til hverandre
eller til aktiverte celler i det omgivende vaskulere endothelet. Slik celleaktivering og
adhesjonsforstyrrelser er et betydelig problem innen mange forskjellige medisinske pa-
tologiske omrader. Endothelceller, for eksempel vaskulere, plurale, perikardiale eller
abominale endothelceller, kan bli aktivert av cytokiner, for eksempel interleukin-1 (IL-
1), tamornekrosefaktor-alfa (TNF-alfa) eller bakterielle endotoksiner. P4 samme méte
kan blodceller, spesielt neutrofiler og blodplater bli aktivert av midler s& som GM-CSF,
bakterielle endotoksiner, bakterielle kj emo tiltrekkende midler, TNF-alfa og C5a kom-
ponenten til komplement.

Aktiverte celler har addisjonsseter pa deres overflater hvorved de kan adherere til hver-
andre. Aktiverte og adhererte celler kan danne klumper som kan tilstoppe smi blodérer
som de som finnes i lunger og hjerte, og kan dermed redusere blodstremningen til om-
givende vev. De aktiverte cellene kan ogsh adherere til aktiverte vaskulere endothelcel-
lef; og slik adhesjon kan fere til péfolgende degranulering av vaskulart endothel, eller
til frigjering av mediatorer for celleskade, s& som superoksidanion (O7-) og proteolytis-
ke enzymer.

Blant celleaktiverings- og adhesjonsforstyrrelser som foreliggende oppfinnelse er rettet
mot er reperfusjonsforstyrrelser, som de som er relatert til reperfusjon av okkluderte
blodarer, eller tilfeldig ved kirurgi hvor blodstremmen temporart er stoppet (se for ek-
sempel Seewaldr-Becker et al., "Effect of Anti-Adhesive Antibodies on Reperfusion
injury”, (Springer et al., eds.) i: Leukocyte Adhesion Molecules: Springer-Verlag, New
York (1990), s. 138-148; og "Adhesion in Disease and Therapy", (Springer et al., eds); i:
Leukocyte Adhesion Molecules, Springer-Verlag, New York (1990), s. 85-156). Nér det
er en blokkering i en blodére kan omgivene endotelceller, samt nedstrems ischemisk
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vev, bli skadet. Det kan til og med bli ytterligere skade pa nzrliggende endotelceller nér
okklusjonen blir fjernet. Slike skadede celler kan igjen indusere aktivering i neutrofiler
og blodplater etter gjenopprettelse av blodstremmen til de pavirkede omrédene.

De samme cellene som blir aktivert og deretter gjennomgér intracelluler adhesjon kan
ogsé ha overflatereseptorer for arachidonsyremetabolitter. Uten & vere begrenset til
noen teori er det antatt at behandling med arachidonsyremetabolitter, ved binding til
disse reseptorene, kan redusere celleaktiveringen og adhesjonsforstyrrelses-assosiert
skade ved deaktivering av celleoverflate reseptorene ansvarlig for de forhayede niviene
av den intercellulere adhesjonen.

PGE| og PGE1» har blitt funnet 3 (se, Jugdutt et al., "Dissimilacts of Prostacycn,
Prostaglandin E Prostaglandin Myocardial Infarct ze after Coronarusion in Conscious",
Circulation CH, 49(3):685-700 981) ha “scant”-effekt nar det gjelder & redusere infarkt-
sterrelsen hos hunder som ble reperfusert etter stimulering av et hjerteinfarkt ved passer

ing av en okkluderingsslynge rundt en koronararterie i rapporterte tester ble prostaglan-
din administrert via kontinuerlig arteriell infusjon over en 6 timer lang periode og resul-
terte i administrering av en relativt stor medikament dose. Behovet for denne kontinuer-
lige infusjonen antas 4 vare at fri, dvs. ikke-liposomale prostaglandiner s4 som PGE1
har en ekstrem kort halveringstid in vivo, og mi bli kontinuerlig tilfert for & oppretthol-
de et effektivt blodnivi. Det antas videre at prostaglandin blir hurtig inaktivert nir blo-
det passerer gjennom lungene som nedvendiggjer arteriell infusjon i stedenfor en enkle-
re intravenos administrering. Distribusjon av heye nivaer PGE] in vivo er kjent for 4
indusere systemiske effekter s4 som hyptensjon, tachykardia og diare.

Nér pasienter blir utsatt for pakjenninger som kan fore til ARDS, s som traumer, brann-
sér, sepsis, aspirasjon og hyperoksi, kan mange organer i kroppen andre enn lunger bli _
pavirket. Arsakene og kliniske forlep til denne tilstanden kan variere meget. For eksem-
pel nér det gjeldet et tilfelle hvor en pasient med alvorlig infeksjon hvor endotoksin blir
frigjort fra de bakterielle celleveggene blir betennelseskaskaden initiert og farer til sept-
isk sjokk. Igjen pd grunn av at sepsis/traumesyndrom ikke er begrenset i arsak til infek-
sjoner er det mulig at endotoksin ikke er involvert, men til tross for dette blir frigjering

av faktorer s som TNF, IL-1 komplement og leukotriener utlgst.

Angioplasti er en teknikk hvorved en ballong blir satt inn i en okkiudert arterie og opp-
blast for 4 &pne blokkerte blodérer. Til tross for at denne teknikken har blitt rutinemes-
sig ved behandling av koronar arterie sykdom i 6 mineder etter denne prosedyren opp-




10

20

25

30

35

312809

11

lever over 33% av de behandlede pasientene restenose, eller reokklusjon av tidligere
dpnede blodérer. Det antas at denne tilstanden begynner med skade pa vaskulert endo-
thel som ofte er et resultat av ballongprosedyren. Den eksponerte ekstracellulere matri-
sen vil hurtig bli bundet til flere lag av aktiverte blodplater. Nar blodplatene blir bundet
vil de frigjere forskjellige vekstfaktorer som vil resultere i proliferasjon av glatte mus-
kelceller som ligger under &ren til det punkt hvor ren blir reokkludert. Ved 4 forhindre
blodplater fra & bli bundet til den ekstracellulare matrisen kan man adelegge kaskaden
av heneldser som resulterer i restenose. Akutt administrering ved tidspunkt for
angioplasti prosedyren av et medikament som forhindrer blodplateadhesjon kan forhind-
re restenose.

Nylig har De Servi et al, European Heart Journal, "Prostaglandin E administration in
unstable angina patients undergoing PTCA; preliminary results", august 1990, publisert
resultatene fra et klinisk forsek i pasienter med ustabil angina som ble gitt en intrakoro-
nar infusjon av PGE fer og etter angioplasti. Medikamentet ble infusert over en 24-
timer periode. Resultatene av denne studien viste at restenoseraten 6 maneder etter
angioplasti i PGE-behandlet gruppe ble redusert med omtrent 50% i forhold til den
ubehandlede kontrollgruppen, til tross for at behandling med PGE bare varte i 24 ti-
mer.

Akutt myokardial infarkt (vanligvis angitt som hjerteinfarkt) refererer til en blokkering
av blodtilferselen i musklene i hjertet og er vanligvis forarsaket av en blodkoagel. Der-
som blodet blir forhindret fra & na hjertet 1 for lang tid vil pasienten de. Nar en okklu-
sjon av koronar arterien oppstér blir pasienten enten behandlet med et fibrinolytisk mid-
del, s& som vevsplasminogenaktivator (tPA) eller streptokinase, for & opplese koagelen,
eller blokkeringen kan opplese seg selv. I begge tilfeller blir blodstremningen gjenopp-
tatt til ischemisk (oksygen-tappet) region av hjertet. Denne gjenstremningen av blod inn
i hjertet blir kalt reperfusjon. Fordi reperfusjon er nedvendig for & redde pasientens liv
forarsaker det ytterligere skade pé hjertemuskelen betegnet reperfusjonsskade. Reperfu-
sjonsskade er kjent for & vare sluttresultatet av den inflammatoriske kaskaden.

I tillegg til problemet med reperfusjonsskade etter koagelfjeming kan pasienter som
lider av hjerteinfarkt lide av andre sekundere problemer. Etter at den normale blod-
stremningen blir gjenopprettet til hjertet blir bade neutrofiler og blodplater aktivert. Ak-
tiverte blodplater adhererer cfte til hverandre og begynner 4 reokkludere koronararterien
som resulterer i en situasjon hvor raten av blodstremningen til hjertet reduseres over tid.
I noen tilfeller vil fullstendig reokklusjon oppstéd. PGE{ forhindrer i tillegg til & forhind-
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re neutrofil binding til endotelceller, blodplateaggregasjon og reduserer, om ikke elimi-
nerer, den manglende tilbakestremningen.

Sharma et al., The American Journal og Cardiology, "Intracoronary Prostaglandin Ej
Plus Streptokinase in Acute Myocardial Infarction", s 1161, desember 1998, vol. 58, har
vist i et klinisk oppsett med akutt hjerteinfarkt at administrering av fri PGE{ ved sakte
intrakoronar infusjon sammen med intrakoronar stryptokinase tilveiebringer positive
kliniske resultater ndr sammenlignet med en kontrollgruppe med intrakoronar streptoki-
nase alene. Resultatene viste redusert reperfusjonstid, redusert nedvendig streptokinase-
dose, gket prosentandel blodarer opprettet etter 10 dager og heyere ejeksjonsfraksjoner.
Ulempen med studien er at medikamentet ma bli gitt ved sakte intrakoronar infusjon
som er arbeidskrevende og krever spesialiscftc fasiliteter og trenet personale. Denne
metoden krever ogsé noye titrering av PGE dosen slik at signifikante fall i blodtrykket
fremkommer.

Inflammasjon er en prosess med cytologiske og histologiske reaksjoner som oppstar i
pavirkede blodérer, og omgivende vev, i respons til en skade se for eksempel Stedman's
Medical Dictionary (illustrated) (24th edition, J.V. Basmajian et al., eds.), Williams and
Wilkins, Baltimore, MD (1982) 5.707-708). Inflammatoriske responser til slike timuli
innbefatter lokale reaksjoner og resulterende morfologiske forandringer, destruksjon
eller fjerning av skadede materialer og aktivering av repareringsmekanismer. Inflamma-
sjon kan folgelig vare en del av prosessen hvorved dyret leger seg selv.

Inflammasjon kan ogs oppst4 i respons til unormale fysiologiske stimuli og kan forar-
sake problemer i kroppen. Ledd blir for eksempel betente nar det gjelder arthrit tilstan-
der s& som gout, filary arthritis, rheumatoid arthrit og Lyme sykdom (se for eksempel
Stedman's Medical Dictionary (illustrated), supra at s. 123-124). Disse tilstandene kan __
vere karakterisert av ekstravasasjon av celler, dvs. vandring av celler fra sirkulasjonen
og inn i det betente omradet. Midler, s& som prostaglandiner, som kan inhibere slik eks-
travasasjon, eller som ellers kan inhibere inflammatoriske responser overfor unormale
fysiologiske stimuli, kan bli anvendt for & lindre betennelsen.

Toksemi i kliniske manifestasjoner observert i lopet av infeksjonsforlgpet til infeksigse
midler, for eksempel mikrober, som inneholder toksiner og andre forbindelser som er
giftige for vertsdyret. For cksempel blir det i lopet av infeksjonene med visse gram-
negative bakterier s som E. coli, et lipopolysaccharid (LPS) frigjort fra celleveggen nr
det blir brutt ned. LPS kan deretter indusere celledad i vertsdyret. Toksemiske tilstander
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oppstar i dyr hvor toksiner s3 som LPS er blitt gjort tilgjengelige, dvs. i septiske tilstan-
der, eller tilstander med systemisk sykdom forarsaket av formering av mikroorganismer
i sirkulasjon (se for eksempel Stedman's Medical Dictionary (illustrated), supra at s.
1274-1275 og 1464). Toksemi kan ogsd vere et resultat av eksponering av dyret overfor
traumatiske stimuli, for eksempel fysiologiske eller kjemiske traumer.

"Auto-immune forstyrrelser”, s& som systemisk lupus erythenatosus, juvenile diabetes,
multippel sklerose og Hashimotos tyroiditis, er kjennetegnet ved at dyrets immunsystem
angriper egne Vev.

" Anti-forstyrrelseseffektive” mengder av en arachidonsyremetabolitt eller hvilke som
helst mengder effektive for & lindre, inhibere eller forhindre celleaktivering og adhesjon,
betennelse, toksemi eller andre indikasjoner assosiert med forstyrrelsen som blir be-
handlet ifalge foreliggende oppfinnelse. Den effektive mengden av metabolitten omfat-
ter fortrinnsvis minst omtrent 10-12 g av metabolitt pr kg kroppsvekt til dyret, og for-
trinnsvis fra omtrent 10-12 g kg til omtrent 10-3 g/kg. Det er mest gnskelig at den effek-
tive mengden av metabolitten omfatter fra omtrent 10-8 g pr kg kroppsvekt til omtrent
10-4 g pr kg. Det er mest anskelig at den effektive mengden omfatter omtrent 10-6 g
arachidonsyremetabolitt pr kg kroppsvekt til dyret.

En betydelig lavere dosering av den liposomale metabolitten, sammenlignet med en
dosering av fri metabolitt, er nedvendig for & oppna ensket effekt. Som angitt ovenfor,
pé grunn av hurtig metabolisme av frie prostaglandiner in vivo, har lange kontinuerlige
infusjoner av relativt store doser av disse medikamentene veert nedvendig for & opprett-
holde et effektivt blodnivi i pasienten som blir behandlet. Hypotensjon, tachykardia og
diare forarsaket av haye blodnivaer av prostaglandiner begrenser mengdene av frie pros-
taglandiner som kan bli administrert. De heye kostnadene til prostaglandiner gjor at det_
er meget dyrt & administrere slike store doser. Fremgangsmaéten ifglge foreliggende opp-
finnelse tilveiebringer effektiv administrering av arachidonsyremetabolitter ved reduser-
te kostnader og med reduserte bivirkninger.

Arachidonsyremetabolitten, for eksempel prostaglandin, behandling kan redusere ska-

den i dyr som er pavirket med forstyrrelser kjennetegnet ved celleaktivering og adhe-

sjon, toksemi, betennelse og andre indikasjoner. I noen celler som har reseptorer for
cellulaere aktiveringsmidler kan ogsa ha overflatereseptorer for metabolittene. Det antas
at n&r metabolittene blir bundet til deres reseptorer kan de deaktivere overflatereseptore-

ne ansvarlige for de forheyede nivaene av intercelluler adhesjon. Mekanismen for den-
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ne deaktiveringen antas & vaere en protein kinase A-formidlet ekning i intracellulere
cAMP nivier dannet av metabolitt/reseptor interaksjonen. Uten celle-cellebinding, ko-
faktorer s som O»- og forskjellige degrative enzymer kan ikke bli frigjort, og vevsska-
de blir forhindret.

PGE er blitt vist & vare en potent inhibitor av bade neutrofil og blodplateaggregasjon,

samt binding av disse cellene til aktiverte vaskulare endotelceller. Arachidonsyre meta-
bolitter s& som PGE] antas ogsé 4 ha evnen til & bade forhindre betennelse, og & stoppe

denne nér den er begynt. Det er blitt oppdaget at ekstracellulzr frigjering av neutrofiler

til mediatorer for betennelse kan bli modulert ved forheying eller deplesjon av intracel-

lulxre lagre av cyklisk adenosinmonofosfat (cAMP).

Det er blitt oppdaget at ekstracelluler frigjering av neutrofilene til mediatorer for beten-
nelse kan bli modulert ved forhaying eller tapping av ekstracellul®re lagre av syklisk
adenosin monofosfat (cAMP) og cyklisk guanosinmonofosfat (cGMP). Forhaying av
cAMP reduserer frigjoringen av mediatorer for betennelse, mens gkninger i nivéer av
cGMP forsterker utskillelse av mediatorene. cAMP blir noen ganger referert til som
"universell bryter" pa grunn av at gkende intracellulere nivaer av cAMP kan stoppe
betennelsen uansett faktoren som opprinnelig satte den i gang. Noen prostaglandiner s
som PGE forhgyer cAMP og tilveiebringer folgelig hensikten for anvendelse av PGE;
som et anti-inflammatorisk middel. PGE{ kan tenkes som et middel som kan aktivere
den universale avbrytelsen. Det er blitt vist in vitro at PGE1 inhiberer bindingen av
neutrofiler og blodplater til seg selv, samt til endothelceller, ved & forhindre aktivering
av reseptorer ngdvendige for 4 formidle celle-celle adhesjonen. Denne inhibisjonen er i
samsvar med forheyning av intracellulert cAMP. Uten celle-celle binding kan kofak-
torene s& som Op- og forskjellige degradative enzymer ikke bli frigjort, og vevsskade
blir felgelig eliminert. PGE| virker felgelig som et potent anti-inflammatorisk middel..
Det kan bade forhindre betennelse og stoppe dette uansett om den formidlende faktoren
er IL-1, TNF, komplement, leukotriener eller andre.

Liposomer kan vaere spesielt fordelaktige beerere for levering av prostaglandiner til de-
res antatte virkningsseter. Uten & vare bundet av noen spesiell teori eller mekanisme er
det antatt at liposomene blir tiltrukket til de aktiverte cellene og adhererer til de aktiverte
overflatene. Prostaglandin er deretter lett tilgjengelig ved skadestedet for & levere dets
anti-cellulere adhesjonsvirkning. En teori for tiltrekking av liposomer til adhesjonsakﬁ-
verte celler er at liposomene er opsonisert ved fibronektin og vitronektin i blodet. Opso-

nering er prosessen hvorved bakterier blir endret slik at de blir lettere og mere effektivt
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innesluttet av fagocyter. Opsoniserte liposomer blir lettere tiltrukket til aktiverte neutro-
filer som uttrykker reseptorer for fibronektin og vitronektin for derved 4 levere assosiert
prostaglandin til pavirkede seter.

Liposomale arachidonsyremetabolittformuleringer hvor metabolitten er assosiert med
liposomen ved en pH gradient over liposomens lipidbilag kan vere terapeutisk nyttig.
Liposomale formuleringer som har en indre syrevandig buffer, s som en sitronsyrebuf-
fer, spesielt en pH 4,5 sitronsyrebuffer, er foretrukket for etablering av tranbilag pH gra-
dienter. Arachidonsyremetabolitter assosiert med liposomene ved slike gradienter forblir
assosiert med liposomen nar pH gradienten blir opprettholdt. Nér gradienten blir redu-
sert i kroppen til dyrene hvortil det er blitt administrert liposom, og indre pH folgelig
pker, blir arachidonsyremetabolitten generelt uassosiert med liposomen. Det er da mere
sannsynlig at metabolitten, enn’ nar den er assosiert med en liposom, har evne til & reage-
re med de tilsvarende overflate reseptorene pé cellene, s som neutrofiler, som blir akti-
verte og som deretter gjennomgér intercellular adhesjon.

Unilamellereliposomer anvendt 1 henhold til utferelsen av denne oppfinnelsen kan om-

 fatte et torkebeskyttelsesmiddel, som er generelt en hydrofil forbindelse, s& som saccha-

rid, urea, dekstran, aibumin eiler polyvinylalkohol, som har evne til & forhindre rear-
rangering av lipidene i liposomene, slik at nar liposomene er rekonstituert etter dehydre-
ring blir en vesentlig del av innholdet som opprinnelig er innesluttet i liposomene igjen
deri. Terkebeskyttelsesmidler er generelt sterke hydrogenbindingsakseptorer, og har
vanligvis stereokjemiske trekk som er gunstige for 4 bevare det intramolekylaere rommet
til bilagsbestanddelene. Saccharider, s som mannose, galaktose, trehalose, raffinose,
maltose, sukrose, laktose eller dekstrose er foretrukne terkebeskyttelsesmidler. Maltose
er spesielt foretrukket.

Saccharider blir vanligvis anvendt som terkebeskyttelsesmidler i konsentrasjoner pé fra
omtrent 5 til omtrent 20%, fortrinnsvis med omtrent 10 vekt-% av vandig fase anvendt
for & danne liposomene. Mannitol kan bli anvendt sammen med hvilke som helst av
saccharidene, men det er overraskende blitt oppdaget at nar den blir anvendt alene opp-
rettholder mannitol ikke liposomsterrelsen. Mannitol kan bli anvendt sammen med sac-
charidene i omtrent en 0-2% konsentrasjon, fortrinnsvis en 1% konsentrasjon. Den tota-
le konsentrasjonen av saccharid som blir anvendt varierer fra omtrent 5% til omtrent
20%, fortrinnsvis 10% til 12%, mest foretrukket er omtrent 10%. Ytterligere konserve-
ringsmidler s& som BHT eller EDTA i formuleringer ved for eksempel 5 mg BHT pr ml
etanol, og for eksempel 0,01% EDTA i 10% dekstrose kan ogsa bli innbefattet.
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Liposomal dehydrering muliggjer at liposomene blir lagret i lengre tidsperioder. De kan
deretter bli gjenopprettet etter behov for administrering til individer. Dehydreringen blir
fortrinnsvis utfert ved anvendelse av et tarkebeskyttelsesmiddel i sammenheng med
liposomene, i henhold til prosedyren til Schneider et al. (US-PS 4.229.360) og Janoff et
al., (US-PS 4.880.635); innholdet er innkorporert heri som referanse). Alternativt kan
torkebeskyttelsesmiddelet bli utelatt dersom dehydreringen blir utfort uten forhandsterk-
ing og tilstrekkelig vann blir igjen i det liposomale preparatet for & opprettholde integri-
teten til en vesentlig del av liposomale bilag gjennom dehydrerings-rehydreringsproses-
sen.

Lyofiliserte prostaglandin-liposom fonnuléringer kan vere stabile 1 minst 1 ar nér lagret
ved 60°C eller 25°C. Innskudd av arachidonsyremetabolitt i liposommembranen, etter-
fulgt av lyofilisering, antas & verne metabolitten fra vann, og derved & inhibere hydroly-
se. Stabilitetsstudier ved anvendelse av heytrykksvaeskekromatografi (HPLC) analyser
av formuleringen har vist at etter lagring ved 60°C i 1 ar var ingen degraderingsproduk-
ter av PGE tilstede. Nar lyofiliserte liposomer skal bli anvendt blir rehydrering opp-
nadd ved tilsetning av en vandig opplesning, for eksempel destillert vann, vann for in-
jeksjon (WFI) eller buffer eller vandig opplesning med hensiktsmessig pH, som beskre-
vet ovenfor, til liposomene. Liposomene kan deretter bli resuspendert inn i den vandige
opplesningen ved forsiktig blanding. Rehydrering kan bli utfert ved omtrent 25°C.

Fremgangsmaten ifolge oppfinnelsen kan omfatte administrering av et ytterligere bioak-
tivt middel til dyret, dvs. et bioaktivt middel i tilegg til arachidonsyremetabolitten som
liposomen er assoisert med. "Bioaktivt middel" som anvendt heri angir en hvilke som
helst forbindelse eller sammensetning som kan bli administrert til dyr. Disse innbefatter
midler som har biologisk aktivitet i dyr, samt de som er nyttige for billeddannelse av. -
andre former for diagnostikk. Bioaktive midler innbefatter, men er ikke begrenset til:
antivirale, antibakterielle, antisopp, antiparasittiske, antimetabolitiske, antiglaukomiske,
antiinflammatoriske eller antineoplastiske forbindelser, steroler, karbohydrater, amino-
syrer, peptider, proteiner, immunoglobuliner, immunomodulatorer, farvestoffer, toksi-
ner, enzymer, hormoner, neurotransmittere, glykoproteiner, radiomarkerer, radiopaque
forbindelser, fluorescens forbindelser, cellereseptorproteiner, cellereseptorligander,
mydriatiske forbindelser, bronkodilatorer, lokale anestesimidler, vekstfremmende mid-
ler, regenerative midler og lignende. Ytterligere bioaktive midler blir valgt for spesielle
indikasjoner ifelge kriterier, for eksempel, behovet for & behandle andre tilstander i dyr,
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velkjente for fagfolk innenfor dette omradet i lys av denne oppfinnelsen. Det ytterligere
bioaktive middelet kan vaere en ytterligere arachidonsyremetabolitt.

Oppfinnelsen vil bli mer fullstendig beskrevet i folgende eksempler.

EKSEMPLER
Eksempel 1

Preparering av liposom

En 1500 ml batch av liposomal PGE ble dannet av felgende komponenter:

Ingrediens Pr 1500 ml Prml

egg fosfatidylcholin (EPC) 706g 4,4 mg
maltosemonohydrat 150,0 g 100 mg
etanol (vannfri) 8,38 ml 0,00558 ml
butylert hydroksytoluen (BHT) 45 mg 0,03 mg
PGE1 15 mg 0,01 mg

Vann for injeksjon, USP gs 1500 ml

Fremstilling:

1350 ml vann for injeksjon ble tilsatt til en beholder og innstilt med nitrogenspyling i
minst 30 minutter. 150 g maltose (J.T. Baker, Phillipsburg NJ) ble tilsatt til vannet og
blandet helt til dette var opplest i det nitrogenspylingen fortsatte. Dette produserte 1440
ml blanding ved en pH pa 4,81.

I en annen beholder ble 7,06 g egg fosfatidylcholin (EPC) (Nippon Oil and Fats, Hyogo,
Japan) kombinert med 6 ml etanol (vannfri) og blandet helt til dette var opplest, og 45
mg BHT ble tilsatt og blandet helt til dette var opplest. Til denne blandingen ble 15 mg
PGE] tilsatt og blandet helt til opplest og gjenvarende 2,37 ml etanol ble anvendt for &
skylle gjenverende PGE1 i veiebeholderen inn i blandingen.

Etanolopplesningen ble trukket inn i en 10 ml glassprayte og injisert gjennom en 14
gouge kanyle, sakte over en periode pd 11 minutter inn i maltoseopplesningen med hur-
tig blanding og fortsatt nitrogenspyling. Ved tilsetning av etanol/lipidblandingen bie
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opplesningen sleret og indikerte dannelse av liposomer. Suspensjonen ble deretter for-

tynnet til et sluttvolum pa 1500 ml med gjenverende vann for injeksjon.

Liposomdispersjonen ble deretter ekstrudert 3 ganger gjennom et 0,2 pm poresterrelse
Nucleopore polykarbonat rett gjennom et stykke typefilter (Nucleopore, Pleasanton CA),
etterfulgt av 5 ekstrusjoner gjennom et tilsvarende 0,1 pum filter. Partikkelsterrelsen til
resulterende liposomer ble bestemt & veere 0,169 pum (S.D. 0,041 pm) ved anvendelse av
kvasi-elastisk lysspredning (QLS) (Nicomp Particle Sizer). Liposomdispersjonen ble
deretter sendt gjennom et 0,22 pm Millipak steriliseringsfilter. Til slutt ble 10,5 ml ali-
kvoter av dispersjonen fylt inn i beholdere og lyofilisert ifalge prosedyrene angitt i ek-
sempel 2 for & danne et lyofilisert produkt, som kan bli anvendt eyeblikkelig eller lagret
for fremtidig bruk.

Det lyofiliserte produktet ble rehydrert med 10 ml 0,01 M acetatbuffer (pH 4,3), idet den
resulterende suspensjonen har pH pa omtrent 4,3. Inneslutning av PGE; i liposomene
ble bestemt ved HPLC, og det ble oppdaget at minst 98% av tilgjengelig PGE var inne-
sluttet i liposomene, i en konsentrasjon pd omtrent 9,0 pg PGE| pr ml rehydrert suspen-
sjon.

Lyofiliseringsprosess
Splitt-topp, butyl-gummikork, flint lyofiliseringsbeholdere med kapasitet p& 50 ml ble

fylt med 10,5 ml vandige-suspenderte liposomer, inneholdende PGE{. Disse beholdene
ble plassert pé hyller i lyofiliseringsapparatet (PV-24 Stokes Lyophilizer). Beholderene
ble oppbevart ved 0°C i 1,5 timer. Hylletemperaturen ble deretter gket til -45°C i en rate
pa 0,8°C pr minutt og holdt i 1 time hvoretter et vakuum pa 100 um Hg ble péfert. Hyl-
letemperaturen ble deretter gket til -28°C i en rate pa 0,5°C pr minutt, med et kontinuer-
lig vakuum ved 100 pg Hg.

Beholderene ble oppbevart ved -28°C 1 50 timer ved 100 pm Hg vakuum. Hylletempera-
turen ble deretter gket til +25°C i en rate pé 0,5°C/min. og holdt i 22 timer. Beholderene
ble deretter satt lokk pa under delvakuum.

Akutt hjerteinfarkt/in vivo test av liposomal PGE}

Rehydrerte liposomer ifelge eksempel 1 ble testet in vivo som et middel for redusering
av reperfusjonsskade ved behandling av hjerteinfarkt som er et resultat fra tilstoppede
blodérer. Totalt 53 kondisjonerte 25-35 kg hunder ble studert i dose-rangeringsforsek og
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infarktstudier. Hundene ble ekskludert fra analysene av folgende &rsaker: omfattende
kollateralisering til infarktsone (4), hjerteormer ved nekropsi (1) og hjertestans i lopet av
okklusjon (1). 40 hunder overlevde hvor 27 var egnet for analyser; 7 hunder i kontrol-
len, liposomal PGE{ (LUV-PGE)) og liposom-kontroll (tom, eller "vanlig", liposomer)
grupper og 6 hunder i PGE-kontroll (fri PGE) gruppe. '

Dose-rangeringsforsgkene ble utfort for 4 bestemme en egnet dosering som kan anven-
des 1 hjerteinfarktstudiene. Deldoser av liposomalt PGE ble gitt mens hjerterate, gjen-
nomsnittlig arterielt trykk, hjertebelastning og lungekapillaer trykk ble malt. Blodpreve-
ne ble ogsa tatt 1 intervaller for blodplateaggregasjonsstudier (figur 1). Doser heyere enn
2,0 pg/kg levert som en bolus over 10 til 20 minutter produserte en betydelig tachykar-
dia og forbigiende hypotensjon med en betydelig gkning (dobling) i hjertebelastningen.
Blodplateaggregasjonen ble delvis inhibert ved 0,1 pug/kg og ble totalt inhibert ved 0,6
ug/kg. En dose pé 0,5 pg/kg levert over 10 minutter si ut til 4 gke hjerteraten og hjerte-
belastningen i liten grad. For & optimalisere de potensielle resultatene ble det valgt for &
oppnd to doser av liposomal PGE| med hver 0,5 pg/kg. En injeksjon ble administrert
like etter okklusjon av infarkt-relaterte arterier og den andre like for reperfusjonen. Det-
te regimet forsikrer en effekt i lepet av ischemi perioden og den innledende reperfu-
sjonsperioden. Effekten av liposomal PGE s& ut til & vare vedvarende en viss tid etter
administreringen. Denne observasjonen er betydelig for reokklusjon etter reperfusjon og
restenose etter angioplasti som er direkte relatert til blodplateaggregasjon og adherering
til endothelceller og ekstracellulzer matrise.

Virkninger av liposomal PGE, fri PGE1, tomme liposomer og en kontrollgruppe pa
hjerteraten ble studert. Forsgkshundene ble bedsvd med natriumpentobarbital og opp-
rettholdt med intravenss pentobarbital og Inovar (droperidol/fentanyl). Arteriell okklu-
sjon ble simulert ved ligering av venstre utgdende aortaarterie. 10 minutter etter okklu=_
sjon ble 0,5 pug/kg liposom-bundet PGE] administrert intravengst over 10 minutter inn i
en forste gruppe av hunder og en andre gruppe av kontrolldyr ble beholdt uten behand-
ling. Liposominfusjonen forérsaket en gkning i hjerteraten som delvis ble motvirket av
administrasjon av sméd mengder ytterligere inovar. Testene viste ingen vesentlige for-
skjeller i hjerterate i lopet av eksperimentet mellom kontroll og behandlede dyr. 100
minutter etter okklusjon ble en annen dose pa 0,5 ug/kg administrert over 10 minutter.
Etter 2 timer ble ligaturen fjernet og forérsaket en akutt reperfusjon av blodaren. 2 timer
senere ble hunden avlivet og hjertet ble undersgkt for hjerteinfarktskade. Resultatene ef
oppsummert i figur 2. Gruppen som mottok fri PGE utviste en betydelig ekning i hjer-
terate etter at den opprinnelige doseringen og fortsatte helt til reperfusjonen. Denne ak-
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ningen var ikke tilstede 1 noen av de gjenvarende tre gruppene av dyrene. Denne ok-
ningen er fordrsaket av kompensatorisk tachykardia pa grunn av vasodilasjon.

Totalt 7 hunder ble innbefattet i kontrollgruppen, og 7 hunder ble behandlet med lipo-
somal PGE1. I lepet av testperioden forble gjennomsnittlig aortatrykk relativt konstant,
og det var ingen betydelig forskjell mellom kontroll og behandlede grupper. Gjennom-
snittlig arterielt trykk ekte i hver gruppe etter okklusjon, men det var ingen betydelige
forskjetler mellom gruppene. Resultatene er oppsummert i figur 3.

Hjerteblodstromningen, malt ved 15 pm radioaktive mikrosfarer, demonstrerte en bety-
delig okning 1 alle grupper av dyr etter okklusjon. Det var ingen betydelig forbedring i
kolateral blodstremning etter liposomal PGE1 infusjon i testdyrene og dette tyder pé at
de mikrovaskulere vasodilatoriske effektene til liposomal PGE{ var minimale.

Med reperfusjon gkte blodstremningen betydelig hoyere i behandlede hunder sammen-
lignet med kontrolldyrene. Undersokelse av hjertene viste at sterrelsen pa hjerteinfarktet
uttrykt som en prosent av risikoregionen (dvs. omrade med lav stremning i lepet av
ischemi), s ut til 4 veere redusert med omtrent 50% i hunder behandlet med liposomal
PGEj, sammenlignet med ubehandlede kontrolthunder. I tillegg resulterte administrer-
ing av liposomal PGE i en nesten total inhibisjon av blodplateaggregasjonen i blodet.

Figur 4 oppsummerer resultatene i de fire hundegruppene som mottok enten liposomal
PGE;, fri PGE1, tunge liposomer eller saltvannskontroll. Liposomal PGE ble gitt i to
0,5 pg/kg infusjoner over 10 minutter hver i en total dosering p 1,0 pg/kg. Fri PGE
ble kontinuerlig infusert over 90 minutter med .1 pg/kg/minutt eller en total dosering pa
9 pgke.

Testene ble ogsé utfert for 4 méle infiltrering av hvite blodceller inn i ischemisk hjerte-
vev. Rett etter ekstrahering av hjertet fra dyrene ble prevene oppnadd fra 1) infarktsone,
2) grensesonen til infarktsone innenfor risikoregionen 3) risiko (ischemisk) sone og 4)
kontrollsone utenfor risikoregionen. (Risikoregionen var den delen av hjertet som blir
tilfert av den okkluderte bloddren). Vevet ble flammefrosset ved anvendelse av flytende
nitrogen og oppbevart ved -70°C helt til det ble analysert. Myeloperoksidase (et enzym
som bare finnes i neutrofiler) aktiviteten ble deretter analysert for hver av de fire sonene
i hvert dyrehjerte. Innledningsvis ble 6 kontrolldyr testet pa denne méten til tross for at
en av disse (CONT 4 i tabellen) ble betraktet som varierende i lgpet av testen, men ble
inkludert i tabuleringen for 4 oppna en helhet. Bare 4 av dyrene behandlet med liposo-
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mal PGE (LIPO 1-4) ble inkludert i denne delen av studien. Resultatene er presentert i
tabuleer form i tabell 1 hvor nivéet av myeloperoksidase uttrykt i tilfeldige enzymenheter
for sammenlignende formal:

TABELL 1

MYELOPEROKSIDASE FRIGJORT FRA MYOKARDIAL VEV

SONE
HUND 1 2 3 4
22,8 17,8 1,1 1,3

KONT 1
KONT 2 18,2 0 6 0
KONT 3 23,3 29,0 17,9 0,7
KONT 4 0 0 0 0
KONT 5 23,5 24.4 19,6 3,9
KONT 6 2,7 3,0 1,2 1,7
GJENNOMSNITT 15,1 12,4 7,6 1,3
STD 16,9 13,0 8,9 1,5
LIPO 1 1,7 0 0 0,6
LIPO 2 1,3 - 0 0,5
LIPO 3 - 0 0 0
LIPO 4 2,7 0,5 0 0,2
GJENNOMSNITT 1,9 0,2 0 0,3 e
STD 0,7 0,3 0 0,3

Ytterligere hunder ble testet 1 hver gruppe. Figur 5 oppsummerer resultatene av alle
hunder egnet for analyser i hver av de fire testede gruppene.

I ovennevnte tabell indikerer en strek at ingen maling ble utfaert ved den bestemte verdi-
en.
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Eksempel 3

In vivo tester for ARDS profylakse:

Respiratorisk distressyndrom i voksne (ARDS) er en tilstand som er sekunder overfor
forskjellige forekomster inkludert, men ikke begrenset til, traumer, brannaspirasjon og
hyperoksia. Tilstanden er kjennetegnet ved interstitiell edemded til kapiller skade. Nar
lungene blir fylt med vaeske blir pusting vanskelig og 5-60& av pasientene der. Hendel-
sene som forer til denne katastrofale konklusjonen kan variere avhengig av naturen til
den innledende heneldsen. Faktorer s som C3a, C5a, IL-1 og TNF aktiverer neutrofile-
ne. Virkningsméten til PGE er avhengig av mekanismene for cellulr aktivering. I
narver av PGE| kan ikke neutrofilene bli aktivert, og dersom de allerede er aktivert vil
de bli stoppet og derved forhindre sykdom.

Studiene ble utfert p& gangermodeller for ARDS hvor lungeskaden var blitt indusert ved
enten termisk skade eller ved direkte intratracheal injeksjon av IL-1. Som angitt i folg-
ende eksempler forhindrer doser av liposomal PGE; lekkasje av vaeske inn i lungene og
reduserer betydelig influks av neutrofiler inn i lungene.

Rehydrert liposomal PGE ifelge eksempel 1 ble testet in vivo som et profylaktisk mid-
del for forlapet av respiratorisk distressyndrom i voksne (ARDS). Testrottene ble delt
inn i 3 grupper inneholdende 7 eller 8 dyr hver og behandlet med enten 8 pg/kg liposo-
mal PGE eller saltvann samtidig med og en etter termisk skade (ved nedsenkning i
70°C vann i 45 sekunder). Den forste gruppen ble behandlet med liposomal PGE{ og
den andre gruppen ble ikke behandlet med liposomal PGE{, men ble utsatt for de sam-
me traumene og en tredje gruppe ble hverken behandlet eller traumatisert. En time for
ofring av rottene ble 125 l-albumin injisert intravengst som en marker for vaskelekkasje
inn i lungen. 4 timer etter termisk skade ble dyrene ofret. Resultatene av studien er opp-
summert i figur 6.

En effekt av en slik traumatisering er kjent for & vere begynnelsen av ARDS og viser
ved et gket niva av albumin i lungene til pavirkede dyr. Ubehandlede traumatiserte dyr
utviste alle forhayede nivéer av albumin i lungene. 6 av disse 7 testede dyrene dede.
Albuminnivaet i dyrene behandlet med liposomal PGE{ ble funnet & vare sd lav, eller
til og med lavere enn nivaene i den utraumatiserte kontrollgruppen. Ingen av de 7 PGEy
behandlede dyrene dede som et resultat av traume. Disse resultatene viser effektiviteten
til liposomal PGE{ som et profylaktisk middel pa forlepet av ARDS.
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In vivo tester for behandling av ARDS indusert ved intratracheal injeksjon av IL-1:
Intratracheal instillasjon av rekombinant IL-1 induserer en neutrofil influks og lunge-
skade i rotter (figur 7). Liposomal PGE-1 behandling vil redusere IL-1 indusert lunge-
skade og neutrofil influks. 50 ng kommersielt tilgjengelig interleukin 1 (IL-1) eller salt-
vann (i kontrollgruppen) ble fort inn i lufireret til rottene og induserte neutrofil infiltrer-
ing i lungene og lekkasje av vaske inn i alveoli. Intravenes behandling av 6 ug/kg av

enten rehydrert liposomal PGE| ifelge eksempel 1, fri PGE] eller tomme liposomer ble
administrert 2,5 timer etter IL-1 tilforsel i rotter som hadde mottatt IL-1. Av de analyser-
te rottene mottok 40 bare saltvann, 54 mottok IL-1 og var ubehandlede, 6 mottok IL-1
og ble behandlet med liposomal PGE 1, 6 mottok IL-1 og ble behandlet med tomme li-
posomer, og 6 mottok IL-1 og ble behandlet med fri PGE.

4 1/2 time etter at [L-1 ble gitt, etter at mange neutrofiler allerede hadde blitt infiltrert
inn 1 vevet ble rottene injisert med 125 1 albumin som en marker inn i blodstremmen.
En halv time etter at albumin var injisert ble dyrene ofret, lungen fjernet og lekkasje av
veeske inn i lungen ble kvantifisert ved & bestemme mengden av isotopen i vevet. En
lungelekkasje indeks ble beregnet basert pé tellinger pr minutt (cpm) av merket 125 1-
albumin i lungen delt pd mengden av merket 125 I-albumin i blodstremmen. Lungelek-
kasjen blir uttrykt pa y-aksen i figur 7. Som angitt i figur 7 forirsaker tilfersel av IL-1
uten behandling en 2,5-ganger ekning av lungelekkasje over narregruppen eller dyr gitt
saltvann. N&r liposomal PGE| behandling ble gitt etter innforsel av IL-1 var lungelek-
kasjeindeksen lik det som fremkom i narrekontrollen. Behandling med hverken fri
PGE eller tomme liposomer hadde virkning pé lungelekkasje.

Denne sekvensen av heneldser representerer det som kan oppsta i et klinisk oppsett.
Skade ble indusert og behandlingen ble initiert ved et senere tidspunkt etter at hensikts-
messig diagnose ble utfort.
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Eksempel 4

Endotoksemi studier i rotter

Preparering av EPC-inneholdende PGE| MLV

En egg fosfatidylcholin (EPC) stamopplesning (20 mg/ml i etanol) ble dannet som fol-
ger: 1 g torket EPC ble lgst opp 1 50 ml absolutt etanol med forsiktig omrering, i en 50
ml brun flaske med et teflon-belagt lokk. Den resulterende opplesningen ble lagret ved
-20°C.-En PGE stamopplesning (1 mg/ml i etanol) ble preparert som falger: 20 mg
terket PGE ble overfort til 20 ml beholder hvortil det ble tilsatt 20 ml absolutt etanol.
PGE1 ble lgst opp i etanol med forsiktig ornfering og den resulterende opplesningen ble
lagret ved -20°C.

En alikvot av EPC stamopplesningen (9,75 ml) og en alikvot PGE stamopplesning (0,5
ml ) ble kombinert i en 500 ml rundbunnet flaske. Etanol ble fjernet ved rotoavdamp-
ning ved omtrent 30°C i minst 2 timer. Terket EPC/PGE1 ble resuspendert i en pH 4,5
buffer (for eksempel 50 mM acetat, 150 mM NaCl, pH bragt til 4,5 med 10N NaOH;
glasskulene var behjelpelig med resuspensjon av terket EPC/PGE1 (for & danne en lipo-

somsuspensjon. Denne suspensjonen ble lagret ved 4°C.

Preparering av DPPC-inncholdende PGE| MLV
En DPPC stamopplesning ble dannet som beskrevet ovenfor ved anvendelse av 1,035 g

dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC) opplest i metylenklorid. Rehydrering av terket
DPPC/PGE blandingen krevde oppvarming i et vannbad, med omdreining, ved omtrent
52°C, i omtrent 3-5 minutter.

Endotoksemi modell i rotte

Feber, hypotensjon, forandringer i leukocyt antall og diaré er symptomer p& gram-nega-
tive bakterielle infeksjoner. Disse infeksjonene kan fore til disseminert intravaskular
koagulasjon og irreversibelt sjokk. Et stort volum litteratur indikerer involvering av leu-
kocytavledet IL-1, IL-6 og TNF-a i formidling av progresjonen av endotoksisk sjokk. P&
grunn av at in vitro dataene heri indikerer en inhibisjon av disse cytokinene fra dyrkede
monocyter er det blitt utviklet heri en in vivo modell for rotteendotoksemi ved anven-
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delse av dedelighet som et sluttpunkt, for & vurdere effektiviteten til PGE| og partikkel-
formige formuleringer ved attenuering av LPS-indusert ded.

Eksperimenter ble konstruert for & bestemme LD for E. coli LPS (lipopolysaccharid:
serotype 055.B5) i Sprague-Dawley rotter. Data fra disse eksperimentene er vist i figur 8
og indikerer at LDy er p& 50 pg/kg. Denne LPS doseringen ble anvendt i pafalgende
eksperimenter dersom ikke annet er angitt.

Sprague-Dawley hannrotter med vekt pa 126-150 g ble akklimatisert i 2 dager i et dyre-

bur med mat og vann etter behov. Ved tid 0 ble grupper av rotter (n=16) injisert 1.v. med
enten E. coli lipo polysaccharid som en enkelt bolus, eller med en saltvanns- (uten LPS)
kontroll. Dadeligheten ble vurdert ved forskjellige tidspunkter (dager) post-LPS admini-
strasjon.

Inhibisjon av tumornekrosefaktor alfa (TNF-a) og interleukin-1 beta (IL.-18) syntese i
repons til lipopolysaccharid (LPS) og PGE1

Adherente humane monocyter ble stimulert med LPS (1 pg/ml/lO6 celler) ved tid 0. Fri
PGE) (ikke inneslutfet i liposomer), LUV-PGE (store unilamellzre liposomer (LUV)
fremsiilt 1 henhold iil prosedyrene beskrevet i dette eksempelet), LUV-PGE] "placebo-
liposomer (LUV som inneholder PGE1), LUV placeboliposomer pluss frie PGE1, pla-
ceboliposomer eller en saltvannskontroll (uten PGE1) ble injisert samtidig (10 um
PGE1). Utskilt TNFa og IL-18 ble analysert i 3 timer. Resultater for disse eksperiment-
ene er presentert i figur 9, af3.

Attenuering av LPS-indusert dedelighet

Hann Sprague-Dawley rotter ble injisert i.v. med 50 pg LPS/kg kroppsvekt ved tid 0. Fri
PGE;j, LUV-PGEl (40 pg/kg PGE1), placebo LUV (LUV som ikke inneholder PGE{,
ekvivalente partikkelantall til antall liposomer gitt med 40 pg/kg PGE-LUV-PGE| do-
sen) eller placebo LUV (40 pg/kg lipid ekvivalens) pluss fri PGE{ (40 pg/kg). Det var
12 rotter i hver behandlingsgruppe. Overlevelsen ble vurdert i hver gruppe 6, 12, 18 og
24 dager post-LPS administrasjon. Resultatene er presentert i figur 10.

Eliminering av fri PGE{-indusert dedelighet

hann Sprague-Dawley rotter ble injisert i.v. med 50 pg/kg LPS ved tid 0. Fri PGE7 (40
pg/kg), LUV-PGE] (40 ug/kg PGE1), placebo LUV (40 pg/kg lipid ekvivalens, dvs.
antall placebo LUV var lik antall LUV tilstede i sammenheng med en dose p 40 mikro-
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gram prostaglandin E1 pr kg kroppsvekt), lateks mikrosfaere (antall ekvivalent med an-
tall placebo LUV) eller lateks mikrosfere pluss fri PGE{ samtidig injisert i.v. Overle-
velsen i behandlingsgruppen (16 rotter) ble vurdert i 24 timer. Resultatene er presentert i

figur 11.
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Patentkraywv

1.
Fremgangsmaéte for fremstilling av en farmasgytisk sammensetning for behandling av en
sykdom kjennetegnet ved celleaktivering og adhesjon, inflammasjon eller toksemi, k a -
rakterisert v e d atdenomfatter formuleringen:
(@)  en farmaseytisk akseptabel bzrer; og
(b) et unilamellaert liposom som omfatter:

(1) et lipid;

(ii)  en frigjeringsinhiberende vandig buffer;

(iii)  en antisykdomseffektiv mengde av en arachidoninsyremetabolitt som er
minst omtrent 107 g av metabolitten pr. kg. kroppsvekt av dyret som
skal behandles, hvori nevnte frigjeringsinhiberende buffer gker styrken
av metabolittlipidinteraksjoner eller etablerer elektrostatiske repulsjoner
med metabolitten.

2,
Fremgangsmate ifeigekiavl, k a r a K t e 1 1 s e r i v e d ‘atden
er egnet for intravenss administrering.

3.
Fremgangsméte ifolgekravl, k a r a k t eri s ert v e d atdet

unilamellere liposomet er et stort unilamellert liposom som har en diameter p omtrent
100 nm.

4. . L~

Fremgangsméte ifelgekravl, k a r a k t eri s ert v e d atara-
chidoninsyremetabolitten er et prostaglandin.

5.
Fremgangsméite ifolgekrav4, k ar a k t eri s ert ved at
prostaglandinet er prostaglandin E1.

6.
Fremgangsmite ifolgekravl,k a r a k t eri s e rt v e d atlipidet
er et mettet acylkjedelipid.
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7.
Fremgangsmate ifolgekrav6, k a r a k t e r i s ert v e d atdet
mettede acylkjedelipidet er dipalmitoylfosfatidylkolin.

8.
Fremgangsmate ifolgekravl, k a r a k t e ri s ert v e d atbuf
feren er en sitronsyrebuffer.

9.
Fremgangsmate ifolgekrav8, k a r a k t e ri s ert v e d atsi-
tronsyrebufferen har en pH pi omtrent 4,5.

10.

Fremgangsméteifolgekravl, k a r a k t e ri s ert v e d atsyk-
dommen omfatter reperfusjonskade, systemisk inflammatorisk responssyndrom, myo-
kardialt infarkt, voksent respiratorisk “distress”-syndrom, vaskulititt, brannsarskade,
post-traumatisk sjokkK, en vaso-okklusiv sykdom, en artrittsykdom eller en autoimmun-
sykdom.

11.
Fremgangsmate ifolgekrav10, k a r aa k t e r i s ert v e d atar-
trittsykdommen er reumatoid artritt, gikt eller filarartritt.

12.

Fremgangsmate ifolgekrav 10, k a r a k t e r i s ert v e d atden
autoimmune sykdommen er systemisk lupus erythematosus, juvenil diabetes, multippel
sklerose eller Hashimoto’s tyroiditt.

13.
Fremgangsméte ifelgekrav10, k ar a k t erisert ved at
sykdommen omfatter systemisk inflammatorisk responssyndrom eller voksent respi-

ratorisk “distress”-syndrom.
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14.

Fremgangsméite ifolgekravl, k a r a k t eri s ert v e d atden
effektive mengden av metabolitten er fra omtrent 102 g metabolitt pr. kg. kroppsvekt
av dyret til omtrent 10~ g pr. kg.

15.

Fremgangsméite ifglgekrav14, k a r a k t eri s ert v e d atden
effektive mengden av metabolitten er fra omtrent 10 g metabolitt pr. kg kroppsvekt av
dyret til omtrent 107 pr. kg.

16.

Fremgangsméte ifelgekrav15, k a r a k t er i s ert v e d atden
effektive mengden av metabolitten er omtrent 10 g metabolitt pr. kg av kroppsvekten
til dyret.

17.
Fremgangsméte ifalgekravi, k a r a kteris ert v e d atlipo-
somet omfatter et torkingsbeskyttelsesmiddel.

18.
Fremgangsméte ifolgekrav17, k a r a k t eri s ert v e d at
terkingsbeskyttelsesmidlet er et sakkarid.

19.
Fremgangsmate ifolgekravi8, k a r a k t er i s ert v e d atsak-

karidet er maltose, laktose, dekstrose, trehalose, raffinose eller sukrose.

20.
Fremgangsmate ifglgekrav19, k a r a k t eri s ert v e d atsak-
karidet er maltose.

21.
Fremgangsmite ifolgekrav]l, k a r a k t er i s ert v e d atden
omfatter et ytterligere bioaktivt middel.
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22.

Anvendelse av en sammensetning som omfatter en farmasgytisk akseptabel barer og et
unilamellert liposom som omfatter en arachidoninsyrematabolitt, et lipid og en fri-
gjerelsesinhiberende vandig buffer, hvori nevnte frigjeringsinhiberende buffer oker
styrken av metabolittlipidinteraksjoner eller etablerer elektrostatiske repulsjoner med
metabolitten for fremstilling av en sammensetning for behandling av et dyr som lider av

en sykdom kjennetegnet ved celleaktivering og adhesjon, inflammasjon eller toksemi.

23,
Anvernidelse ifolge krav 22, hvori dyret er et menneske.
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