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Beschreibung

Die Erfindung betrifft konservierte, keimarme Lipo-
some und ein Verfahren zu ihrer Herstellung.

Liposome sind kugelférmige Vesikel mit einer Hiille
aus einer oder mehreren Doppelschichten (Bilayer). Sie
werden bevorzugt aus Lipiden natiirlicher Herkunft er-
zeugt. In der pharmazeutischen Industrie und auf dem
Gebiet der Kosmetik spielen besonders die Liposome
aus Phospholipiden eine groBle Rolle. Die wichtigsten
Phospholipidquellen sind die Sojabohne und andere
phospholipidreiche Pflanzen, in geringerem Mafle wer-
den die Phospholipide auch aus dem Ei oder von Tieren
gewonnen.

Unter bestimmten Voraussetzungen sind Phospholi-
pide in der Lage, in wiBriger Losung Liposome zu bil-
den (Bangham, A.D., Horne, RW., ]. Mol. Biol. 8 (1964),
660). Seitdem ist auf zahlreiche Art und Weise versucht
worden, stabile Liposome, die fiir eine breite Anwen-
dung Moglichkeiten bieten, herzustellen. Die von Bang-
ham (Bangham, A.D,, et al, Meth. in Membrane Biol. 1
(1976), 1 —68) vorgeschlagene Methode, Phospholipide
in einem organischen Losungsmittel aufzulGsen, letzte-
res im Rotationsverdampfer zu entfernen, um auf der
Kolbenwand einen Lipidfilm zu erhalten, der dann beim
Dispergieren in Wasser oder wiBriger Losung Liposo-
me ausbildet, ist im technischen MaBstab nicht durch-
fihrbar. Die so hergesteliten Liposome sind nur fiir ei-
nen kleinen Anwendungsbereich zu verwenden.

Liposome kénnen durch die Beschallung von multila-
mellaren Liposomen, wie sie etwa nach der obigen Me-
thode erhalten werden kénnen, mittels Ultraschall in
kleinere, unilamellare Vesikel umgesetzt werden (C. Hu-
ang, Biochemistry 8 (1969), 346 — 352).

Unilamellare Liposomen kénnen ebenfalls mittels der
"French Press” bei niederen Drucken hergestellt wer-
den, indem auf iibliche Weise hergestellte multilamella-
re Liposomen-Priparate durch eine enge Offnung ge-
preBt werden (Hamiiton, R.L, et al, J. Lipid Res. 21
(1980), 981 —992).

Eine andere Mdglichkeit zur Erzeugung liposomaler
Losungen stellt die Ethanol-Injektionsmethode von
Batzri und Korn dar (Batzri, S, Korn, E.D., Biochim.
Biophys. Acta 298 (1976), 1015 — 1019). Hierbei wird das
in Ethanol geloste Lipid in eine wiBrige Pufferlosung
injiziert, so daB sich Liposome bilden. Dieses Verfahren
ist, genauso wie die Filmmethode von Bangham, nicht in
technischem MaBstab durchfiihrbar. Bei beiden Metho-
den muB auBerdem das organische — moglicherweise
sogar toxische — Losungsmittel aufwendig entfernt
werden, um pharmazeutisch oder kosmetisch anwend-
bare Priparate zu erhalten.

Eine liposomale Losung kann durch Gefriertrocknen
des bei der Filmtechnik hergesteliten Lipidfilms herge-
stellt werden, d. h. das Losungsmittel wird nicht durch
ein Vakuum, sondern durch Lyophilisation entfernt
(DE-OS 28 18 655) . Beim Re-Dispergieren des gefrier-
getrockneten Lipidfilms in Wasser entstehen naturge-
malB wieder Liposome.

GroBe unilamellare Liposomen werden auch gebildet,
wenn geladene Lipide in einem Puffer in Gegenwart
von Calcium-Kationen suspendiert werden (Papahadjo-
poulos, D, Ann. N.Y. Acad. Sci. 308 (1978) p. 751). Nach
Entfernung der Calcium-Kationen bilden sich dann gro-
Be unilamellare Liposomen.

Eine neuere Methode zur Bildung von Liposomen
besteht darin, Phospholipide mit einem kationischen
Detergens in ein organisches Losungsmittel zu geben
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und das Lipidgemisch auf eine fein verteilte bzw. fein
strukturierte Oberfliche wie Molekularsiebe, Quarz
oder Zeolithe zu bringen (D.D. Lasic, J. of Coll. and
Interface Sci. 124 (2), (1988), 428 —435) und anschlieBend
das Losungsmittel im Vakuum zu entfernen. Dabei ent-
stehen direkt Phospholipid-Vesikel.

Eine allgemeine Ubersicht iiber die gebrauchlichsten
Methoden zur Liposomenherstellung geben z. B. die Ar-
tikel von Szoka, F. et al. in Ann. Rev. Biophys., Bioeng. 9
(1980), 467 —508 und Lasic, D.D. in Biochem. J. 256
(1988),1 —11.

Sowohl in der kosmetischen als auch bei der pharma-
zeutischen Anwendung werden naturgemiB sehr hohe
Anforderungen an die Sterilitdt und Pyrogenfreiheit der
Liposomen gestellt, damit diese Systeme ohne Neben-
wirkungen gefahrlos verwendet oder verabreicht wer-
den kdnnen.

Bisher sind nur wenige Verfahren bekannt, die sterile,
keimarme Liposomen oder liposomale Systeme betref-
fen. Eine Ubersicht gibt J. Freise in Liposome Technolo-
gy, Vol. I (ed. by G. Gregoriadis, 1986), p. 132 —137.

Bevorzugt ist hiernach die Filtration der erzeugten
Liposomenlosung durch ein entsprechendes Millipore-
Filter® der GroBe 0,22 pm. Allerdings werden dann gré-
Bere Liposomen nicht mit filtriert, so daB nur ein Teil
des urspriinglichen Losungsvolumens erhalten bleibt.

Liposome kénnen auch durch Gefriertrocknung (DE-
OS 29 04 047) konserviert werden.

Die EP-A 01 58 441 beschreibt Pro-Liposome aus Le-
cithin, Ethanol und Wasser, die fiir die Herstellung von
Liposomen verwendet werden. Eine Aussage zur Sterili-
tdt findet sich in dieser Anmeldung nicht.

Andere chemische oder physikalische Verfahren fiih-
ren meist sehr schnell zu einer Zerstérung der Doppel-
schichtmembran und sind daher fiir eine breite Anwen-
dung nicht geeignet.

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, daB es
moglich ist, konservierte und sterile Liposomen herzu-
stellen, wenn diese mit Ethanol oder 2-Propanol konser-
viert werden. Ebenso ist es iiberraschend, daB der Alko-
hol nicht zu einer Zerstérung des liposomalen Systems
fihrt.

Auch ist es Giberraschend, daB man aus einem einfa-
chen Ausgangsmaterial, nimlich Phospholipiden und
Alkohol, durch einfaches Verdiinnen mit Wasser oder
geeigneten Pufferlésungen, die gewiinschten Liposo-
men bzw. in der Endformulierung eine liposomale Lé-
sung erhilt.

Das Verfahren ist weiterhin dadurch gekennzeichnet,
daB es mit jedem handelsiiblichen Laborriihrer in einem
beliebigen geeigneten GefaB ausgefiihrt werden kann.
Grundvoraussetzung ist lediglich eine geniigend groBe
Drehzahl, so daB} eine starke Durchmischung in kurzer
Zeit erreicht wird.

Als Ausgangsmaterial dient ein Phospholipid-Alko-
hol-Gemisch ohne weitere Zusatzstoffe.

Die Phospholipide haben innerhalb dieses Gemisches
die nachstehende Zusammensetzung:

Phosphatidylcholin: 60—80 Gew.-%
saure Phospholipide: 1-30 Gew.-%
sonstige Phospholipide: 1—30 Gew.-%

wobei in der vorliegenden Erfindung Phospholipide wie
Phosphatidsdaure, Phosphatidylethanolamin oder etwa
N-Acylphosphatidylethanolamin zu den sauren
Phospholipiden gerechnet werden. Als sonstige
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Phospholipide sind etwa Phosphatidylinosit oder Lyso-
Phosphatidylcholin anzusehen.

Innerhalb der vorgenannten Grenzen fiir die Zusam-
mensetzung des Phospholipidgemisches haben sich
zwei Phospholipidgemische als besonders geeignet fiir
die Herstellung der erfindungsgemiBen Liposome er-
wiesen:

Phospholipidgemisch A:

80 Gew.-% Phosphatidylcholin
1 —19 Gew.-% saure Phospholipide
1—19 Gew.-% sonstige Phospholipide

Phospholipidgemisch B:

60 Gew.-% Phosphatidylcholin
10— 30 Gew.-% saure Phospholipide
10—30 Gew.-% sonstige Phospholipide

Diese Phospholipidgemische kénnen aus Phospholi-
pidgemischen, wie sie in natiirlichen Oisaaten enthalten
sind, durch entsprechende Aufarbeitung, etwa nach der
EP-S 00 69 770, erhalten werden.

Versuche mit anderen Mischungsverhiltnissen als
den oben angegebenen oder mit reinem Phosphatidyl-
cholin fiihrten nicht zu den erfindungsgemiBen Formu-
lierungen.

Ein besonderer Vorteil der Erfindung ist auch darin
zu sehen, daB fiir die Herstellung der Liposomen und
der liposomalen Losung keine zusitzlichen energieauf-
wendigen Schritte wie Temperaturerhthung, Ultra-
schall oder dergl. mehr nétig sind.

Die erfindungsgemiBen liposomalen Formulierungen
kénnen mit einem Gehalt an Phospholipiden von 10 bis
20% hergestellt werden. Bevorzugt werden jedoch sol-
che mit 10% Phospholipidanteil hergestellt.

Die Formulierungen haben einen konstanten Alko-
holgehalt von 16%, so daB der Anteil an Wasser zwi-
schen 64 und 74% betrigt, abhingig von der Menge an
Phospholipid in der Endformulierung. Anstelle von
Wasser konnen auch iibliche Pufferlésungen, wie etwa
Phosphat-Puffer oder Salzlésung verwendet werden.

Fiir die Herstellung der Liposomen-Dispersionen
werden folgende Phospholipidgemische als Ausgangs-
material verwendet:

Gemisch I Gemisch 1

Phosphatidylcholin 80 Gew.-% 60 Gew.-%
Lyso-Phosphatidylcholin 3Gew.-% 2Gew.-%
Phosphatidylethanolamin 6 Gew.-% 19 Gew.-%
Phosphatidsiure 9Gew.-% 6 Gew.-%
N-Acyl-Phosphatidiyl- 5 Gew.-%
ethanolamin

Phosphatidylinosit 2Gew.-% 8Gew.-%

Somit enthélt Gemisch I 19 Gew.% saure Phospholi-
pide und Gemisch Il 30 Gew.% saure Phospholipide.

Die Erfindung wird durch die nachstehenden Beispie-
le erlautert:

Beispiel 1

Es sollen 100 g des erfindungsgemiBen Produktes mit
Gemisch I und Ethanol hergestellt werden.

5

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

4

Dazu werden 10 g Gemisch [ in 1,8 g Ethanol aufge-
16st. Die Losung hat eine Viskositit von 806 mPas (bei
25°C) und ist homogen. In dieser Zusammensetzung be-
triagt das Phospholipid zu Ethanol-Verhailtnis 85 : 15.

Die Losung wird mit 47 g entmineralisiertem Wasser
in einem iblichen schnellaufenden Laborriithrer wih-
rend 3 Minuten homogenisiert. Es bildet sich ein trans-
parentes Gel mit 17% Phospholipid-Gehalt. Das Gel
wird mit dem gleichen Riihrer mit 27 g einer 0,1 molaren
Na;HPO4/K2HPO,-Pufferlésung versetzt und 4 Minu-
ten verrihrt. Die entstehende diinnfliissige Dispersion
wird mit 14,2 g Ethanol versetzt und noch 1 Minute bis
zum fertigen Endprodukt weitergeriihrt.

100 g des Endproduktes hat dann die Zusammenset-
zung:

10 g Phospholipide
16 g Ethanol
74 g Wassger

Die TeilchengréBe betrigt, gemessen nach der Laser-
streulichtmethode, 204 nm (+20%), die Keimzahl liegt
unter 100 Keime/g, damit entspricht die Konservierung
den USP21 — und DAB9-Normen.

Die nachfolgenden Beispiele 2 bis 8 fiihren ebenfalls
zu einem Endprodukt, das die Zusammensetzung

10 g Phospholipide
16 g 2-Propanol oder Ethanol und
74 g Wasser

aufweist.
Beispiel 2

Analog Beispiel 1 werden 10 g Gemisch I in 25¢g
Ethanol geldst (Phospholipide : Ethanol ist 80 : 20) und
mit 47 g entmineralisiertem Wasser 3 Minuten geriihrt,
bis ein homogenes Gel entsteht (Phospholipidgehalt:
16,8%). Das Gel wird mit 27 g Leitungswasser versetzt
und 4 Minuten verriihrt, dann wird 13,5 g Ethanol zuge-
geben und 1 Minute bis zum fertigen Endprodukt wei-
tergeriihrt. Die mittlere TeilchengréBe betréigt 194 nm
(£20%). Die Keimzahl liegt unter 100 Keime/g (ent-
sprechend USP21 und DAB9).

Dieses Beispiel zeigt, daB sich auch mit einfachsten
Ausgangssubstanzen sehr leicht die liposomalen Lésun-
gen herstellen lassen. Die in Leitungswasser iiblicher-
weise vorhandenen Verunreinigungen wie Mikroorga-
nismen und Salze sowie ein ungleichmiBiger pH-Wert
haben keine Auswirkungen auf die Qualitét der liposo-
malen Losung.

Beispiel 3

Analog Beispiel 1 werden 10 g Gemisch I in 54 ¢
Ethanol gelost (Phospholipide : Ethanol ist 65 : 35) und
mit 47 g entmineralisiertem Wasser 3 Minuten geriihrt.
Es entsteht ein transparentes Gel mit 16% Phospholi-
pidgehalt.

Das Gel wird mit 27 g 09 prozentigen Salzlésung
versetzt und 4 Minuten verriihrt, dann 10,6 g Ethanol
zugegeben und 1 Minute bis zum fertigen Endprodukt
weitergerithrt. Die mittlere TeilchengroBe betrigt
154 nm (+20%). Die Keimzahl liegt unter 100 Keime/g
(entsprechend USP 21 und DAB9).
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Beispiel 4

Analog Beispiel 1 werden 10g Gemisch [ in 10g
2-Propanol gelost  (Phospholipide : 2-Propanol st
50 : 50) und mit 47 g entmineralisiertem Wasser 3 Minu-
ten geriihrt. Es entsteht ein transparentes Gel mit 15%
Phospholipidgehalt. Das Gel wird mit 27 g einer 0,1 mo-
laren Na;HPO4/K;HPO4-Pufferlésung versetzt und 4
Minuten verriihrt, dann 6 g 2-Propanol zugegeben und 1
Minute bis zum fertigen Endprodukt weitergeriihrt.

Die mittlere TeilchengroBe betragt 122 nm (£ 20%).
Die Keimzahl liegt unter 100 Keime/g (entsprechend
USP21 und DAB9).

Beispiel 5

Analog Beispiel 1 werden 10g Gemisch 1 in 25¢g
2-Propanol gelost (Phospholipide : 2-Propanol st
80 : 20); und mit 47 g entmineralisiertem Wasser 3 Mi-
nuten gerithrt. Es entsteht ein transparentes Gel mit
16,8% Phospholipidgehait.

Das Gel wird mit 27g einer 0,1 molaren
Na;HPO4/K>HPOj4-Pufferléosung versetzt und 4 Minu-
ten verriihrt, 13,5 g 2-Propanol zugegeben und 1 Minute
bis zum fertigen Endprodukt weitergerithrt. Die mittle-
re TeilchengroBe betrigt 167 nm (+20%). Die Keim-
zahl liegt unter 100 Keime/g (entsprechend USP21 und
DAB9).

Beispiel 6

Analog Beispiel 1 werden 10 g Gemisch I in 12¢g
2-Propanol gelost  (Phospholipide : 2-Propanol st
90 : 10) und mit 47 g entmineralisiertem Wasser 3 Minu-
ten geriihrt. Es entsteht ein transparentes Gel mit 17,2%
Phospholipidgehalt.

Das Gel wird mit 27 g Leitungswasser versetzt und 4
Minuten verriihrt, 14,8 g 2-Propanol zugegeben und 1
Minute bis zum fertigen Endprodukt weitergeriihrt. Die
mittlere TeilchengréBe betrigt 196 nm (£20%). Die
Keimzah! liegt unter 100 Keime/g (entsprechend
USP21 und DAB9).

Beispiel 7

Analog Beispiel 1 werden 10 g Gemisch Il in 1,8 g
Ethanol gelost (Phospholipide : Ethanol ist 85 : 15) und
mit 47 g entmineralisiertem Wasser 3 Minuten geriihrt.
Es entsteht ein transparentes Gel mit 17% Phospholi-
pidgehalt. Das Gel wird mit 27 g Leitungswasser ver-
setzt und 4 Minuten verriihrt, dann 14,24 g Ethanol zu-
gegeben und 1 Minute bis zum fertigen Endprodukt
weitergerithrt. Die mittlere TeilchengréBe betrigt
182 nm (+20%). Die Keimzahl liegt unter 100 Keime/g
(entsprechend USP21 und DAB9).

Beispiel 8

Analog Beispiel 1 werden 10 g Gemisch II in 25 ¢
2-Propanol gelost (Phospholipide : 2-Propanol st
80 : 20) und mit 47 g entmineralisiertem Wasser 3 Minu-
ten geriihrt. Es entsteht ein transparentes Gel mit 16,8%
Phospholipidgehalt.

Das Gel wird mit 17 g einer 0,1 molaren
Na;HPO4/K,PO4-Pufferlosung versetzt und 4 Minuten
verriihrt, dann 13,5 g 2-Propanol zugegeben und 1 Mi-
nute bis zum fertigen Endprodukt weitergeriihrt.

Die mittlere TeilchengréBe betragt 162 nm (£ 20%).
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Die Keimzahl liegt unter 100 Keime/g (entsprechend
USP21 und DAB9).

Patentanspriiche

1. Liposome aus Phospholipiden, dadurch gekenn-
zeichnet, daB sie mit Alkoholen konserviert sind.

2. Liposome nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, daB als Ausgangsmaterial natiirliche
Phospholipide, die aus Olsaaten gewonnen werden,
verwendet werden.

3. Liposome nach den Anspriichen 1 und 2, dadurch
gekennzeichnet, daB das Ausgangsmaterial aus

60 — 80 Gew.% Phosphatidylcholin,
1 —30 Gew.% saure Phospholipide,
1 —30 Gew.% sonstige Phospholipide,

besteht.
4, Liposome nach Anspruch 1 -3, dadurch gekenn-
zeichnet, daB das Ausgangsmaterial aus

80 Gew.% Phosphatidylcholin
1 — 19 Gew.% saure Phospholipide,
1 — 19 Gew.% sonstigen Phospholipiden,

besteht.
5. Liposome nach Anspruch 1 — 3, dadurch gekenn-
zeichnet, daB das Ausgangsmaterial aus

60 Gew.% Phosphatidylcholin,
10— 30 Gew.% sauren Phospholipiden,
10— 30 Gew.% sonstigen Phospholipiden,

besteht.

6. Liposome nach den Anspriichen 1 bis 5, dadurch
gekennzeichnet, daB der Alkohol Ethanol oder
2-Propanol ist.

7. Liposome nach den Anspriichen 1 bis 6, dadurch
gekennzeichnet, daB der Alkoholgehalt in der End-
formulierung 16% Gewichtsprozent betrigt.

8. Liposomale Losung, enthaltend die Liposome
nach den Anspriichen 1 -7, dadurch gekennzeich-
net, daB der Phospholipidgehalt max. 20%, iibli-
cherweise 10% betrigt.

9. Verfahren zur Herstellung einer liposomalen Lé-
sung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
daB ein Phospholipid-Alkohol-Gemisch nach An-
spruch 2 bis 5 mit soviel Wasser geriihrt wird, daB}
ein Gel entsteht und nach weiterer Zugabe von
Wasser, Pufferlosung oder Salzlésung die ge-
wiinschte liposomale Loésung entsteht. ‘

10. Verfahren zur Herstellung einer liposomalen
Losung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
daB das Ausgangsmaterial ein fliissiges Phospholi-
pid-Alkohol-Gemisch ist.
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