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die Herstellung liposomaler Losungen.
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Beschreibung

Die Erfindung betrifft ein phospholipidhaltiges Gel
und ein Verfahren zu seiner Herstellung sowie seine
Verwendung fiir die Herstellung liposomaler Lésungen.

Gele sind Materialien oder Zusammensetzungen, die
in vielen technologischen Gebieten eine breite Anwen-
dung finden, wie z. B. in der Lebensmittelindustrie, der
Kosmetik und Pharmazie, der Photographie oder bei
analytischen Methoden wie den chromatographischen
Trennungsverfahren.

Gele werden im allgemeinen als hochviskose oder
unendlich viskose Masse betrachtet, in denen ein ketten-
vernetztes makromolekulares System vorliegt.

Sehr oft ist die eigentliche Gel-Struktur selbst jedoch
nicht geklirt, auch wenn eine mehr oder weniger visko-
se Masse als Gel betrachtet oder gekennzeichnet wird.

Die am meisten bekannten und weitverbreitesten Ge-
le sind die wiBrigen Gele, in denen Wasser als immer
vorhandene Hauptkomponente verwendet wird. Es
wird dann eine Verbindung hinzugefiigt, die die Gelbil-
dung bewirkt und die Stirke der Erstarrung beeinfluBt.
Als bevorzugtes Material fiir die Erzeugung eines Gels
wird Gelatine verwendet.

Bekannt sind auch die sog. Organogele, in denen die
flissige Hauptkomponente ein organisches Ldsungs-
mittel ist und ein zugesetztes apolares Polymer die Ge-
lierung verursacht und ihre Stirke beeinfluBt.

So beschreibt die PCT/WO 86/02 264 ein System aus
umgekehrten Micellen, das durch Zugabe von geeigne-
ten Lésungsmitteln, wie z. B. Squalen, Miglyol oder
Pflanzenélen in entsprechende Gele iiberfiihrt werden
kann. Eine pharmazeutische Verwendung ist nicht még-
lich.

- Fur eine pharmazeutische Anwendung kommen na-
turgemiB nur solche Gele in Betracht, die ausschlieBiich
aus pharmazeutisch vertréglichen Substanzen bestehen.
Dabei tritt dann das Problem auf, daB viele in der Phar-
mazie verwendbare und bendtigte Substanzen nicht in
der Lage sind, Gele oder Gel-ahnliche Aggregatzustin-
de auszubilden.

Am meisten wurden bisher Systeme untersucht, in
denen Gele aus Lecithin oder allgemeinen Phospholipi-
den, einem Lésungsmittel, Wasser und weiteren beno-
tigten Hilfsstoffen gebildet werden. Solche Gele dienen
oft jedoch nur als Zwischenstufe, um im Endeffekt ein
Liposomen-Gel zu erhalten oder das gewiinschte End-
produkt sind die Liposome selbst.

So wird in der EP-A 01 60 266 eine Liposomen-Zu-
sammensetzung beansprucht, die aus einem dreidimen-
sionalen Netzwerk von Liposomen und einem Netz-
werkmaterial besteht. Fiir das Netzwerkmaterial wer-
den bevorzugt Polysaccharide verwendet, in dem die
Liposome eingebettet sind.

Nach der PCT/WO 85/03 640 werden beladene Lipo-
some in einer Gel-Matrix aus Stirke oder modifizierter
Stirke beansprucht.

In der EP-A 00 69 307 wird eine Methode zur Darstel-
lung eines Liposomen-Gels beschrieben, wonach eine
wilBrige und l6sungsmittelhaltige Lecithinldsung mit
Ultraschall behandelt wird. Abhingig von der Beschal-
lungsdauer und -intensitit bildet sich ein mehr oder we-
niger viskoses Gel aus. Durch Verlingerung der Be-
schallungszeit oder mittels mechanischer Rithrwirkung
erhilt man als Endprodukt eine Liposomen-enthalten-
de, wiBrige Losung.

Ein sogenanntes Pre-Liposomen-Gel erhilt man aus
einem Gemisch von Phospholipiden, Fettsiduren und ei-
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nem hydratisierenden Agens (EP-A 02 11 647). Nach
Zugabe von Wasser oder Pufferldsung bilden sich Lipo-
some aus.

Ein phospholipidhaltiges, diinnfliissiges Gel wird in
der PCT/WO 89/00 077 fiir die Anwendung als Aerosol-
Liposome beansprucht. Das System besteht aus Leci-
thin, einem organischen Lésungsmittel und wenig Was-
ser. Hier tritt eine breite Spanne von Liposomendurch-
messern im Bereich von 100 bis 2500 nm auf; fiir einen
sinnvollen Anwendungsbereich muB ein hoher Lésungs-
mittelanteil gewihlt werden.

Uberraschenderweise wurde nun gefunden, daB es
moglich ist, aus dem System Phospholipid-Alkohol-
Wasser ein Gel zu erhalten, indem nur eine geringe
Menge an Losungsmittel, dem Alkohol, verwendet wird.
Im Gel bildet das Wasser eindeutig die Hauptkompo-
nente.

Uberraschend ist auch, daB das Gel pyrogenfrei und
keimarn ist, und daB es sich auf duBerst einfache Weise
in keimarme, pyrogenfreie liposomale Losungen iiber-
fiihren 140t.

Bevorzugt werden pharmazeutisch verwendbare und
physiologisch unbedenkliche Alkohole, wie Ethanol und
2-Propanol verwendet.

Die Herstellung des Gels ist durch ein besonders ein-
faches Verfahren gekennzeichnet, in dem ein Phospholi-
pidgemisch bestimmter Zusammensetzung mit einer be-
stimmten Menge an Alkohol kurze Zeit geriihrt wird
und durch Wasserzugabe und weiteres Riihren die Gel-
bildung erfolgt.

Das Verfahren ist weiterhin dadurch gekennzeichnet,
daB es in jedem handelsiiblichen Laborrithrer in einem
beliebigen geeignetem Gefill ausgefiihrt werden kann.
Grundvoraussetzung ist lediglich eine geniigend grofle
Drehzahl, so daB in kurzer Zeit eine starke Durchmi-
schung erreicht wird.

In der bevorzugten Ausfiihrungsform werden zwei
unterschiedliche Phospholipidgemische eingesetzt, wo-
bei die Mengenverhiltnisse in folgenden Bereichen lie-
gen:

Phospolipidgemisch A:

80% Phosphatidylcholin
1—19% saure Phospholipide
19— 1% sonstige Phospholipide

Phospholipidgemisch B:

60% Phosphatidylcholin
10—30% saure Phospholipide
10—30% sonstige Phospholipide

Als besonders geeignet haben sich natirliche
Phospholipidgemische erwiesen, wie sie etwa aus Olsaa-
ten gewonnen werden kénnen. Hierzu gehdren bevor-
zugt die Sojabohne, Raps, Sonnenblumendl und andere.

Die aus den Olsaaten gewonnenen, natiirlichen
Phospholipidgemische kénnen etwa nach der EP-S
00 69 770 aufgearbeitet werden, wobei man die oben
erwihnten Phospholipidgemische A und/oder B erhilt.
In diesen Gemischen gehdren zu den “sonstigen
Phospholipiden” etwa Lyso-Phosphatidylcholin und
Phosphatidylinosit, wihrend man erfindungsgemil die
Phosphatidsdure, Phosphatidylethanolamin und N-A-
cyl-Phosphatidylethanolamin zu den sogenannten sau-
ren Phospholipiden rechnet.

Versuche mit anderen als die oben angegebenen Mi-
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schungsverhiltnisse von A oder B oder mit reinem
Phosphatidylcholin fiihrten im dbrigen nicht zu den er-
findungsgemiBen Produkten.

Ein besonderer Vorteil der Erfindung ist auch darin
zu sehen, daB fiir eine evtl. nachfolgend gewiinschte
Herstellung von Liposomen bzw. liposomaler Losung
keine zusitzlichen energicaufwendigen Schritte, wie
Temperaturerhdhung, Ultraschall oder dergl. mehr né-
tig sind.

Die erfindungsgemiBe Gel-Formulierung kann mit
einem Gehalt von 5 bis 40 Gewichtsteilen Phospholipi-
den hergestellt werden. Bevorzugt werden jedoch sol-
che mit 20 —30 Gewichtsteilen Phospholipidanteil her-
gestellt.

Die nach der Erfindung hergestellten Gele besitzen
einen Alkoholgehalt von 15 bis 20, typischerweise 16
Gewichtsprozent, so daB der Wasseranteil 44 bis 69
Gew.% betrigt, abhingig von der Menge an Phospholi-
pid in der Endformulierung. Selbstverstiandlich kénnen
anstelle von Wasser auch Pufferlésungen, wie etwa
Phosphatpuffer oder physiologische Kochsalzlosung
verwendet werden.

Die Erfindung wird durch die nachstehenden Beispie-
le erldutert, wobei als Phospholipidgemische die Gemi-
sche [ oder II mit der folgenden Zusammensetzung ver-
wendet werden (Angaben in Gewichtsprozent).

Gemisch 1 Gemisch 11

Phosphatidylcholin 80% 60%
Lyso-Phosphatidylcholin 3% 2%
Phosphatidylethanolamin 6% 19%
Phosphatidsaure 6%
N-Acyl-Phosphatidyl- 9% 5%
ethanolamin

Phosphatidylinosit 2% 8%

Beispiel 1

10 g des Gemisches | werden in 8 g Ethanol unter
Riihren aufgeldst. Die Losung besitzt eine Viskositit
von 806 mPas (bei 25°C) und ist homogen. Die Losung
wird mit 32 g entmineralisiertem Wasser wihrend 3 Mi-
nuten homogenisiert, wobei ein handelsiiblicher schnell-
laufender Laborriihrer verwendet wird. Man erhiit ein
transparentes Gel mit 20 Gew.% Phospholipidgehalt.

Beispiel 2

Analog Beispiel 1 werden 15 g Gemisch [ in 8 g Etha-
nol geldst. Die Lésung wird mit 27 g entmineralisiertem
Wasser 3 Minuten geriihrt, bis ein homogenes, transpa-
rentes Gel entsteht. Das Gel enthidlt 30 Gew.%
Phospholipide.

Beispiel 3
Analog Beispiel 1 werden 10 g des Gemisches I1in 8 g
Ethanol gelést. Nach Zugabe von 32 g entmineralisier-
tem Wasser wird 3 Minuten weiter geriihrt. Es entsteht
ein transparentes Gel mit 20 Gew.% Phospholipidge-
halt.
Beispiel 4

Analog Beispiel 1 werden 20 g des Gemisch [ in 8 g
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2-Propanol gelost. Es werden 27 g entmineralisiertes
Wasser zugegeben und noch drei Minuten geriihrt. Es
entsteht ein transparentes Gel mit 27,5 Gew.%
Phospholipidgehalt.

Beispiel 5

Wie in Beispiel 1 werden 10 g des Gemisch [ in 8 g
2-Propanol gelost. Nach Zugabe von 37 g entminerali-
siertem Wasser wird 3 Minuten geriihrt und man erhilt
ein transparentes Gel mit 18,2 Gew.% Phospholipidge-
halt.

Beispiel 6

Analog Beispiel 1 werden 15 g Gemisch II — anstelle
des Gemisch I — in 8 g 2-Propanol geldst. Nach Zugabe
von 27 g entmineralisiertem Wasser und einer Riihrzeit
von 3 Minuten erhilt man ein transparentes Gel mit 30
Gew.% Phospholipidgehalt.

Die nachfolgenden Beispiele zeigen, wie durch ein-
fachste Verfahrensschritte aus dem phospholipidhalti-
gen Gel keimarme und konservierte liposomale Losun-
gen erhalten werden konnen. Bei allen Endprodukten
liegt die Keimzahl unter 100 Keime/g und entspricht
damit den USP21- und DAB9-Normen.

Beispiel 7

Die gesamte Menge des in Beispiel 1 erhaltenen
Phospholipid-Gels (50 g) wird mit 42 g 0,2 molarer
NaKHPOs-Pufferlosung versetzt und 4 Minuten ge-
riihrt. Die entstehende diinnfliissige Dispersion wird mit
8 g Ethanol versetzt und noch 1 Minute bis zum fertigen
Endprodukt weitergeriihrt. Die Verhiltnisse Phospholi-
pide : Ethanol : Wasser betragen 10 :16 : 74. Die Teil-
chengroBe, gemessen nach der Laserstreulichtmethode,
betragt 204 nm (+20%); die Keimzahl liegt unter 100
Keime/g.

Beispiel 8

Die gesamte Menge des in Beispiel 2 erhaltenen
Phospholipid-Gels (50 g) wird mit 84 g Leitungswasser
versetzt, 4 Minuten verriihrt und dann 16 g Ethanol zu-
gegeben. Nach einer weiteren Riihrzeit von 1 Minute
erhilt man als Endprodukt eine liposomale Losung mit
16% Phospholipid-Gehalt und einer mittleren Teilchen-
gréBe von 194 nm (£ 20%). Trotz der Verwendung von
Leitungswasser, das iblicherweise mit Mikroorganis-
men und Salzen verunreinigt ist, enthalt das Produkt
weniger als 100 Keime/g.

Beispiel 9

50 g des nach Beispiel 3 erhaltenen Phospholipid-Gels
werden mit 42 g Salzldsung versetzt, 4 Minuten geriihrt,
8 g Ethanol zugegeben und noch 1 Minute geriihrt. Die
Vesikel in der so entstandenen gebrauchsfertigen lipo-
somalen Losung weisen einen mittleren Durchmesser
von 154 nm ( £ 20%) auf.

Beispiel 10

Analog Beispiel 8 werden der gesamten Gel-Menge
aus Beispiel 4 111 g physiologische Kochsalzlésung zu-
gegeben. Nach 4 Minuten Rithren gibt man noch 24 g
2-Propanol hinzu und rithrt 1 weitere Minute. Die mitt-
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lere TeilchengriBe der Vesikel in der liposomalen Lo-
sung betrigt 122 nm ( £ 20%).

Beispiel 11

Das in Beispiel 5 erhaltenen Phospholipid-Gel wird
unter Riihren mit 37 g Pufferlésung (Phosphatpuffer)
versetzt, 4 Minuten geriihrt, 8 g 2-Propanol zugegeben
und noch 1 Minute weitergeriihrt. Die mittlere Teilchen-
groBe der Vesikel in der liposomalen Losung betrigt
187 nm (£ 20%).

Beispiel 12

Verwendet wird die Gesamtmenge des Gels aus Bei-
spiel 6. Diese wird mit 111 g Phosphatpufferlésung ver-
setzt, 4 Minuten geriihrt, 16 g 2-Propanol zugegeben
und 1 Minute weitergeriihrt. Die mittlere GroBe der
Vesikel in der so erhaltenen liposomalen Losung be-
trigt 162 nm (£ 20%).

Wie in den Beispiel 9— 15 liegt auch hier die Keimzahl
unter 100 Keime/g.

Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft ein phospholipidhaltiges Gel
und ein Verfahren zu seiner Herstellung sowie seine
Verwendung fiir die Herstellung liposomaler Losungen.

Patentanspriiche

1. Phospholipidhaltiges Gel, dadurch gekennzeich-
net, daB es mit Alkoholen konserviert ist.

2. Phospholipidhaltiges Gel nach Anspruch 1, da-
durch gekennzeichnet, daB als Ausgangsmaterial
natiirliche Phospholipide, die aus Olsaaten gewon-
nen werden, verwendet werden.

3. Phospholipidhaltiges Gel nach Anspruch 1 und 2,
dadurch gekennzeichnet, daB als Ausgangsmaterial
ein Phospholipidgemisch der Zusammensetzung

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

verwendet wird.

4. Phospholipidhaltiges Gel nach Anspruch 1 oder
2, dadurch gekennzeichnet, daB als Ausgangsmate-
rial ein Phospholipidgemisch der Zusammenset-
zung

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

verwendet wird.

5. Phospholipidhaltiges Gel nach den Anspriichen
1, 2, 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB der
Alkohol 2-Propanol oder Ethanol ist.

6. Phospholipidhaltiges Gel nach den Anspriichen 1
bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB der Alkoholge-
halt in der Gel-Formulierung 15 Gew.% bis 20
Gew.%, typischerweise 16 Gew.% betrigt.

7. Phospholipidhaltiges Gel nach den Anspriichen
1 —6, dadurch gekennzeichnet, daB der Phospholi-
pidgehalt im Gel maximal 40 Gew.%, iiblicherweise
20 bis 30 Gew.% betrigt.

8. Phospholipidhaltiges Gel nach den Anspriichen 1
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bis 7, dadurch gekennzeichnet, daBl das Phospholi-
pid-Ausgangsmaterial ein fliissiges Phospholipid-
Alkohol-Gemisch ist.

9. Verfahren zur Herstellung eines phospholipid-
haltigen Gels nach den Anspriichen 1 bis 8, dadurch
gekennzeichnet, daB man ein Phospholipid-Alko-
hol-Gemisch nach den vorgenannten Anspriichen
mit so viel Wasser riihrt, daB ein Gel entsteht.

10. Verwendung des phospholipidhaltigen Gels der
Anspriiche 1 —8 zur Herstellung von liposomalen
Lésungen.
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