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ADMINISTRATION D’UN MEDICAMENT DANS L’ORGANISME

SA+ excipients

|

Challenges de formulation @

« Amélioration de |a stabilité, solubilité
et/ou dissolution de la SA

Libération

» Formes a libération

. . modifiée
S Dissolution - Modification du profil de libération ) N
l o X * Encapsulation moléculaire
« Amélioration de I'absorption de la SA . . n
Sang i o ) . * Encapsulation particulaire
Absorption * Améliorer 'observance et adhésion 0 AT
l (micro- et nanomédicaments)
RAPPELS Tissus :
Cellules Challenges de formulation -@-
Compartiments | Distribution « Améliorer la stabilité de la SA jusqu’a =
subcellulaires * Nanomédicaments
sa cible -
- * Administrer SA hydrophobes en IV SA + Vecteur @ (nm)
Métabolisation - . . : )
— « Diriger SA vers la cible thérapeutique ~70 fois < globules rouges
Re. (modifier sa distribution pour T efficacité, (IV possible)
Beillr;s 1 effets 2nd, 1 Iindex thérapeutique)
- Prolonger I'effet thérapeutique Vectorisation
unlver5|té. FACULTE DE unlver5|té. FACULTE DE
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UNE DIVERSITE DE NANOMEDICAMENTS

PRINCIPALES APPLICATIONS DES NANOMEDICAMENTS

Nanocristaux Liposomes
Nanosphéres
Nanogels - -
(polyn?ére - S:\ . Phoslphollpldes
hydrophile) en bicouche(s)

- stabilisant
Particules
inorganiques

Nanocapsules
a coeur
« Polyéthylene glycol

Nanocapsules

a coeur aqueux « Ligand de ciblage

S
4 \ Prodrogues

‘j lipidiques

Nanoémulsions

# matériaux

# organisations supramoléculaires
(cf cours correspondants)

.
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Maladies chroniques, orphelines, diagnostic
Petites molécules, molécules biologiques

« Formulation
O/ « Fabrication
« Cot

1
'—
Action générale +++, action locale ! * Reéglementaire
ie i -vei 44 I 90% non toxiques en Phase |
Voie I_mra VAR 3 80% échouent en Phases Il et Il
i Liposomes +++ ! = manque d'efficacité en
....................................... = cancérologie
Cancérologie +++ Inflammation

Infectiologie Ophtalmologie
(cours A. Bochot)
Vaccins et nanomédicaments
Douleur

a base d’ARN messager
(cours F. Fay)

Nutrition parentérale universite | FAcuLTE pe

Joyce et al. Nature nanotechnlogy, 2024 PARIS-SACLAY | PHARMACIE
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APPLICATIONS & FORMULATION
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QU’EST-CE QU’UN LIPOSOME ?

T LAV 545 5
e I gV

.
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QU’EST-CE QU’UN LIPOSOME ? QU’EST-CE QU’UN LIPOSOME ?

Liposomes = vésicules

Hydrophobic or
amphiphilic drug

1 upiic BiLaver

© AQUEOUS CORE

-~ -« HYDROPHILIC
COMPOUND
T § s HYDROPHOBIC
V/f// S COMPOUND
ey

* Sphérique

* @ ~40nm a quelques um

« 1 phase aqueuse

* Des molécules amphiphiles
* 1 ou plusieurs bicouches

Type de liposomes
(avant calibration) PARIS-SACLAY = PHARMACIE 9
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PREMIERES APPLICATIONS : COSMETIQUE MYOCET®: FICHE D’IDENTITE
Exemples de produits cosmétiques commercialisés a base de Liposomes Myocet' | (g
(liposomal doxorubicin)
[ omduprodu [Commerntpo | wien ] N SA: DOXORUBICINE HCI (agent intercalant) e i
Copture Totale Dior Anti-rides et anti-tiches. \ Pt f:
e o —— .
Dermosome Microfiuidics Hydratant . : . . 2 : ; X e N
TR T il o Ind|c_at|ons : Cancen: du sein meta_stathug, avec un risque NN oottt m? P -
Decorte Moisture Liposome Eye Cream Decorte Hydratant, brillance du contour des yeux CAPTURE w0 ca!'d|_aque augmente, cancenoyaneniapres I'échec d une S el e
Natural Progesterane Liposomal Skin Cream | NOW Solutians Bien-btre général 1986 . ' chimiothérapie de premiére intention a base de platine, en \/ T
€Vt Liposomal Serum Sesderma Hidracies Somse s syiiae i collagina ass'ociation avec le bortézomib pour le traitement du i
Advanced Night Repair Protective Recovery Complex. | Estée Lauder Réparation cutande myelome mU|t|p|e-
Filiderma Lips Lip Volumizer Sesderma Augmentation volume lablal, hydratant, ant-rides
Lumessence Eye Cream Aubrey Organics Anti-rides, raffermissant g - ~150 nm
Russell Orgonics Liposome Concentrate Russell Organics Hydratant, raffermissant .
Clinicions Complex Liposome Foce ond Neck Lotion | Clinicians Complex Prévention du photo-vieillissement
Kerstin Florian Rehydroting Liposome Day Créme | Kerstin Florian Hydratant Structure multilamellaire
Liposomal Ferulat Liposceutical Prévention et traitement du vieillissement
Gamme Aqua Energie SOBIO étic Dynamisant, détofiant e - . . 3 - -
P B T sutsavcom Composition (ratio molaire) : PC d’ceuf / Cholestérol ~1:1
Rovisome ACE Plus Rowi Casmetics Int Anti-3ge, anti-rides LAFPEAU RICKE LR AL &
Lipobefle Soyagiycone Mibelle Biochemistry | Anti-orydant Ratio SA/ lipides (en poids) : 0.27 A Y 2t
ey ey e
o S - a e o o e
... Premiéres applications pharmaceutiques dans les années 1990 T -
université | FACULTE bE UNIVersité = FACULTE DE
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STRUCTURE DES PHOSPHOLIPIDES

A Téte
Chaines aliphatiques

glycérophospholipidique

[Glycérophospholipides naturels, synthétiques,
saturés ou insaturés ‘ I, 0

/\/\/\/\/\/\/\)\ I
o /Yoff‘o\/\ N(

DPPC
\/\/\/\/\/\/\/\r(O H B |
HycophilcHesd o choline
) o ﬁ
\/\/\W/\/\)\ AN NP
07 X 07T M pope
O H ©
el /\/\/\/E/\/\/WK I~
S| |5 9
S| B Q
£ \H)}U CHOH
2|2 s ; 7N\
=N NAS chon T ch,
Glycérophospholipides sérine
glycérol
OH
ydoonebic s H(ZI%\ oH
OH
inositol
= Chaines aliphatiques Téte sphingolipidique
< B hai h éte sphingolipid
< [ I 1
O¢ H, oM ﬁ
P T g Vel VS i e
— ; Ty Sphingomyéline

Sphingolipides

.
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PHOSPHOLIPIDES : RISQUE D’OXYDATION ET IMPORTANCE DE LEUR PURETE

Attention avec les PL insaturés
< Risque d’oxydation +++

Pureté > 99%

o
(a) (b) S W -
NAAA /\N[AA M/lW\ Ea/\/n/ﬁo\o\)f\/o\[(\/\/\/\/\/\/\/
° o
ANAANN ANNAANN
NAAA = \AAA H{ ],L ©Avanti Polar Lipids
l R aaaa AN
s %, | |
{ o
/\N\N\ /\/\/\(\/\
o spoto 30
l o >N 5 W\MMA/
® o

PHYSICO-CHIMIE DES PHOSPHOLIPIDES

T°C de transition

1201 1 ak e
; Homogéne \ Excés d'eau...liposomes [l ][]/}
L . A
T god LN
N L.+ 1L, o Y
g «F Phase lamelare flide  yunuriy Flux de chaleur (u.a.)
T 60 FLUDE mugmg o, O -410" -810
g PR
£ i sy
2 404 Py | Phase lamellaire ondulée Pl ) »
: T N T°C de pré-transition
20 L ,3 ALY
B i [cl e ———
i Phase gel trés ordonnée m'
A 30+
T T T T r
0 10 20 30 40 50 % hydratation
Figure 2-3
20L Toc

Diagramme de phase de la DPPC.
L : phase lamellaire, P : phase ondulée, H : phase hexagonale, Q : phase cubique.

.
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Vo g\/\ &=
v Pl Liits
Attention a la presence de lysophospholipides
M Perméabilité des liposomes
.
universite = FACULTEDE
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Selection of non-PEG 1,2-diacyl- ‘and main
Name Abbreviation | Charge | Transition
(atpH7.4) | Temperature
T.°C
Soy L-a-phosphatidylcholine SPC 0 A5to-1°C
Egg Yolk L-a-phosphatidylcholine EPC 0 510 7°C
1.2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphochaline DOPC 0 22°C
1.2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine DMPC 0 23°C 9° C de transition de phase
1 2-dipaimitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine DPPC 0 41°C L . ..
T avec le degré de saturation des lipides
1.2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine DSPC 0 58°C
T2 dlecyrargheere S phosphoshardarine borE N T avec la longueur des chaines
G ly -3 i DMPE 0 50°C
imitoyn giycero 3 ; BPPE g & Important a prendre en compte pour
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-(1-rac-glycerol) (sodi-| DOPG Bl 18°C la formulation et la fabrication
um salty A
des liposomes
1.2-dimyristoy ly -3-phospho-(1- lys ) DMPG -1 23°C
(sodium salt)
1.2-dipaimitoyl-sn-glycero-3-phospho-(T-rac-glycerol) DPPG K] 41°C
(sodium salt)
1 2-distearoyl-sn-gh 3-phospho-(1-rac-glycerol DSPG El 55°C
(sodium salt)
1.2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine (sodium salt) | DOPS. K] ETEe
12-dioleoyl-3-trimethylammenium-propane (chloride salt) | DOTAP H <5°C .
université | FACULTE DE
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TEMPERATURE DE TRANSITION — MELANGES NATURELS MYOCET®: ROLE DU CHOLESTEROL
Soy PC - Avanti Number 840054 Hydro Soy PC - Avanti Number 840058

100, 150,

ar T N

0. i oo polar head group

18:0 J— 7 170- P

81 1 i

8 —m o0

20 200

i 201

@2 202

@3 w3

@1 w01

bt T°C transition: -15 & -7°C 4 T°C transition: 52-53°C rigid steroid

it Hydrogénation| ring structure
i< Average MW 775,037 koo, Average MW 783.774

Egg PC - Avanti Number 840051 ) Effet du cholestérol dans les membranes :

rofoa g = and HnhasS4006a: - Adoucit la transition de phase (inhibée a ~30-50 mol%)

e 1a0dos TS o

= s s - ngldlfle I’état fluide fuiclie |

I m 15— aic i nonpolar

00— 2 o iae crlemerol hydrocarbon tail

18-2- 171 182 wund

183 83 o with

200 20:0-J— 5 &2 cholesterol

A & i3

Z05]0s i £<

i:; i » A 204m22

o T°C transition: -15 a4 -7°C Ze v

226404 - lic-like T,

240 21 solid .

Unknown 107 Average MW 779.762 " K .

U] 15 Average MW 770.123 xy—prmacie_17 temperature —> HIIVSISIES | Pamuace 18

ROLE DU CHOLESTEROL MYOCET®: PHARMACOCINETIQUE

100 = ebe—

DPPC/Chol *

80
(a) Perméabilité des liposomes

dans le plasma (liposomes —®— Encapsulated doxorubicin g
PR . . w 2
60 marqués a la 5,6-CF et incubés —@— Total daxorubicin <
dans le plasma de souris) RS §
40 | DPPC 1 8 Myocet®
o 85% de doxorubicine g
100 5 (b) sous forme § NTi
encapsulée “ 3 < doxorubicine libre
DPPC/Chol § A index thérapeutique
50 0.01

(b) Perméabilité des liposomes
in vivo (liposomes-5,6-CF injectés
chez la souris)

0.001
0.001 a - . - = 0.0006
0 24 48 72 26 120
20 _} Time post-start infusion (hours)
DPPC CHOL v la perméabilité
o Dép6ot des liposomes dans le systéme réticulo-endothélial puis relargage
G o ow o ow de la SA dans la circulation sanguine.

. .
& | FACULTE DE & | FACULTE DE
HIYSISIS | mramcr 19 Cancer Chemother Pharmacol (2004) 54: 514-524 SIVSIES | Paannace 20




®-
MYOCET®: PHARMACOCINETIQUE MYOCET™: PHARMACOCINETIQUE
1000 600 .
. . Endothélium a structure continue @7 celules endothéliales
100 l\‘ \H'. 17 % Myocet® / doxorubicine libre Ex: vaisseaux normaux communs
-~ o
S i -a Myocet T ) ) membrane basale
310 . o Doxomabicin §'0 & { Clairance 5-9 fois
=] b . =3 n n a .
- 1 ‘\\\ . E \I/ Volume de distribution 10-25 fois Endothélium a structure fenestrée [ 50 nm
= L . “re =M Sl
N ~ g T T,, (16 a 50h) Ex: rein
o YR =
% - \n 40.1 g Seminars in Cancer Biology 69 (2021) 190-199
001 D e L & o
Joo1 Endothélium a structure discontinue
0.001 . . . . - i b P
0 4 8 12 16 20 24 (sinusoide) % cellule de Kupffer
Time post-dose (h) B i, tole 100-500 nm ®
Fig. 3 Mean concentrations of doxorubicin HCI in the plasma of ’ (= =) ! | =] (=]
dogs after a single intravenous, slow bolus injection of 1.5mg/kg of ® ®
Myocet or conventional doxorubicin. Solid triangles are Myocet and
open circles are conventional doxorubicin. [ O I O I O I O I O ] hépatocytes
The Breast 2001, supplement 2, 1-7 université | FacuTeoe Voir Cours Mariana Vama UNIVEISILS | FAcuwrtoe 5
MYOCET®: PHARMACOCINETIQUE DOXIL/CAELYX®: FICHE D’IDENTITE
. liposome Initial binding Displacement by higher-k, proteins Stabilized protein corona
Aprés administration IV de vecteurs : a R be LS ﬁ SA: DOXORUBICINE HCI
- Adsorption de protéines sanguines o i “, . Indication : traitement du sarcome de Kaposi associé au
e 1 SIDA, cancer ovarien n'ayant pas répondu au traitement par le
Opsonines : fibronectine, complément, H S5s cisplatine, cancer du sein.
immunoglobulines, ... so o U “ o
Autres protéines : albumine, lipoprotéines,... o 5" ° e @ :~100 nm
& High diffusion rate. Low affinity
L tn o oy Structure unilamellaire
@ Lowifuson e High afinty
- Reconnaissance par le systéme réticulo-endothélial et phagocytose Importance Composition: phosphatidylcholine de soja hydrogénée,
de la couronne cholestérol, mPEG*-2000 carbamoyl DSPE sodique.
- Disparition du compartiment sanguin et concentration importante dans le foie protéique * Méthoxypolyéthyléneglycol
et la rate «corona » +++
Modification de la surface des particules par des polyméres hydrophiles (ex: PEG)
= vecteurs furtifs (2"de génération)
MRNSIES | M 28 24




DOXIL/CAELYX®: STRUCTURE

Illustration of a Doxil® liposome. A single lipid bilayer b of

Space-filling model of PEG chain extending from a segment of the liposome
surface. Note that only the outer monolayer of the liposome bilayer membrane is

hydrogenated soy phosphatidyl choline (HSPC) and cholesterol separates an
internal aqueous compartment from the external medium. Doxorubicin is
encapsulated in the internal compartment. Polymer groups (linear 2000 dalton
segments of polyethylene glycol) are grafted to the liposome surface (although
not shown, the polymer also extends from the inner monolayer of the membrane).

Internal Aqueous
Compartment Contains
Doxorubicin

Liposome Surface

/ Coated with PEG

Polymer Layer

Lipid Bilayer Membrane
Composed of
HSPC:Cholesterol

Voir Cours Mariana Varna

here. At the surface density of mPEG-2000 lipopolymer used in
Doxil®, the hydrophilic layer provided by this STEALTH® coating extends
approximately 5 nm from the lipid bilayer interface.

Outer Lipid Monolayer

PEG Extends ~ 5 nm from Lipid Bilayer
Interface

fav’

.
université = FACULTE DE 25
PARIS-SACLAY PHARMACIE

PEGYLATION : LONGUEUR ET DENSITE

Association pendant

la formation ou en post-insertion

Mobilité importante des chaines

Longueur optimale pour répulsion des protéines : PEGyggg 3 5000
Densité optimale : généralement 3-6 mole%

« Trop faible : espaces pour I'adsorption des protéines

« Trop élevée : | la mobilité des chaines

Voir Cours Mariana Varna

Mushroom regime

université
PARIS-SACLAY

Brush regime

FACULTE DE
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DOXIL/CAELYX®: EFFET PEG

100
L
PEGylated liposomes
[ Y
2 10—
S Conventional
B liposomes
©
2
)
Free label
ST | T |
0 5 10 15 20 25
Time (h) universite | FacuLTe o
PARIS-SACLAY PHARMACIE 27

DOXIL/CAELYX®: PHARMACOCINETIQUE

Serial gamma scintigrams of KS patient given **In-DIPA STEALTH liposomes. "
The AIDS-KS patien pictured in the left panel recevac 3 sinle IV njection of
liposomes containing *In-DPTA. Serial scintigrams were obtained for up to 96
hours after injection. Note the untake pattern of the raciolabeled iposomes in
the large K lesions on the patien’ left calf and thigh Litle uptake is seen at 4
ost of the label is presen( i the blood pool. Pk lesion uptake is seen
St 26 and 4t o A significant amount o the adio
Tematne Tl ton af B8 Daic, Impostsnt, S sl g fepnts T
location of intact liposomes (any of the Prhotabel eleased figm posomcs 5
cleared by the kidneys within a few minutes).

Plasma Levels of Doxorubicin™

100.00

10.00
DOXIL*

—
i

i
Total
A Liposomal encapsulated -

g DOX-equivalents per mL

Free doxorubicin

T T T T T 1
48 72 96 120 144 168

Hours After Injection

pdapted from Gabizon et al. 1994

université
PARIS-SACLAY

FACULTE DE
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DOXIL/CAELYX®: BIODISTRIBUTION

CHIFFRES CLES D’UNE SUSPENSION LIPOSOMALE

Tabte 2. ocalzaion of Dasarubicn n ATDS-KS Lesans® Incidence of heart lesions in dogs treated with PL-DOX or
nonliposomal doxorubicin
Site PL-DOX* PL-DOX PLDOX DOX*
i . OB mgly 07 mgty 10 mgkg 10 myls
) % . 1 Week Post
Right Ventricke w8 s o8 0
10 mg/m’ 2061042 0.18+0.07 14 Laft Ventricle o8 s o8 8
Papillary Muscle [ o8 o8 8
: Septum o8 o8 o8 “»
20 mg/m 161+0.80 0314016 52 s o8 as o8 s
Total Affected o8 s o8 L)
40 mg/m? 771+272 0.82£0.18 94 Cardiotexicity Score, 0 0 0 3
Modian (Range) (1-8)
5 Woeks Post
Right Ventricle 2] 4 L2) V4
Left Ventricle 7] [ 2] o4 ¥4
prrg;:'"‘*::“l Pagullary Muscle ' [ 2 2] ETY
dononbicn dvided byt dovoru 5 Septum o 04 04 u
Apex 2] w4 o4 e
. Py Total Affected we w4 w4 Vi
Accumulation dans les lésions Candiotaxicity Seore, 0 [ [
Vs. Median (Range) 31
Py - * Pogylated liposomal doxorubecn
Toxicité cardiaque * Nenlipoomal doxorubicin
JPET 280:1128-1133, 1909 ¥
[ — universite | eacuiroe o
X Tols PARIS-SACLAY PHARMACIE

Doxil® 1000 g
2,310 liposomes /mL %

200
100 |

= =19
I3
o

J
33mM lipid / B
/

@

k]

<

s
Te @ B -
2% 2. s / -
EEEE ¢ 1
So 5§ / 0mMlipid_—* _|
wda aa < ] . - e
2 \ z %
ot E e =
8,22 3 5 - e N
4838 \o‘ |{3/?(a1|1=1i
2 E 5. 02 - : c
35838 i o] 100 200 300 400 500
22585 g1p i
S 9323 E ? outer vesicle diameter (nm}
st Bt osE | :
22668 r ] : z .
5§ 002 - — Inserm, Vel. 107, gie des lip Liposome hodol
LI JR T Yo I T T Y I B

0 100 200 300 400 500

.
outer vesicle diameter (nm) université = FACULTE DE
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DAUNOXOME®:

SA : DAUNORUBICINE
Indication : traitement d
@ :~45nm

Structure unilamellaire

Composition : DSPC/cholestérol 2:1

Advanced Drug Delivery Reviews 19 (199) 425444

u sarcome de Kaposi associé au VIH

S —
40 mgxm=2

95% de la fluorescence dans le plasma
= liposomal-daunoxorubicin

CLiot (mUheg)

€
x
i-J
= 1000
§
|4
§ 100
38 10 ‘i

1

0 20 40 60 80
Hours

Cancer Chemother Pharmacol (2001) 47: 15-21

K
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exemple

marqueur

tumoral = e
ngzzg’: Spécificité
Lo =P Densité

Stabilité ...

Voir Cours Mariana Varna

K
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Petites Molécules




AUTRES EXCIPIENTS DANS LA FORMULATION DES LIPOSOMES

Outside solution
hypertonic to inside

« Tampons

Citrate, Phosphate, ... Lipid
bilayer

« Isotonisants

NaCl, Glucose 5%, ...

 Cryoprotecteurs
Tréhalose, sucrose...

+ Anti-oxydants
a-tocophérol, BHA*, BHT**
“butylhydroxyanisol, **butylhydroxytoluéne

Net flow of water out of cell;
cell shrinks

Outside sclution
hypotonic to inside

Net flow of water into cell;
cell swells or even bursts

.
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STABILITE DES LIPOSOMES DEPEND

+ Composition qualitative et quantitative
» Structure : MLV > LUV > SUV
» Charge de surface (potentiel zéta)
» Conditions de conservation
- Lumiére
- Oxygéne
- Température
» Stabilisants
- Cholestérol = 30 mol%
- Alpha-tocophérol, BHT, BHA....
* Lyophilisation
- Tréhalose, sucrose comme cryoprotectant

K
université | FACULTE DE 2
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Exemples d’applications des liposomes

ETAT DU MARCHE : BILAN

Visudyne
Vertéporfine
Solubilisation
DMLA

Ambisome
Amphotéricine B
Solubilisation,
distribution
Réduction de la
toxicité rénale

Vyséo Anti-fongique,
phospholipides anti-parasitaire
CEil sec

DaunoXome
Caelyx, Myocet ELA-Max Daunorubicine
Doxorubicine Lidocaine Distribution
Distribution Forme topique Sarcome de Kaposi
Réduction Anesthésique associé HIV
toxicité cardiaque
Anticancéreux

Froduct | Active ndication vear Upidsin Uposome 5D .
name ingredient formulation” type Substances actives
Arnbisome  Amphorericn _ Fungal infectons 1990 HSPCDSPG, Comvertional < 100 nm
chol R
2:08:1M i -
Masses molaires : 243 a 1278 g/mol
Caelyx myeloma ovarian neoplasms; DSPE-PEG . p
Yapostesarcoms 56395 M LogP:-3.2a+5.5
DaunoXome Daunorubicin  Cancer advanced HiV-associated 1996 DSPC: chol  Conventional 40-80 nm
Kaposts sreuma 21m
DepoCyt Cytarabine Neoplastic meningitis 1999° DOPC:DPPG  Conventional 20 pym . H : H
@ : majoritairement ~ 100 nm
Epual  Inactivated  HepatitsA 1999 DOPCDOPE  Comventional 150 nm
I o
e 7525 M PL : majoritairement a haute 6 °C de
Myocet Doxorubicin  Breast neoplasms 2000 :':4%"3" Conventional 80-90 nm trans|t|0n de phase
Visudyne  Verteporfin  Sub fovealchoroical 2000 EPGOMPC  Conventional 18-104 nm
Depodur  Morphine  Pain relef 2004 DOPCOPPG  Conventional  17-23 ym Génériques pour Li de icine et éricine B
icine
Margbo  Vincristine  Philadelpha chromosome-negative 2009 SPiichol  Conventional 100 nm
acute lymphoblastic leukemia 64 M Drug Original Generic version  Manufacturer
Mepat  Mifamuride  Osteosarcoma 2009 DOTCDOrS  Conventonat 15 oot
Exparel  Bupivacaine  Anesthetic 201 DEFCOTG:  Comcntional 2431 pro— Y TR ————————
ticapryiin hydrochloride Ltd
Lipodox Doxorubicin  Breast neoplasms 2013 HSPC:ch Stealth 100 nm DOXOrubicin®  Dr. Reddy's
DSPE-PEG. Doxulip® United Biotech
2683 M i-dox® Getwell
Onide  Iinotecan  MetasiaticPancreaticCancer 2015 DSPCchol:  Sealth  110nm
SHARE DSPE-PEG Lipodox® Sun Pharma
3:2:0.015 Lippod™ Celon Labs
Mosquirix RS, Vaccinaton to help againsc malaria 2015 DOFC:chol  Conventional 50-100 nm Natdox-LP®  Natco Pharma Lid
“”“‘:ﬁj*’“" ;f,f;“j"";"‘“ wrasite Fesmodim Pegadria 50®  Intas pharmaceutical Ltd.
Dokorubiin Doxorubicin  Breast neoplasms 2007 WSPCehol:  Swalh 100 Rubilong™  Zuventus Healiheare Lid.
DSPE-PEG SinaDoxosome®  Exir Nano Sina Co
Nocts  Bupivacaine  Ancsthetic 2017 DEPCDRPG:  Conventional 25-31 jm Amphoteridis. AmBioRED. Abhopes Abott
f"jf;wh" Ambilip® United Biotech
Vyxeos Daunorubicin  Acute myeloid leukemia 2017 DSPC:DSPG:  Conventional 107 nm Amflight™ Celon Labs
Cytarabine chol Amphonex® Bharat serums and
721
Shingrix Glycoprotein E  vaccine for prevention of herpes 2017 DOPC:chol  Conventional 50-100 nm s
haied vaciiue. rister Phosome 10® Cipla ULTE DE
Arikavce Amikacin Mycobacterium avium complex 2018 DPPC:chol Conventional 300 nm RMACIE 36




FABRICATION

.
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METHODES DE FABRICATION DES LIPOSOMES

* Trés nombreuses méthodes a I’échelle du laboratoire

» Méthodes utilisées a I’échelle industrielle

« Attributs qualité du produit

K
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METHODE D’HYDRATION DU FILM LIPIDIQUE 1961 : Echelle Labo
Conservation  Soufions organiques EVAPORATION DE SOLVANT

-20°C ini
Cholestérol (chloro(fifn{;prl:u,;:anol ..) MLV
! Alec Bangham
m Phospholipides
> pE
H Lipides *, -, DSPE-PEG... ] \
AN ¥

a-tocophérol

Milieu aqueux évaporation
lente sous 7
( hydratation
0 L du film MLV > um
0 N polydisperses
vortex
[ ]
. ~

Formation des liposomes

- . - . 'l
par énergie mécanique université | FACuLTE e
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METHODE D’HYDRATION DU FILM LIPIDIQUE 1961 : Echelle Labo
EVAPORATION DE SOLVANT

COHSET‘:gti°“ Solutions organiques
-20 de lipides
Cholestérol (chloroforme, méthanol...)

Phospholipides oxydation

des lipides —>
Lipides *, -, DSPE-PEG... l
a-tocophérol qualité des solvants
évaporation
lente sous vide
oxydation
des lipides
éliminer les traces A l
de solvants

casser le vide
sous azote ou argon

Afinesse du film

—> MLV
oxydation I 1L
des lipides i
inertage

azote ou argon

K
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Solutions organiques
de lipides +

SA hydrophobe
Phospholipides

Lipides *, -, DSPE-PEG...

a-tocophérol

Cholestérol

Milieu aqueux

évaporation
+ SA hydrophile lente sous vide
encapsulation

hydratatlon

dite passtve
0
0 vortex
[ ]
o g

METHODE D’HYDRATION DU FILM LIPIDIQUE 1961 : Echelle Labo

- MLV
.... —’

L

EVAPORATION DE SOLVANT

MLV > um

o

Rendement
d’encapsulation > 90%

Rendement
d’encapsulation 10-30 %

K
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Cholésterol

Solutions organiques
de lipides
— solvant miscible
aleau
éthanol +++

=iy

Phospholipides

Lipides *,-, DSPE-PEG...
a-tocophérol

SA hydrophobe

METHODE DE DISPERSION DE SOLVANT : Echelle labo et industrielle

INJECTION DE SOLVANT

MLV > pm

oxydation
MLV > um iy
SA hydrophobe des Il:p/des
’l inertage
L azote ou argon
avant fermeture flacon
Milieu aqueux &limination Milieu aqueux élimination
+ SA hydrophile du solvant Rendement * SA hydrophile du solvant Rendement
_— d’encapsulation élevée e"?aPSU/a?’O” d’encapsulation élevée
Rendement iz P2 Rendement
— d’encapsulation ~ 20 % -_— d’encapsulation ~ 20 %
agitation agitation
magnétique snversite paeurene g magnétique URVSISIEE | Facurese

METHODE PAR EVAPORATION EN PHASE INVERSE (REV) : Echelle Labo
Lipides dans solvant Rapport phase aqueuse/ Positionnement des PL Luv
organique type éther phase organique = 1/3 a linterface

éthylique
x z v i Ether B3 >“‘¥ ./, ;
%¥{ ommag 7:.55
- posessssiossd AL
04
x Ether x l.B..LL
v § 6 o s il .0
Evaporation : formation de micelles inverses puis liposomes
l:lltras?ns R
cat e Wiy E, Shgpeee Do | Luv-so0nm
T gé —;Ii\/".‘z .éi. ﬁé Calibration
:g% h ﬁ%&\\\\;’ 100 nm
Buffer E A\ ‘ _ .
unlverslgé FACULTE DE 42

Solutions organiques .

. o oxydation
Cholésterol de lipides .

P des lipides
— solvant miscible
r__] al’eau l
éthanol +++
Phospholipides

Lipides *, -,

DSPE-PEG...
a-tocophérol

METHODE DE DISPERSION DE SOLVANT : Echelle labo et industrielle

INJECTION DE SOLVANT

qualité des solvants

A

—

AA



CALIBRATION DE LA TAILLE DES LIPOSOMES : ETAPE CRITIQUE

Apreés fabrication
MLV ~ um et polydispersité

Généralement g ciblé : < 100 nm = devenir in vivo, efficacité

'4 | \

SONICATION EXTRUSION HOMOGENEISATION
échelle labo uniquement échelle labo et industrielle échelle labo et industrielle
« Rapide
o APTAC

« Relargage possible de
particules métalliques

.
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CALIBRATION DE LA TAILLE DES LIPOSOMES : EXTRUDEUR

Lipex by Evonik

MAOF
- g 2450 2450 50
- b

MAOT (°C)" &0 80

Min. Bxtrusion volums 1l 20mL 100me

M. Extrmmion volums 10l T00mL 1000t

Waight (kg)

Material
- Body 316 Seamiens stees
+ O-Ring EPOM

Surtace finish Mechanically finshed

&84

.
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CALIBRATION DE LA TAILLE DES LIPOSOMES : EXTRUDEUR

Généralement @ ciblé, pdi < 0,1 - devenir in vivo, efficacité

@ des liposomes fonction
« Porosité membranes utilisées
* Nombre de passages
« Si lipides saturés T° >T°.nsition

thermostater I'extrudeur

mais
reproductible

dégradation
certaines SA

o\

Filtre en polycarbonate |

K
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CALIBRATION DE LA TAILLE DES LIPOSOMES : HOMOGENEISEUR
HAUTE PRESSION (cf cours particules lipidiques — V. Faivre)

Polydispersité > @ ciblé : 100 nm, pdi < 0,1 > devenir in vivo, efficacité

300 T
Extruder @ 500psi, 100nm pores

} gy . -
|
/T/Homogemzer @ 20kpsi
il | .
| Homogenizer @ 20kpsi, Extruder @
] 500psi, 100 nm pores

N
o
o

N
o
o

Effective Diameter (nm)
@
o

i
Homogenizer @ 20kpsi, Extruder @ |
500psi, 50nm pores

o
1<)
I

o

3 4 5 6

N

Number of Passes université | FacuLté e
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ENCAPSULATION DITE ACTIVE DES SA HYDROPHILES

Chargement SA hydrophiles (acides et bases faibles) avec des liposomes préformés
(exemples : daunorubicine, doxorubicine, bupivacaine, vincristine...)

Fabrication de liposomes Remplacement du milieu
non chargés extérieur par dialyse

SA neutre a pH 7,4

Ol
ZNES

pH acid

o

gradients de pH transmembranaire

K
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PURIFICATION DES LIPOSOMES

Apres fabrication, éliminer SA non encapsulée

Si SA libre > modification distribution, T effets secondaires, | efficacité
Calcul du rendement et du taux d’encapsulation

/ | \

CHROMATOGRAPHIE ULTRACENTRIFUGATION MEMBRANE
D’EXCLUSION
SUR GEL
\ J

\

Pour SA hydrophobles, faire une centrifugation préalable
a basse vitesse (élimine SA précipitée si besoin)

K
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PURIFICATION DES LIPOSOMES

Apres fabrication, éliminer SA non encapsulée

Si SA libre > modification distribution, T effets secondaires, | efficacité
Calcul du rendement et du taux d’encapsulation

K
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PURIFICATION DES LIPOSOMES

Apres fabrication, éliminer SA non encapsulée

Si SA libre > modification distribution, T effets secondaires, | efficacité
Calcul du rendement et du taux d’encapsulation

CHROMATOGRAPHIE D’EXCLUSION SUR GEL

- Efficace

Billes de polymere « Long

Q

2 * Forte dilution

g Liposomes

2 /\ SA

[

> /\

5

Vo v, v,

K
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PURIFICATION DES LIPOSOMES

Apres fabrication, éliminer SA non encapsulée

Si SA libre > modification distribution, T effets secondaires, | efficacité
Calcul du rendement et du taux d’encapsulation

ULTRACENTRIFUGATION
dosage phospholipides i
o f t . i
dosage SA . ﬁggféa e B
* durée * Long
~ 1500009 * Pas de dilution

* Peut altérer les liposomes

surnageant (SA libre) * Perte en lipides possible

—

culot (liposomes)

—
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PURIFICATION DES LIPOSOMES

Apreés fabrication, éliminer SA non encapsulée

Si SA libre > modification distribution, T effets secondaires, | efficacité
Calcul du rendement et du taux d’encapsulation

MEMBRANE : dialyse, ultrafiltration, Diafiltration +++

Demiwater/
buffer in

presun.

- < * Long
R;x‘i Puitfests » Choix de la membrane +++
tank , ten « Débit, pression
Feed 3 Membrane  —Permeate-®
S L (R (seuil de coupure, adsorption)

.
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DETERMINATION DE L'ENCAPSULATION DES SA

Apreés purification

Destruction des liposomes

Ajout d’un tensio-actif
(Triton X100 ou Tween 80)

1. Rendement d’encapsulation
SA encapsulée / SA initiale x 100

mg de SA / mg de lipides (x 100)
umoles SA / umoles de lipides (x 100)

1 1
1 1
1 1
1 1
1+ Taux d’encapsulation :
1

1 1
1 1
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ENCAPSULATION DES SA

DRUGS
|
HYDROPHILIC AMPHIPHILIC
* Low Entrapment = High Entrapment
* Bilayer Composition * Rapid Leakage
LIPOPHILIC Dependent Leakage BIPHASIC INSOLUBLE
* High Entrapment * Hydrelytic Degradation + Poor Entrapment
*Low Leakage
* Chemical Stability T\hﬂ
= Z%
< Agqueous Mileu
< =

.
[ université | FACULTE DE
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ENCAPSULATION DES SA

SA hydrophiles
* Morphologie et & des liposomes
» Concentration de lipides
T nombre de liposomes
T nombre de lamelles

SA lipophiles
» Concentration de lipides
* Localisation dans la membrane dépend de
- Coefficient de partage
- Interaction avec les lipides
- Compétition avec les lipides de la membrane

.
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Fabrication industrielle des liposomes

Les # étapes par injection d’éthanol

Components

I Pracess steps

Process steps

(Lipophilic drug)

(Hydrophilic drug)

Water for injection
Buffer salts

—_— [ Buffer preparation

|

Water for injection
Buffer salts

|
l

l

Drug solution

r ration
Drug preparatio
Ttrath
: " Filtration to Filtration to remove
Appropriate filter - remove
. particulates
particulates
Phospholipid
Cholesterol — | Lipid dissolution
Ethanol
Phospholipid
Cholesteral Lipid and drug l
Ethanol = dissolution
Drug
e Filtration to Filtration to remove
Appropriate filter — remove .
particulates
particulates
Mixing — [ Lipid hydration Lipid hydration
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Fabrication industrielle des liposomes

Les # étapes par injection d’éthanol

Process steps
(Hydrophilic drug)

] Process steps

CamponanEs I (Lipophilic drug)

Water for injection
Buffer salts — Buffer preparation l
Water for injection =
Buffer salts l Drug solution
Drug preparation
—
a . Filtration to Filtration to remove
Appropriate filter - remove
" particulates
particulates
Phospholipid
Cholesterol — | Lipid dissolution

Ethanol

| I

Phospholipid

Cholesterol Lipid and drug l
Ethanol dissolution
Drug

|

Filtration to remove
particulates

Filtration to
remove
particulates

Appropriate filter —

[ Mixing | — [ Lipid hydration Lipid hydration

.
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Fabrication industrielle des liposomes

Les # étapes par injection d’éthanol

|

I Process steps

I Process steps

(Lipophilic drug)

{Hydrop!

drug)

| [oocessconmo

Water for injection
Buffer salts

—_— [ Buffer preparation

l

Water for injection
Buffer salts
Drug

I
l
|

l

_' Buffer pH

Drug solution
preparation

Solution pH

I

Filtration to

Filtration to remove

i ‘ . iter i i
Appraopriate filter remove particulates Filter integrity test
particulates
Phospholipid
Cholesterol — | Lipid dissolution
Ethanol
Phospholipid
Cholesterol Lipid and drug l
Ethanol dissolution
Drug
Filtration to "
N - Filtration to remove "
Appropriate filter —_— remove Filter integrity test
particulates
particulates
[ Mixing | — [ Upid hydration | Lipid hydration ]
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Fabrication industrielle des liposomes

Components

|

Process steps
(Lipophilic drug)
T

Process steps
(Hydrophilic drug)
I

Polycarbonate

—+ | Extrusion of MLVs Extrusion of MLVs
membrane
2 : L
= PP Diafiltration
3 Dasiiferation (To remove ethanol
(7] Membrane — (To remove
and un-entrapped
7] ethanol)
(V] drug)
& I
©
.-
‘o Buffer solution Post extrusion Post diafiltration
H Y " - dilution dilution
(%]
(]
3 ] ]
Membrane — Sterile filtration Sterile filtration
[ Vials | —» Filling I Filling |
‘ Total steps ] — 9 [ 9

| université  FACULTE DE g

Components

l Process steps
(L

Process steps.

] | In-process controls

drug) (Hy vl drug)
7 Liposome particle
e Polycarbonate sim
E v — | Extrusion of MLVs Extrusion of MLVs - Zeta potential
membrane

[=] Total phosphorous
@ content
g 1
_0

. I
» S Diafiltration Diafiltration Fi tgr integrity test
[ (To remove ethanol Dispersion pH

Membrane —_— (To remove —_

e and un-entrapped Total phosphorous

(7] ethanol)
Q0 l drug) content
= Q
0«
=S -
i‘;,' o Buffer solution Post extrusion Post diafiltration B Ikﬂ;(:burdfor; ot

H v v - dilution dilution ~| e prod
_g @ quality (pH, assay)
€9 } }
.E - Filter integrity
,9 Membrane —_— Sterile filtration Sterile filtration - Bulk |v1rug product
..‘.“. Bioburden
o l Assay
=
% [ Vials | — Filling Filling | I visual inspection
('8

[ Totalsteps | — 9 9 ] 12-15

université  FACULTEDE gp

CONSERVATION DES LIPOSOMES

Attributs qualité critiques pouvant étre affectés pendant la conservation
d, Taux d’encapsulation (fuite), Stabilité chimique

Suspension aqueuse
~ 70 % liposomes commercialisés

Conservation a 2-8°C

|

Lyophilisation

~ 30 % liposomes commercialisés

a4

* Profil du produit
+ Contraintes de

production

» Marchés visés

Stabilité a T°C ambiante

MAIS souvent effet sur

N @ et polydispersité

V Taux de chargement si SA
hydrophiles

/N étapes et colt de fabrication

K
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FABRICATION INDUSTRIELLE DES LIPOSOMES

Etapes nombreuses

Procédé long, énergivore,

coliteux

ex : extrusion et diafiltration

___________________

Méthodes de stérilisation

(cas le plus fréquent)

1
:- Filtration quand @ cible << 0,2 um
1
1

° Fabrication aseptique si @ > 0,2 um

A

Equipements, petits matériels
* Aucune trace de tensio-actifs
* Nettoyage sans détergent

lipides

Lipides
* Qualité des solvants
* Inertage azote ou argon

» Chauffer pendant le procédé a 6°C >
0°C de transition de phase des

K
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ATTRIBUTS QUALITE DU PRODUIT
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ATTRIBUTS QUALITE DU PRODUIT

Attributs qualité du produit

Rationnel

» Apparence

* Impactée par &, SA précipitée ...

« |dentification de la SA

« Sécurité du patient

« Identification du cholestérol (si présent)

« Prévient la fuite in vivo de la SA
» Performance de la formulation

« |dentification des phospholipides

» Composants de base des liposomes (non affecté par le
procédé)

* Turbidité

« Liée a la concentration de lipides et au @ des liposomes

» Dosage des phospholipides

« Impacte I'encapsulation

» Dosage de la SA

« Impacte I'effet thérapeutique

» Encapsulation de la SA

* SAlibre : pas la méme distribution, toxicité que SA
encapsulée

» Diametre moyen et distribution

« Impacte le temps de circulation, distribution de la SA,
sécurité du patient

» Charge de surface

« Stabilité physique, interaction avec milieu physiologique

« Libération in vitro

» Correspond aux profils attendus université | FacuLté e ds
A

ATTRIBUTS QUALITE DU PRODUIT

Attributs qualité du produit

Méthodes

» Apparence

* Visuelle

« |dentification de la SA

» Cf méthodes analytiques

« Identification du cholestérol (si présent)

» Cf méthodes analytiques

« |dentification des phospholipides

* CLHP, Chromatographie sur couche mince

* Turbidité

- UV

» Dosage des phospholipides

» Dosage du phosphore minéral, CLHP, dosage
enzymatique

» Dosage de la SA

» Cf méthodes analytiques

» Encapsulation de la SA

» Dosage SA et lipides (destruction des liposomes)

» Diametre moyen et distribution

« Diffusion quasi élastique de la lumiére

» Charge de surface

» Mobilité électrophorétique (Zetamétrie)

* Libération in vitro

« Ultracentrifugation, dialyse, ultrafiltration, ...
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ATTRIBUTS QUALITE DU PRODUIT suite

Attributs qualité produit

Rationnel

.pH

« Stabilité des lipides, SA

* Solvants résiduels

« Toxicité, stabilité des liposomes

* Volume extractible

* Impacte la dose administrée

* Osmolalité

« Impacte la tolérance et intégrité des liposomes

*» Pyrogénes, endotoxines

» Sécurité du patient

* Stérilité

» Sécurité du patient

.
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ATTRIBUTS QUALITE DU PRODUIT suite

BIBLIOGRAPHIE

Attributs qualité produit Méthodes
* pH * pH métrie
« Solvants résiduels * RMN, Chromatographie gazeuse
» Volume extractible * Pharmacopée
* Osmolalité * Osmometre

» Pyrogénes,

endotoxines * Pharmacopée

« Stérilité

» Pharmacopée
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» Crommelin et al., The role of liposomes in clinical nanomedicine development. What
now? Now what? Journal of Controlled Release 318 (2020) 256—263.

* Shah et al., Liposomes: Advancements and innovation in the manufacturing process.
Advanced Drug Delivery Review, 154-155, 2020, pages 102-122.

» Colombo et al., Transforming nanomedicine manufacturing toward Quality by Design
and microfluidics. Advanced Drug Delivery Review, 128, 2018, pages 115-131.

« Joyce et al., A translational framework to deliver nanomedicines to the clinic. Nature
nanotechnology. 2024. https://doi.org/10,1038/s41565-024-01754-7

Merci aux Pr Vincent Faivre et Elias Fattal
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FABRICATION DU CAELYX/DOXIL

DA Crommelin, et el Journal of

Lipids
Hydration Ethanol ——> Unsized liposome formation

Ammonium sulfate buffer /
Down-sizing Extrude sequentially through capillary pore filters of decreasing pore diameter
Buffer exchange Sucrose =» Flow dialysis =» Filtrate =>
Ethanol remova l
Drug loading Add doxorubicin HCl
Dilution Measure drug concentration/QS to label strength
Sterilization and fill Sterile filter through 0.22 mum filter ——> Aseptic fill

K
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