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IS

Polyaldehydeistd syntetisoituja varjoaineita

Keksintd koskee patenttivaatimuksista tunnettua
kohdetta eli uusia mikrohiukkasia, n&ditd sis&dltdvia far-
maseuttisia aineita, niiden k&yttdd ultraddnidiagnostii-
kassa sekd menetelmd&d ndiden mikrohiukkasten ja farmaseut-
tisten aineiden valmistamiseksi.

On tunnettua, ettd injektoimalla perifeerisesti
liuoksia, jotka sis&ltavidt hienoja kaasurakkuloita, voi-
daan saada aikaan kardiaalisia kaikukontrasteja (Roelandt
J., Ultrasound Med. Biol. 8 (1982) 471-492). N&m3a kaasu-
rakkulat saadaan fysiologisesti siedettdviksi liucksiksi
esimerkiksi ravistelemalla, k&ayttdmdlla perinpohjaista
sekoitusta tai lis8&m&l1l4 hiilidioksidia. Ne eivét kuiten-
kaan ole lukum8&rédn ja koon suhteen yhtendisid eik& niité
voida tuottaa riittdvan toistettavasti. Ne eivdt tavalli-
sesti ole mydsk&d&n stabiloituja, niin ettd niiden kestoiké
on véhainen. Niiden keskimdidrdiset halkaisijat ovat enim-
mékseen suurempia kuin erytrosyytit, niin ett&d niiden ei
ole mahdollista pd&std keuhkokapillaareihin, joten niiden
avulla ei ole mahdollista varjostaa sellaisia elimi& kuten
sydamen vasenta puolta, maksaa, munuaisia tai pernaa. Sitéa
paitsi ne eivat sovi kvantitatiivisiin m&&rityksiin, koska
niiden tuottama ultraiddnikaiku muodostuu useista, toisis-
taan erottumattomista prosesseista kuten rakkuloiden muo-
dostumisesta, yhteensulautumisesta ja hajoamisesta. Niinpa
ndiden ultrad&nivarjoaineiden avulla ei ole esimerkiksi
mahdollista saada selville varjostuksen kulun mittausta
k8yttden siirtoaikoja sydé&nlihaksessa.

EP O 131 540:ss& on kuvattu kaasurakkuloiden stabi-
lointia sokerin avulla. Sen avulla paranee tosin varjos-
tusilmién toistettavuus ja homogeenisuus, mutta n&mé& rak-
kulat eivédt p&ase keuhkoihin.

EP O 122 624:ss8 ja 0 123 235:ssd on kuvattu, ettd

sokerien, sokerialkoholien ja suolojen kaasurakkuloita
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stabiloiva vaikutus paranee lis&ttaessa tensidej&. Nailla
ultrad&nivarjoaineilla on saavutettu keuhkokapillaareihin
pddsy ja mahdollisuus kuvata valtimon suonihaaraa ja eri-
laisia elimid kuten maksaa ja pernaa. Varjovaikutus on
td8ll6in kuitenkin rajoittunut suoniaukkoon, koska rakkulat
eivat p&dse kudossoluihin.

Mik&dn tdh&n asti tunnetuista ultrad&nivarjoaineis-
ta ei j&& pitemm&ksi ajaksi muuttumattomana kehoon. Elin-
ten Kuvaaminen, niin ettd signaali-intensiteetti on riit-
tdva selektiivisen rikastumisen vaikutuksesta i.v. -annon
jédlkeen, tai kvantitatiivinen md&ritys ei ole sen vuoksi

mahdollista.

raaanlvarjoalneek81 . kuvataan DE- hakemusgulkalsussa
3 803 972. T&ssd yhteydessd kéytetty seindmémateriaali
koostuu bioclogisesti hajoavasta synteettisesta

materiaalista kuten ennen kaikkea syanakrylaatista ja po-
lylaktidista.

N&m& mikrohiukkaset ovat kuitenkin - erityisesti
suurehkossa mittakaavassa sekd niiden tyOstettédvyyden suh-
teen - vaikeasti valmistettavissa. Ennen kaikkea hiukkas-
ten laaja kokojakauma on haittana.

Sen vuoksi oli olemassa tarve saada aikaan ultrada-
nivarjoaineita, joilla el ole n&itd haittoja. T&m& tehtéva
ratkaistaan t&man keksinntn avulla eli valmistamalla kek-
sinndn mukaisia mikrohiukkasia.

Namd mikrohiukkaset, jotka koostuvat blologlsesf}
hajoavista polymeerelsta ovat tunnettuja siit&, ettd ne
éYntet1301daan polymer01tuv1sta a&@ehydelsta jotka sisdl-
tdvdt haluttaessa kopolymer01tum;£kykyléla lisgaineita
ja/tai ristiliitt&dji&, mahdollisesti tensideista fai ten-
sidiseoksista, kaasuista ja/tai helposti haihtuvista nes-
teistd vapaana tai sidottuna, kytkentdaineista, mahdolli-
sesti ndiden kyktkent8aineiden v&litykselld liittyneista
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bio- tai makromolekyyleistd sek& mahdollisesti diagnosti-
sesti tai terapeuttisesti vaikuttavista aineosista.

Mikrohiukkasten rakentumiseen péd&dasiassa osallistu-
vat polymeroidut aldehydit valikoidaan seuraavista poly-
meroituvista aldehydeista:

I. a,B-tyydyttymattémat aldehydit kuten esimerkiksi
akroleiini, krotonialdehydi, propionialdehydi

II. a-substituoidut akroleiinijohdannaiset kuten
esimerkiksi a-metyyliakroleiini, a-klooriakroleiini, a-
fenyyliakroleiini, a-etyyliakroleiini, a-isopropyyliakro-
leiini, a-n-butyyliakroleiini, a-n-propyyliakroleiini

I1I. dialdehydit kuten esimerkiksi glutaarialdehy-
di, sukkinaldehydi tai niiden johdannaiset tai niiden se-
okset kopolymeroitumiskykyisten lisdaineiden kanssa kuten
esimerkiksi a-substituoidut akroleiinit, R-substituoidut
akroleiinit, etyylisyaaniakrylaatit, metyylisyaaniakrylaa-
tit, butyylisyaaniakrylaait, heksyylisyaaniakrylaaiti, me-
tyylimetakrylaatit, vinyylialkoholit, akryylihapot, metak-
ryylihapot, akryylihappokloridit, metakryylihappokloridit,
aKryylinitriili, metakryylinitriilit, akryyliamidit, subs-
tituoidut akryyliamidit, hydroksimetyylimetakrylaatit,
mesityylioksidi, dimetyyliaminoetyylimetakrylaatti-2-vi-
nyylipyridiinit, N-vinyyli-2-pyrrolidinoni

Edullisia ovat t&ll6in akroleiini ja glutaarialde-
hydi.

Mahdollisesti mikrohiukkasten rakentumiseen osal-
listuvat tensidit valikoidaan ionisista tai ionittomista
pinta-aktiivisista aineista (tensidit) kuten esimerkiksi

polyetyleenioksidi, polyoksietyleenipolyoksipropy-
leenit kuten Pluronic® F 68, Pluronic® F 108, Pluronic@
F 127, polyetyleeniglykoli, Poloxamin 908, Polaxamer 407

karboksyylihapposuolat kuten esimerkiksi natriumo-
leaatti

polyoksietyleenirasvahappoesterit kuten esimerkik-

si: polyoksietyleenistearaatti
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natriumdioktyylisulfosukkinaatti, polyglutaarialde-

hydinatriumvetysulfiitti-liit&nnidinen,

riumvetysulfiitti-liité&nndinen,

Niité& voidaan kaytt&& yksin tai seoksinaan.

Ndistd8 edullisia ovat:
umsulfiitti-liit&nnadinen,

fiittiliit&nndinen, Pluronic® F 68, Pluronic® F 108 ja

Pluronic® F 127.
Jos mikrohiukkasten rakentumiseen k8ytetyilld poly-

polyakroleiininat-

polyvinyylisulfonihappo.

polyglutaarialdehydinatri-
polyakroleiininatriumvetysul-

mercituvilla aldehydeilld on pinta-aktiivisia ominaisuuk-

sia, voidaan valttyd tensidien kaytolta.

laisista aldehydeistd@ mainittakoon glutaarialdehydi.

Mikrohjukkasten vapaassa tai

Esimerkkind sel-

sidotussa muodossa

sisd8lté&miksi kaasuiksi tai helposti haihtuviksi nesteik-

si - edullisia ovat t&lldin nesteet, joiden kiehumispiste

on alle 60 °C - sopivat mm.:

ammoniakki, ilma, jalokaasut tai jalokaasuyhdisteet

Moo 1

(helium, neon,

argon,

ksenon, krypton), rikkihalogenidit

kuten esimerkiksi rikkiheksafluoridi, typpi, hiilen

dit, happi, vety,
hiilivedyt tai niiden seokset kuten esimerkiksi:

oksi-

metaani, etaani, propaani, butaani, pentaani, neopentaani,

isopentaani, syklopentaani, eteeni, propeeni, asetyleeni,

3,3-dimetyyli-l-butyyni, 2,3-pentadieeni, 2-metyyli-

2-bu-

teeni, 2-metyyli-1,3-butadieeni, 2-butyyni, 2-metyyli-1-

buteeni, 3-metyyli-l-buteeni,
halogenoidut hiilivedyt tai seokset, kuten esimer-
kiksi: dikloorimetaani, 1,1-dikloorieteeni, isopropyyli-

kloridi, dibromidifluorimetaani, bromimetaani,

eetterit kuten esimerkiksi: dimetyylieetteri,

tyylieetteri tai fluoratut eetterit,

die-~

tai yhdisteet kuten esimerkiksi: dimetyyliaminoase-

toni, propyleenioksidi, N-etyylimetyyliamiini, N-etyylidi-

metyyliamiini,

furaani.
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Edullisia ovat t&116in: ilma, argon, ksenon, rikki-
heksafluoridi, propaani, butaani ja furaani.

Mikrohiukkasten rakentumiseen osallistuviksi kyt-
kentdreagensseiksi sopivat ennen kaikkea:

I. aminoryhmid sis&8lt&v&t yhdisteet kuten esimer-
kiksi hydroksyyliamiini, butyyliamiini, allyyliamiini,
etanoliamiini, trishydroksimetyyliaminometaani, 3~-amino-1-
propaanisulfonihappo, 5-aminovaleriaanahappo, $-amino-ok-
taanihappo, D-glukosamiinihydrokloridi, aminogalaktoosi,
aminosorbiitti, aminomanniitti, dietyyliaminoetyyliamiini,
aniliini, sulfoniilihappoamidi, koliini, N-metyyligluka-
miini, piperatsiini, 1,6-heksaanidiamiini, wurea, hydrat-
siini, glysiini, alaniini, lysiini, seriini, valiini, leu-
siini, peptidit, proteiinit, albumiini, ihmisseerumalbu-
miini, polylysiini, gelatiini, polyglykoli-amiinit, amino-
polyalkoholit, dekstraanisulfaatit, joissa on aminoryhmid,
N-aminopolyetyleeniglykoli (HO-PEG-NH,), N,N'-diaminopoly-
etyleeniglykoli (NH,-PEG-NH,), vasta-aineet, immunoglobu-
liinit

II. happoryhmid sisdltdvdt yhdisteet kuten esimer-
kiksi: karboksyylihapot etikkahappo, propionihappo, voi-
happo, valeriaanahappo, kapronihappo, kapryylihappo, Kap-
riinihappo, lauriinihappo, myristiinihappo, palmitiinihap-
po, steariinihappo, 6ljyhappo, linolihappo, linoleenihap-
po, sykloheksaanikarboksyylihappo, fenyylietikkahappo,
bentsyylietikkahappo, klooribentsoehappo, bromibentsoehap-
po, nitrobentsoehappo, ortoftaalihappo, metaftaalihappo,
paraftaalihappo, salisyylihappo, hydroksibentsoehappo,

aminobentsoehappo, metoksibentsoehappo,

Co0H
/

PEG-NH-CO-CH CHZ—CO—NH—CH

2
\CHZ—COOﬁ

(PEG-kytkij&-asparagiinihappo)
PEG-kytkijad-glutamiinihappo, PEG-kytkij&-DTPA, PEG-kytki-
j&-EDTA
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III. hydroksyyliryhmid sis&ltdvat yhdisteet kuten
esimerkiksi alkoholit metanoli, etanoli, propancli, buta-
noli, pentanoli, heksanoli, heptanoli, oktanoli, dekanoli,
dodekanoli, tetradekanoli, heksadekanoli, oktadekanoli,
isopropyylialkoholi, isobutyylialkoholi, isopentyylialko-
holi, syklopentanoli, sykloheksanoli, krotyylialkoholi,
bentsyylialkoholi, fenyylialkoholi, difenyylimetanoli,
trifenyylimetanoli, kanelialkocholi, etyleeniglykoli, 1,3-
propaanidioli, glyseriini, pentaerytriitti

IV. polymeroitumiskykyiset aineet kuten a, B-tyydyt-
tym&ttomdt aldehydit kuten esimerkiksi akroleiini, kroto-
nialdehydi, propionialdehydi

a-substituoidut akroleiinijohdannaiset kuten esi-
merkiksi a-metyyliakroleiini, a-klooriakroleiini, a-fenyy-
liakroleiini, a-etyyliakroleiini, a-isopropyyliakroleiini,
a-n-butyyliakroleiini, a-n-propyyliakroleiini

dialdehydit kuten esimerkiksi glutaarialdehydi,
sukkinaldehydi tai niiden johdannaiset tai niiden seokset
kopolymeroitumiskykyisten lis#daineiden kanssa kuten esi-
merkiksi a-substituoidut akroleiinit, B-substituoidut ak-
roleiinit, etyylisyaaniakrylaatit, metyylisyaaniakrylaa-
tit, butyylisyaaniakrylaatit, heksyylisyaaniakrylaatit,
metyylimetakrylaatit, vinyylialkoholit, akryylihapot, met-
akryylihapot, akryylihappokloridit, akryylinitriili, met-
akryylinitriilit, akryyliamidit, substituoidut akryyliami-
dit, hydroksimetyylimetakrylaatit, mesityylioksidi, dime-
tyyliaminoetyylimetakrylaatti-2-vinyylipyridiinit, N-vi-
nyyli-2-pyrrolidinoni

Ndistd edullisia ovat: hydroksyyliamiini, trishyd-
roksimetyyliaminometaani, 3-amino-l-propaanisulfonihappo,
D-glukosamiinihydrokloridi, aminomanniitti, urea, ihmisal-
bumiini, hydratsiini, proteiinit, polyglykoliamiinit, ami-
nopolyalkoholit kuten esimerkiksi HO-PEG-NH, tai NH,-PEG-
NH, tai happoryhmia sis&lt&vét yhdisteet kuten esimerkiksi

PEG-kytkijé-asparagiinihappo, PEG-kytkijéd-glutamiinihappo,
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PEG-Kytkij&-DTPA ja PEG-kytkij&-EDTA, jolloin polyetylee-
niglykolin (PEG) molekyylipaino on korkeintaan 100 000 4,
edullisesti alle 40 000 4.

Kohdassa I mainitut kytkentdreagenssit ovat konden-
soituneet aminoryhmé&nsd valitykselld polymeroituneista
aldehydeistd ja mahdollisesti tensideistd rakentuneiden
mikrohiukkasten pinnalla oleviin formyyliryhmiin.

Samoin formyyliryhmien vdlitykselld ovat liittyneet
kohdassa IV esitetyt monomeerit, jotka ovat polymeroitu-
neet muiden monomeerien kanssa.

Kohdissa II ja III mainitut hapot ja alkoholit ovat
sitd vastoin kytkeytyneet vasta aiemmin tapahtuneen alde-
hydiryhmé&n muuttumisen jilkeen mikrohiukkasiin.

Valitsemalla sopivia, né&iden kytkentédreagenssien
vdlitykselld liittyneit& bio- tai makromolekyylejd kuten
esimerkiksi entsyymej&, dekstraaneja, immunoglobuliineja,
monoklonaalisia vasta-aineita (ks. my®hemmin), saadaan
keksinndn mukaisia mikrohiukkasia, joilla on yll&attdvan
suuri kudos- ja elinspesifisyys.

Keksinndén mukaiset mikrohiukkaset sisdltédvédt mah-
dollisesti diagnostisesti tai terapeuttisesti tehokkaita
aineosia tuumorien diagnoosiin ja hoitoon, kuten esimer-
kiksi doksorubisiini&, aktinomysiinid, magnetiittis, mito-
mysiini C:td, triamkinolonia.

Keksinnén mukaisilla mikrohiukkasilla on alussa
kuvatut halutut ominaisuudet. Ne ovat valmistettavissa
vyKksinkertaisesti ja saanto on hyvéd. Valmistuksen mittakaa-
van suurennus (up-scaling) kuten my®s mikrohiukkasten puh-
distus on my®s ongelmatonta.

Hiukkasilla on kapea kokojakauma (monodisperssi);
tdll6in on mahdollista wvaihdella hiukkasten kokoa aina
ldhtbaineiden k&ytetyn pitoisuuden mukaan suurella alueel-
la (ks. mythemmin). S&3tdm&lld valmistusolosuhteita (esi-
merkiksi pH-arvoa) on mahdollista vaihdella my&s molekyy-

lipainoa laajalla alueella.
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Toinen etu on siind, ettd reaktio mikrohiukkasten
syntetisoimiseksi voidaan suorittaa monia eri vaihtoehtoja
kadyttden, esimerkiksi: anioninen polymerointi muuttamalla
pH-arvoa, kationinen polymercointi esimerkiksi rautasuo-
loilla, radikaalipolymerointi UV-valolla ja ionisoivalla
sdteilylla.

Mikrohiukkasten'valmistukseen kéyttbkelpoinen laaja
lampdtila- alue (- 5 f_+80 °C) tekee mahdolliseksi yks1nker—m

B e

taisen kokeen ohjauksen optlmaallsln saannoin k&yttamalla

hyvin erilaisia kaasuja tai helposti kiehuvia nesteita.
Hiukkaset sis&ltédvat vapaita aldehydiryhmi&, jotka
voidaan kemiallisten reaktioiden avulla kytked muihin mo-
lekyyleihin kovalenttisesti. Ta&md& mahdollisuus tekee mah-
dolliseksi muuttaa hiukkasten pinnan ominaisuuksia halu-
tulla tavalla vaikuttamatta kaikuominaisuuksiin. Valitse-
malla sopivia molekyylejd voidaan vaikuttaa kolloidiseen
pysyvyyteen. Siten estetdan erityisesti kolloidisissa sys-
teemeissd usein esiintyvd aglomeroitumisilmid. Tamd taas
on suureksi eduksi stabiilin formuloinnin kehitt&misessi.
Stabiilisuuteen vaikuttamisen 1lis&@ksi tarjoutuu
mahdollisuuksia muuttaa hiukkasten pintaa niin, ettd 1&&-
keaineiden vastaanotto (drug-targeting) on mahdollista.
Tamd tapahtuu l1iitt&m&lléa sopivia bio- tai makromolekyyle-
j8 (esimerkiksi monoklonaalisia vasta-aineita), jotka saa-
vat aikaan suuren kudos- ja elinspesifisyyden (G. Grego-
riadis, G. Poste, Targeting of Drugs, Plenum Press 1988,
New York) tai vaikuttamalla hiukkasten pintaominaisuuksiin
molekyylien adsorption avulla (esimerkiksi tensidit).
Riippuen nadiden molekyylien valinnasta ja mikro-
hiukkasten koosta voidaan saada aikaan hiukkasten rikastu-
-minen tuumoreihin/tuumoreille ja esimerkiksi keuhkoihin,
maksaan, pernaan ja luuytimeen. Rikastuminen luuytimeen
saavutetaan erityisesti siten, ettd pieni&@ hiukkasia
(< 100 nm) p&&llystetdsdn esimerkiksi Poloxamer 407:114.

Jos hiukkaset on pa&adllystetty esimerkiksi Poloxamin
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908:1la, n&diden hiukkasten RES-systeemi voitetaan ja ne
jadvét verenkiertoon (bloocd pool agent).

Vasta-aineiden avulla kytkettyjen osasten valityk-
selld voidaan saavuttaa hiukkasten rikastuminen tuumorei-
hin/tuumoreille.

Aktiivinen vastaanotto voidaan saada aikaan my0Os
magnetiittia sisdltdvill& mikrohiukkasilla. Kéyttamdlla
ulkoista magneettikentt&& hiukkaset rikastuvat haluttuihin
paikkoihin suonensisédisessd systeemissd. Ndin on olemassa
mahdollisuus tutkia virtausolosuhteita esimerkiksi veri-
suonissa.

Magnetiitilla kuormitettujen hiukkasten avulla on
myds mahdollista tuottaa ulkopuolelta sdteilevd@n muuttuvan
magneettikentdn avulla paikallisesti korkeita la@mpdtiloja.
Tadt&8 voidaan k&yttdad terapeuttisesti hyvaksi esimerkiksi
tuumoreiden hajottamiseen (hypertermiaterapia). Muuttuvan
magneettikentdn kdyton lisdksi voidaan kdytt8d ultradéni-
kenttdda. Myds t&ll6in syntyy voimakkaita paikallisia l&m-
pétilankohoamisia.

Keksinndn mukaisten mikrohiukkasten valmistus ta-
pahtuu siten, ettd 0 - 40 %, edullisesti 0,01 - 10 % w/v
tensidi& (tensidej&) ja 0 - 10 % w/v diagnostisesti tai
terapeuttisesti tehokkaita aineosia ja kaasuja tai helpos-
ti haihtuvia nesteit& sisdltdvd@ vesiliuos saatetaan rea-
goimaan samalla sekoittaen lémpotilassa -5 °C - +80 °C,
edullisesti 0 °C - 40 °C, pH-arvon ollessa 7 - 14, edulli-
sesti 9 - 13, 1 min - 24 tunnin aikana, edullisesti 1 tun-
nin - 10 tunnin aikana, ja mahdollisesti johtamalla samal-
la kaasua kopolymeroitumiskykyis(t)en aldehydi(e)n kanssa,
jo(i)ta on pitoisuuteen 0,1 - 50 %, edullisesti 3 - 20 %
w/v saakka reaktioseoksesta, sekd kopolymeroitumiskykyis-~

ten lisdaineiden kanssa, joita on 0 - 20 %, edullisesti
1 - 5 % w/v reaktioliuoksesta, ristiliitt&jé&n/-liittdjien
kanssa, jo(i)ta on 0 - 5 %, edullisesti 0,1 - 1 & w/v re-

aktioseoksesta, sen jdlkeen - mahdollisesti puhdistuksen
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jdlkeen - niin saadut mikrohiukkaset saatetaan reagoimaan
vesiliuoksen kanssa, joka sisgltdd - aldehydin m&&r&n suh-
teen -~ korkeintaan ekvimolaarisen m&ddradn kytkentdainetta
sekd 0 - 20 %, edullisesti 0,01 - 10 % w/v tensidid (ten-
sidejé) kokonaistilavuuden suhteen, samalla sekoittaen 3
pdivddn asti, edullisesti 2 pdivaan asti, l&mpdtiloissa
0 °C - 60 °C, edullisesti 5 °C - 30 °C, pH-arvon ollessa
3 - 9, edullisesti 5 - 8, ja - haluttaessa puhdistuksen
jé&lkeen - n&md sidotaan mahdollisesti bio- tai makromole-
kyyleihin.

Ensimmd@isen reaktiovaiheen jdlkeen saaduilla poly-
meerialdehydihiukkasilla on pinnalla aldehydiryhmi&. N&i-
den aldehydiryhmien avulla voidaan toteuttaa aldehydeille
tyypilliset reaktiot (R.C. Schulz, Kolloidzeitschrift und
Zeitschrift fiir Polymere, 182 (1-2), 99 (1961); Lehrbuch
der organischen Chemie "Organicum", VEB Verlag der Wissen-
schaften, Berliini 1984). Siten on mahdollista 1iitt&ad
hiukkasten pinnalle molekyylej&d, jotka muuttavat pintaomi-
naisuuksia.

Esimerkkej& aldehydiryhmien mahdollisista reakti-
olista:

pelkistys alkoholiksi

hapetus hapoiksi

cksiimin muodostus

imiinin muodostus, mahdollisesti sen j&lkeinen hyd-
raus ja mahdollisesti sen jdlkeinen N-alkylointi

hydratsonin muodostus, mahdollisesti sen j&lkeinen
hydraus

merkaptalisointi

asetalisointi

disproportointi NaOH:1lla (Cannizzaro-reaktio)

aldolikondensaatio

Aminoryhmé&pitoisten molekyylien kytkeminen ensim-
mdisessd reaktiovaiheessa muodostuneisiin hiukkasiin suo-

ritetaan saattamalla reagoimaan aldehydiryhmien kanssa.
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Tdlldin valitaan esimerkiksi seuraavat kokeelliset olosuh-
teet:

1000 mg polyakroleiinihiukkasia suspendoidaan tis-
lattuun veteen. T&hdn hiukkassuspensioon lis&t&an 5000 mg
reagoivia aineita ja sekoitetaan huoneenldmpdtilassa. Se-
koitusta jaktetaan reagoinnin reaktionopeutta vastaavasti;
pienilla reaktionopeuksilla 48 tuntiin saakka. Sen jalkeen
hiukkassuspensio dialysoidaan (molekyylipainoraja 10000
d).

Jos esimerkiksi edelld esitetyisséd reaktioissa 1lii-
tetyt substituentit sisdltédvat (mahdollisesti v&dliaikai-
sesti suojattuja) funktionaalisia ryhmid, n&md8 voidaan
muuttaa alan ammattilaisen tuntemin menetelmin bio- tai
makromolekyyleihin liittdmiseen sopiviksi reaktiivisiksi
ryhmiksi. Edullisia sellaisia ryhmid ovat esimerkiksi ma-
leimidobentsyyli-, 3-sulfomaleimidobentsyyli-, 4-(maleimi-
dometyyli)sykloheksyylikarbonyyli-, 4-[3-sulfo(maleimido-
metyyli)sykloheksyylikarbonyyli-, 4-(p-maleimidofenyyli)-
butyryyli-, 3-(2-pyridyyliditio)propionyyli-, metakryloyy-
li(pentametyleeni)amido-, bromiasetyyli-, jodiasetyyli-,
3-jodipropyyli-, 2-bromimetyyli-, 3-merkaptopropyyli-,
etyyliesteri-, t-butyyliesteri-, amino-, C,;-C,-alkyyliami-
no-, aminokarbonyyli-, hydratsiino-, hydratsiinokarbonyy-
li-, maleimido-, metakryyliamido-, metakryloyylihydratsii-
nokarbonyyli-, maleimidamidokarbonyyli-, halogeeni-, mer-
kapto-, hydratsiinotrimetyleenihydratsiinokarbonyyli-,
aminodimetyleeniamidokarbonyyli-, bromikarbonyyli-, feny-
leenidiatsonium-, isotiosyanaatti-, semikarbatsidi-, tio-
semikarbatsidi-, isosyanaattiryhma.

Aminoryhmd voidaan muuttaa esimerkiksi kirjallisuu-
desta tunnettujen menetelmien avulla (esimerkiksi tiofos-
geenilla kaksifaasisysteemissd, S. Scharma, Synthesis
1978, 803, D.K. Johnson, J. Med. Chem. 1989, vol. 32, 236)

isotiosyanaattiryhmaksi.
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Saattamalla aminoryhm& reagoimaan halogeenietikka-
happohalogenidin kanssa voidaan saada aikaan a-halogeeni-
asetamidiryhmd (JACS 1969, wvol. 90, 4508; Chem. Pharm.
Bull. 29 (1), 128, 1981), joka sopii samoin kuin esimer-
kiksi isotiosyanaattiryhmé& bio- ja makromolekyylien kyt-
kentdan.

Substituentiksi, joka voidaan muuttaa makro- tai
biomolekyyliin sitomiseen sopivaksi funktionaaliseksi ryh-
mdksi, sopivat muun muassa hydroksyyli- ja nitrobentsyy-
li-, hydroksyyli- ja karboksialkyyli- sekd@ tiocalkyyliryh-
mat, joissa on korkeintaan 20 hiiliatomia. Ne muutetaan
alan ammattilaisen tuntemin kirjallisuudessa esitetyin
menetelmin (Chem. Pharm. Bull. 33, 674 (1985), Compendium
of Org. Synthesis Vol. 1-5, Wiley and Sons, Inc., Houben-
Weyl, Methoden der organischen Chemie, osa VIII, Georg
Thieme Verlag, Stuttgart, J. Biochem. 92, 1413 (1982)]
halutuiksi substituenteiksi (esimerkiksi amino-, hydrat-
siino~-, hydratsiinokarbonyyli-, epoksidi-, anhydridi-,
metakryloyylihydratsiinokarbonyyli-, maleimidamidckarbo-
nyyli-, halogeeni-, halogeenikarbonyyli-, merkapto-, iso-
tiosyanaattoryhm& funktionaalisena ryhm&nad), jolloin nit-
robentsyyliryhmén tapauksessa tdytyy ensin suorittaa kata-
lyyttinen hydraus (esimerkiksi wviitteen P.N. Rylander,
Catalytic Hydrogenation over Platinum Metals, Academic
Press 1967) aminobentsyylijohdannaiseksi.

Esimerkkejd aromaattisiin tai alifaattisiin ryhmiin
liittyneiden hydroksyyli~ tai aminoryhmien muuttamiseksi
ovat sopivissa liuottimissa kuten tetrahydrofuraanissa,
dimetoksietaanissa tai dimetyylisulfoksidissa, kaksifaasi-
sissa vesipitoisissa systeemeissd, kuten esimerkiksi ve-
si/dikloorimetaani, happoa sitovan aineen kuten esimerkik-
si natriumhydroksidin, natriumhydridin tai alkali- tai
maa-alkalikarbonaatin kuten esimerkiksi natrium-~, magne-
sium-, kalium-, kalsiumkarbonaatin tai poly-(4-vinyylipy-

ridiinin) Reillex® 1lasna cllessa lémpdtiloissa, jotka ovat
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l&mpdtilan 0 °C ja kulloinkin kdytetyn liuottimen kiehu-
mispisteen v811i114, edullisesti kuitenkin v#1il11& 20 °C -
60 °C, suoritetut reaktiot substraatin kanssa, jolla on

yleinen kaava I
Nf - L - Fu (1)

jossa Nf on nukleofiili kuten esimerkiksi Cl, Br, I,
CH,C¢H,S0O, tai CF,S0,, L on alifaattinen, aromaattinen, aryy-
lialifaattinen, haaroittunut, suoraketjuinen tai syklinen
hiilivetyryhm&, jossa on korkeintaan 20 hiiliatomia ja Fu
on haluttu funktionaalinen ryhmd, mahdollisesti suojatussa
muodossa (DE-hakemusjulkaisu 34 17 413).

Esimerkkeind yleisen kaavan I mukaisista yhdisteis-

td mainittakoon

OH, BrCHZCOOCM], BrCcH, Co tBu, ClCHZCONNNH

BI‘(CHZ)ZNH 29,

2 Br(CH2 )3 2

t
Bri(c Z,QCOZCZHS' BrCHZCOBr, BrCHZCONNZ, ClCNZCOOCZHS,

0

BrCIIZCONHHHz, BrCHZ-CH-CH CFJSOJ(CHZ)JBY, BrCHZCECH, BrCHzCllzCHZ,

2 L

BrCH
r 'ZCSH‘NCS'

Karboksyyliryhmien muuttaminen voidaan suorittaa
esimerkiksi karbodi-imidimenetelmi#n mukaisesti (Fieser,
Reagents for Organic Syntheses 10, 142), seka-anhydridin
vdlityksellsd [Org. Prep. Int. 7, 215 (1975)] tai aktivoi-
dun esterin v8litykselld (Adv. Org. Chem. Part B, 472).

Niin saadut kytkentidaineita sis&ltidvat mikrohiukka-
set voivat olla liittyneind myos bio- tai makromolekyylei-
hin, joista on tunnettua, ettd ne rikastuvat erityisesti
tutkittavaan elimeen tai elimen osaan. Sellaisia molekyy-
lejd ovat esimerkiksi entsyymit, hormoonit, polysakkaridit
kuten dekstraanit tai tarkkelykset, porfyriini, bleomysii-

ni, insuliini, prostaglandiinit, steroidihormoonit, amino-
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sokerit, aminohapot, peptidit kuten polylysiini, proteii-
nit (kuten esimerkiksi immunoglobuliinit, monoklonaaliset
vasta-aineet, lektiini), lipidit (my®ds liposomien muodos-
sa) ja DNA- tai RNA-tyyppid olevat nukleotidit. Erityises-
ti on huomattava albumiinin kanssa muodostuneet konjugaa-
tit kuten ihmisseerumalbumiini, vasta-aineet kuten esimer-
kiksi moncklonaaliset, tuumoreihin liittyneille antigee-
neille spesifiset vasta-aineet tai antimyosiini. Biologis-
ten makromolekyylien sijasta voidaan l1iitt&&8 my®s sopivia
synteettisid polymeerejd kuten polyetyleeni-imiinejd, po-
lyamideja, polyureoita, polyeettereitd kuten polyetyleeni-
glykoleja ja polytioureoita. N&ist& muodostuneet farma-
seuttiset aineet sopivat esimerkiksi kéytettdviksi tuumo-
ri- ja infarktidiagnostiikassa sekd8 tuumoriterapiassa.
Monoklonaalisilla vasta-aineilla (esimerkiksi Nature 256
(1975) 495) on polyklonaalisiin vasta-aineisiin verrattuna
sellaiset edut, ettd ne ovat spesifisid yhdelle antigeeni-
selle determinantille, niill& on md&rdtty sitoutumisaffi-
niteetti, ne ovat homogeenisia (siten niiden puhdasvalmis-~
tus tulee oleellisesti yksinkertaisemmaksi) ja ne ovat
valmistettavissa soluviljelmiss& suurina m&8rind. Sellai-
sinaan ovat tuumorikuvaukseen sopivia monoklonaaliset vas-
ta-aineet tai niiden fragmentit Fab ja F(ab'),, jotka ovat
spesifisid esimerkiksi ihmisen maha-suolialueen, rinnan,
maksan, virtsarakon ja sukurauhasten tuumoreille seka me-
lanoomille [Cancer Treatment Repts. 68 (1984) 317, Bio Sci
34 (1984) 150] tai ovat suuntautuneet karsinoembryonaalis-
ta antigeenisd (CEA), ihmisen koriogonadotropiinia ($-HCG)
tai muita tuumoriin liittyvi& antigeenej& kuten glykopro-
teiineja vastaan [New Engl. J. Med. 298 (1973) 1384, US-P
4 331 647]. Sopivia ovat muun muassa myds antimyosiini,
anti-insuliini- ja antifibriinivasta-aineet (US-P 4 036

945).
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Paksunsuolen sydvadt voidaan osoittaa diagnostisesti
vasta-aineen 17-1A (Centocor, USA) mikrohiukkaskonjugaat-
tien avulla.

Vasta-ainekonjugaattien tapauksessa vasta-aineen
sitominen mikrohiukkaseen ei saa johtaa vasta-aineen anti-
geeniin tapahtuvan sitoutumisaffiniteetin tai sitoutumis-
spesifisyyden hdviadmiseen tai vidhenemiseen. Tama voi ta-
pahtua joko sitomalla glykoproteiinin Fc-osan tai Fab- tai
F(ab')-fragmenttien hiilihydraattiosuuteen tai sitomalla
vasta-aineen rikkiatomeihin tai vasta-ainefragmentteihin.

Ensimm8isessd tapauksessa t8ytyy ensin suorittaa
sokeriyksikOiden hapettava lohkaisu kytkeytymiskykyisten
formyyliryhmien synnyttédmiseksi. T&m& hapetus voidaan suo-
rittaa kemiallisesti hapettimilla Kuten esimerkiksi perjo-
dihapolla, natriummetaperjodaatilla tai kaliummetaperjo-
daatilla kirjallisuudesta tunnettujen menetelmien avulla
(esimerkiksi J. Histochem. and Cytochem. 22 (1974) 1084)
vesiliuoksessa pitoisuuksilla 1 - 100, edullisesti 1 - 20
mg/ml, hapettimen pitoisuudella wv&lilld 0,001 - 10 mmol,
edullisestil - 10 mmol, pH-alueella n. 4 - 8 lampbtilassa
0 - 37 °C ja reaktion keston ollessa 15 min - 24 tuntis.
Hapetus voidaan suorittaa myds entsymaattisesti, esimer-
kiksi galaktoosioksidaasin avulla, entsyymipitoisuuden
ollessa 10 - 100 yksikk®a/ml, substraattipitoisuuden 1 -
20 mg/ml, pH-arvon ollessa 5 - 8, reaktion keston cllessa
1 - 8 tuntia ja lampotilan v&lilla 20 - 40 °C (esimerkiksi
J. Biol. Chem. 234 (1959) 445).

Hapettamalla synnytettyihin aldehydeihin liitetdan
mikrohiukkasia, joissa on sopivia funktionaalisia ryhmig,
kuten esimerkiksi hydratsiini, hydratsidi, hydroksyylia-
miini, fenyylihydratsiini, semikarbatsidi ja tiosemikar-
batsidi, antamalla reaktion tapahtua wva&alilla 0 - 37 °C
reaktion kestdessd 1 - 65 tuntia, pH-arvon ollessa vdlilla
n. 5,5 - 8, vasta-ainepitoisuuden ollessa 0,5 - 20 mg/ml

ja kompleksinmuodostajan molaarinen suhde vasta-ainealde-
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hydiin 1:1 - 1000:1. Sen j&dlkeinen konjugaatin stabilointi
suoritetaan pelkist&m&lld kaksoissidos esimerkiksi natri-
umboorihydridilld@ tai natriumsyaaniboorihydridill&; pel-
kistintd kaytet&&n t&1106in 10-100 -kKertainen ylimddrid (e-
simerkiksi J. Biol. Chem. 254 (1979) 4359).

Toinen mahdollisuus vasta-ainekonjugaattien muodos-
tamiseen alkaa immunoglobuliinimolekyylin disulfidisilto-
jen sd&stavidstd pelkistyksestd; t&lldin lohkeavat herkem-
mdt disulfidisillat vasta-ainemolekyylin H-ketjujen vdlil-
la, kun taas antigeenejd sitovan alueen S-S-sidokset j&a&-
védt Koskemattomiksi, niin ettd kaytdnndssé ei esiinny vas-
ta-aineen sitomisaffiniteetin ja -spesifisyyden vdhenemis-
td (Biochem. 18 (1979) 2226, Handbook of Experimental Im-
munology, Vol. 1, 2. painos, Blackwell Scientific Publica-
tions, Lontoo 1973, kappale 10). Namd& inter-H-ketjujen
alueella olevat vapaat sulfhydryyliryhmdt saatetaan sitten
reagoimaan sopivien mikrohiukkasten funktionaalisten ryh-
mien kanssa lampdtilassa 0 - 37 °C pH-arvon ollessa n. 4 -
7 ja reaktion kestdessd 3 - 72 tuntia, jolloin muodostuu
kovalenttinen sidos, joka ei vaikuta vasta-aineen antigee-
nejd sitovalla alueella. Sopivina reaktiivisina ryhmind
mainittakoon esimerkiksi: halogeenialkyyli-, halogeeniase-
tyyli-, p-elohopea(1I)bentsoaatti-, isotiosyanaatti-, tio-
1i-, epoksidiryhmé&t sek& ryhmat, jotka voivat ottaa osaa
Michael-additioreaktioon, kuten esimerkiksi maleiini-imi-
di, metakryyliryhm&t (esimerkiksi J. Amer. Chem. Soc. 101
(1979) 3097).

Vasta-ainefragmenttien liittémiseen mikrohiukkasiin
on olemassa vield joukko sopivia, usein my®s kaupallisesti
saatavia kaksifunktionaalisia "kytkijoit&d" (ks. esimerkik-
si Pierce, Handbock and General Catalogue 1986), jotka
ovat reaktiivisia seka fragmenttien SH-ryhmien suhteen
ettd mikrohiukkasten amino- ja hydratsiiniryhmien suhteen.

Esimerkkein8d mainittakoon: m~maleimidobentsyyli-N-

hydroksisukkinimidiesteri (MBS), m-malemidobentsyyli-N-
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sulfosukkinimidiesteri (sulfo-MBS), N-sukkinimidyyli-[4-
(jodiasetyyli)amino]bentsoehappoesteri (SIAB), sukkinimi-
dyyli-4-(N-maleimidometyyli)sykloheksaani-l-karboksyyli-
happoesteri (SMCC), sukkinimidyyli-4-(p-maleimidofenyyli)-
voihappoesteri (SMPB), N-sukkinimidyyli-3-(2-pyridyylidi-
tio)propionihappoesteri (SDPD), 4-[3-(2,5-diokso-3-pyrro-
linyyli)propionyylioksi]-3-okso-2,5-difenyyli-2,3-dihydro-
tiofeeni-1,1-dioksidi, asetyylialanyylileusyylialanyyli-
amino-p-bentsyyli, asetamido-p-tioureidobentsyyli.

Bio- tai makromolekyyliin kytkemiseksi wvoidaan
kayttda hyvaksi myds ei-kovalenttisia sidoksia, jolloin
sitomisessa voi olla mukana sek& ionisia ettd van der
Waals- ja vetysiltasidoksia vaihtelevina osuuksina ja vah-
vuuksina (avain-lukko -periaate). Makromolekyylin suureh-
koissa onkaloissa olevat pienempien kompleksien sulkeuma-
vhdisteet ovat my®s mahdollisia.

Kytkentdperiaatteena on valmistaa ensin kaksifunk-
tionaalinen makromolekyyli, niin ettd joko liitet&&n tuu-
moriantigeenin vastainen vasta-ainehybridomi keksinndn
mukaisen mikrohiukkasen vastaisen toisen vasta-ainehybri-
domin kanssa tai molemmat antigeenit sidotaan kemiallises-
ti kytkijé&n (esimerkiksi julkaisussa J. Amer. Chem. Soc.
101 (1979) 3097 esitetylla tavalla) vadlitykselld toisiinsa
liittyneinad tai tuumoriantigeenid vastaan suunnatun vasta-
aineen avulla, mahdollisesti kytkij&n valityksella, avi-
diiniin (tai biotiiniin) [D.J. Hnatowich et al., J. Nucl.
Med. 28 (1987) 1294]. Vasta-aineiden sijasta voidaan Kayt-
t8d4 mySs niiden vastaavia F(ab)- tai F(ab'),-fragmentteja.
Farmaseuttista k&ayttdd varten injektoidaan ensin kaksi-
funktionaalinen makromolekyyli, joka rikastuu kohteeseen,
ja sen j&dlkeen jonkin ajan kuluttua keksinndn mukaiset
mikrohiukkaset [mahdollisesti biotiiniin (tai avidiiniin)
sidottuina], jotka sidotaan in vivo kohteeseen ja voivat
sielld vapauttaa diagnostisen tai terapeuttisen vaikutuk-

sensa. Sité& paitsi voidaan kayttdd myds muita kytkenté&me-
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netelmid kuten esimerkiksi julkaisussa Protein Tailoring
Food Med. Uses [Am. Chem. Soc. Symp.] (1985) 349 kuvattua
"Reversible Radiolabeling" -menetelm&a.

Niin kutsutun kiinte&faasikytkenndn avulla on kay-
tettédvissd erityisen yksinkertainen menetelm& vasta-aine-
konjugaattien tai vasta-ainefragmenttikonjugaattien wval-
mistamiseksi: Vasta-aine kytket#d&n stationaariseen faasiin
(esimerkiksi ioninvaihtaja), joka on esimerkiksi lasipyl-
védssd. Kayttadmdlla pylvaan perdkkaisid huuhteluja aldehy-
diryhmien synnyttédmiseen sopivalla liucksella, pesua,
huuhtelua funktionalisoitujen mikrohiukkasten liuoksella,
pesua ja lopuksi konjugaatin eluointia saadaan hyvin suu-
ria konjugaattisaantoja.

Tamé menetelmd& tekee mahdolliseksi automaattisen ja
jatkuvan konjugaattien valmistuksen haluttuina m&&8rinda.

My®s muita kytkentdvaiheita voidaan toteuttaa t&lla
tavalla.

Niinpd voidaan esimerkiksi kaytt&mdlld yhdistelm&a
papaiinipelkistys/kaksifunktionaalinen kytkij&d/funktiona-
lisoidut mikrohiukkaset valmistaa fragmenttikonjugaatteja.

Niin muodostuneet yhdisteet puhdistetaan sen j&l-
keen edullisesti kromatografisesti.

Voidaan valmistaa hiukkasia, jotka ovat kooltaan
0,04 - 100 pm, edullisesti 0,1 - 40 pm. Hiukkasten kokoon
voidaan oleellisesti vaikuttaa muuttamalla monomeerin al-
kupitoisuutta, tensidid ja pH-arvoa.

Esimerkkej& tietyn suuruisten hiukkasten valmistuk-

sesta:
1) Akroleiinipitoisuus: 10 % (w/v)
Tensidipitoisuus: 1,5 % (w/v)
pH-arvo: 10,0
Lampdtila: 4 °C

Jos valitaan n#&md olosuhteet, saadaan hiukkasia,

joiden keskim&&rinen halkaisija on 750 nm.
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2) ARkroleiinipitoisuus: 20 % (w/v)

Tensidipitoisuus: 0,2 % (w/v)
pH-arvo: 10,0
Lampodtila: 2 °C

Ndissd olosuhteissa saadaan hiukkasia, joiden kes-
kimd&drdinen halkaisija on 40 um.

3) Samoissa olosuhteissa kuin kohdassa 2), mutta
kdyttamdlls akroleiinipitoisuutta 10 % (w/v), saadaan
hiukkasia, joiden keskim&&drdinen halkaisija on 8 um.

4) Akroleiinipitoisuus: 10 % (w/v)

Tensidipitoisuus: 0,5 % (w/v)
pH~arvo: 11,0
Keskim&8r&inen hiukkasten halkaisija 560 nm

5) Samoissa olosuhteissa kuin kohdassa 4), mutta
kdyttdmdlld pH-arvoa 9,0, saadaan keskimddrdinen hiukkas-
koko 3,2 um.

Tensidinad kdytetd&n polyglutaarialdehydinatriumve-
tysulfiittiliit&nnidistd (PGL).

Polyglutaarialdehydinatriumvetysulfiittiliitdnngi-
sen (PGL) sijasta voidaan k&ytt&dd myds polyakroleiininat-
riumvetysulfiittiliit&nnaistd (PAC-S0O,), ilman ettd& on ha-
vaittavissa vaikutusta hiukkaskokoon.

PGL:n synteesi

Glutaarialdehydin 25-prosenttinen vesiliuos puhdis-
tetaan aktiivihiilell&d. Sen j&dlkeen liuoksesta poistetaan
happi johtamalla vesiliuokseen typped. Lis&ksi puskuri-
liuvos (fosfaattipuskuri, 1 M) saddet&&n pH-arvoon 1ll. MyoOs
puskuriliuoksesta poistetaan happi johtamalla typpe&. Pus-
kuriliuos ja glutaarialdehydiliuos yhdistetdsan ja polyme-
roidaan typpiatmosfddrissd 72 tuntia. Sen j&lkeen polyme-
raatti suodatetaan ja pestd&n asetonilla ja vedelld. Pesty
polymeraatti kuivataan alipeainelampdkaapissa lémpdtilassa
45 °C. 5 g polyglutaarialdehydi&d liuotetaan 30 ml:aan vet-
t&, joka sisdltdd 12,5 g NaHSO,:a. Liuos dialysoidaan tis-

lattua vettd vastaan. Sen j&dlkeen liuos pakastekuivataan.
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Keksinnbn mukaiset hiukkaset voidaan suspendoida
vesiliuokseen, ilman ettd muodostuu hiukkasten agregaatte-
ja. Parenteraalisesti annettavissa olevien l&a&kevalmiste-
muotojen valmistamiseksi voidaan Kk&yttdd vesiliuoksia,
jotka sisdltdvat isotoniseksi tekevid lisdaineita kuten
natriumkloridia, sokerialkcholeja (manniitti, sorbiitti,
ksyliitti jne.) tai sokeria (glukoosi, fruktoosi). Liuok-
sen pH-arvon s&&tédmiseksi voidaan valita puskureita kuten
Trometamol/HCl, sitruunahappc/NaOH jne.

PAC-50;:n synteesi:

A. Kolmikaulapulloon, jossa on tiputussuppilo ja
sekoitin, lis&dt&dan 100 ml tislattua vettd ja poistetaan
happi johtamalla typped. Sen jdlkeen t&h&n veteen lis&t&&n
1,829 g K,5,0, ja liuotetaan. Kun K,S,0, on liuennut tdydel-
lisesti, t&h&n liuockseen lis&td&dn 20 ml juuri tislattua
akroleiinia. Sen jalkeen lis&t&&n 1,14 g AgNO;:a liuotettu-
na 5 ml:aan vettd ja polymeroidaan 2 tunnin ajan samalla
sekoittaen. Saostunut polymeraatti erotetaan suodattamal-
la, pestédn useita kertoja vedelléd ja sen j&lkeen hopeaio-
nien poistamiseksi suspendoidaan 1 tunnin ajan 1 l:aan
vettd, johon on liuotettu 1,63 g natriumtiosulfaattia.
Polymeraatti erotetaan suodattamalla ja kuivataan alipai-
nelé&mpdkaapissa ldmpotilassa 45 °C. Kuivattu polymeraatti
hienonnetaan karkeaksi huhmareessa. 10 g hienonnettua po-
lymeraattia liuotetaan 100 ml:aan natriumvetysulfiittia
(37 %). Sen jalkeen liuos dialysoidaan tislattua vettéd
vastaan (molekyylipainoraja 5000 d). Dialysaattia k&yte-
td8n tensidind polyakroleiinimikrohiukkasten valmistuk-
seen.

B. Pybrdkolviin laitetaan 100 ml tislattua vetta.
Samalla sekoittaen lis&td&n 20 ml juuri tislattua akrole-
iinia. Sen j&dlkeen reaktioseoksen pH sdddetddn arvoon 10,5
lisdamdlla NaOH-liuosta (2 M) ja t&ta polymeroidaan koko
ajan sekoittaen 2 tunnin ajan. Saostunut polymeraatti ero-

tetaan suodattamalla, pestdidan useita kertoja vedelld ja
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kuivataan alipainel&mpokaapissa lampdtilassa 45 °C. 10 g
polymeraattia liuotetaan 100 ml:aan NaHSO,-liuosta (37 %).
Liuos dialysoidaan tislattua vettd vastaan (molekyylipai-
noraja 5000 d). J&&nnds kéytetddn tensidin&d polyakroleii-
nimikrohiukkasten valmistukseen.

Esimerkkejé

1) 100 ml valmistemucotoa sis&lté&a:

Hiukkasia: 100 ml
Trometamolia: 2,4 mg

+ HC1l, jotta pH = 7,4

Manniittia: 5500 mg
Vettéd: ad 100 ml

2) 100 ml valmistemuotoa sis8ltéa:
Hiukkasia: 50 mg
Natriumkloridia: 860 mg
Vetta: ad 100 ml

Hiukkasten kelluminen voidaan estd8d8 niin, ettéd
hiukkasten keskimddrdinen tiheys tehddan ympardivéan vali-
aineen kanssa yht&l&iseksi.

Tami voidaan saada aikaan lis&8m&lld aineita, joil-
la on suurempi tiheys (rdntgenvarjoaineet, magnetiitit).
Tadmd mahdollisuus on kdytettidvissd erityisesti hiukkasil-
la, joissa on pieni polyaldehydipitoisuus.

Keksinntn mukaiset farmaseuttiset aineet sis&ltéavat
0,1 ug - 100 mg mikrohiukkasia/ml, edullisesti 10 pg - 1
mg mikrohiukkasia/ml ladkevalmistemuotoa, ja niitd annos-
tellaan tavallisesti annoksina 0,01 ml - 10 ml/kg, edulli-
sesti 0,1 - 1 ml/kg ruumiinpainoa. Ne on tarkoitettu ente-
raaliseen ja parenteraaliseen kayttdon.

Hypertermiaterapiassa kayttod varten keksinndn mu-
kaisia farmaseuttisia aineita ké&ytetd#édn tavallisestli maa-
rind 0,001 - 10 mg, edullisesti 0,01 - 1 mg grammaa kohti
tuumoria.

Seuraavien esimerkkien tarkoituksena on selventda

keksintdd sitd kuitenkaan rajoittamatta.
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Menetelmid varjoaineen valmistamiseksi

1. reaktiovaihe

A) Tensidi& sissdltdva (0,01 - 5 % w/v) vesiliuos
jaahdytetdan samalla sekoittaen lémpdtilaan 0 °C. T&lldin
liuokseen johdetaan kaasua. Liuoksen pH sd&detddn NaQOH:lla
haluttuun arvoon (edullisesti 9 - 13). T&hédn liuokseen
lis&t&&8n monomeeri tai monomeeriseos. 30 min:n kuluttua
sekoitusnopeutta vdhennetddn. Tunnin kuluttua reaktioseos
laimennetaan edelld esitetylld tensidipitoisella vesiliu-
oksella. Sekoitusnopeutta alennetaan vield lis&ad. Neljan
tunnin kuluttua saostuneet kaasua sisdltamé&ttomat mikro-
hiukkaset dekantoidaan muusta suspensiosta erilleen ja
heitetd8&n pois. Dekantoitu suspensio dialysoidaan varjoai-
neen puhdistamiseksi j&ljell& olevista monomeereistéd.

Saanto: 80 ~ 90

B) Vesiliuos, joka sis&dltdd halutun tensidi- ja

o\e

monomeerimddrédn, jd&hdytet&8n lampdtilaan O °C. T&1lldin
liuoksen l&pi johdetaan haluttua kaasua samalla sekoitta-
en. Sen jdlkeen liuoksen pH sdddetd&n edullisesti arvoon
9 - 13 NaOH:1lla. Tunnin kuluttua reaktioseos laimennetaan.
3 - 4 tunnin kuluttua mikrohiukkasia sisdltdva@ suspensio
erotetaan saostuneesta polymeraatista, joka heitetdédn
pois. Suspensio puhdistetaan dialysoimalla:

Saanto: 80 - 90 %

Esimerkki 1

Kolviin laitetaan 91 ml O,5-prosenttista vesipi-

toista tensidiliuosta. Liuoksen pH s&&det&&n 0,2 M NaOH: -
l1la arvoon 11. Liuoksen l&pi johdetaan typped. Lampdtilaan
0O °C jaadhdytettyyn O, 5-prosenttiseen tensidiliuokseen ti-
putetaan 9,5 ml juuri tislattua akroleiinia. Tunnin kulut-
tua reaktioseokseen lis&t&an vield 100 ml O, 5-prosenttista
tensidiliuosta. Kolmen tunnin kuluttua mikrohiukkaset si-
sd1ltdvad suspensio dekantoidaan erilleen saostuneesta poly-

meeristd ja puhdistetaan dialysoimalla.
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Esimerkki 2

Kolviin laitetaan 82 ml 0O,08-prosenttista vesipi-
toista tensidiliuvosta. Liuos j&&hdytetddn lampdtilaan
0 °C. Jashdytettyyn liuokseen lis&t&8n 18 ml juuri tislat-
tua akroleiinid. Liuokseen johdetaan koko ajan sekoittaen
argonia. Tunnin kuluttua liuoksen pH s&d&detdén 0,2 M NaQOH-
liuoksella arvoon 12. Kahden tunnin kuluttua lis&t&&n 100
ml O,08-prosenttista tensidiliuosta. Kolmen tunnin kulut-~
tua suspensio dekantoidaan ja dialysoidaan.

Esimerkki 3

Kolviin laitetaan 70 ml O,08-prosenttista vesipi-
toista tensidiliuosta, joka sis&ltdd 10 % dimetyyliforma-
midia. Liuoksen pH s&&detdsn 0,2 M NaOH-liuoksella arvoon
11,5. Liuos ja&hdytet&dn lampdtilaan 0 °C. T&11ldin liuok-
seen johdetaan typped. T&hdn liuokseen tiputetaan 30 ml
juuri tislattua akroleiinia. Tunnin kuluttua liuokseen
lisdtddn 100 ml 0,08-prosenttista tensidiliuosta. Neljan
tunnin kuluttua suspensio erotetaan saostuneesta polymee-
ristd ja puhdistetaan.

Esimerkki 4

91 ml O, 5-prosenttista vesipitoista tensidiliucsta,
joka sisdlt&a 5 % magnetiittia, ja&hdytetdan kolvissa lam-
pdtilaan 0 °C. Liuocksen pH sdddetdan 0,2 M NaOH:1lla arvoon
12. Liuocksen l&pi johdetaan typped&. Lampdtilasan 0 °C jdah-
dytettyyn liuokseen tiputetaan 9 ml juuri tislattua akro-
leiinia. Tunnin kuluttua reaktioseokseen lisdt&&n 100 ml
0,5-prosenttista tensidiliuosta. Mikrohiukkasia sis&dltéava
suspensio erotetaan dekantoimalla erilleen saostuneista
polymeereistd ja dialysoidaan.

Esimerkki 5

Kolviin laitetaan 91 ml O,5-prosenttista tensidi-
liuosta. Liuoksen pH sdddetdsdn arvoon 12 lisdam&lld 0,2 M
NaOH-liuosta. Liucs jadhdytetdan léampdtilaan 0 °C. Liuock-
sen lapi johdetaan argonia. T&ha&n liuokseen tiputetaan 9

ml juuri tislattua akroleiinia, joka sis&lt&d 5 % butyy-
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lisyaaniakrylaattia. Tunnin kuluttua lis&t&&n vield 100 ml
0,5-prosenttista tensidiliuosta. Suspensio erotetaan poh-
jasakasta ja puhdistetaan.

Esimerkki 6

Kolviin laitetaan 91 ml 0O,08-prosenttista vesipi-
toista tensidiliuosta. Liuoksen pH s&d&detddn arvoon 10,5
lis&8dm&llsd 0,2 M NaOH-liuosta. Liuos j&dhdytet&ddn lampdti-
laan O °C. Liuoksen l&pi johdetaan typped. T&h&n liuokseen
tiputetaan 9 ml juuri tislattua akroleiinia, joka sisdltéa
20 % a-metyyliakroleiinia. Tunnin kuluttua lis&td&n vieléd
100 ml O,08-prosenttista tensidiliuosta. Kahden tunnin
kuluttua mikropallosuspensic erotetaan pohjasakasta jJa
puhdistetaan.

Esimerkki 7

Kolviin laitetaan 91 ml 0,08-prosenttista vesipi-

toista tensidiliuosta, joka sisaltadad 25 % isopentaania.
Liuos ja&hdytetddn lampdtilaan 0 °C. T&h&n liuockseen lisé&-
td88n 9 ml juuri tislattua akroleiinia samalla sekoittaen.
Kahden tunnin kuluttua reaktioseos suodatetaan. Mikrohiuk-
kaset puhdistetaan pesemdllad vedella. Mikropallot suspen-
doidaan uudelleen veteen.

Tensidiliuos: polyglutaarialdehydinatriunvetysul-
fiittiliit&nn&inen

2. reaktiovaihe

Polyakroleiinimikrohiukkasten tislattuun veteen
muodostetun suspension pH sdddet&dn arvoon 6,5 lis&damidlla
0,01 M HCl-liuosta. T&ha&n suspensioon 1lis&tddn samalla
sekoittaen huoneenlampodtilassa ylimddrin amiinipitoista
ligandia. T&m&n liuoksen pH s&dddet&dn ensin arvoon 8 li-
sddm&l11& 0,01 M NaOH-liuosta.

Sekoitusta jatketaan huoneenlé@mpdtilassa reaktiono-
peudesta riippuen 48 tuntiin saakka. Ylim&&r&isen amiini-
pitoisen ligandin poistamiseksi dialysoidaan vettd vas-

taan.



10

15

20

25

30

" 35

25

Muodostuneet Schiff-emdkset mahdollisesti pelkiste-
td8n lis&&m&lla amiineihin pelkistimii.

Esimerkki 8

1000 mg esimerkin 1 mukaisia polyakroleiinimikro-
hiukkasia suspensoidaan 50 ml:aan vettd. T&h&n suspensioon
lisdtddn 1000 mg 3-aminopropaani-l-sulfonihappoa ja sekoi-
tetaan 48 tuntia huoneenlampdtilassa. Sen jdlkeen suspen-
sio dialysoidaan vettd vastaan.

Sitten sekoitetaan 150 mg:n kanssa NaBH,CN:a ja se-
koitetaan pH-arvossa 7,5 24 tuntia. Tidmid suspensio dialy-
soidaan sen j&dlkeen vettd vastaan.

Amiini voidaan mahdollisesti alkyloida tai asety-
loida kloorietikkahapolla, asetanhydridilld tai diglykoli-
happoanhydridills.

Esimerkki 9

1000 mg esimerkin 2 mukaisia polyakroleiinimikro-
hiukkasia suspensoidaan 50 ml:aan vett&. T&han suspensioon
lisat&ddan 1000 mg 3-aminopropaanifosfaattia ja sekoitetaan
48 tuntia huoneenlé&mpdtilassa. Sen jdlkeen suspensio dia-
lysoidaan vettad vastaan.

Sitten sekoitetaan 150 mg:n Kanssa NaBH;CN:a ja se-
koitetaan pH-arvossa 7,5 24 tuntia. Tam& suspensio dialy-
soidaan sen jadlkeen vettd vastaan.

Amiini voidaan mahdollisesti alkyloida tai asety-
loida kloorietikkahapolla, asetanhydridillad tai diglykoli-
happoanhydridills.

Esimerkki 10

1000 mg esimerkin 3 mukaisia polyakroleiinimikro-
hiukkasia suspensoidaan 50 ml:aan vettd. Tdhdn suspensioon
lis&t&&n 1000 mg 8-amino-oktaanihappoa ja sekoitetaan 24
tuntia huoneenlé&mpdtilassa. Sen jé&lkeen suspensio dialy-
soidaan vettd vastaan.

Sitten sekoitetaan 150 mg:n kanssa NaBH,CN:a ja se-
koitetaan pH-arvossa 7,5 24 tuntia. Té&ma suspensio dialy-

soidaan sen jdlkeen vettd vastaan.
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Amiini voidaan mahdollisesti alkyloida tai asety-
loida kloorietikkahapolla, asetanhydridills tai diglykoli-
happoanhydridilla.

Esimerkki 11

1000 mg esimerkin 4 mukaisia polyakroleiinimikro-
hiukkasia suspensoidaan 50 ml:aan vettd. T&h&n suspensioon
lisdtddn 1000 mg 5-aminovaleriaanahappoa ja sekoitetaan 36
tuntia huoneenlampédtilassa. Sen j&dlkeen suspensio dialy-
soidaan vettd vastaan.

Sitten sekoitetaan 150 mg:n kanssa NaBH,CN:a ja se-
koitetaan pH-arvossa 7,5 24 tuntia. Tam3 suspensio dialy-
soidaan sen j&lkeen vettd vastaan.

Amiini voidaan mahdollisesti alkyloida tai asety-
loida kloorietikkahapolla, asetanhydridill&d tai diglykoli-
happoanhydridilli.

Esimerkki 12

1000 mg esimerkin 5 mukaisia polyakroleiinimikro-

hiukkasia suspensoidaan 50 ml:aan vettd. T&h&n suspensioon
lis&td8an 1000 mg D-~glukoosiamiinihydrokloridia ja sekoite-
taan 30 tuntia huoneenlampdtilassa. Sen ja&lkeen suspensio
dialysoidaan vettd vastaan. '

Sitten sekoitetaan 150 mg:n kanssa NaBH,CN:a ja se-
koitetaan pH-arvossa 7,5 24 tuntia. Tdm& suspensio dialy-
soidaan sen jalkeen vettd vastaan.

Amiini wvoidaan mahdollisesti alkyloida tai asety-
loida kloorietikkahapolla, asetanhydridilld tai diglykoli-
happoanhydridilla.

Esimerkki 13

1000 mg esimerkin 6 mukaisia polyakroleiinimikro-

hiukkasia suspenscidaan 50 ml:aan vettd. T&dh&n suspensioon
lis&t&8n 1000 mg heksametyleenidiamiinia ja sekoitetaan 24
tuntia huoneenlémpdtilassa. Sen jalkeen suspensio dialy-

soidaan vettd wvastaan.
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Sitten sekoitetaan 150 mg:n kanssa NaBH,CN:a ja se-
koitetaan pH-arvossa 7,5 24 tuntia. Tam& suspensio dialy-
soidaan sen jédlkeen vettd vastaan.

Amiini voidaan mahdollisesti alkyloida tai asety-
loida kloorietikkahapolla, asetanhydridilld tai diglykoli-
happoanhydridills&.

Esimerkki 14

1000 mg esimerkin 7 mukaisia polyakroleiinimikro-
hiukkasia suspensoidaan 50 ml:aan vettd. T&han suspensioon
32600
ja sekoitetaan 30 tuntia huoneenlé&mp&tilassa.

lisdtddn 1000 mg polylysiinid (molekyylipaino =
Daltonia)
Sen jalkeen suspensio pestdan vedelld.

Esimerkki 15

100 mg esimerkin 5 mukaisia polyakroleiinimikro-
hiukkasia suspensoidaan 2,5 ml:aan vettd. Tdh&n suspen-si-
oon lisat&dn 250 mg 2,5 ml:aan vettd liuotettua ihmissee-
rumalbumiinia ja sekoitetaan 8 tuntia huoneenl&mpdtilassa.
Sen jalkeen suspensio dialysoidaan tislattua vetta vastaan
(molekyylipainoraja 100 000).

Esimerkki 16

1000 mg esimerkin 4 mukaisia polyakroleiinimikro-
hiukkasia suspensoidaan 50 ml:aan vettd. Tah#n suspensioon
lis&tdan 1000 mg (2-dietyyliamino)etyyliamiinia ja sekoi-
tetaan 20 tuntia huoneenlampdtilassa. Sen jédlkeen suspen-
sio dialysoidaan vett& vastaan.

Esimerkki 17

300 mg esimerkin 1 mukaisia polyakroleiinimikro-
hiukkasia suspensoidaan 7,5 ml:aan tislattua vett&d. T&hé&n
suspensioon lis&dt&&n 750 mg 7,5 ml:aan vettd liuotettua 3-
aminopropaani-l-sulfonihappoa Jja sekoitetaan 24 tuntia
huoneenldmpstilassa. Sen j&alkeen suspensio dialysoidaan
tislatuttua vettd vastaan (molekyylipainoraja 1000 d4).

Esimerkki 18

200 mg esimerkin 7 mukaisia polyakroleiinimikro-

hiukkasia suspensoidaan 5 ml:aan vettd. T&d&h&n suspensioon
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lis&dtddn 500 mg 5 ml:aan vettd liuotettua lysiini& ja se-
koitetaan 24 tuntia huoneenldmpttilassa. Sen j&lkeen sus-
pensio dialysoidaan tislattua vettd vastaan (molekyylipai-
noraja 5000 d4d).

In vitro -kokeita

In vitro -kokeissa todetaan esimerkeiksi valittujen
keksinndn mukaisten mikrohiukkasten suspensioiden kaikuam-
plitudien takaisinsirontamittausten avulla niiden eritté&in
hyvat akustiset ominaisuudet.

In vitro -kokeiden ja niistd tehtyjen kuvien seli-
tyksid:

Mittalaitteisto koostuu ultragdédnildhettimestd, joka
on yhdistetty ultradidnivastaanottimeen, ja mittauskyvetis- .
td, jossa on ndyte. N&ytteen akustisten ominaisuuksien
mittaamiseksi l&dhetet&d&n ultraddni-impulssi. Impulssi si-
roaa kyvetin lasiseinddn, l&vistdd naytteen ja sen j&l-
keen, jos ndyte ei synnytd kaikua, siroaa kyvetin takasei-
ndlle. Ultra&&ni-impulssin takaisinsironta mitataan vas-
taanottimen avulla ja amplitudin muutos osoittaa sen (Kks.
kuvia).

Kuviossa 1 on esitetty veden takaisinsirontakdyt-
tdytyminen (esimerkkind kaikua synnyttamdttomdstd nayt-
teestd). Kyvetin etuseinadn (3 ps) ja takasein&n (n. 16 us)
takaisinsironta-amplitudi on selvédsti tunnistettavissa.

Jos mitataan kaikua synnyttdva&a ndytettd, saadaan
takaisinsirontak8ytt8ytyminen, jollainen on kuvattu kuvis-
sa 2 - 4. Kyvetin seindn takaisinsirontasignaalia ei saa-
da, koska ultrasdd&ni-impulssi hdvida tai muuttuu kaikua
synnyttdvdn ndytteen vuorovaikutuksesta niin, ettd vas-
taanottimeen ei en&d tule takaisinsirontaa.

Mddritettiin takaisinsironta-amplitudit esimerkkien
8 (kuvio 2), 11 (kuvio 3) ja 15 (kuvio 4) mukaisista vesi-
pitoisista hiukkassuspensioista k&yttden kulloinkin pitoi-

suuksia 0,5 mg/ml.
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In vivo -kokeita

Kaikukardiografisen tutkimuksen suorittamiseksi n.
10 kg painavalla koiralla (beagle) ké&ytetd&n keksinnén
mukaisia varjoaineita seuraavalla tavalla: N&ytepullosta,
jossa on kdyttovalmista suspensiota, otetaan 1 ml liuosta,
joka sis&altdada 40 pg/ml albumiiniin kytkettyj& hiukkasia
(esimerkki 15) 5-prosenttisessa glukoosiliucksessa. Tamén
varjoaineen injektointi suoritetaan vena saphena ramus
caudalikseen joka puolelta avoimen kolmitiehanan kautta
kdyttden injektointinopeutta v&hint&&n 1 ml/s, edullisem-
min kuitenkin nopeutta 3 ml/s, ja sen jalkeen injektoidaan
5 ml fysioclogista keittosuolaliuosta (0,9-prosenttinen).
Jalkimmdinen injektointi suoritetaan, jotta saataisiin
mahdollisimman pitk&&n pysyvd vasta-aineboolus. Ennen in-
jektiota (kuvio 5) koe-eldimelle asetetaan "apikaalinen
nelikammiosondi", jossa on kaupallinen &&nip&&, kaikukar-
diografiaa varten rintakeh&n seinidmdidn (transtorakaalinen
kanavointi) ja kiinnitet&&n hakasella. Ennen injektiota,
sen aikana ja sen jadlkeen saadaan ultrad&nitutkimuslait-
teen kuvaruudulle kuva ja se tallennetaan mahdollisesti
videonauhalle tai videotulostimen avulla. Tadm koejérjeste-
ly vastaa tekniikan tasoa ja on alan ammattilaisen tunte-
ma.

Ultraddnivarjoaineen saavuttaessa sydé&men oikean
puoclen kaikuvaikutuksia voidaan seurata védridopplerina, 2~
dimensioisena kaikukuvana tai M-tyypin kaikukuvana. Var-
joaine merkitsee ensin oikean eteisen veren, sen jdlkeen
varjostuu oikea kammio ja lopuksi keuhkovaltimo. T&1lldin
tapahtuu homogeeninen tayttyminen, joka kestd8&8 diagnosti-
seen tutkimukseen riittdvan ajan. S$Silld aikaa kun sydamen
oikean puolen ontelot tayttyvdat jalleen varjoaineettomalla
verelld (kaiun vdheneminen ja h&vidminen sydé&nonteloissa),
ilmestyy varjoaine keuhkoihin tulon j&lkeen (transkapil-
laarinen) keuhkolaskimoihin, tdyttdd sitten vasemman etei-

sen, vasemman Kkammion ja seuraavan korkeapainesysteemin
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homogeenisesti. Varjostusvaikutukset sydd&men vasemman puo-
len onteloissa kestdvat pitempd&n Kkuin sydidmen oikealla
puolella. Syddmen vasemman puolen onteloiden vajostumisen
lis&8ksi tapahtuu myds muiden elinten varjostuminen, joka
heijastelee veren virtaamista.

Kuvio 6 esitt8d vasemman kKammion ta@yttymistd varjo-
aineella.

Keksinndn mukaisten ultraddnivarjoaineiden kayttd
ei rajoitu vain verivirtausten havainncllistamiseen veri-
suonistossa, vaan myds ruumiin onteloiden varjostaminen on
mahdollista. Verivirtauskuvauksen ansiosta n&dilla varjoai-
neilla voidaan myds menestyksekk&@adsti suorittaa muiden

elinten tutkimista.
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Patenttivaatimukset

1. Ultrad&nidiagnostiikassa kdyttokelpoiset, kaasua XﬁﬁﬁQ

tai helposti haihtuvia nesteitd sis&ltdv&t mikrohiukkaset,

jotka muodostuvat biologisesti hajoavista polymeereists,

tunnetut siitd, ettd mikrohiukkaset rakentuvat
polymeroituvista aldehydeistd, jotka sis&ltdvdt haluttaes-
sa kopolymeroitumiskykyisid lisdaineita ﬁa/tai,311101tus—

e
S

aineita sekd tensidej& tai tensidiseoksia, ja ovat mahdol-
lisesti kytkentdaineiden vdlitykselld liittyneet bio- {;1
makromolekyyleihin, jolloin mikrohiukkasten l&pimitta on
0,1 - 40 um.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset mikrohiukkaset,
tunnetut siitd, ettd polymeroituva aldehydi on

I. a,B-tyydyttymé&tdn aldehydi, esimerkiksi akrole-
iini, krotonialdehydi tai propionialdehydi,

II. a-substituoitu akroleiinijohdannainen, esimer-
kiksi a-metyyliakroleiini, a-klooriakroleiini, a-fenyyli-
akroleiini, a-etyyliakroleiini, a-isopropyyliakroleiini,
a-n-butyyliakroleiini tai a-n-propyyliakroleiini,

ITI. dialdehydi, esimerkiksi glutaarialdehydi tai
sukkinaldehydi tai niiden johdannainen tai niiden seos
kopolymeroitumiskykyisten lisdaineiden kanssa, esimerkik-
si a-substituoitu akroleiini, B-substituoitu akroleiini,
etyylisyaaniakrylaatti, metyylisyaaniakrylaatti, butyyli-
syaaniakrylaatti, heksyylisyaaniakrylaatti, metyylimeta-
krylaatti, vinyylialkoholi, akryylihappo, metakryylihap-
po, akryylihappokloridi, metakryylihappokloridi, akryy-
linitriili, metakryylinitriili, akryyliamidi, substituoi-
tu akryyliamidi, hydroksimetyylimetakrylaatti, mesityy-
lioksidi, dimetyyliaminoetyylimetakrylaatti-2-vinyylipyri-
diini ja/tai N-vinyyli-2-pyrrolidinoni.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset mikrohiukkaset,
tunnetut siitd, ettd niiden mahdollisesti sis&l-

tdmd tensidi on ioninen tai ioniton pinta-aktiivinen aine
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(tensidi), esimerkiksi polyetyleenioksidi, polyoksietylee-
nipolyoksipropyleeni, Pluronic® F 68, Pluronic® F 108,

Pluronic®

F 127, polyetyleeniglykoli, Poloxamin 908, Pola-

xamer 407, karboksyylihapposuola, esimerkiksi natriumole-
aatti, polyoksietyleenirasvahappoesteri, esimerkiksi poly-
oksietyleenistearaatti, natriumdioktyylisulfosukkinaatti,
polyglutaarialdehydinatriumvetysulfiittiaddukti, polyak-
roleiininatriumvetysulfiittiaddukti ja/tai polyvinyylisul-
fonihappo.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset mikrohiukkaset
tunnetut siitd, ettd kaasuina tai helposti haih-
tuvina nesteind kdytetda&n ammoniakkia, ilmaa, jalokaasuja,
rikkihalogenidejd, esimerkiksi rikkiheksafluoridia, typ-
ped, hiilen oksideja, happea, vetyd, hiilivetyjd, haloge-
noituja hiilivetyja, eettereitd tai fluorattuja eetterei-
td, dimetyyliaminoasetonia, propyleenioksidia, N-etyylime-
tyyliamiinia, N-etyylidimetyyliamiinia ja/tai furaania.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset mikrohiukkaset,
tunnetut siitd, ettd kytkentdaineina kaytetdan

I. aminoryhmisd sis&ltdvid yhdisteitd, esimerkiksi
hydroksyyliamiinia, butyyliamiinia, allyyliamiinia, etano-
liamiinia, trishydroksimetyyliaminometaania, 3-amino-1-
propaanisulfonihappoa, 5-aminovaleriaanahappoa, 8-amino-
oktaanihappoa, D-glukosamiinihydrokloridia, aminogalak-
toosia, aminosorbitolia, aminomannitolia, dietyyliamino-
etyyliamiinia, aniliinia, sulfoniilihappoamidia, koliinia,
N-metyyliglukamiinia, piperatsiinia, 1,6-heksaanidiamii-
nia, ureaa, hydratsiinia, glysiinig, alaniinia, lysiinia,
seriinii, valiinia, leusiinia, peptidej&, proteiineja,
albumiinia, ihmisen seerumin albumiinia, polylysiinia,
gelatiinia, polyglykoliamiineja, aminopolyalkoholeja,
dekstraanisulfaatteja, joissa on aminoryhmi&, N-aminopo-
lyetyleeniglykolia (HO-PEG-NH,), N,N'-diaminopolyetyleeni-
glykolia (NH,-PEG-NH,), vasta-aineita tai immunoglobuliine-

ja,
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II. happoryhmid sis&ltavid yhdisteitd, esimerkiksi
(PEG-kytkijad-asparagiinihappo), PEG-kytkijd-glutamiinihap-
po, PEG-kytkij&-DTPA tai PEG-kytkij&-EDTA,

III. hydroksyyliryhmid sisdltdvia yhdisteitd, esi-
merkiksi etyleeniglykoli, 1,3-propaanidioli, glyseriini
ja/tai pentaerytritoli.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukaiset mikrohiukkaset
tunnetut siitd, ettd bio- tai makromolekyyleind
k&ytetddn monoklonaalisia vasta-aineita.

<:Z)Varjoaineet, tunnetut siitd, ettd ne
sisdltdvat patenttivaatimuksen 1 mukaisia mikrohiukkasia
ja nestem8istd kantajaa.

"8. Patenttivaatimuksen 7 mukaiset varjoaineet,
tunnetut siitd, ettd mikropartikkelipitoisuus on
1 um - 100 mg, edullisesti 10 pg - 100 mg, yhtd millilit-
raa kohti nestemdistd kantajaa.

(@?\Menetelmé patenttivaatimuksen 1 mukaisten mik-
rohiukkasten valmistamiseksi, tunnettu siitid, et-
ta 0 - 40 %, edullisesti 0,01 - 10 % w/v, tensidid (ten-
sidejd) ja O - 10 % w/v diagnostisesti tehokkaita aine-
osia ja kaasuja tai helposti haihtuvia nesteitd sisdltéva
vesiliuos saatetaan reagoimaan samalla sekoittaen lampdoti-
lassa -5 °C - +80 °C, edullisesti 0O °C - 40 °C, pH-arvon
ollessa 7 - 14, edullisesti 9 - 13, 1 min - 24 tunnin ai-
kana, edullisesti 1 tunnin - 10 tunnin aikana, ja mahdol-
lisesti johtamalla samalla kaasua kopolymeroitumisky-
kyis(t)en aldehydi(e)n kanssa, jc(i)ta on pitoisuuteen
0,1 - 50 %, edullisesti 3 - 20 % w/v saakka reaktioseok-
sesta, sekd kopolymeroitumiskykyisten lis&aineiden kKanssa,
joiden pitoisuus on 0 - 20 %, edullisesti 1 - 5 % w/v
reaktioliuoksesta, silloitusaineen (-iden) kanssa,
jo(i)ta on 0 - 5 %, edullisesti 0,1 - 1 % w/v reaktioseok-
sesta, sen jdlkeen - mahdollisesti puhdistuksen jdlkeen -
niin saadut mikrohiukkaset saatetaan reagoimaan vesiliuok-

sen Kkanssa, joka sisdltdd - aldehydin m&d&drd&n suhteen -
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korkeintaan ekvimolaarisen md&&rédn kytkentdainetta sekd 0 -

20 %, edullisesti 0,01 - 10 % w/v tensidi& (tensideji)

kokonaistilavuuden suhteen, samalla sekoittaen korkeintaan

3 p&ivad, edullisesti korkeintaan 2 pdivaa, lampdtiloissa
0 °C - 60 °C, edullisesti 5 °C - 30

3 -9,

°C, pH~arvon ollessa
edullisesti 5 - 8, ja - haluttaessa puhdistuksen
jélkeen - n&m& sidotaan mahdollisesti bio- tai makromole-
kyyleihin.
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