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7. ZUSAMMENFASSUNG DER ARBEIT

Zur Herstellung unilamellarer Liposomen durch kontrollierte

Dialyse können die nicht ionogenen Detergentien n-Hexyl, n-

Heptyl- und n-Octyl-e-D-glucopyranoside anstelle der sonst

üblichen Cholsaure und ihrer Derivate eingesetzt werden. Die

resultierenden Vesikel umfassen einen Grössenbereich von 60-

200 nm, wobei durch Mischen der verschiedenen Glucoside jede

beliebige Grösse im oben angegebenen Bereich "massgeschneidert"

hergestellt werden kann. Die Vorteile dieser Detergentien lie¬

gen in ihrer guten Dialysierbarkeit, ihrer gegenüber Cholsaure

geringeren haemolytischen Aktivität und der gezielten Grössen-

steuerung in einem sehr weiten Bereich. Der im Vergleich zur

Natriumcholatdialyse schlechtere Cholesteroleinbau kann jedoch

für gewisse Anwendungsbereiche einen Nachteil darstellen. Die

Homogenität der mit Glucosid-Detergentien hergestellten Lipo¬

somen ist mindestens so gut, wie bei der Verwendung von Natri¬

umcholat und viel besser, als bei allen anderen Herstellungs¬

methoden, was durch Grössenverteilungsstudien bewiesen wurde.,

Die Untersuchung des Bildungsmechanismuses der Liposomen aus

gemischten Lipid-Glucosid-Mizellen führte zu einer, vom be¬

kannten Lipid-Natriumcholat-System abweichenden Modellvor¬

stellung.

Um liposomale Arzneimittel in grösseren Mengen rationell her¬

stellen zu können, entwickelte man die Counter-Current-Flow-

Dialyse (CCFD). Dabei fliessen Dialysat und Diffusat, durch

eine semipermeable Membran voneinander getrennt, im Gegenstrom

in je einem Kanalsystem mit einem Querschnitt von lediglich
2

4,5 mm
.
Mit dieser Methode kann man mit einer Produktions¬

geschwindigkeit von 0,5-1 ml/min kontinuierlich liposomale

Arzneimittel mit nur wenigen Prozent Restdetergens herstellen.

Das Unterteilen des Dialysates mit Luftblasen gestattet auch

die Produktion kleinerer Mengen von ca. 20 ml.
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Deutliche Vorteile dieser Methode liegen in der kurzen Her-

Stellungszeit von 2-4 Std. und in dem gegenüber der Lipoprep -

Methode um den Faktor 100 reduzierten Pufferverbrauch. Die

rasche Bildung der Liposomen (20-30 min) führt auch zur bes¬

seren Einschlusseffizienz leicht dialysierbarer Substanzen.

Ein Ausbau für industrielle Zwecke wäre denkbar, indem man z.B.

den Dialysator lediglich zur Bildung der Liposomen einsetzt

und das noch vorhandene Detergens durch den Einsatz von Hollow-

Fibers abtrennt.

Zahlreiche Versuche ergaben, dass sich hochgereinigtes Soja¬

lecithin (SL) und aushydriertes Sojalecithin (SL-H) sehr gut

als Ersatz für die mindestens 10 mal teuereren, bis jetzt ver¬

wendeten Lipide, wie EYL und DPPD bzw. DSPC einsetzen lässt,

wobei beide Substanzen stabile Bilayerliposomen, ohne Zusatz

von Ladungsträgern, wie PA oder DMPA, bilden.

In derartige Liposomen wurde Erythromycin (Ery) und Erythromy¬

cin-2 '-palmitat (Ery-pa) eingebaut, wovon letzteres zu mehr

als 30 mol% extrem stabil in die Bilayerschichten, speziell

von SL-Vesikeln integriert werden konnte. Dies beweist, dass

eine geeignete Arzneistofform zu liposomalen Arzneimitteln mit

einer hohen Wirkstoffkonzentration führen kann.

Salmcalcitonin (SCT) und Salmminisomatostatin (SMS) wurden in

SL- und SL-H-Liposomen eingebaut, um eine Depotarzneiform zu

erhalten. Die mit derartigen SCT- und SMS-Präparaten bei einer

i.m. Applikation im Kaninchen bzw. in der Ratte ermittelten

Plasmawerte beweisen gegenüber der frei in Lösung verabreich¬

ten Substanz das Vorhandensein eines Depoteffektes. Die Plas¬

makonzentrationen beider Peptide sinken jedoch innerhalb von

24 Std. zu rasch unter die therapeutisch wirksame Konzentra¬

tion. Auch hier könnte eine gezielte Derivatisierung mit

einer geeigneten Fettsäure oder einem entsprechenden lang-
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kettigen Alkohol zu einem erheblich stabileren Einbau des

Arzneistoffes in die Bilayerschicht der Liposomen und somit

zu einem stark verbesserten Depoteffekt führen.
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GENERAL SUMMARY

Applying controlled dialysis, the nonionic detergents n-Hexyl-,

n-Heptyl- and n-Octyl-ß-D-glucopyranosides are suitable in

lieu of the usualy used cholic acid and its derivatives to form

unilamellar liposomes. The size ränge of the resulting vesic¬

les is 60-200 nm. Mixing the different glucosides one can

produce vesicles of any partide size within this given ränge.

The advantages of these detergents are the fast dialysing rate,

the inferior haemolytic activity, compared to cholic acid, and

the improved size Variation within a wide ränge. In relation

to the sodium cholate dialysis, the minor incorporation of

cholesterol within the bilayers might represent a disadvantage

for certain applications. The homogeneity of the liposomes

produced with glucoside detergents is at least as good as with

the use of sodium cholate and much more better than with all

other preparation methodes, This was shown by size distribu-

tion studies. The investigation of the liposomes formation

mechanism, starting with mixed lipid-glucoside-micells, leads

to a model, which is quite different to the well known mecha¬

nism of the lipid-cholate-system.

For the expedient production of liposomal drugs on a large

scale, the Couter-Current-Flow-Dialysis (CCFD) was developed.

Using this technique, the dialysate and diffusate are flowing

in counter current, separated by a semipermeable membrane, in

2
a long Channel of only 4,5 mm each. The method allows to pre-

pare liposomal drugs continuously with a production rate of

about 0,5-1 ml/min and only a few per cent of remaining

detergent. The periodical subdivision of the dialysate with

air bubbles permits the production of small quantities of

about 20 ml or less. Considerable advantages are caused by

the short preparation time of about 2-4 h and the 100-fold

reduced consumption of buffer Solution compared to the
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Lipoprep method. The liposomes are formed within 20-30 min,

that results in a much better inclusion of rapid dialysing

substances. It is imaginable to extend the CCFD-technique for

industrial purpose. Therefore it would be an advantage to apply

the dialyzer only to the liposome formation. Subsequently the

remaining detergent should be separated for instance by the

use of hollow fibers.

Various investigations showed, that highly purified sojaleci¬

thin (SL) and hydrogenated sojalecithin (SL-H) are suitable

to form unilamellar liposomes without additional charged

lipids like PA or DMPA, even though they are 10-fold cheeper,

than the usual phosoholipids used like EYL, DPPC or DSPC.

Erythromycin (Ery) and erythromycin-2'-palmitate (Ery-pa) was

incorporated in SL- and SL-H-liposomes respectively, whereas

more than 30 mol% of Ery-pa could be integrated in SL-vesicles

extremly stabel. This example shows, that the use of a suita¬

ble drug leads to a liposomal preparation with a tili jet

unknown concentration of active remedy.

Salmon calcitonin (SCT) and salmon minisomatostatin (SMS) was

incorporated in SL- and SL-H-liposomes respectively in order

to obtain a drug with sustained release. The i.m. application

of SCT containing liposomes in the rabbit and of corresponding

SMS preparations in the rat caused a significant depot effect,

regarding to the aqueous Solution of these substances.

Unfortunately the blood levels of both peptides feil Short of

the therapeutical dose too rapid within 24 h. Even in this case

a much more stable incorporation of the peptides within the

liposomes and thus a prolonged sustained release of the drug

could be achieved by means of coupling the peptides with a

suitable fatty acid or the corresponding long chained alcohol.




