ARG

F1000112841B

PATENTTIJULKAISU
PATENTSKRIFT

(12)

(10) F1110841 B
(45) Patentti my6nnetty - Patent beviljats 15.04.2003
SUOMI —_ FIN]_AND (51) Kv.kk.7 - Int.kL7
(FI) AB1K 9/127, 47/44
(21) Patenttihakemus - Patentansokning 946056
PATENTTI- JA REKISTERIHALLITUS (22) Hakemispaiva - Ansokningsdag 23.12.1994
PATENT- OCH REGISTERSTYRELSEN (24) Alkupsiva - Lopdag 24.06.1993
(41) Tullut julkiseksi - Blivit offentlig 23.12.1994
(86) Kv. hakemus - Int. ansékan PCT/DE93/00572

(73)

(72)

(74)

(54

(56)

(57)

(32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet

26.06.1992 DE 4221268 P
Haltija - Innehavare
1 -Lancaster Group AG, Ludwig-Bertram-Strasse 8+10, 67059 Ludwigshaften, SAKSA, (DE)
Keksija - Uppfinnare

1 «Gross,Udo, Falkenberger Chaussee 91, 13059 Berlin, SAKSA, (DE)

2 *Roding,Joachim, Trompeterstrasse 19, 65207 Wiesbaden, SAKSA, (DE)

3 Stanzl,Klaus, 47 Wyndham Close, White Plaines, NY 10605, AMERIKAN YHDYSVALLAT, (US)
4 «Zastrow,Leonhard, 34 Quai des Sanbarbani, 98000 Monaco, MONACO, (MC)

Asiamies - Ombud: Berggren Oy Ab
Jaakonkatu 3 A, 00100 Helsinki

Keksinnén nimitys - Uppfinningens bendmning

Menetelmd ihon hapenkuljetuksen avustamiseen tarkoitetun dermatologisen aineen valmistamiseksi
Forfarande for framstilining av ett dermatikum f6r att undertatta syretransporten i huden

Viitejulkaisut - Anforda publikationer

Tiivistelma - Sammandrag

Keksintd koskee dermatologista ainetta hapen- nesosat ja kdyttamdlli salvoissa, voiteissa,

kuljetuksen avustamiseen ihossa, menetelmdd huuhtelunesteissd, vesissd, alkoholiuutteis-

sen valmistamiseksi samoin kuin sen kdyttda.
Ongelma tunnetuilla dermatologisilla koostu-
muksilla on ihon ja viereisen kudoksen riit-
tdmitsdn hapentoimitus. Keksinndn tehtdvdnd on
sen vuoksi selviytyd ihon sarveiskerroksesta
ja orvaskedestd ldpitunkeutumisilmidilld, ve-
rinahan alueen ja viereisen kudoksen happi-
konsentraation kohottamiseksi ja aineenvaih-
tuntailmididen aktivoimiseksi. T&méd tapahtuu
keksinndn mukaisesti dermatologisella aineel-
la, jossa on asymmetrisii lamelliaggregaatte-
ja, ja joka koostuu fosfolipideistd ja hapel-
la ladatusta fluorihiilestd tai fluorihiili-
seoksesta, jolloin fluorihiiliosuus on alu-
eella 0,2 - 100 % paino/tilavuus, dermatolo-
giseen kdyttdon sopivassa vdliaineessa. Val-

mistus tapahtuu emulgoimalla vastaavat ai-

sa, tahnoissa, puutereissa, geeleissd, tink-
tuureissa tai siteissd ja laastareissa tai

suihkeessa.



Uppfinningen avser ett dermatologiskt &mne
f6r att understdda syretransporten i huden,
ett forfarande for dess framstdllning samt
dess anvidndning. Ett problem med de kénda
dermatologiska &amnen &r otillracklig syre-
tillfdrsel av huden och den bredvidliggande
vavnaden. Uppfinningen har darfdr sisom upp-
gift att &stadkomma ett sdtt att penetrera
genom hornlagret av huden ja epidermen, for
att héja syrekonsentrationen av coriumomrddet
och den bredvidliggande vivnaden och f£for
aktivering av &amnesomsidttningsprocesser.
Detta sker enligt uppfinningen med hjdlp av
ett dermatologiskt &mne med asymmetriska
lamellariska aggregat bestdende av fosfolipi-
der och med syra laddat fluorkol eller fluor-
kolblandning, varvid andelen av fluorkol &r
inom omrddet 0,2 - 100 % vikt/volym, i ett
medium som l&mpar sig f&r dermatologisk an-
vadndning. Framstdllningen sker genom att
emulgera de motsvarande bestdndsdelarna och
genom att anvanda till salvor, kramer, skolj-
ningsvéatskor, vattnen, alkoholextrakt, pas-
tor, puder, geler, tinkturer eller férband
och pldster eller i en sprej.
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Menetelmi ihon hapenkuljetuksen avustamiseen tarkoitetun dermatologisen
aineen valmistamiseksi

Keksintd koskee menetelmiid dermatologisen aineen valmistamiseksi, joka aine
tunkeutuu ihon verinahan alueelle samoin kuin rajoittavaan kudokseen ja atkaansaa
talloin talle alueelle parantuneen hapentoimituksen.

Julkaisussa US-A-4 366 169 (White) kuvataan fluorihiilten kaytto ihovammojen ja
haavojen, erityisesti palovammojen, hoitoon. Talléin happea sisiltivd fluorihiili
saatetaan joko suoraan tai emulsiona iholle, vastaaville siteille tai vastaaville vili-
neille. Julkaisussa US-A-4 569 784 (Moore) kuvataan kaasunkuljetusominaisuuksia
omaavan geelin valmistus iholla kiyttoa varten. Tyo6las menetelmé perustuu sithen,
ettd veden kanssa sekoittumatonta orgaanista nestettd, esimerkiksi fluorihiiltd, emul-
goidaan emulgoimisaineen lisna ollessa emulgointimenetelméalld. Se on yhteydessa
konsentrointiprosessiin (esimerkiksi ultrasentrifugointi, ultrasuodatus), joka johtaa
geelifaasin muodostumiseen. Sitten seuraavassa kolmannessa vaiheessa aikaansaa-
daan kirkkaan nesteen erottuminen tahnamaisesta kiintedstd aineesta (geelifaasista)
dekantoimalla, suodattamalla tai haihduttamalla. Tatd geelid kidytetddn sopivissa
formulaatioissa iholla, ja se vaikuttaa sielld padsemattd kuitenkaan ihon sarveisker-
roksen lépi.

Julkaisussa EP-A-296661 (Borgarello) kuvataan fluorihiiltd siséltivd yksifaasijér-
jestelmi, joka voi vaikuttaa isotrooppisena tai anisotrooppisena formulaationa kos-
meettisella alueella ja my6s dermatologisena aineena hapenkuljettajana. Talloin
fluorihiilid emulgoidaan veteen maksimikonsentraatiossa 50 % alkaanisulfonihap-
poamidityyppisten perfluorattujen emulgoimisaineiden kanssa alifaattisen alkoholin
ldsni ollessa apuemulgoimisaineena.

Julkaisussa WO-A-89 08 459 kuvataan verenkorvikkeena perfluorihiiliemulsio, jos-
sa on fosfolipidirakkuloita ja jossa fosfolipidimonomeerit polymeroidaan. Julkai-
sussa WO-A-91 001 10 paljastetaan fluorihiiliemulsiot, joissa on fosfolipideja, jois-
sa on fosfolipidilld kylldstettyja hiiliyhdisteitd. Julkaisusta WO-A-9206676 tunne-
taan fosfolipideistd olevat 6ljylla taytetyt vahalamellaariset rakkulat, joiden rakenne
vastaa tavallista rakkularakennetta.

Kuvatuissa tunnetuissa menetelmissid kuvatut koostumukset, jotka siséltivit fluori-
hulia, vaikuttavat jarjestelmasta riippuvasti thoon niiden lisdyspaikassa.



rrrrr

-----

10

15

20

25

30

110841

Keksinnon perustana on tarkoitus tunkeutua ithon sarveiskerroksen ja epidermin lépi
happikonsentraation kohottamiseksi verinahan alueella ja sithen rajoittuvassa ku-
doksessa ja aineenvaihduntailmididen aktivoimiseksi. Keksinnon oleelliset tunnus-
merkit on esitetty oheisissa patenttivaatimuksissa.

Keksinnon mukaisesti saatu dermatologinen aine hapenkuljetuksen tukemiseksi
thossa koostuu asymmetrisista lamellaarisista aggregaateista, jotka koostuvat fosfo-
lipideistd, joiden fosfatidyylikoliinipitoisuus on 30—99 paino-%, jotka siséltivit yti-
messddn erona hyvin tunnetuille vesipitoisille liposomeille fluorihiilid tai niiden
seoksia. Keksinnon mukaisesti saatu dermatologinen aine koostuu siten asymmetri-
sistd lamellaarisista aggregaateista, jotka koostuvat fosfolipideistd, joiden fosfati-
dyylikoliinipitoisuus on 30-99 paino-% ja joissa on hapella lastattua fluorihiilta tai
fluorihiiliseosta, jolloin fluorihiilen osuus on alueella 1-100 % w/v (w/v = paino/-
tilavuus), dermatologiseen kiyttoon sopivassa viliaineessa.

Lamelliaggregaatit voivat fosfolipidirakenteensa vuoksi, joka on solumembraanien
kanssa rakenteellisesti ja kemiallisesti hyvin samanlainen tai osaksi identtistd, sa-
moin kuin yhteydessi aggregaattien valmistuksessa ohjattavissa olevaan kokoon,
tunkeutua syvalla sijaitseviin ihokerroksiin ja muuttua sielld vaikuttaviksi. Tama ta-
pahtuu vastakohtana tekniikan tasolla mainituille keksintékuvauksille, jotka eivit
salli fluorihiilten kuljetusta ihon syvemmille alueille. Tunnetut menetelmét ovat
vaaditun vaikutuksen suhteen tehottomia.

Voidaan kédyttaa lukuisia fluorihiilia, esimerkiksi alifaattisia suoraketjuisia ja haa-
roittuneita fluorialkaaneja, mono- tai bisyklisid ja mahdollisesti fluorialkyylisubsti-
tuoituja fluorisykloalkaaneja, perfluorattuja alifaattisia tai bisyklisid amiineja ja/tai
bis-(perfluorialkyyli)-eteeneja. Erityisen edullisia ovat sellaiset fluorihiilet kuten
perfluoridekaliini, F-butyylitetrahydrofuraani, perfluoritributyyliamiini, perfluori-
oktyylibromidi, bis-fluori(butyyli)eteeni tai bis-fluori(heksyyli)eteeni tai Ce.9-per-
fluorialkaanit.

Talloin fluorihiilten osuus on alueella 1-100 % paino/tilavuus, erikoisesti alueella
40-100 %. Eris erityisen edullinen alue on 70—100 % paino/tilavuus.

Fosfolipideind kdytetdan keksinnon mukaisesti luonnollisia fosfolipideja kuten soi-
jalesitiinid ja munalesitiinid, samoin kuin synteettisid fosfolipideja. Naissd fosfoli-
pideissd fosfatidyylikoliinipitoisuus on alueella 30-99 paino-%, erityisesti
70-99 paino-%, ts. edullisia ovat fosfolipidit, joissa on suuret fosfatidyylipitoisuu-
det.
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Fosfatidyylikoliinin ohella voi ldsna olla myds lysolesitiineja konsentraatioalueella
0,1-10 paino-% ja/tai varautuneita fosfolipideja kuten fosfatidyylietanoliamiini, n-
asetyylifosfatidyylietanoliamiint  tai  fosfatidihappo  konsentraatioalueella
0,1-30 paino-%.

Erona tunnetuille vesipitoisille liposomeille (rakkuloille) sisaltivit keksinnén mu-
kaisesti saadut fosfolipidistabilisoidut aggregaatit ytimessain hydrofobisia fluorihii-
lid, jotka kykenevit kuljettamaan happea. Niiden rajapintakemiallinen stabilointi ta-
pahtuu ensisijassa yksikerroksella, jolla on kdanteinen jirjestys, ja toissijaisesti ta-
hin luttyvilld kaksoiskerrosten rakenteella. Tamén vuoksi keksinnén mukaisilla
asymmetrisilld lamelliaggregaateilla on vahintddn aina kolmikerroksinen rakenne
erona kaksikerroksisille tunnetuille rakkuloille. Niiden rakenteellisen jarjestyksen
erikoisuuden vuoksi niitd uudentyyppisid aggregaatteja kutsutaan asymmetrisiksi
lamellaarisiksi hapenkuljettajiksi. Niiden tavattoman kolloidikemiallisen stabiili-
suuden on luultavasti katsottava johtuvan aggregaattien lamellirakenteesta ja pinta-
varauksesta. Viimeksi mainitun on katsottava johtuvan sopivien, luonnollista kuin
myds synteettistd alkuperdi olevien fosfolipidien tai niiden seosten valinnasta. Ensi
sijassa ovat edullisesta vaikutuksesta tdssd mielessd vastuussa fosfolipidit, erityises-
ti fosfatidyylikoliini mainitulla konsentraatioalueella 30-99 % yhteydessd mahdolli-
sesti lysolesitiinethin konsentraatiossa 0,1-10 % ja/tai varautuneisiin fosfolipideihin
konsentraatioalueella 0,1-30 paino-%. Fosfolipidien kuvattu vaikutus todetaan oi-
keaksi vastaavilla negatiivisilla zeetapotentiaaleilla ja mittaamalla varaustiheydet
(titrattaessa kationisella polyelektrolyytilla).

Tunkeutumisnopeuden ja tunkeutumissyvyyden riippuvuus aggregaattien hiukkas-
koosta voitiin madrittdd kokeellisesti erillisilla tutkimuksilla eldinkokeessa merki-
tyilla kapseloiduilla fluorihiililld. Témadn mukaan pienemmét hiukkaset vaeltavat
nopeammin ja syvemmalle thokudokseen kuin suuremmat hiukkaset. Fluorihiilten
tai niiden seosten valinta niiden lipidiliukoisuuden mukaan (esitetty niiden kriitti-
sella liukoisuuslampatilalla CST n-heksaanissa) sallii edelleen erdina tarkeana kri-
teerind kudoksessaviipymisajan sadtelyn. Kun esimerkiksi perfluoritributyyliamii-
nilla (F-TBA, CST 59 °C), jolla on suuri CST-arvo ja huono lipidiliukoisuus, on pi-
tempi viipymdaika, luovutetaan tille vastakohtana perfluoridekaliini (PFD, CST
22 °C) myos F-butyylitetrahydrofuraani, F-heksaani ja muut vastaavasti nopeammin
kudoksesta. Fluorthiiliseosten avulla voidaan tilld tavalla valmistaa tarkoitetulla ta-
valla jarjestelmid, joilla on tarkoitetun kiyton suhteen toivotut CST-arvot, ts. lipidi-
ja membraaniliukoisuudet.
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Fluorihiilten pitoisuus hapenkuljettajina lamelliaggregaateissa voi vaihdella kiytto-
tarkoituksen mukaan vililld 1 ja 100 % paino/tilavuus. Fluorihiilind tulevat kysee-
seen erityisesti:

alifaattiset suoraketjuiset ja haaroittuneet alkaanit, joissa on 6—12 hiiliatomia, kuten
esimerkiksi perfluoriheksaani, perfluorinonaani; mono- tai bisykliset sykloalkaanit,
jotka ovat mahdollisesti F-alkyylisubstituoituja, kuten esimerkiksi perfluorimetyyli-
sykloheksaani, perfluoridekaliini;

alifaattiset tertiddriset amiinit, N-pitoiset polysyklit, kuten esimerkiksi perfluoritri-
propyyliamiini, perfluoritributyyliamiini;

perfluorieetterit, kuten alifaattiset eetterit ja polyeetterit, F-alkyyli-furaanit, bisykh-
set ja substituoidut bisykliset eetterit, joissa on 2 tai 3 happiatomia molekyylissé,
kuten esimerkiksi perfluoridiheksyylieetteri, perfluoributyylitetrahydrofuraani;

perfluorialkyylihalogenidit, kuten esimerkiksi perfluorioktyylibromidi, perfluori-
heksyylibromidi, perfluorioktyylikloridi;

bis-F(alkyyli)eteenit, kuten esimerkiksi bis-F(butyyli)eteeni, bis-F(heksyyli)eteeni.

Tassa kaytetyllda kasitteella "fluorihiilet" ymmaérretddn perfluorattuja tai pitkille
fluorattuja hiiliyhdisteiti tai seoksia, jotka vorvat kuljettaa kaasuja kuten O, ja CO,.
Pitkille fluorattuja hiilivety-yhdisteitd ovat tdman keksinnon mielessd sellaiset,
joissa useimmat vetyatomit on korvattu fluoriatomeilia, kuten esimerkiksi bis-F(al-
kyyli)eteenit, jotka ovat osoitettavasti kemiallisesti ja biologisesti inerttejd ja siten
ei-toksisia. Tama saavutetaan enimmékseen silloin, kun noin enintddn 90 % vety-
atomeista on korvattu fluoriatomeilla. Edullisia timéan keksinnon mielessd ovat
fluorihiilet, joissa vihintaan 95 % vetyatomeista on korvattu, edullisemmin 98 % ja
edullisimmin 100 %.

Yksittaisia fluoriatomeja voi olla korvattu myos muilla halogeeniatomeilla kuten
bromi tai kloori.

Fosfolipideini tulevat kyseeseen luonnollisesti esiintyvit fosfolipidit kuten soija- tai
munalesitiini, samoin kuin myos synteettisesti valmistettavissa olevat lesitiinit (fos-
folipidit), jotka tunnetaan yhteisesti ihoystdvallisind. Asymmetristen lamelliaggre-
gaattien stabiiliuteen kohdistuvasta edullisesta vaikutuksesta johtuen kéytetdan eri-
koisesti fosfolipidiseoksia, joissa on osuus 30-99 % fosfatidyylikoliinia muiden
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luonnollisesti esiintyvien oheistuotteiden ohella. Fosfolipidipitoisuus dermatologi-
sessa formulaatiossa liikkuu valilla 0,5 ja 20, erikoisesti 10—20 %.

Keksinnén mukainen menetelméa fosfolipideja sisdltivin dermatologisen aineen
valmistamiseksi perustuu sithen, ettd fosfolipideja, joiden fosfatidyylikoliinipitoi-
suus on 30-99 paino-%, emulgoidaan fluorihiilen tai fluorihiiliseoksen kanssa, joka
on ladattu hapella, jolloin fluorihiiliosuus on alueella 0,2—100 % paino/tilavuus, ja
tilloin  saadut asymmetriset lamelliaggregaatit, joiden hiukkaskoko on
50-1 000 nm, tyostetdin dermatologiseen kayttoon sopivaan viliaineeseen. Emul-
gointi tapahtuu veden ldsnd ollessa ja mahdollisesti lisdten yhdenarvoisia tai mo-
nenarvoisia alifaattisia alkoholeja. Emulgointi voi tapahtua myos esiemulgoimalla
raakadispersion lisadmalla fluorihiilen vesiliukoiseen fosfolipidiliuokseen kaytettyja
lahtoaineita vastaavassa lampotilassa. Esiemulgointi tapahtuu tarkoituksenmukai-
sesti suuremmilla pyorimisnopeuksilla, esimerkiksi 12 000—-15 000 r/min. Varsinai-
nen homogenisointi tapahtuu sitten suurpainehomogenisaattorissa. Homogenisointi
voi tapahtua myos muilla tunnetuilla menetelmilla, kuten esimerkiksi ultradénella.
Energialisdaysaste dispersiojarjestelmissd vaikuttaa epasuorasti suhteellisesti hiuk-
kaskokoihin.

Kuumasterilointi autoklaavissa on mahdollinen hiukkaskokoon vaikuttamatta. Au-
to-oksidaatioprosessien valttamiseksi natiivien lipidien tyydyttymattomasséd rasva-
happoryhmaissi voidaan kayttaa hapetuksenestoaineita, esimerkiksi o-tokoferolia.

Erityisen edullista on suuret fosfatidyylikoliinipitoisuudet omaavien fosfolipidien
kayttd. Nama ovat tavallisesti valilla 10 ja 99 paino-%, erikoisesti 30-99 paino-%,
erityisesti 70-99 paino-%.

Fluorihiilind kéytetddn edelld mainittuja fluorihiilid tai fluorihiiliseoksia tdtd varten
ilmoitetuissa rajoissa. Ammattimies voi niiden tunnettujen O,-liukoisuuksien, hoy-
rynpaineen ja kriittisen liukoisuuslampétilan avulla sddtdd padmadran mukaisesti
hapella latauksen ja tunkeutumissyvyyden.

Fluorihiilipitoisten asymmetristen lamelliaggregaattien vaikutustapa perustuu hapen
luovutukseen alihuollettuun kudokseen paikallisella applikoinnilla. Erds mielekas
kayttd on myos ajateltavissa happialihuollettua rasvakudosta varten, kuten myos
valtimonkovetustaudista johtuvan puutteen huollot.

Asymmetristen lamelliaggregaattien tyosto vaikuttavana aineena salvoissa, voiteis-
sa, huuhtelunesteissd ja muissa vesipohjaisissa tai alkoholipohjaisissa dermatologi-
sissa formulaatioissa tapahtuu kayttotarkoituksesta riippuen, jolloin fluorihiilipitoi-



10

15

20

6 110841

suutta ja titen O,:n kiytettavissd oloa voidaan vaihdella laajoissa rajoissa. Aggre-
gaatit voidaan ennen kaikkiin dermatologisiin jarjestelmiin kuten esimerkiksi gee-
leihin, tahnothin, puutereihin, salvoihin, voiteisiin, huuhtelunesteisiin tyostod ladata
osakst tai kyllastdd kaasumaisella hapella. Jo kyllastys ilmakehdn ilman hapella ta-
vallisesti tapahtuvalla tasapainon asettumisella Henryn lakia vastaavasti antaa suu-
remman happikapasiteetin kuin kaikki verrattavissa olevat tunnetut jarjestelmat.

Keksinnén mukaisesti saatua dermatologista ainetta voidaan levittid myos siteille,
laastareille, haavasuojille, ja muihin ithon kanssa kosketuksiin joutuviin aineisiin.
Sitd voidaan applikoida esimerkiksi my6s suihkeena.

Keksintoa selitetddn seuraavaksi ldhemmin esimerkeilld. Nathin kuuluvassa piirrok-
sessa

kuvio 1  on kaavio perfluorihiiliseosten kriittisistd liukoisuuslampétiloista (CST)
n-heksaanissa perfluoridekaliinilla lihtopisteena

kuvio 2 on kaavio perfluorihiiliseosten kriittisistd liukoisuuslampétiloista (CST)
n-heksaanissa F-oktyylibromidilla ldhtopisteend.

Taulukossa 1 esitetddan muutamia valittuja fluorihiilid ja niiden O,-liukoisuus, nii-
den hoyrynpaine ja kriittinen liukoisuuslampdétila. Néistd arvoista ldhtien voidaan
fluorihiilten seoksille valita toivotut ominaispiirteet ihoon tunkeutumisessa derma-
tologisen koostumuksen avulla.



10

15

110841

7
Taulukko 1

Fluorihiili O;-liukoi- Hoyrynpaine CST

suus P37 ¢ [°C]

[ml O,/- [kPa] (mmHg)

100 ml FC]
perfluorioktyylibromidi 50 1,87 (14) -24.5
perfluoridekaliini 40 1,67 (12,5) 22
bis-F(butyyli)eteeni 50 1,68 (12,6) 22,5
F-sykloheksyylimetyylimorfoliini 42 0,53 (4) 38,5
F-tripropyyliamiini 45 2,47 (18,5) 43
F-diheksyylieetteri 45 0,26 (2) 59
F-tributyyliamiini 40 0,13 (1) 59
perfluoridekaliini-F-tributyyliamii- 40 0,93 (7) 42
ni 1/1
perfluoributyylitetrahydrofuraani 52 6,8 (51) 29
F-metyylisykloheksaani 57 24,0 (180) 8,2
F-heksaani 58 55,2 (414) 20

Esimerkki 1

50 ml 10-prosenttista vesipohjaista fosfolipidiliuosta (soijalesitiinid, 40 % fosfati-
dyylikoliinia (PC)) homogenisoidaan yhdessd 80 g:n kanssa hyvin puhdasta, lain-
kaan H-atomeja sisdlmatonta fluorihiiliseosta (90 % perfluoridekaliinia, 10 % F-di-
butyylimetyyliamiinia, kriittinen liukoisuuslampoétila 26 °C) ultradédnihajottimella
jaalla jaahdyttaen, kunnes hiukkasten keskimédardinen halkaisija on 244 nm.

' P-NMR-mittauksista on tunnistettavissa tyypillisen signaalileveyden avulla kuten
myo0s elektronimikroskooppisista kuvista fluorihiilen ja fosfolipidin aggregaattien
lamellirakenne. Aggregaattidispersio on sekoitettavissa ongelmitta ja sen stabiiliu-
teen vaikuttamatta sopivien alkoholien kanssa (etanoli, propyleeniglykoli, glyseroli)
sterilisointitarkoituksiin. 30 ml:n etanolilisdys tuottaa itiottémyyden, jolloin tulok-
seksi saadulla dispersiolla on seuraava koostumus:

62 % paino/tilavuus fluorihiilia
9,7 % fosfolipideja
19 % etanolia

Zeetapotentiaali -61 mV kattaa fosfolipidien valmistaman negatiivisen pintavarauk-
sen dispersion sdhkostaattisella stabiloinnilla. Kaasumaisella hapella kyllastyksen
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jalkeen dispersio tydstetddn asymmetristen lamelliaggregaattien kanssa hyvaksytta-
véddn, ei vuorovaikutuksessa olevaan salvapohjaan.

Esimerkki 2

18 g lyofilisoitua fosfolipidii, jolla on koostumus [30 % PC, 30 % PE (fosfatidyyli-
etanoliamiini), 31 % PI (fosfatidyyli-inositol1)], liuotetaan 90 ml:aan steriloitua vet-
td ja sekoitetaan 16 ml:n kanssa denaturoimatonta etanolia. Dispersiota sekoitetaan
mekaanisella suurella kierrosluvulla pyorivilla  sekoittimella  (Ultra-Turrax,
15 000 r/min), ja talléin 20 °C:seen temperoituun sekoitusastiaan lisitdan perdjal-
keen perfluoridekaliinia (CST 22 °C). Raakadispersio homogenisoidaan
50,7 MPa:ssa (500 atm) inerttikaasuvirrassa suurpainehomogenisaattorissa, joka on
tyyppida Manton Gaulin. Viimeistad edellisen ldpijuoksun alkaessa dispersioon lisi-
tddn 0,1 %:iin asti a-tokoferoliasetaattia auto-oksidaatioprosessien vilttimiseksi ja
vapaiden radikaalien vangitsijaksi ihokudoksessa.

Fotonikorrelaatiospektrometrilla N-4 MD (Coultronics) suoritetut mittaukset vah-
vistavat unimodaalisen hiukkaskokojakauman esiintymisen ja keskiméaaridisen hiuk-
kasten lapimitan 128 nm. Elektronimikroskooppiset tutkimukset "negatiivisen vér-
jayksen" menetelmaa kiyttimalld ovat timéin kanssa sopusoinnussa. °' P-NMR-tut-
kimusten pohjalta asymmetriset lamelliaggregaatit ovat unilamellaarisessa tilassa
zeetapotentiaalilla -76 mV,

Dispersion koostumus on

48 % paino/tilavuus perfluoridekaliinia
13 % fosfolipideja

9 % etanolia.

Esimerkki 3

80 g n-F-heksaania, joka on seoksena perfluorattujen isomeeriensd kanssa (CST
20 °C), esiemulgoidaan mekaanisesti 9,5 g:n kanssa munankeltuais-3-sn-fosfati-
dyylikoliinia 47 ml:ssa deionisoitua ja steriloitua vettd inerttikaasuolosuhteissa lisd-
ten raakadispersioon 0,2 % dl-o-tokoferolia. Raakaemulsio homogenisoitiin paine-
homogenisaattorissa paineessa 50,7 MPa:ssa (500 atm) sopivalla lampétilaohjeella
ja hiukkaskoon kontrolloiden. Saadulla dispersiolla on keskinkertainen viskositeetti
ja hiukkasten lapimitta 294 nm. Kun oli lisdtty 8 ml propyleeniglykolia, tarkkailtiin
varastointiaikakokeessa stabiiliutta ja itiottomyyttd (itididen lukuméadra alle 100
K/g) huoneenldampétilassa. Laimentaminen, esimerkiksi huuhtelunesteiti valmistet-
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tacssa, on ongelmitta mahdollista tirkeiden kolloidikemiallisten parametrien muut-
tumatta.

Dispersion tutkimukset valomikroskoopilla polarisoidussa valossa osoittavat iso-
trooppisen yksifaasijarjestelméin olemassaolon, jossa ei ole neste-kiteisid rakenteita.

Esimerkki 4
Liposomien tunkeutumisen osoitus in vivo

Juuri eristettya fysiologisestri ehjaa ihoa kiinnitettiin sisdpuoleltaan O,-anturiin
(Clark-Elektrode), ja orvaskesi kostutettiin O,:ta kuljettavalla dispersiolla, jossa oli
asymmetrisid lamelliaggregaatteja. Naissa olosuhteissa elektrodissa ei ndy lainkaan
O,-osapainetta. 57 min tunkeutumisen keston jalkeen aggregaatit olivat saavuttaneet
dermaalisen iholeikkeen elektrodien mittausalueella. O,-osapaine kohosi arvoon
21,2 MPa (159 mm Hg). Tunkeutumisnopeus ihossa riippuu aggregaattien tyypista
ja suuruudesta.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmid ihon hapenkuljetuksen avustamiseen tarkoitetun dermatologisen
aineen valmistamiseksi, tunnettu siitd, ettd fosfolipideja, joiden fosfatidyylikoliini-
pitoisuus on 30-99 paino-%, emulgoidaan hapella ladatulla fluorihiilella tai hapella
ladatulla fluorihiiliseoksella, jolloin fluorihiilen osuus on alueella 0,2-100 % pai-
no/tilavuus, ja talloin saadut asymmetriset lamelliaggregaatit, joiden hiukkaskoko
on 50-1000 nm, tydstetddan dermatologiseen kdyttoon sopivaan viliaineeseen.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siiti, etti fluorihiilen
osuus on alueella 20—-100 % paino/tilavuus, edullisesti alueella 40—100 %, ja fosfa-
tidyylikoliinin osuus kiytetyssa lipidifraktiossa on alueella 60-90 %.

3.  Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi, tunnettu siitd, ettd hiukkas-
koko on alueella 120-820 nm, edullisesti valillad 140 ja 400 nm.

4.  Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, tunnettu siiti, ettd fluorihilet
ovat alifaattisia suoraketjuisia tai haaroittuneita fluorialkaaneja, mono- tai bisyklisid
mahdollisesti fluorialkyylisubstituoituja fuorisykloalkaaneja, perfluorattuja alifaatti-
sia tai bisyklisid amiineja ja/tai bis-(perfluorialkyyli)eteeneita.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmi, tunnettu siiti, ettd fluorihiilet
ovat perfluoridekaliinia, F-butyylitetrahydrofuraania, perfluoritributyyliamiinia,
perfluorioktyylibromidia, bis-fluori(butyyli)eteenid ja/tai Cs.o-perfluorialkaaneja.

6. Jonkin patenttivaatimuksista 1-5 mukainen menetelma, tunnettu siitd, ettd
fluorihiilen osuus on alueella 70—100 %.

7. Jonkin patenttivaatimuksista 1-6 mukainen menetelmé, tunnettu siitd, ettd
fosfolipidit ovat luonnollisia fosfolipideja kuten soijalesitiini ja munalesitiini, sa-
moin kuin synteettisid fosfolipideja ja/tai osaksi hydrattuja fosfolipidejd, jolloin fos-
folipidien konsentraatio on alueella 0,5-20 %.

8. Jonkin patenttivaatimuksista 1-7 mukainen menetelmé, tunnettu siiti, ettid
kaytetty lipidifraktio siséltdad fosfatidyylikoliinin ohella lysolesitiinejda konsentraa-
tioalueella 0,1-5 paino-%.
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Patentkrav

1.  Forfarande for framstallning av ett dermatikum for att underlitta syretranspor-
ten 1 huden, kinnetecknat av att fosfolipider med en fosfatidylkolinhalt om 30-
99 vikt-% emulgeras med ett med syre laddat fluoriderat kolvite eller med en med
syre laddad blandning av fluoriderade kolviten, varvid andelen fluoriderat kolvite
ligger inom intervallet 0,2-100 % vikt/volym och de darvid erhéllna asymmetriska
lamelldra aggregaten med en partikelstorlek om 50-1000 nm inforlivas 1 en for det
dermatologiska anvandningsdandamalet lamplig bérare.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kidnnetecknat av att andelen fluoriderade
kolviten ligger inom intervallet 20-100 % vikt per volym, foretrddesvis inom inter-
vallet 40-100 %, och att andelen fosfatidylkolin i den anvénda lipidfraktionen upp-
gar till 60-90 %.

3. Forfarande enligt patentkrav 1 eller 2, kiinnetecknat av att partikelstorleken
ligger inom intervallet 120-820 nm, foretradesvis mellan 140 och 400 nm.

4.  Forfarande enligt patentkrav 1, kdinnetecknat av att de fluoriderade kolvitena
viljes ur gruppen bestdende av alifatiska fluoralkaner med rak eller forgrenad kedja,
mono- eller bicykliska, eventuellt fluoralkylsubstituerade fluorcykloalkaner, perflu-
oriderade alifatiska eller bicykliska aminer och/eller bis-(perfluoralkyl)-etener.

5. Forfarande enligt patentkrav 4, kiinnetecknat av att de fluoriderade kolvitena
viljes ur gruppen bestaende av perfluordekalin, F-butyltetrahydrofuran, perfluortri-
butylamin, perfluoroktylbromid, bisfluor(butyl)eten och/eller C¢-Co-perfluoralkaner.

6. Forfarande enligt nagot av patentkrav 1-5, kinnetecknat av att andelen fluori-
derade kolviten ligger inom intervallet 70-100 %.

7. Forfarande enligt nagot av patentkrav 1-6, kidinnetecknat av att fosfolipiderna
viljes ur gruppen bestaende av naturliga fosfolipider som soja- och dgglecitin samt
syntetiska fosfolipider och/eller delvis hydrerade fosfolipider, varvid fosfolipidkon-
centrationen uppgar till 0,5-20 %.

8.  Forfarande enligt nadgot av patentkrav 1-7, kiinnetecknat av att 1 den anvinda
lipidfraktionen aterfinns férutom fosfatidylkolin lysolecitiner i en méngd om O, 1-
5 vikt-%.
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