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Anexos:
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Comprobante de pago por una reivindicacidbn adicional después de la decimoquinta
reivindicacién por $25.000.00.

Documento que acredita la existencia y representacidn legal cuando el solicitante sea persona
juridica. '

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o0 a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccidn de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)
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Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER' HOJA DE_DOCUMENTOS ANEXOS
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A

CESION

ASSIGNMENT

Yo, (nosotros) abajo firmado (s)

1 (we), the undersigned

1) Hirofumi TAKEUCHI

2) Koji NAKANO

3) Hidekazu TOYOBUKU

domiciliado(s) en

0f| 1) 7-91, Awanonishi, Gifu-shi, Gifu 5020006, Japan

2) ¢/o GIFU PHARMACEUTICAL UNIVERSITY, 5-6-1,

Mitahorahigashi, Gifu-shi, Gifu 5028585, Japan

3) c/lo OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LTD., 224-18, Ebisuno, Hiraish,

Kawauchi-cho, Tokushima-shi, Tokushima 7710182, Japan

declaro(amos) bajo juramento ser unico(s) y verdadero(s) inventor(es)

state(s) under oath to be sole and true inventor(s) of the invention:

de la invencion:

TRANSPULMONARY LIPOSOME FOR

CONTROLLING DRUG ARRIVAL

declaro(amos) asi mismo que cedo(emos) y transfiero(erimos), sin

state as well, that assign, without reservations or limitations in favour

limitacidn, a favor de la sociedad

of 1) Hirofumi TAKEUCHI

2) OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LTD.

constituida y existente de conformidad con las leyes de

a corporation constituted and existing in conformity with the laws of

2) Japan

domiciliada en

domiciled in

1) 7-91, Awanonishi, Gifu-shi, Gifu 5020006, Japan

2) 9, Kanda-Tsukasamachi 2-chome, Chiyoda-ku, Tokyo 1018535
Japan

todos los derechos inherentes a dicha invencion y que la citada
Compaiiia queda facultada para solicitar en su nombre la patente de
invencién correspondiente en la Repiblica de Colombia.

all rights inherent to said invention and that the above mentioned
company hereby is enabled to apply, in its name, for the corresponding
patent invention, in the Republic of Colombia

Dado y firmado hoy/Given and signed this

en/in Japan

318t of August, 2009

por/by

1) Hirofumi TAKEUCHI, 2) Koji NAKANO

3) Hidekazu TOYOBUKU

Firma/Signature -

Y

1) Hirofumi TAREUCHI

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOI- 374

2) Kojf NAKANO

3) Hidekazu TOYOBUKU
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Registration No. 529 - 2 O O 9

CERTIFICATE

I, the unders_igned, hereby certify that Eiji SAEGUSA, a proxy
for Hirofumi TAKEUCHI, Koji NAKANO and Hidekazu TOYOBUKU, i.e.
the inventors and assignors, has stated in my very presence that
said Hirofumi TAKEUCHI, Koji NAKANO and Hidekazu TOYOBUKU

acknowledged themselves to have signed to the ASSIGNMENT.

Dated on this 8th day of September, 2009

. . Mi aro TSUJ
Notary
Osaka Legal Affairs Bureau
1-2, Hirano—-Machi, 2-Chome
Chuo-ku, Osaka Japan

OstraLecaL ArsmasBuRenL
"NOTARY,

12, HIRANO-MACHL, 2-CHOME, //
N\ CHUO-KU, OSAKA JAPAN &/
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No, TOWHIE, EED0LDODTHDH I L
- For legalization by the foreign consul in Japan,
75_’ alk Eﬁ 'ﬂ_ 5 ° this is to certify that the Seal affixed hereto

is genuine.
OsekaStp 9 10~ olgeca L=
I 159898 Official

b Ministry of Foreign Affairs-
Rk F A H (Consular Service Division)

KEBRE H A AF

CERTIFICATE
This is to certify that the annexed Notarial Certificate has
been executed by Notary,duly authorized and practising in Osaka,

Japan, and that the Official Seal appearing on the same is genuine.

Date SEP..- 9, 2009

Director of the Osaka Legal Affairs Bureau
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EMBAJADA DE COLOMBIA - SECCION CONSULAR
Tokio, Japén, SEPTIEMBRE 11, 2009

No. 223
El encargado de las funciones consulares de Colombia

CERTIFICA:

Que el (la) Sefior(@ NORIKO KAWAHITO, quien autoriza el

presente documento , es la persona legalmente facultada para

representar en la fecha sefialada al (a la) MINISTERIO DE

RELACIONES EXTERIORES,JAPON y que la firma y sello que en

el documento aparecen como suyos son las que usa y acostumbra

para sus actos oficiales.

El Encargado de Funciones Consulares no asume responsabilidad

alguna por el contenido del documento.

argadede-Fufs

JOBE FRANCHCS PAZ SE4.0A
Segundo Jecretan

Encargado de Funtiones Consutares

Derechos: US$30.00
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TRADUCCION OFICIAL 265/2009 DE UN DOCUMENTO EN INGLES Y
ESPANOL POR EL CUAL LOS ABAJO FIRMANTES, 1) HIROFUMI TAKEUCHI
RESIDENTE EN 7-91, AWANONISHI, GIFU-SHI, GIFU 5020006, JAPON;
2) KOJI  NAKANO, RESIDENTE EN C/0O GIFU PHARMACEUTICAL
UNIVERSITY, 5-6-1, MITAHORAHIGASHI, GIFU-SHI, GIFU 5028585,
JAPON; 'y 3) HIDEKAZU TOYOBUKU, RESIDENTE EN C/0O OTSUKA
PHARMACEUTICAL CO. LTD., 224-18, EBISUNO, HIRAISHI, KAWAUCHI-
CHO, TOKUSHIMA-SHI, TOKUSHIMA 7710182, JAPON, DECLARAN BAJO
JURAMENTO SER LOS INVENTORES UNICOS Y VERDADEROS DEL INVENTO
LTPOSOMA TRANSPULMONAR PARA CONTROLAR LA LLEGADA DE DROGA Y
QUE CEDEN Y TRANSFIEREN SIN LIMITACION A FAVOR DE 1) HIROFUMI
TAKEUCHI, 2) OTSUKA PHARMACEUTICAL CO., LTD, UNA SOCIEDAD
CONSTITUIDA Y EXISTENTE DE CONFORMIDAD CON LAS LEYES DE
JAPON, DOMICILIADA EN 1) 7-91, AWANONISHI, GIFU-SHI, GIFU
5020006, JAPON Y 2) 9 KANDA-TSUKASAMACHI 2-CHOME, CHIYODA-KU,
TOKIO 1018535, JAPON, TODOS LOS DERECHOS INHERENTES A DICHA
INVENCION Y QUE LA CITADA COMPANIA QUEDA FACULTADA PARA
SOLICITAR EN SU NOMBRE LA PATENTE DE INVENCION
CORRESPONDIENTE EN LA REPUBLICA DE COLOMBIA.

DADO Y FIRMADO HOY 31 DE AGOSTO DE 2009, EN JAPON, POR
HIROFUMI TAKEUCHI, 2) KOJI NAKANO Y 3) HIDEKAZU TOYOBUKU

A CONTINUACION APARECEN LAS FIRMAS DE LOS TRES INVENTORES
ARRIBA MENCIONADOS.

REGISTRO NO. 529-2009

CERTIFICACION

Yo, el abajo firmante, por el presente certifico que EIJI

SAEGUSA, apoderado de Hirofumi TAKEUCHI, Koji NAKANO vy

¢ . ’—__‘_ /
3 ~ 5
,égégﬁ“ F./\?Aﬂcaﬁg 7.
TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
ESPANOL - INGLES — INGLES - ESPANOL
RES. 0001 DE ENERO 4 DE 1999

MINISTERIO DE JUSTICIA



Hidekazu TOYOBUKU, los inventores y cedentes, ha afirmado en
mi presencia que ellos reconocieron haber firmado la cesidn.
Fechado hoy 8 de septiembre de 2009.

Firmado: MIYOTARO TSUJIMOTO

Notario

Oficina de Asuntos juridicos de Osaka

1-2, Hinaro-Machi, 2-Chome, Chuo-ku, Osaka, Japén

Sello: OFICINA DE ASUNTOS JURIDICOS DE OSAKA

NOTARIO, 1-2, HIRANO-MACHI, 2-CHOME, CHUO-KU, OSAKA, JAPON
Para legalizacién por el cdénsul extranjero en Japdén, por el
presente se certifica que el sello fijado sobre este
documento es genuino. Osaka, 9 de septiembre de 2009. Firma
ilegible. Funcionario, Ministerio de Asuntos Extranjeros.
(Divisidén de Servicio consular)

Sello: MINISTERIO DE ASUNTOS EXTRANJEROS, JAPON

CERTIFICACION

Por el presente se certifica que el certificado notarial
adjunto ha sido firmado por un notario debidamente autorizado
y practicante en Osaka, Japdn, y que el sello oficial que
aparece en el mismo es genuino. Fecha: 9 de septiembre de
2009. Director de la oficina de asuntos juridicos de Osaka.
Sello fijado por la Embajada de Colombia, Seccidn consular
Tokio, Japdbén, 11 de septiembre de 2009. No. Para certificar
la firma y cargo de NORIKO KAWAHITO, a nombre del Ministerio

de Relaciones Exteriores de Japén. Firmado: JOSE FRANCISCO

- e = S
)525@ F VARGAS Z.
TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
ESPANOL - INGLES — INGLES - ESPANCL
RES. 0001 DE ENERO 4 DE 1999

MINISTERIO DE JUSTICIA



DIAZ ULLOA, segundo

secretario encargado de funciones

consulares. Derechos 30 ddélares

Sello fijado por el Ministerio de Relaciones Exteriores de

Colombia, diligencia 139023 del 29 de septiembre de 2009,

para autenticar la firma de José Diaz. Firmado: Jefe de

legalizaciones, Bogota, D.C.
ECN\ECN\ID-159090\WPCLO02G

COLO-17257-841-002-6

Bogotd, 1 de octubre de 20009.
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/6'%:“5‘?3 € VARGAS Z.
TRADUCTOR E INTERPRETE OF\C\P_\L
ESPANOL - INGLES — INGLES - ESPANQL
RES. 0001 DE ENERO A DE 1999

MINISTERIO DE JUSTICIA
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DESCRIPTION

TRANSPULMONARY LIPOSOME FOR CONTROLLING DRUG ARRIVAL

- TECHNICAL FIELD

The present invention relates to a liposome which is excellent
in delivery controllability of drugs or genes and which is suitable
for pulmonary administration. Furthermore, the present invention
relates to a liposomé preparation in which drugs or genes are

encapsulated in the liposome.

BACKGROUND ART

Alipbsomejj;aclosedvesiclehévingealipidbilayerstructure.
A liposome can encapsulate drugs or genes in a state isolated from
the external environment with a bimolecular membrane, and thus can
protect the encapsulated drugs or genes from being decomposed or
metabolized. In'addition, a liposome can be attached to a cell
membrane and mucous membrane by controlling the composition of the
liposomal membrane, and thus it is possible to deliver the encapsulated
drugs or genes into cells. Liposomes are attracting attention as a
carrier for drugs or genes because of such protective function and
delivery function.

In general, drugs and genes used for treatment of diseases are

desired to be delivered to a target site of action and to exert an

intended pharmacological action at such a site. Application of

-
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liposomes is attempted to improve delivery characteristics for drugs
or genes to the target site of action. Means to control the kinds,
ratio and surface charges of constituent lipids have been proposed
to give liposomes a selective transport function to the target site
of action. However, the above prior art methods cannot adequately
control delivery characteristics for drugs under present
circumstances. Particularly, drugs and genes applied to lung tissue
are required to highly control in vivo behavio; of drugs or genes
depending on its mode of action, i.e., retention on the surface of
lung tissue (e.g., on'the]oronchovesicula;"surface) is desired in some
cases and incorporation inside lung tissue is desired in other cases.
However, techniques to control in vivo behavior of drugs and genes
in lung tissue are not established yet.

Meanwhile, techniques to modify the surface of liposomes with
macromolecules such as polymers have been reported (e.g., Non-Patent
Documents 1 and 2). However, techniques to contrbl in vivo behavior
of drugs or genes in lung tissue by modifying the surface of liposomes

are not sufficiently known.

[Non-Patent Document 1]

Takeuchi H et al., “Effectiveness of submicron-sized,
chitosan-coated liposomes in oral administration of peptide drugs”,
Int J Pharm., 2005 Oct 13; 303(1-2): 160-170

[Non-Patent Document 2]
Takeuchi H et al., “Evaluation of circulation profiles of

liposomes coated with hydrophilic polymers having different molecular
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weights in rats”, J Control Release., 2001 Jul 10; 75(1-2): 83-81

DISCLOSURE OF THE INVENTION

Technical Problem

Thus, an object of the invention is to solve the above problems
of the prior art. Specifically, an object of the invention is to
provide a liposome which is excellent in delivery controllability of
drugs or genes and which is suitable for pulmonary administration,
and a liposome preparation for pulmonary administration in which drugs
or genes are encapsulated in the liposome. Further, an another object
of the invention is to provide élnethod.for treating a disease of Lung

tissue by using said liposome preparation.

Means for Solving the Problem

The present inventors have intensively studied so as to achieve
the above object and found that, by modifying the s‘urface of a 1liposome
using a terminal hydrophobized polyvinyl alcohol and/or chitosan,
retention of drugs or genes encapsulated in the liposome on the surface
of lung tissue, and transfer of drugs or genes into lung tissue or
lung surface cells can be properly modulated, and thus in vivo behavior
of drugs or genes can be controlled. The invention has been completed
by making further improvement based on these findings.

Namely, the present invention provides the following

embodiments.
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Item 1. A liposome for pulmonary administration, wherein
the surface of the liposome is modified with at least one polymer
selected from the group consisting of terminal hydrophobized polyvinyl
alcohols and chitosan.

Item 2. V The liposome for pulmonary administration
according to Item 1, which contains a phospholipid as a constituent
component of a liposomal membrane.

Items3. The liposome for pulmonary administration
according to Item 1, which contains phosphatidylcholine, cholesterol
and a dialkyl phosphate ester as constituent compoﬁents of a liposomal
membrane.

Item 4. The liposome for pulmonary administration
according to Item 1, wherein the surface of the liposome is modified
with a terminal hydrophobized polyvinyl alcohol, and the lung tissue
surface or surface cells are target sites of the liposome.

Item 5. The liposome for pulmonary administration
according to Item 1, wherein the surface of the liposome is modified
with a terminal hydrophobized polyvinyl alcohol, and the liposome is
sustained release liposome fér pulmonary administration.

Item 6. The liposome for pulmonary administration
according to Item 1, wherein the surface of the liposome is modified
with chitosan, and the surface and inside of lung tissue are target

sites of the liposcme.
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Item 7. The liposome for pulmonary administration
according to‘Item.l, wherein the surface of the liposome is modified
with chitosan, and the liposome is fast-acting liposome for pulmonary
administration.

Itemv8. The liposome for pulmonary administration
according to Item 1, wherein the surface of the liposome is modified
with a terminal hydrophobized polyvinyl alcohol in which a hydrophobic
group is an alkyl group having 1 to 30 carbon atoms, an alkoxy group
having 1 to 30 carbon atoms, a carboxyalkyl group having 1 to 30 carbon
atoms or an thioalkyl group having 1 to 30 carbon atoms.

Item 9. A liposome preparation for pulmonary
administration,whereineadrugoraigenejjsencapsulatedjjltheliposome
for pulmonary administration of Item 1.

Item iO. The liposome preparation for pulmonary
administration according to Item 9, wherein the surface of the liposome
is modified with a terminal hydfophobized.polyvinyl alcohol, and the
lung tissue surface or surface cells are target sites of the liposome
preparation.

Item 11. The liposome preparation for pulmonary
administration according to Item 9, wherein the liposome is
surface-modified with chitosan, and the surface and inside of lung

tissue are target sites of the liposome preparation.
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Item 12. A method for preparing a liposome preparation fo
r pulmonary administration comprising the following steps (i) and
(ii):

(1) mixing a drug or a gene with a constituent component or
components of a liposomal membrane to obtain a drﬁg or
gene-encapsulating liposome, and

(ii) mixing the drug or gene-encapsulating liposome obtained
by above step (i) with at least one polymer selected from the group
consisting of terminal hydrophobized polyvinyl alcohols and chitosan
to modify the surface of the liposome with the polymer.

ITtem 13. Use of at least one polymer selected from the
group consisting of terminal hydrophobized polyvinyl alcohols and
chitosan for the manufacture of a liposome for pulmonary
administration.

Item 14. Use of a terminal hydrophobized polyvinyl
alcohol for the manufacture of a sustained releasé liposome for
pulmonary administration.

Item 15. Use of chitosan for the manufacture of a
fast—acting'iiposome for pulmonary administration.

Item 16. A method for treating a disease of lung tissue,
comprising the step of administering to a lung of a patient suffering
from the disease of lung tissue a therapeutically effective amount

of the liposdme preparation of Item 9.
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EFFECTS OF THE INVENTION

The liposome for transpulmonary administration of the
invention can-impart desired in vivo behavior to drugs or genes to
be applied to lung tissue since retention of drugs or genes encapsulated
in the liposome on the surface of lung tissue and transfer of drugs
or genes into lung tissue can be controlled by modulating the amount
of a terminal hydrophobized polyvinyl alcohol and/or chitosan.
Therefore, according to the liposome for pulmonary administration of
the invention, a pharmacologic action due to encapsulated drugs or
genes can be effectively exerted at the target site of action of lung
tissue.

B:isconsideredthattheliposomeforpulmonaryadministration
of the invention has comparatively high safety éince the terminal
hydrophobized polyvinyl alcohol and chitosan used for surface
modification of the liposome for pulmonary administration of the
present invention have bilocompatibility or biodegradation
characteristics. Further, according to the liposcme for pulmonary
administration of the invention, it is possible to protect the liposome

by the terminal hydrophobized polyvinyl alcohol and/or chitosan with

‘which the liposome is surface-modified, thereby decomposition of

encapsulated drugs or genes can be suppressed. Thus, the liposome for
pulmonary administration of the invention also has advantage in view

of high stability of the encapsulated drugs or genes.



BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWING

Fig. 1 is a graph showing the evaluation results of Test Example
1 measuring the behaviors of polymer-modified liposomes of Examples
1 and 2 and an unmodified liposome of Comparative Example 2 in rats’

lungs.

BEST MODE FOR CARRYING OUT THE INVENTION

The invention will now be described in detail below.

In the liposome for pulmonary administration of the invention,
the number 6f lipid bilayers is not specifically limited as long as
the liposome is a closed vesicle having a lipid bilayer membrane
structure. It may be any of small unilamellar vesicles (SUV), large
unilamellar vesicles (LUV), and multilamellar vesicles’(MLV).

In the liposome for pulmonary administration of the invention,
a component constituting the lipid bilayer is not specifically limited
as long as it is generally used as a constituent component of a liposomal
membrane. In particular, examples of the constituent components of
the liposomal membrane include lipids, membrane stabilizers, charged
materials,{éntioxidants, and membrane proteins.

The lipid which is a constituent component of the liposomal
membrane is an essential component in the liposomal membrane, and
examples thereof include phospholipids, glycolipids, sterols, and

saturated or unsaturated fatty acids.
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Specific examples of the phospholipid include
phosphatidylcholines such as dilauroylphosphatidylcholine,
dimyristoylphosphatidylcholine, dipalmitoylphosphatidylcholine,
distearoylphosphatidylcholine, dioleoylphosphatidylcholine,
dilinoleoylphosphatidylcholine,
myristoylpalmitoylphosphatidylcholine,
myristoyls£earoylphosphatidylcholine, and
palmitoylstearoylphosphatidylcholine; phosphatidylglycerols such as
dilauroylphosphatidylglycerol, dimyristoylphosphatidylglycerol,
dipalmitoylphosphatidylglycerol, distearoylphosphatidylglycerol,
dioleoylphbsphatidylglycerol, dilinoleoylphosphatidylglycerol,
myristoylpalmitoylphosphatidylglycerol, |
myristoylstearoylphosphatidylglycerol, and
palmitoylstearoylphosphatidylglycerol; phosphatidylethanolamines
such as dilauroylphosphatidylethanolamine,
dimyristoylphosphatidylethanolamine,
dipalmitoylphosphatidylethanolamine,
distearoylphosphatidylethanolamine,
dioleoylphosphatidylethanolamine,
dilinoleoylphosphatidylethanolamine,
myristoylpalmitoylphosphatidylethanolamine,
myristoylstearoylphosphatidylethanolamine, and

palmitoylstearoylphosphatidylethanolamine; phosphatidylserine;
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phosphatidicacid;phosphatidylinositol;sphingomyelin;cardiolipin;
egg yolk lecithin; soybean lecithin; and hydrogenated products
thereof.

Specificexamplescﬁftheglycolipidincludeglyceroglycolipids
such as diglycosyldiglyceride, digalactosyldiglyceride,
galactosyldiglyceride, and glycosyldiglyceride; glycosphingolipids
such as galactosylcerebroside and ganglioside; stearylglucoside; and
esterified stearylglycoside.

Specific examples of the sterol include cholesterol,
cholesteryl hemisuccinate, lanosterol, dihydrolénosterol,
desmosterol, dihydrocholesterol, phytosterol, stigmasterol,
zymosterol, ergosterol, sitosterol, campesterol, and brassicasterol.
Particularly, the sterol has the action of stabilizing the liposomal
membrane and modulating fluidity of the liposomal membrane, and thus
it is preferred to be contained as a constituent lipid of the liposomal
membrane.

Specific examples of the saturated or unsaturated fatty acid
include safurated or unsaturated fatty acids having 10 to 22 carbon
atoms, such as decanoic acid, myristic acid, palmitic acid, stearic
acid, arachidonic acid, oleic acid, and docosanoic acid.

These constituent lipids of the liposome membrane may be used
alone, or two or more kinds of them may be used in combination. Of

these constituent lipids of the liposomal membrane, a combination of
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phospholipid(s) and sterol is preferable and a combination of
phosphatidylcholine and cholesterol is more preferable. When
phospholipid(s) and sterol are used in combination, the ratio of both
is not specifically limited and, for example, thé amount of sterol
is fronli ﬁo 100 mol, preferably from 5 to 50 mol, and more preferably
from 10 to 30 mol, per 100 mol of the phospholipid(s).

The content of the constituent lipid of the liposome membrane
is not specifically limited and, for example, it is from 1 fo 100%,
preferably from 60 to 95%, and more preferably from 70 to 90%, based
on the t0£al amount of the constituent components of the liposome
membrane in terms of molar ratio.

A charged material is mixed so as to modulate electric charge
of the liposome membrane and is optionally used as a constituent
component of the liposomal membrane. As usedherein, chargedmaterial
means a membrane constituting component having aﬁ electric charge
other than the phospholipid, glycolipid and sterol. The electric
charge of the liposomal membrane can be modulated by employing, as
a lipid serving as a constituent component of the liposome membrane,
ionic phospholipids such as cholestefyl hemisuccinate,
phosphatidylserine, phosphatidylinositol, and phosphatidic acid, and
also can be modulated by using the charged material in place of the
ionic phospholipids, or using the charged material in combination with

the ionic phospholipids. Specificexamples of chargedmaterials which
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impart a positive charge include aliphatic primary amines such as
laurylamine, myristylamine, palmitylamine, stearylamine, and
oleylamine. Examples of charged materials which impart a negative
charge include dialkyl (C14-18) phosphate esters such as dicetyl
phosphate. Of these charged materials, dialkyl phosphate esters,
particularly dicetyl phosphate, are suited for use in the liposome
for pulmonéry administration of the invention since the use of such
charged materials can form a negatively charged liposome, thereby
efficientiy modifying the surface of the liposome.

The proportion of the charged material contained in the
liposomal membrane is not specifically limited and, for example, it
is from 0 to 5%, preferably from 5 to 40%, and more preferably from
10 to 25%, based on the total amount of the constituent components
of the liposomal membrane in terms of molar ratio.

An antioxidant can be contained so as to prevent oxidation of
the liposomal membrane and are optionally used as a constituent
componaﬁ:oftheliposomalnembrane. Examples of the antioxidant used
as a constituent component of the liposomal membrane include butylated
hydroxytoluene, propyl gallate, tocopherol, tocophercl acetate,
técopherol—enriched nmixture, vitamin E, ascorbic acid, L-ascorbyl
stearate, ascorbyl palmitate, sodiumhydrogensulfite, sodiumsulfite,

sodium edetate, erythorbic acid, and citric acid.
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The proportion of the antioxidant contained in the liposomal
membrane is not specifically limited and, for example, it is from O
to 40%, preferably from 5 to 20%, and more preferably from 2.5 to 10%,
based on the total amount of the constituent components of the liposomal
membrane in vterms of molar ratio.

A membrane protein can be mixed for the purpose of addition
of functions to the liposome membrane or stabilization of the liposomal
mempbrane strqcture, and 1s optionally used as a constituent component
of the liposommal membrane. Examples of the membrane protein include
membrane surface protein, integral. membrane protein, albumin, and
recombinant albumin.

The proportion of the membrane protein contained in the
liposomal membrane is not specifically limited and, for example, it
is from O to 20%, preferably from 2.5 to 10%, and more preferably from
5 to 8%, based on the total amount of the constituent components of
the liposomal membrane in terms of molar ratio.

In view of performing modification with chitosan efficiently
and strongly, it is preferred to contain a component having a negative
charge as a constituent component of the liposomal membrane. The
liposome contains, as membrane constitute components, preferably
phospholipids, sterol and a charged material capable of imparting a
negative charge, andmore preferably phosphatidylcholine, cholesterol

and a dialkyl phosphate ester. According to the liposome containing
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such membrane constitute components, the surface modification of the
liposome can be conducted efficiently and strongly, and also retention
on the surface of lung tissue and transfer into lung tissue can be
effectivelyrqontrolled.

The particle diameter of the liposome used in the liposome for
pulmonary administration of the invention (namely, the particle
diameter of the liposome in a state where it is not surface-modified)
may be appropriately set according to the kind of lipid to be used
and the kind of polymer to be used for surface modification and, for
example, it is from about 20 to 1,000 nm, preferably from about 50
to 500 nm, aﬁdxnore preferably from about 100 to 200 nm. The particle
diameter of the liposome is measured by a dynamic light scattering
method.

The liposome can be prepared, for example, by using known
n@thodssuchéseathin—membranehydrationn@thod,anuitrasonification
method, an ethanol injection method, an ether injection method, a
reverse—phaée evaporation method, a surfactant method, a
freezing/thawing method, and a thin-membrane hydration-ultrasoniic
method. The particle diameter of the liposome can be modulated by
known methods such as an extrusion method, a French pfess method, and
a homogenization method.

In the liposome for pulmonary administration of the invention,

the surface of the liposome is modified with at least one polymer
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selected from the group consisting of terminal hydrophobized polyvinyl
alcohols and chitosan (hereinafter, referred sometimes to as a
surface-modification polymer). In the liposome for pulmonary
administraﬁion of the invention, the surface of the liposome is
modified byAbonding the surface-modification polymer on the surface
of the liposome through a hydrophobic bond, a hydrogen bond or an
electrostatic bond.

Herein, the terminal hydrophobized pdlyvinyl alcohol means a
polymer in which a hydrophobic group is bonded at the terminal of the
polyvinyl élcohol. Specific examples of the terminal hydrophobized
polyvinyl alcohol include polymers in which a hydrophobic group

selected from an alkyl group, an alkoxy group, a carboxyalkyl group

and a thioalkyl group is bonded at the terminal of the polyvinyl alcohol.

Of these polymers, a polymer in which the hydrophobic group is a
thioalkyl group 1is preferable. The alkyl group, alkoxy group,
carboxyalkyl group and thioalkyl group which constitute the
hydrophobic group having about 1 to 30 carbon atoms, preferably about
5 to 25 carbdn atoms, and more preferably about 10 to 20 carbon atoms
can be used. The alkyl group, alkoxy group, carboxyalkyl group and
thioalkyl group which constitute the hydrophobic group may be linear
or branched, and are preferably linear. The hydrophobic group of the
terminal hydrophobized polyvinyl alcohol used in the invention is

preferably an thiocalkyl group having 1 to 30 carbon atoms, more

o
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preferably a linear thioalkyl group having 5 to 25 carbon atoms, and
particularly preferably a linear thioalkyl group having 10 to 20 carbon
atoms. The terminal hydrophobized polyvinyl alcohol for use in the
present invention may be any polyviﬁyl alcohol having a hydrophobic
group bonded to the terminal carbon atom of the polyvinyl alcohol.
Forexample(whenthehydrophobicgroupiseathioalkylgroup,thesulfur
atom of the thiocalkyl group may be covalently bonded to the terminal

carbon atom of the polyvinyl alcohol.

The degree of saponification of the polyvinyl alcohol moiety

of the terminal hydrophobized polyvinyl alcohol is from 70 to 95 mol%,
preferably ffon180 to 95 mol%, and more preferably from 82 to 93 mol%.
Furthermore, the degree of polymerization of the polyvinyl alcohol
moiety of the terminal hydrophobized polyvinyl alcohol is from 100
to 1,000, preferably from 200 to 800, and more preferably from 300
to 600.

In the invention, these terminal hydrophobized polyvinyl
alcohols may be used alone, or two or more kinds of them may be used
in combination.

The terminal hydrophobized polyvinyl alcohol is a known
compound, and is commercially available or prepared by a known
production method.

Chitosan is a polysaccharide in which a glucosamine residue

is bonded through a Bf1-4 bond. The degree of polymerization of the
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chitosan used for surface modification of the liposome is from 2 to
1,000, preféfably from 50 to 900, and more preferably from 100 to 800
(about 20,000 to 150,000 in terms of molecular weight). Also, the
degree of deacetylation of the chitosan is not specifically limited
and, for example, it is 60% or more, preferably from 70 to 100%, and
more preferably from 80 to 100%.

When more terminal hydrophobized polyvinyl alcchol exists on
the liposomal surface, retention for a long time on the surface of
lung tissue (e.g., on the bronchovesicular surface) becomes possible,
meanwhile, when more chitosan exists on the liposomal surface, fast
transfer into lung tissue becomes possible. Therefore, if more
terminal hydrophobized polyvinyl alcohol exists on the liposomal
surface, substances included into the liposome can act on the lung
tissue surface or surface cells more efficiently. If more chitosan
exists on the liposomal surface, transfer of substances included into
the liposome into the lung tissue can be enhanced. Thus, the liposome
surface-modified with the terminal hydrophobized polyvinyl alcohol
isusefulasaisustainedreleaseliposomeforpmlmonéryadministration
orasealiposomeforpulmonaryadministrationtargefingthelungtissue
surface or surface cells. In addition, the liposome surface-modified
with chitosan is useful as a fast-acting liposome for pulmonary

administration or as a liposome for pulmonary administration targeting
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the surface or inside of lung tissue, particularly as a liposome for
pulmonary administration targeting the inside of lung tissue.

The kind of surface-modification polymer in the liposome for
pulmonary;administration of the invention may be appropriately set
based on intended intrapulmonary behavior taking the aforementioned
transfer into lung tissue and retentivity on the surface of lung tissue
" into account. In the invention, the liposomal surface may be modified
with either the terminal hydrophobized polyvinyl alcohol or chitosan
alone, or a combination of both polymers.

The amount of surface-modification polymer in the liposome for
pulmonary administration of the invention may be also appropriately
set based.bn intended intrapulmonary behavior taking the
aforementioned transfer into lung tissue and retentivity on the
surface of lung tissue into account. For example, the
surface-modification polymer may be used in the proportion of 1 to
300 parts by weight, preferably 5 to 250 parts by weight, and more
preferabiy 10 to 200 parts by weight, per 100 parts by weight of the
total amount of the constituent components of the liposomal membrane.

The surface midification of the liposome with the
surface-modification polymer is carried out by sufficiently mixing
the surface-modification polymer with the liposome in purified water
or a buffer. Specifically, the liposome modified with the

surface-modification polymer is formed by mixing an equal amount of

24
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an aqueous solution containing about 0.1 to 10% by weight of the
surface-modification polymer and an aqueous solution containing about
1 to 10% by weight of the liposome, followed by stirring at 4 to 10°C
for 0.5 hours to 1 hour. Moreover, the liposome modified with the
surface-modification polymer can be redispersed in purified water oxr
a buffer after solid-liguid separation.

The liposome for pulmonary administration of the invention
encapsulate drug(s) which are required to exert a pharmacological
action in lung tissue or gene(s) for gene therapy in lung tissue, and
is used as a carrier for pulmonary administration. In the present
invention,vgene(s) includes nucleic acids, such as siRNA, mRNA, rRNA,
miRNA (micro RNA), ribozymes, antisense oligonucleotide, decoy
oligonucleétide, plasmid DNA, péptide nucleic acid, tri plex forming
oligonucleotide (TFO), aptamer, and isolated DNA. The amount of
drug(s) or gene(s) encapsulated in the liposome may be appropriately
determined based on the kind of drug(s) or gene(s), and dosage.

In addition, methods of encapsulating drug(s) or gene{s) in
the liposome modified with a surface-modification polymer are known
and there can be used a method which is commonly used in this field.
In particular, drug(s) or gene(s) is capsulated in the liposome by
forming a liposome using a solution containing drug(s) or gene(s) and
constituent components of the liposomal membrane. More specifically,

a liposome preparation for pulmonary administration in which drug(s)
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orgene(s)arecapsulatajintheliposomeforpmlmonaryadministration
of the invention can be prepared by following steps (1) and (ii):
(1) a step of mixing drug(s) or gene(s) with constituent components
of the liposomal membrane to obtain drug(s) or gene(s) encapsulated
liposome, aﬁd

(11) mixing the thus-obtained drug(s) or gene(s)-encapsulating
liposome with the surface-modification polymer to modify the surface
of the lipoeome with the surface-modification polymer.

Further, the liposome preparation for pulmonary administration,
in which a'drug(s) or gene(s) are encapsulated in the liposome for
pulmonary administration of the invention, can also be prepared by
mixing the drug(s) or gene(s), the constituent components of the
liposomal membrane, and the surface-modifying polymer.

The liposome preparation for pulmonary administration in which
drug(s) or éene(s) are encapsulated in the liposome for pulmonary
administration of the invention is used by administering to the lung
using an administration method such as transbronchial administration
or nasal dfip administration. Specifically, a therapeutically
effective amount of the liposome preparation containing drug(s) or
genes effective for treating a disease of lung tissue is administered
to a lung of a patient suffering fromthe disease of lung tissue, thereby

treating the disease of lung tissue.
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EXAMPLES

The present invention will now be described in detail based
on examples and the like, but the present invention is not limited
thereto.
Example 1
Preparation of Liposome Modified with Terminal Hydrophobized
Polyvinyl Alcohol

A liposome which has a lipid composition of
distearoylphosphatidylcholine:cholesterol:dicetyl phosphate of
8:1:2 (molar ratio) and contains cholesteryl anthracene-9-carboxylate
(CA) as a fluérescently—labeled substance was prepared by a membrane
hydration-ultrasonic method. Specifically,
distearoylphosphatidylcholine (103.2 mg), cholesterol (6.3 mg),
dicetylphosphate(17.9mg),andCA;Cng)weredissolvédjjlchloroform,
and then a thin lipid membrane was obtained under the conditions at
40°C for 2 hours using an evaporator. Subsequently, the membrane was
dried under reduced pressure overnight, and then the liposome was
prepared by hydration with 6.4 mL of 100 mM acetéte buffer.

Theliposomethusobtainedwassurface—modifiedwitheaterminal
hydrophobized polyvinyl alcohol (degree of saponification: 88%,
degree of polymerization: 480, hydrophobic group: CigHz3S-).
Specifically, a 100 mM acetate buffer containing 201g/L of terminal

hydrophobized polyvinyl alcohol and a 100 mM acetate buffer containing
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20.1 g/L of the liposome obtained above were mixed in equal proportions.
Subsequentl&, the thus-obtained mixture was incubated for one hour
at 10°C, obtaining the liposome modified with the terminal

hydrophobized polyvinyl alcohol.

Example 2
Preparation of Liposome Modified with Chitosan

A chitosan-modified liposome was prepared in the same manner
as in Example 1, except that chitosan (mclecular Qeight: 150,000,
degree of deécetylation: 85%) was used instead of the terminal
hydrophobized polyvinyl alcohol. However, the particle diameter was
increésed by mixing an equal amount of a liposome suspension and buffer
containing chitosan dissolved therein, and therefore an ultrasoniic

treatment was performed after mixing.

Test Example 1
Evaluation of Intrapulmonary Behavior in Rats

The pélymer—modified liposome of Example 1 or 2 was
transbronchially administrated (15.63 pg CA/rat) to male Wistar rats
(7 weeks old). Five weeks after administration, the residual ratio
of dosage (dose %) was calculated by measuring the CA concentration
in lung tissue, bronchoalveolar lavage fluid (BALF), and

bronchoalveolar lavage cells (BALC) using a spectrofluorometer
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(HITACHI F3010). For comparison, a test was performed in the same
manner as described above, except that a liposome which is not modified
with a polymer (membrane composition and CA content are same as those
in Example 1) was used instead of the polymer-modified liposome
(Comparative Example 1). The results are shown in Fig. 1.

As 1s apparent form the results shown in Fig. 1, in the
polymer-modified liposome of Example 1, a stronger fluorescence
derived from CA was detected in BALF as compared with Comparative
Example 1. Thus, it was confirmed that the polymer-modified liposome
of Example 1 is useful for exerting a pharmacological action on the
surface or the surface cells of lung tissue, since they are able to
retain on the surface of lung tissue for a long period of time.

In the polymer-modified liposome of Example 2, it was shown
that more liposome transferred into the lung tissue because a stronger
fluorescencelderived from CA was observed in the polymer-modified
liposome of Example 2 as compared with Comparative Example 1.
Therefore, it was revealed that the polymer-modified liposcme of
Example 2 can be efficiently transferred into lung tissues at short
time, and thus it is possible toefficientlydeliver drugs, for example,

which are not easily transferred into lung tissue, into lung tissue.
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CLAIMS

1. A liposome for pulmonary administration, wherein the
surface of the liposome is modified with at least one polymer selected
from the group consisting of terminal hydrophobized polyvinyl alcohols

and chitosan.

2. The liposome for pulmonary administration according to
Claim 1, which contains a phospholipid as a constituent component of

a liposomal membrane.

3. The liposome for pulmonary administration according to
Claim 1, which contains phosphatidylcholine, cholesterol and a
dialkyl phosphate ester as constituent components of a liposomal

membrane.

4. The liposome for pulmonary administration according to
Claim 1, wherein the surface of the liposome ismodifiedwith a terminal
hydrophobized polyvinyl alcohol, and the lung tissue surface or

surface cells are target sites of the liposome.

5. The liposome for pulmonary administration according to

Claim1l, wherein the surface of the liposome ismodifiedwith a terminal
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hydrophobized polyvinyl alcohol, and the liposome is sustained release

liposome for pulmonary administration.

6. The liposome for pulmonary administration according to
Claim 1, wherein the surface of the liposome is modified with chitosan,
and the surface and inside of lung tissue are target sites of the

liposome.

7. The liposome for pulmonary administration according to
Claim 1, wherein the surface of the liposome is modified with chitosan,

and the liposome is fast-acting liposome for pulmonary administration.

8. The liposome for pulmonary administration according to
Claim 1, wherein the surface of the liposome is modified with a terminal
hydrophobized polyvinyl alcohol in which a hydrophobic group is an
alkyl group having 1 to 30 carbon atoms, an alkoxy group having 1 to
30 carbon atoms, a carboxyalkyl group having 1 to 30 carbon atoms or

an thioalkyl group having 1 to 30 carbon atoms.

8. A liposome preparation for pulmonary administration,
wherein a drug or a gene is encapsulated in the liposome for pulmonary

administration of Claim 1.

W
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10. The liposome preparation for pulmonary administration
according to Claim 9, wherein the surface of the liposome is modified
with a terminal hydrophobized polyvinyl alcohol, and the lung tissue

surface or surface cells are target sites of the liposome preparation.

11. The liposome preparation for pulmonary administration
according to Claim 9, wherein the liposome is surface-modified with
chitosan, and the surface and inside of lung tissue are target sites

of the liposome preparation.

12.A method for preparing a liposome preparation for
pulmonary administration comprising the following steps (i) and (ii):

(1) mixing a drug or a gene with a constituent component or
components of a liposomal membrane to obtain a drug or
gene-encapsulating liposome, and

(1ii) mixing the drug or gene-encapsulating liposome obtained
by above step (i) with at least one polymer selected from the group
consisting of terminal hydrophobized polyvinyl alcohols and chitosan

to modify the surface of the liposome with the polymer.

13. Use of at least one polymer selected from the group
consisting:of terminal hydrophobized polyvinyl alcohols and chitosan

for the manufacture of a liposome for pulmonary administration.
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14.Use of a terminal hydrophobized polyvinyl alcohol for the
manufacture of a sustained release liposome for pulmonary

administration.

15. Use of chitosan for the manufacture of a fast-acting

liposome for pulmonary administration.

16. A method for treating a disease of lung tissue,
comprising the step of administering to a lung of a patient suffering
from the disease of lung tissue a therapeutically effective amount

of the liposome preparation of Claim 9.

23
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ABSTRACT

An object of the present invention is to provide a liposome
which is excellent in intrapulmonary delivery controllability of drugs
or genes and is suited for pulmonary administration.

By modifying the surface of a liposome using a terminal
hydrophobized polyvinyl alcohol and/or chitosan, retention of drugs
or genes encapsulated in the liposome on the surface of lung tissue
and transfer of drugs or genes into lung tissue can be properly

modulated, and thus in vivo behavior can be controlled.
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DESCRIPCION

LIPOSOMA TRANSPULMONAR PARA CONTROLAR LA LLEGADA DE

FARMACO
CAMPO TECNICO

La presente invencidn se relaciona con un liposoma que es excelente en la
capacidad de control de suministro de farmacos o genes y que es adecuado para
administracién pulmonar. Adicionalmente, la presente invencién se relaciona con
una preparacion de liposoma en la que los farmacos o genes se encapsulan en el

liposoma.
TECNICA ANTECEDENTE |

Un liposoma es una vesicula cerrada que tiene una estructura de bicapa
lipida. Un liposoma puede encapsular farmacos o genes en un estado aislado del
ambiente externo con una membrana bimolecular, y asi puede proteger los
farmacos ¢ genes encapsulados de ser descompuestos o metabolizados.
Adicionalmente, un liposoma se puede adherir a una membrana celular y
membrana de mucosa al controlar la composicion de la membrana liposdémica, y
asi es posible suministrar los farmacos o genes encapsulados en las células. Los
liposomas estan atrayendo la atencion como un portador para farmacos o genes

debido a tal funcidn protectora y funcién de suministro.

En general, se desean farmacos y genes utilizados para el tratamiento de
enfermedades a ser suministrados a un sitio de accién objetivo y para ejercer una

accién farmacoldgica destinada a tal un sitio. Se intenta la aplicacion de liposomas
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para mejorar las caracteristicas de suministro para farmacos o genes al sitio de
accion objeﬁvo. Medios para controlar las cléses, proporcién y cargas de superficie
de los constituyentes lipidos se han propuesto para dar liposomas con una funcién
de transporte selectiva al sitio de accidn objetivo. Sin embargo, los métodos de la
técnica anterior no pueden controlar adecuadamente las caracteristicas de
suministro para farmacos bajo las presentes circunstancias. Particularmente, los
farmacos y genes aplicados a tejido pulmonar se requieren para controlar
altamente el comportamiento in vivo de farmacos o genes que dependen de su
modo de accion, es decir, se desea la retencidn en la superficie del tejido
pulmonar (por ejemplo, en la superficie broncovesicular) en algunos casos y se
desea la incorporacion dentro del tejido pulmonar en otros casos. Sin embargo, las
técnicas pa;a controlar el comportamiento in vivo de farmacos y genes en el tejido

pulmonar todavia no se establecen.

Mientras tanto, se han reportado las técnicas para modificar la superficie de
los liposomas con ~macromoléculas tales como polimeros (por ejemplo,
Documentos No Patente 1 y 2). Sin embargo, no se conocen suficientemente las
tecnicas para controlar el comportamiento in vivo de farmacos o genes en el tejido

pulmonar al modificar la superficie de los liposomas.

[Documento No Patente 1]

Takeuchi H et al., “Effectiveness of submicron-sized, quitosan-coated
liposomes in oral administration of peptide farmacos”, Int J Pharm., 2005 Oct 13;
303(1-2): 160-170

[Documento No Patente 2]

4.
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Takeuchi H et al., “Evaluation of circulation profiles of liposomes coated with
hydrophilic polymers having different peso moleculars in rats”, J Control Release.,

2001 Jul 10; 75(1-2): 83-91

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Problema técnico

Asi, un objeto de la invencién es resolver los anteriores problemas de la

tecnica antecedente. Especificamente, un objeto de la invencidon es proporcionar

un liposoma que es excelente en la capacidad de control de suministro de

farmacos o genes y que es adecuado para la administracién pulmonar, y una

preparacion de liposoma para administracion pulmonar en la que los farmacos o

genes se encapsulan en el liposoma. Adicionalmente, un otro objeto de la
invencién es proporcionar un método para tratar una enfermedad del tejido

pulmonar al utilizar dicha preparacién de liposoma.

Medios para Resolver el problema

[_os presentes inventores han estudiado intensamente con el fin de alcanzar
el anterior objetive y encontraron que, al modificar la superficie de un liposoma
utilizando un alcohol polivinilico hidrofobizado terminal y/o quitosan, la retencion
de farmacos o genes encapsulados en el liposoma sobre la superficie de tejido
pulmonar, y la transferencia de farmacos o genes en el tejido pulm.ona.r o células
de superficie pulmonér se pueden modular apropiadamente, y asi se puede

controlar el comportamiento in vivo de farmacos o genes. La invencién se ha

terminado al hacer mejora adicional con base en estos hallazgos.

A2
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A saber, la presente invencidn proporciona las siguientes modalidades.

item 1.  Un liposoma para administracién pulmonar, en donde la superficie
del liposoma se modifica con por lo menos un polimero seleccionado del grupo

que consiste de alccholes polivinilicos hidrofobizados terminales y quitosan.

ftem 2. E!l liposoma para administracién pulmonar de acuerdo con del ftem 1,
que contiene un fosfolipido como un componente constituyente de una membrana

liposdmica.
ftem 3. El liposoma para administracion pulmonar de acuerdo con del item 1,
que contiene fosfatidilcolina, colesterol y un éster fosfato dialquilo como

componentes constituyentes de una membrana liposémica.

ftem 4. El liposoma para administracion pulmonar de acuerdo con del item 1,

en donde la superficie del liposoma se modifica con un alcohol polivinilico

hidrofobizado terminal, y la superficie de tejido pulmonar o células de superficie

estan en sitios objetivos del liposoma.

_ item 5. ~ El liposoma para administracién pulmonar de acuerdo con del ftem 1,

en donde la superficie del liposoma se modifica con un alcohol polivinilico
hidrofobizado terminal, y el liposoma es liposoma de liberacion sostenida para

administracion pulmonar.
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ftem 6. El liposoma para administracion pulmonar de acuerdo con del {tem 1,
en donde la superficie del liposoma se modifica con quitosan, y la superficie y el

interior del tejido pulmonar son sitios objetivos del liposoma.

ftem 7. El livosoma para administracion pulmonar de acuerdo con del ftem 1,
en donde la superficie deldiposoma se modifica con quitosén, y el liposoma es

liposoma de accion rapida para administracion pulmonar.

~ ftem 8. El liposoma para administracién pulmonar de acuerdo con del {tem 1,

en donde la superficie del liposoma se modifica con un alcohol polivinilico

- hidrofobizado terminal en el que un grupo hidréfobo es un grupo alquilo que tiene

1 a 30 atomos de carbono, un grupo alcoxi que tiene 1 a 30 atomos de carbono,
un grupo carboxialquilo que tiene 1 a 30 atomos de carbono o un grupo tioalquilo

que tiene 1 a 30 atomos de carbono.

jtem 9. Una preparacion de liposoma para administracion pulmonar, en
donde un farmaco o un gen se encapsula en el liposoma para administracién

pulmonar del ftem 1.

ftem 10. La preparacion de liposoma para administracién pulmonar de
acuerdo con del ftem 9, en donde la superficie de! liposoma se modifica con un
alcoho! polivinilico hidrofobizado‘terminal, y la superficie de tejido pulmonar o

células de superficie son sitios objetivos de la preparacion de liposoma.

ftem 11. La preparacion de liposoma para administracion pulmonar de

acuerdo con del ftem 9, en donde el liposoma es de superficie modificada con

AS
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quitosan, y la superficie y el interior del tejido pulmonar son sitios objetivos de la

preparacion de liposoma.

ftem 12. Un metodo para preparar una preparacion de liposoma para

administracion pulmonar que comprende las siguientes etapas (i) y (ii):

() mezclar un farmaco o un gen con un componente o componentes
constituyentes de una membrana liposdémica para obtener un liposoma que

encapsula farmaco o gen, y-

(i) mezclar el liposoma que encapsula farmaco o gen obtenido mediante la etapa
anterior (i) con por lo menos un polimero seleccionado del grupo que consiste de
alcoholes polivinilicos hidrofobizados terminales y quitosan para modificar la

superficie del liposoma con el polimero.

ftem 13. Uso de por lo menos un polimero seleccionado del grupo que
consiste de alcoholes polivinilicos hidrofobizados terminales y quitosan para la

fabricacion de un liposoma para administraciéon pulmonar.

ftem 14. Uso de un alcohol polivinilico hidrofobizado terminal para la

fabricacioén de un liposoma de liberacién sostenida para administracion pulmonar.

item 15. Uso de quitosan para la fabricacién de un liposoma de accién rapida

para administracion pulmonar.

item 16. Un método para tratar una enfermedad de tejido pulmonar, que

comprende la etapa de administrar a un pulmén de un paciente que sufre de Ia

A
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enfermedad de tejido pulmonar una cantidad terapéuticamente efectiva de la

preparacion de liposoma de item 9.
EFECTOS DE LA INVENCION

E! liposoma para transadministracion pulmonar de la invencién puede
impartir comportamiento in vivo deseado a farmacos o genes al ser aplicado a
tejido pulmonar ya que se pude controlar la retencién de farmacos o genes
encapsulados en el liposoma en la superficie de tejido pulmonar y la transferencia
de farmacos o genes en el tejido pulmonar al modular la cantidad de un alcohol
polivinilico hidrofobizado terminal y/o quitosan. Por lo tanto, de acuerdo con el
liposoma para administracién pulmonar de la invencién, una accién farmacoldgica

debido a los farmacos o genes encapsulados se puede ejercer efectivamente en el

~ sitio de accidn objetivo del tejido pulmonar.

Se considera que el liposoma para administracién pulmonar dé la invencién
tiene comparativamente alta seguridad ya que el alcohol polivinilico hidrofobizado
terminal y quitosan utilizado para la modificacién de superficie del liposoma para
administracién pulmonar de la presente invencién tienen caracteristicas de
biocompatibilidad o biodegradacién. Adicionalmente, de acuerdo con el liposoma
para administracién pulmonar de la invencién, es posible proteger el liposoma
mediante el alcohol polivinilico hidrofobizado terminal y/o quitosan con el cual el
liposoma es de superficie modificada, por lo tanto se puede suprimir la
descomposicidon de farmacos o genes encapsulados. Asi, el liposoma para
administracion pulmonar de la invencion también tiene ventaja en vista de la alta

estabilidad de los farmacos o genes encapsulados.

A%
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es una grafica que muestra los resultados de la evaluacion de!
Ejemplo de Prueba 1 que mide los comportamientos de los liposomas modificados

con polimero de los Ejemplos 1 y 2 y un'liposoma modificado del Ejemplo

' Comparativo 2 en pulmones de rata.

MEJOR MODO DE LLEVAR A CABO LA INVENCION
La invencidn se describira ahora en detalle adelante.

En el liposoma para administraciéon pulmonar de Ia invencién, el nimero de
bicapas lipidas‘ no se limita especificamente mientras que el liposoma es una
vesicula cerrada que tiene una estructura de membrana de bicapa lipida. Este
puede ser cualquiera de;vesiculas unilamelares pequefias (SUV), vesiculas

unilamelares grandes (LUV), y vesiculas multilamelares (MLV).

En el liposoma para administracién pulmonar de la invencién, un
componente que constituye la bicapa lipida no se limita especificamente mientras
que se utiliza generalmente como un componente constituyente de una membrana
liposémica. En particular, ejemplos de los componentes constituyentes de la
membrana liposémica incluyen lipidos, estabilizadores de membrana, materiales

cargados, antioxidantes, y proteinas . de membrana.

El lipido que es un componente constituyente de la membrana liposémica

es un componente esencial en la membrana liposémica, y ejemplos de la misma
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incluyen fosfolipidos, glicolipidos, esteroles, y acidos grasos saturados e

insaturados.

Ejemplos especificos del fosfolipido incluyen fosfatidilcolinas tales como

" dilauroilfosfatidilcolina, = dimiristoilfosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina,
| diestearoilfosfatidilcolina, dioleoilfosfatidilcolina, dilinoleoilfosfatidilcolina,
miristoilpalmitoilfosfatidilcolina, miristoilestearoilfosfatidilcolina, y
palmitoilestearoilfosfatidilcolina; fosfatidilgliceroles tales como
dilauroilfosfatidilglicerol, dimiris-toilfosfatidilgliperol, dipalmitoilfosfatidilglicerol,
diestearoilfosfatidilglicerol,  dioleoilfosfatidilglicerol,  dilinoleoilfosfatidilglicerol,
miristoilpalmitoilfosfatidilglicerol, miristoilestearoilfosfatidilglicerol, y
palmitoilestearoilfosfatidilglicerol; fosfatidiletanolaminas tales | como
dilauroilfosfatidiletanolamina, | dimiristoilfosfatidiletanoiamina,
dipalmitoiifosfatidiletanolamina, diestearoilfosfatidiletanolamina,
dioleoilfosfatidiletanolamina, dilinoleoilfosfatidiletanclamina,

miristoilpalmitoilfosfatidiletanolamina, miristoilestearoilfosfatidiletanolamina, y
palmitoilestearoilfosfatidiletanolamina; fosfatidilserina; acido fosfatidico;
fosfatidilinositol; esfingomielina; cardiolipin; lecitina de yema de huevo; lecitina de

soya,; y productos hidrogenados de los mismos.

Ejemplos especificos del glicolipido incluyen gliceroglicolipidos tales como
diglicosildiglicérido, digalactosildiglicérido, galactosildiglicérido, y glicosildiglicérido;
glicoesfingolipidos  tales como  galactosilcerebrosida y  gangliosida;

estearilglucésido; y estearilglucisida esterificada.

Ejemplos especificos del esterol incluyen colesterol, colesteril

hemisuccinato, lanosterol, dihidrolanosterol, desmosterol, dihidrocolesterol,
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fitosterol, estigmasterol, zimosterol, ergosteroll, sitosterol, campesterol, v
prassicasterol. Particularménte, el esterol tiene la accidon de estabilizar Ia
membrana liposdmica y modular la fluidez de la membrana liposémica, y asi este
se prefiere por estar contenido como un constituyente lipido de la membrana

liposémica.

Ejemplos especificos del acido graso saturado o insaturado incluyen acidos
grasos saturados e insaturados que tienen 10 a 22 atomos de carbono, tal como
acido decanoico, acido miristico, acido palmitico, acido estearico, Aacido

araquiddnico, acido oleico, y acido docosanoico.

Estos lipidos constituyentes de la membrana de liposoma se pueden utilizar
solos, o se pueden utilizar dos o mas clases en combinacion. De estos lipidos
constituyentes de la membrana liposémica, se prefiere una combinacién de
fosfolipidos y esterol y colesterol es mas preferible una combinacién de
fosfatidilcolina y cuando se utilizan fosfolipidos y esterol en combinacién, la
proporcion de ambos no se limita especificamente y, por ejemplo, la cantidad de
esterol es de 1 a 100 mol, preferiblemente de 5 a 50 mol, y mas preferiblemente

de 10 a 30 mol, por 100 mol de los fosfolipidos.

El contenido del constituyente lfpido de la membrana de liposoma no se
limita especificamente y, por ejemplo, este es de 1 a 100%, preferiblemente de 60
a 95%, y mas preferiblemente de 70 a 90%, se basa en la cantidad total de los
componentes constituyentes de la membrana de liposoma en términos de

proporcién molar.



25

11

Un material cargédo se mezcla con el fin de modular la carga eléctrica de la
membrana de liposoma y se utiliza opcionalmente como un componente
constituyente de la membrana liposémica. Como se utiliza aqui, material cargado
significa un componente que constituye la membrana que tiene una carga eléctrica

diferente del fosfolipido, glicolipido y esterol. La carga eléctrica de la membrana

liposdmica se puede modular al emplear, como un lipido que sirve como un

componente constituyente de la membrana de liposoma, fosfolipidos i6nicos tales
como colesteril hemisuccinata, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, y ‘acido fosfatidico,
y tambien se puede modular al utilizar el material cargado en lugar de los
fosfolipidos i6nicos, o utilizar el materia.l cargado en combinacién con los
fosfolipidos idnicos. Ejemplos especificos de materiales cargados que imparten
una carga positiva incluyen aminas primarias alifaticas tales como laurilafnina,
miristilamina, palmitilamina, estearilamina, y oleilamina. Ejemplos de materiales
cargados gue imparten una carga negativa incluyen ésteres de dialquil(C14-18)
fosfato tales como fosfato de dicetilo. De estos materiales cargados, ésteres
dialquil fosfato, particularmente fosfato de dicetilo, son adecuados para uso en el
liposoma para administracién pulmonar de la invencion ya que el uso de tales

materiales cargados puede formar un liposoma cargado negativamente,

modificando eficientemente por lo tanto la superficie del liposoma.

La proporcidn del material cargado contenido en la membrana liposémica
no se limita especificamente y, por ejemplo, es de 0 a 5%, preferiblemente de 5 a
40%, y mas preferiblemente de 10 a 25%, basada en la cantidad total de los
componentes constituyentgs de la membrana liposbmica en términos de

proporcion molar.
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Un antioxidante puede estar contenido con el fin de prevenif la oxidacion de
la membrana liposomica y se utiliza opcionalmente como un componente
constituyente de la membrana liposomica. Ejemplos del antioxidante utilizado
como un componente constituyente de la membrana liposémica incluyen
hidroxitolueno butilado, galato de propilo, tocoferol, acetato de t‘ocoferol,.mezcla
enriquecida con tocoferol, vitamina E, acido ascérbico, estearato de L-ascorbilo,
palmitato de ascorbilo, hidrogeno sulfito de sodio, sulfito de sodio, edetato de

sodio, acido eritérbico, y acido citrico.

La proporcion del antioxidante contenido en la membrana liposémica no se

limita especificamente y, por ejemplo, es de 0 a 40%, preferiblemente de 5 a 20%,

y mas preferiblemente de 2.5 a 10%, basada en la cantidad total de los
componentes constituyentes de la membrana liposdmica en términos de

proporcion molar.

Una proteina de membrana se puede mezclar con el propdsito de la adicidén
de funciones a la membrana de liposoma o estabilizacion de la estructura de
membrana liposdmica, y se utiliza opcionalmente como un componente
constituyente de la membrana liposémica. Ejemplos de la proteina de membrana
incluyen proteina de superficie de membrana, proteina de membran-a integral,

alblmina, y albumina recombinante.

La proporcién de la proteina de membrana contenida en la membrana

liposdmica no se limita especificamente y, por ejemplo, es de 0 a 20%,

prefefiblemente de 2.5 a 10%, y mas preferiblemente de 5 a 8%, basada en la

cantidad total de los componentes constituyentes de la membrana liposémica en

términos de proporcion molar.

52
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En vista del desempefio de la modificacion con quitosan fuerte vy

efectivamente, se prefiere para contener un componente que tiene una carga

- hegativa como un componente constituyente de la membrana liposomica. El

liposoma contiene, como componentes constitutivos de la membrana,

preferiblemente fosfolipidos, esterol y un material cargado capaz de impartir una

‘carga negativa, y mas preferiblemente fosfatidilcolina, colesterol y un éster fosfato

dialquilo. De acuerdo con el liposoma que contiene tales componentes
constitutivos de membrana, se puede conducir eficiente y fuertemente la
modificacion de superficie del liposoma, y también se puede controlar
efectivamente la retencion en la superficie de tejido pulmonar y la transferencia en

el tejido pulmonar.

El diametro de particula del liposoma utilizado en el liposoma para
administracion pulmonar de la invencion (a saber, el diametro de particula del
liposoma en un estado en donde no es de superficie modificada) se puede

establecer apropiadamente de acuerdo con la clase de lipido a ser utilizada vy la

clase de polimero a ser utilizado para la modificacion de superficie y, por ejemplo,

es'de aproximadamente 20 a 1,000 nm, preferiblemente de aproximadamente 50 a
500 nm, y mas preferib!ementé de aproximadamente 100 a 200 nm. El diametro

de particula de! liposoma es mide por un método de dispersién de luz dinamico.

Se puede preparar el liposoma, por ejemplo, al utilizar métodos conocidos
tales como un método de hidratacion de membrana delgada, un método de
uitrasonificacién, un método de inyeccidn de etanol, un método de inyeccion de
éter, a un método de evaporacion de fase inversa, un método de ténsoactivo, un

método de congelamiento/descongelamiento, y un método ultrasénico de
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hidratacién de membrana delgada. El diametro de particula del liposoma se puede
modular mediante métodos conocidos tales como un método de extrusién, un

método de presion French, y un método de homogenizacion.

En el liposoma para administracion pulmonar de la invencioén, la superficie
del liposoma se modifica con por lo menos un polimero seleccionado del grupo
que consiste de alcoholes polivinilicos hidrofobizados terminales.y quitosan (aqui
en adelante, algunas veces mencionado como un polimero de modificacién de
superficie). En el liposoma para administracion pulmonar de la ihvencién, la
superficie del liposoma se modifica al vincular el polimero de modificacion de
superficie en la superficie del liposoma a través de un enlace hidréfobo, un enlace

de hidrogeno o un enlace electroestatico.

Aqui, el alcohol polivinilico hidrofobizado terminal significa un polimero en el
que un grupo hidréfobo se une al terminal del alcohol polivinilico. Ejemplos
especificos del alcohol polivinilico hidrofobizado terminal incluyen polimeros en los
que un grupo hidréfobo seleccionado de un grupo alquilo, un grupo alcoxi, un
grupo carboxialquilo y un grupo tioalquilo se une terminal del alcohol polivinilico.
De estos polimeros, se prefiere un polimero en el gue el grupo hidréfobo es un
grupo tioalquilo. Se puede utilizar el grupo alquilo, grupo a!coki, grupo

carboxialquilo y grupo tioalquilo que constituye el grupo hidrofobo que tiené

aproximadamente 1 a 30 atomos de carbono, preferiblemente aproximadamente 5

a 25 atomos de carbono, y mas preferiblemente aproximadamente 10 a 20 atomos
de carbono. El grupo alquilo, grupo alcoxi, grupo carboxialquilo y grupo tioalquilo

que constituye el grupo hidréfobo puede ser lineal o ramificado, y es

preferiblemente lineal. El grupo hidréfobo del alcohol polivinilico hidrofobizado |

terminal utilizado en la invencién es preferiblemente un grupo tioalquilo que tiene 1
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a 30 atomos de carbono, mas preferiblemente un grupo tioalquilo lineal que tiene 5
a 25 atomos de carbono, y particularmente preferiblemente un grupo tioalquilo
lineal que tiene 10 a 20 atomos de carbono. E! alcohol polivinilico hidrofobizado
termihal para uso en la presente invencién puede ser cualquiér alcohol polivinilico
que tiene un grupo hidréfobo unido al atomos de carbono terminal del alcoho!
polivinilico. Por ejemplo, cuando el grupo hidréfobo es un grupo ticalquilo, el
atomo de azufre del grupo tioalquilo se puede unir covalentemente al atomo de

carbono terminal del alcohol polivinilico.

Ei grado de saponificacién del grupo funcional de alcohol polivinilico del
alcohol polivinilico hidrofobizado terminal es de 70 a 95 mol%, preferiblemente de
80 a 95 mol%, y mas preferiblemente de 82 a 93 mol%. Adicionalmente, el grado
de polimerizacion del grupo funcional de alcohol polivinilico del alcohol polivinilico
hidrofobizado terminal es de 100 a 1,000, preferiblemente de 200 a 800, y mas

preferiblemente de 300 a.600.

En la invencion, estqs alcoholes polivinilicos hidrofobizados terminales se

pueden utilizar solos, o se pueden utilizar dos 0 mas clases en combinacion.

El alcohol polivinilico hidrofobizado terminal es un compuesto conocido, y
esta comercialmente disponible o se prepara por un método de produccién

conocido.

El quitosan es un polisacarido en el que un residuc de glucosamina se une
a través del enlace 31-4. E’l grado de polimerizacién del quitosan utilizado para la
modificacion de superficie del liposoma es de 2 a 1,000, preferiblemente de 50 a

900, y mas preferiblemente de 100 a 800 (aproximadamente 20,000 a 150,000 en

SS
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términos de peso molecular). También, el grado de de desacetilacion del quitosan

no se limita especificamente and, por ejemplo, es 60% o mas, preferiblemente de

- 70 a 100%, y mas preferiblemente de 80 a 100%.

Cuando mas alcohol polivinilico hidrofobizado terminal existe en la
superficie liposémica, la retencién durante un largo tiempo en la superficie de
tejido pulmonar (por ejemplo, en la superficie broncovesicular) llega a ser posible,
mientras que, cuando mas quitosan existe en la superficie liposdmica, llega a ser
posible la transfere.ncia rapida en el tejido pulmonar. Por lo tanto, si mas alcohol

polivinilico hidrofobizado terminal existe en la superficie liposémica, las sustancias

incluidas en el liposoma pueden actuar en la superficie de tejido pulmonar o

células de superficie mas eficientemente. Si mas quitosan existe en la superficie
liposbmica, se puede mejorar la transferencia de sustancias incluidas en el
liposoma en el tejido pulmonar. Asi, el liposoma de superficie modificada con el
alcohol polivinilico hidrofobizado terminal es Gtil como un liposoma de liberacién
sostenida para administracién pulmonar o como un liposoma para administracion
pulmonar que oriente la superficie de tejido pulmonar o células de superficie.
Adicionalmente, el liposoma de superficie modificada con quitosan es Gtil como un
liposoma de accién rapida para administracion pulmonar o como un liposoma para
administracion pulmonar que objetiva la superficie o el interior del tejido pulmonar,
particularmente como un liposoma para administraciéon pulmonar que objetiva el

interior del tejido pulmonar.

La clase de polimero de modificacion de superficie en el liposoma para

administracion pulmonar de la invencidn se puede establecer apropiadamente con

‘base en el comportamiento intrapulmonar destinado a tener en cuenta la

transferencia anteriormente mencionada en el tejido pulmonar y la remanencia en

<SG
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la superficie de tejido pulmonar. En fa invencién, se puede modificar la superficie

liposémica con el alcohol polivinilico hidrofobizado terminal o quitosan solo, o una

. combinacidn de both polimeros.

-

La cantidad de polimero de modificacién de superficie eﬁ el liposoma para
administracién pulmonar de la invencidn también se puede establecer
apropiadamente con base en el comportamiento intrapulmonar destinado al tener
en cuenta la transferencia anteriormente mencionada en el tejido pulmonar y
remanencia en la superficie de tejido pulmonar. Por ejemplo, se puede utilizar el
polimero de modificacién de superficie en la proporcién de 1 a 300 partes en peso,
preferiblemente 5 a 250 partes en peso, y mas preferiblemente 10 a 200 partes en
peso, por 100 partes en peso de la cantidad total de los componentes

constituyentes de la membrana liposémica.

La modificacion de superficie del liposoma con el polimero de modificacién
de superficie se lleva a cabo al | mezclar suficientemente el. polimero de
modificacion de superficie con el liposoma en agua purificada o un amortiguador.
Especificamente, el liposoma modificado con el polimero de modificacién de
superficie se forma al mezclar una cantidad igual de una soluciéon acuosa que
contiene aproximadamente 0.1 a 10% en peso del polimero de modificacion de
superficie y una solucion acuosa que contiene aproximadamente 1 a 10% en peso
del liposoma, seguidov por agitacion a 4 a 10° C durante 0.5 horas a 1 hora.k Mas
aun, el liposoma modificado con el polimero de modificacién de superficie se
puede redispersar en agua purificada o un amortiguador después de separacion

sdiido-liquido.
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El liposoma para administracién pulmonar de la invencion encépsula los
farmacos que se requieren para ejercer una accidén farmacolégico en el tejido
pulmonar o genes para terapia de gen en el tejido pulmonar, y se utiliza como un
portador para administraciéh pulmonar. En la presente invencion, los genes
incluyen acidos nucleicos, tal como siARN, mARN, rARN, miARN (micro ARN),
ribozimas, oligonucleétido anticodificante, cligonucledtido sefiuelo, ADN de
plasmido, &cido nucleico de péptido, oligonucleétido que forman triplex (TFO),
aptamero, y ADN aislado. La cantidad de farmacos o genes encapsulados en el
liposoma se puede determinar apropiadamente basada en la clase de farmacos o

genes, y dosificacion.

Adicionalmente, se conocen los métodos para encapsular farmacos o genes
en el liposoma modificado con un polimero de modificacién de superficie y estos
pueden utilizar un método que es cominmente utilizado en este campo. En
particular, los férmacosu 0 genes se encapsulan en el liposoma mediante la

formacién de un liposoma utilizando una solucién que contiene farmacos o genes

~ y componentes constituyentes de la membrana liposémica. Mas especificamente,

se puede hacer una preparacién de liposoma para administracion pulmonar en la
que se encapsulan los farmacos o genes en el liposoma para administracion

pulmonar de la invencién mediante las siguientes etapas (i) y (ii):

(i) una etapa para mezclar farmacos o genes con componentes constituyentes de
la membrana liposémica para obtener farmacos o genes encapsulados en

liposoma, y
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(i) mezclar el liposoma que encapsula los farmacos o genes asi obtenido con el
polimero de modificacién de superficie para modificar la superficie del liposoma

con el polimero de modificacién de superficie.

Adicionalmente, la preparacién de liposoma para administracion pulmonar,
en la que un farmaco o farmacos o genes se encapsulan en el liposoma para
administracién pulmonar de la invencién, también sé puede preparar al mezclar los
farmacos o genes, los componentes constituyentes de la membrana liposémica, y

el polimero que modifica la superficie.

La preparacion de liposoma para administracién pulmonar en la que los
farmacos o genes se encapsulan en el liposoma para administracién pulmonar de
la invencién se utiliza al administrar al pulmén utilizando un método de
administracién tal como administracic’)n transbronquial o administraciéon por goteo
nasal. Especificamente, una cantidad terapéuticamente eféctiva de la preparacién
de liposoma que contiene farmacos o genes efectivos para tratar una enfermedad
de tejido pulmonar se administra a un pulmén de un paciente que sufre de la
enfermedad de tejido pulmonar, tratando por lo tanto la enfermedad de tejido

pulmonar.
EJEMPLOS

La presente invencion se describird ahora en detalle con base en los

ejemplos y similares, aunque la presente invencion no se limita a estos.

Ejemplo 1

<0
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Preparacién de Liposoma modificado con Alcohol polivinilico hidrofobizado

terminal

Un liposoma que tiene una composiciéon !fpida de
diestearoilfosfatidilcolina:colesterol:dicetil fosfato de 8:1:2 (proporcién. molar) y
contiene colesteril antraceno-9-carboxilato (CA) como una sustancia etiquetada
fluorescentemente se prepara mediante un método ultrasénico-hidrataciéon de
membrana. Especificamente, diestearoilfosfatidilcolina (103.2 mg), colesterol (6.3
mg), fosfato de dicetilo (17.9 mg), y CA (1 mg) se disuelven en cloroformo, y luego
se obtiene una membrana lipida delgada bajo las condiciones a 40° C durante 2
horas utilizando un evaporador. Posteriormente, la membrana se seca bajo
presion reducida durante la noche, y luego el liposoma se prepara mediante

hidratacién con 6.4 ml de 100 mM de amortiguador de acetato.

El ‘liposoma as}i obtenido es de superficie modificada con un alcohol
polivinilico hidrofobizado terminal (grado de saponificacién: 88%, grado de
polimerizacién: 480, grupo hidréfobo: CeH33S-). Especificamente, 100 mM de un
amortiguador dé acetato que contiene 20 g/L de alcohol polivinilico hidrofobizado
terminal y 100 mM de un amortiguador de acetato que cbntiene 20.1 g/L del
liposoma  obtenido anteriormente  mezclan  en proporciones  iguales.
Posteriormente, la mezcla asi obtenida se incuba durante una hora a 10° C,
obteniendo el liposoma modificado con el alcohol polivinilico hidrofobizado

terminal.
Ejemplo 2

Preparacion de Liposoma modificado con Quitosan
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Un liposoma modificado con quitosan se prepara en la misma forma como
en el Ejemplo 1, excepto que quitosan (peso molecular. 150,000, grado de
desacetilacion: 85%) se utiliza en lugar del alcohol polivinilico hidrofobizado
terminal. Sin embargo, se incrementa el didmetro de particula al mezclar una
cantidad igual de una suspensién de liposoma y amortiguador que contiene
quitosan disuelto en este, y por lo tanto se desarrolla un tratamiento ultrasénico

después de mezclado.
Ejemplo de Prueba 1
Evaluacion de Comportamiento Intrapuimonar en Ratas

El liposoma modificado por polimero del Ejemplo 1 6 2 se administra
transbronquialmente (15.63 ug de CA/rata) a ratas Wistar (7 semanas de edad).
Cinco semanaé después de administracion, la proporcion residual de dosificacion
(% de dosis) se calcula al medir la concentracién CA en el tejido pulmonar, el
fluido favado broncoalveolar (BALF), y las células de lavados broncoalveolares
(BALC) utilizando un espectrofiuorémetro (HITACHI F3010). Para comparacion, se
desarrolla una prueba en la misma forma como se describid anteriormente,
excepto que se utiliza un liposoma que no se modifica con un polimero
(composicion de membrana y contenido CA son los mismos como aquellos en el
Ejemplo 1) en lugar del liposoma modificado por polimero (Ejemplo Comparativo

1). Los resultados se muestran en la Figura 1.

Como es evidente a partir de los resultados mostrados en la Figura 1, en el

liposoma modificado por polimero del Ejemplo 1, una fluorescencia mas fuerte

6l
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derivada de CA se detecta en BALF cuando se compara con el Ejemplo
Comparativo 1. Asi, se confirha que el liposoma modificado por polimero del
Ejemplo 1 es util para ejercer una accidén farmacoldgica en la superficie o las
células de superficie de tejido pulmonar, ya que son capaces de retenerse en la

superficie de tejido pulmonar durante un largo periodo.

En el liposoma modificado por polimero del Ejemplo 2, se muestra que se
transfiere mas liposoma en tejido pulmonar debido a que se observa fluorescencia
mas fuerte deriVada de CA en el liposoma modificado por polimero del Ejemplo 2
cuando se compara con el Ejemplo Comparativo 1. Por lo tanto, se revela que el
liposoma moaificado por polimero del Ejemplo 2 se puede transferir eficientemente
en los tejidos pulmonares en tiempo corto, y asi es posible suministrar
eficientemente farmacos, por ejemplo, que no son faciles de transferir en tejido

pulmonar.
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REIVINDICACIONES

Un liposoma para administracion pulmonar, en donde la superficie de!
liposoma se modifica con por lo menos un polimero seleccionado del grupo

que consiste de alcoholes polivinilicos hidrofobizados terminales y quitosan.

El liposoma para administracion pulmonar de acuerdo con la Reivindicacion
1, que contiene un fosfolipido como un componente constituyente de una

membrana liposdmica.

El liposoma para administracién pulmonar de acuerdo con la Reivindicacion
1, que contiene fosfatidilcolina, colesterol y un éster fosfato dialquilo como

componentes constituyentes de una membrana liposémica.

El liposoma para administracién pulmonar de acuerdo con la Reivindicacion
1, en donde la superficie del liposoma se modifica con un alcohol polivinilico
hidrofobizado terminal, y la superficie de tejido pulmonar o células de

superficie son sitios objetivos del liposoma.

El liposoma para administracion pulmonar de acuerdo con la Reivindicacion
1, en donde la superficie del liposoma se modifica con un alcohol polivinilico
hidrofobizado terminal, y el liposoma es liposoma de liberacién sostenida

para administracién pulmonar.

El liposoma para administracién pulmonar de acuerdo con la Reivindicacion
1, en donde la superficie del liposoma se modifica con quitoséan, y la

superficie y el interior del tejido pulmonar son sitios objetivos del liposoma.

63
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El liposoma para administraciéon pulmonar de acuerdo con la Reivindicacion
1, en donde la superficie del liposoma se modifica con quitosan, y el

liposoma es liposoma de accidn rapida para administracién pulmonar.

El liposoma para adniinistracion pulmonar de acuerd‘o con la Reivindicacién
1, en donde la superficie del liposoma se modifica con un alcohol polivinilico
hidrofobizado terminal en el que un grupo hidréfobo es un grupo alquilo que
tiene 1 a 30 atomos de carbono, un grupo alcoxi que tiene 1 a 30 atomos de
carbono, un grupo Carboxialquilo que tiene 1 a 30 atomos de carbono o un

grupo tioalquilo que tiene 1 a 30 atomos de carbono.

Una preparacion de liposoma para administracion pulmonar, en donde un

farmaco o un gen se encapsula en el liposoma para administracion

nulmonar de la Reivindicacion 1.

La preparacién de liposoma p‘ara administracién pulmonar de acuerdo con
la Reivindicacion 9, en donde la superficie del liposoma se modifica con un
alcohol polivinilico hidrofobizado terminal, y la superficie de tejido pulmonar
o células de superficie estan en sitios objetivos de la preparaciéon de

liposoma.

La preparacién de liposoma para administraciéon pulmonar de acuerdo con
la Reivindicacién 9, en donde el liposoma es de superficie modificada con
quitosan, y la superficie y el interior del tejido pulmonar son sitios objetivos

de la preparacion de liposoma.
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Un método para hacer una preparacion de liposoma para administracion

pulmonar que comprende las s’iguientes etabas (i) y (ii):

(i) mezclar un farmaco o un gen con un componente o componentes
constituyentes de una membrana liposémica para obtener un liposoma que

encapsula farmaco o gen, y

(i) mezclar el liposoma que encapsula farmaco o gen obtenido
mediante la etapa anterior (i) con por lo menos un polimero seleccionado
del grupo que consiste de alcoholes polivinilicos hidrofobizados terminales y

quitosan para modificar la superficie del liposoma con el polimero.

Uso de por lo menos un polimero seleccionado del grupo que consiste de
alcoholes polivinilicos hidrofobizados terminales y quitosan para la

fabricacién de un liposoma para administracion pulmonar.

Uso de un alcohol polivinilico hidrofobizado terminal para la fabricacién de

un liposoma de liberacion sostenida para administracién pulmonar.

Uso de quitosan para la fabricacién de un liposoma de accién rapida para

administracién pulmonar.

Un método para tratar una enfermedad de tejido pulmonar, que comprende
la etapa de administrar a un puimén de un paci‘ente que sufre de la
enfermedad de tejido pulmonar una cantidad terapéuticamente efectiva de

la preparacién de liposoma de la Reivindicacion 9.
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RESUMEN

Un objeto de la presente invencidn es proporcionar un liposoma que es
excelente en capacidad de control intrapulmonar del suministro de farmacos o

genes y es adecuado para administracion pulmonar.

Mediante la modificacion de la superficie de un liposoma utilizando un
alcohol polivinilico hidrofobizado terminal y/o quitosan, se pqede modular
apropiadamente la retenciéon de farmacos o genes encapsulados en el liposoma
en la superficie de tejido pulmonar y la transferencia de farmacos o genes en el

tejido pulmonar, y asi se puede controlar el comportamiento in vivo.

o
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCI!A

RICENTENARIO - ..
SIGENIERNA.

Bogota,
2020

Doctor (a)
SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA

REFERENCIA Radicacidén No. 09 123134
Solicitud internacional PCT/JP2008/056156
Fecha inicio fase nacional 30/10/2009
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn ‘ 430

Oficio No. e ]2838

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperaciédn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, debera presentar el documento que acredita la
existencia y representacién legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica. . ' o

. N . p
En cumplimiento de lo dispuesto por ?éi% artftuls 39 de la Decisién 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidén del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, 1la solicitud se
considerard abandonada y perderad su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo/primero de la Circular Unica No.1l0 de 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Directora de Nuevés Creaciones (c)

-’./2%

El anterior requerimiento fue notificado por fijacidn en lista de
fecha 2 0 NOV. 2009

adpall

Al contestar favor indigue el nimero Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
de radicacidén consignado en el rétulo Sede CAN: Av. Carrera 50 No. 26 - 55 int.2. Tel 5880070

Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: infoesic.gov.co
Bogotd D.C. Colombia



