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Изобретение касается новых газосодержа-
щих контрастных агентов, используемых при
получении изображений для диагностики, более
конкретно - таких контрастных веществ, содер-
жащих газовые микропузырьки, стабилизиро-
ванные фосфолипидами, и нового способа по-
лучения газосодержащих контрастных веществ.

Хорошо известно, что получение изобра-
жений при действии ультразвука (ультразвуко-
вых изображений) представляет собой потенци-
ально ценный диагностический инструмент,
например, при исследовании сердечно-сосу-
дистой системы, особенно в кардиографии, и
капиллярных сосудов в тканях. Были предложе-
ны различные контрастные вещества, чтобы
улучшить качество полученных таким образом
акустических изображений, в том числе суспен-
зии твердых частиц, эмульгированные капли
жидкости, газовые пузырьки и капсулированные
газы или жидкости. Обычно считают, что кон-
трастные вещества с низкой плотностью, кото-
рые легко сжимаемы, особенно эффективны
благодаря создаваемому ими обратному рассея-
нию, и поэтому проявился значительный инте-
рес к получению газосодержащих и газообра-
зующих систем.

Известно также, что газосодержащие кон-
трастные среды эффективны при получении
изображений методом магнитного резонанса
(МР), например, в качестве контрастных ве-
ществ, влияющих на чувствительность, которые
могут действовать, уменьшая интенсивность
сигнала МР. Кислородсодержащие контрастные
среды также можно потенциально использовать
в качестве парамагнитных контрастных веществ
для МР.

Кроме того, в области получения рентге-
новских изображений было сделано наблюде-
ние, что газы, такие как диоксид углерода, мож-
но использовать в качестве негативных контра-
стных веществ для орального применения или
контрастных веществ для введения в кровь.

Использование радиоактивных газов, на-
пример радиоактивных изотопов инертных га-
зов, таких как ксенон, было также предложено
для сцинтиграфии, например, для получения
изображений кровяного депо.

Первые исследования, в которых изуча-
лись свободные газовые пузырьки, образую-
щиеся in vivo в результате внутрисердечного
введения физиологически приемлемых веществ,
показали потенциальную эффективность таких
пузырьков в качестве контрастных веществ в
эхографии, однако, такие методики на практике
жестко ограничены коротким временем жизни
свободных пузырьков. Соответственно возник
интерес к способам стабилизации газовых пу-
зырьков для эхо-кардиографии и других ультра-
звуковых исследований, например, с помощью
эмульгаторов, масел, загустителей или сахаров,
или путем захвата или капсулирования газа или
его предшественника в различных системах,

например, в виде пористых газосодержащих
микрокапсул или в виде капсулированных газо-
вых микропузырьков.

Имеется некоторое количество работ, от-
носящихся к использованию фосфолипидов в
качестве компонентов газосодержащих контра-
стных веществ для получения ультразвуковых
изображений (ультразвуковых контрастных ве-
ществ). Так, например, использование контра-
стной среды для получения ультразвуковых
изображений, состоящей из фосфолипидных
липосом, в которой липидный бислой окружает
заключенную внутри него композицию, содер-
жащую газ или предшественник газа, описано в
патенте США А-4900540. Капсулированное ве-
щество обычно является предшественником
газа, таким как водный раствор бикарбоната
натрия, который после его применения выделя-
ет диоксид углерода в результате попадания в
среду с рН, характерным для организма. Поэто-
му ядра образующихся липосом будут содер-
жать жидкость, содержащую чрезвычайно ма-
лые микропузырьки газа, которые будут прояв-
лять только ограниченную эхогенность из-за их
малого размера.

В международной заявке А-9115244 опи-
сана контрастная среда для ультразвука, содер-
жащая микропузырьки воздуха или другого га-
за, образующиеся в суспензии липосом, запол-
ненных жидкостью, причем липосомы очевидно
стабилизируют микропузырьки. Такие системы
отличаются от систем, описанных в упомянутом
выше патенте США А-4900540, в котором воз-
дух или другой газ находится внутри липосом.

В международной заявке А-9211873 опи-
саны водные препараты, предназначенные для
адсорбции и стабилизации микропузырьков и
поэтому служащие в качестве контрастных ве-
ществ для ультразвука, причем композиции со-
держат полимеры полиоксиэтилена и полиокси-
пропилена и отрицательно заряженные фосфо-
липиды. Весовое соотношение полимера к фос-
фолипиду обычно составляет около 3:1.

Ультразвуковые контрастные вещества,
содержащие газонаполненные липосомы, т.е.
липосомы, которые практически не содержат
жидкости внутри, и их получение методом мед-
ленного впуска газа при вакуумной сушке опи-
саны в международной заявке А-9222247. Полу-
чение таких газонаполненных липосом методом
впуска газа при встряхивании в гелеобразном
состоянии описано в международной заявке А-
9428780. Сообщение о газонаполненных липид-
ных бислоях, состоящих из дипальмитоилфос-
фатидилхолина, применяемых в качестве ульт-
развуковых контрастных веществ, представлено
в работе Unger et al., Investigative Radiology, 29,
Supplement 2, S. 134-136 (1994).

В международной заявке А-9409829 опи-
саны применяемые для инъекций суспензии
газовых микропузырьков в водной жидкости,
служащей носителем, которая содержит, по
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крайней мере, один фосфолипидный стабилиза-
тор, причем концентрация фосфолипидов в но-
сителе составляет менее 0,01 вес.%, но равна
или выше количества, при котором молекулы
фосфолипидов присутствуют исключительно на
межфазной поверхности газовый пузырек -
жидкость. Поэтому количество фосфолипида
может быть таким, которое только необходимо
для образования одного слоя поверхностно-
активного вещества (ПАВ) вокруг газовых мик-
ропузырьков, и образовавшаяся пленкопо-
добная структура стабилизирует пузырьки, пре-
дохраняя их от разрушения или коалесценции.
Микропузырьки с липосомоподобным бислоем
ПАВ не могут быть получены при использова-
нии таких низких концентраций фосфолипида.

Еще одна группа предыдущих работ каса-
ется выбора газов для содержащих газовые мик-
ропузырьки ультразвуковых контрастных сред,
с тем, чтобы улучшить такие их свойства, как
стабильность и продолжительность эхогенного
эффекта. Так, например, в международной заяв-
ке А-9305819 предлагается использовать сво-
бодные микропузырьки газов, имеющих коэф-
фициент Q больше 5, где

Q = 4,0 х 10-7 х ρ/CSD,
(здесь ρ - плотность газа в кг⋅м3, Cs - раствори-
мость газа в воде в моль⋅л-1 и D - коэффициент
диффузии газа в растворе в см3⋅с-1). Приведен
обширный список газов, которые, как указано,
удовлетворяют этому требованию.

В европейском патенте А-0554213 предпо-
лагается, что можно придать устойчивость про-
тив разрушения под давлением газонаполнен-
ным микровезикулам путем введения в них, по
крайней мере, одного газа, растворимость кото-
рого в воде, выраженная в литрах газа на литр
воды при нормальных условиях, деленная на
корень квадратный из его молекулярного веса,
не превышает 0,003. Указано, что предпочти-
тельные газы включают гексафторид серы, гек-
сафторид селена и различные фреоны. Такие
газы можно, между прочим, использовать в
фосфолипидсодержащих композициях такого
типа, как описано в упомянутой выше междуна-
родной заявке А-9215244.

Schneider et al. в журнале Investigative Ra-
diology 30(8), pp. 451-457 (1995) описали новые
контрастные вещества для ультразвуковой эхо-
графии на основе микропузырьков, заполнен-
ных гексафторидом серы, по-видимому, стаби-
лизированных комбинацией полиэтиленгликоля
400 и смеси фосфолипидов дистеароилфосфати-
дилхолина и дипальмитоилфосфатидилглице-
рина. Указано, что использование гексафторида
серы, а не воздуха, обеспечивает улучшенную
устойчивость против повышения давления, та-
кого, которое происходит в левом желудочке
сердца во время систолы.

В международной заявке А-9503835 пред-
лагается использовать микропузырьки, содер-

жащие газовую смесь, состав которой основан
на рассмотрении парциальных давлений газов
как внутри, так и снаружи микропузырьков так,
чтобы учитывать осмотические эффекты, зави-
сящие от размера микропузырька. Типичные
смеси содержат газ, имеющий низкое давление
пара и ограниченную растворимость в крови
или плазме (например, фторуглерод) в сочета-
нии с другим газом, который более быстро об-
менивается с газами, присутствующими в нор-
мальной крови или плазме (например, с азотом,
кислородом, диоксидом углерода или их смеся-
ми).

В международной заявке А-9516467 пред-
ложено использование контрастных сред для
ультразвука, содержащих смесь газов А и В, где
газ В присутствует в количестве 0,5-41 об.%,
имеет молекулярный вес более 80 дальтон и
имеет растворимость в воде ниже 0,0283 мл/мл
воды при нормальных условиях, а остальную
часть смеси составляет газ А. Типичными при-
мерами газов А являются воздух, кислород,
азот, диоксид углерода и их смеси. Типичными
примерами газов В являются фторсодержащие
газы, такие как гексафторид серы и различные
перфторированные углеводороды. Предпочти-
тельными стабилизаторами в таких контрастных
средах являются фосфолипиды.

Фосфолипиды, которые использовались в
контрастных веществах в предыдущих работах,
включают лецитины (т.е. фосфатидилхолины),
например, природные лецитины, такие как ле-
цитин желтка куриного яйца или лецитин сои, и
синтетические или полусинтетические лецити-
ны, такие как димиристоилфосфатидилхолин,
дипальмитоилфосфатидилхолин или дистеаро-
илфосфатидилхолин; фосфатидные кислоты;
фосфатидилэтаноламины; фосфатидилсерины;
фосфатидилглицерины; фосфатидилинозиты;
кардиолипины; сфингомиелины; смеси любых
из вышеперечисленных веществ и смеси с дру-
гими липидами, такими как холестерин. Произ-
водные лецитина обычно являются наиболее
часто используемыми фосфолипидами, возмож-
но, благодаря легкости их получения из при-
родных источников. Использование добавок,
таких как холестерин, в количествах до 50 вес.%
описано в международных заявках А-9115244 и
А-9409829, тогда как введение, по крайней ме-
ре, небольшого количества (например, около 1
мол.%) отрицательно заряженного липида (на-
пример, фосфатидилсерина или жирной кисло-
ты) для увеличения стабильности предложено в
международной заявке А-9222247. Предпочти-
тельная фосфолипидная композиция согласно
международной заявке А-9428780 содержит
дипальмитоилфосфатидилхолин, дипальмито-
илфосфатидилдиэтаноламин, замещенный по-
лиэтиленгликолем 5000, и дипальмитоилфосфа-
тидную кислоту, в молярном соотношении око-
ло 87:8:5. Типичные смешанные фосфолипид-
ные композиции согласно международным за-
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явкам А-9409829 и А-9516467 содержат диара-
хидоилфосфатидилхолин и дипальмитоилфос-
фатидную кислоту в весовом соотношении при-
мерно 100:4, хотя в последней заявке также
приводятся примеры использования равных ве-
совых количеств дистеароилфосфатидилхолина
и дипальмитоилфосфатидилглицерина.

Из предыдущего описания очевидно, что в
существующих суспензиях микропузырьков,
содержащих фосфолипиды, предлагаемых для
использования в качестве контрастных сред, по
крайней мере 50% фосфолипидов представляют
собой нейтральные фосфолипиды, такие как
лецитины. Чаще всего присутствует только не-
значительная доля, например около 5% заря-
женных фосфолипидов.

Настоящее изобретение основано на том
обнаруженном факте, что использование пре-
имущественно заряженных фосфолипидов в
качестве практически единственного компонен-
та содержащих микропузырьки контрастных
веществ может дать ценные и неожиданные
преимущества, выраженные в таких параметрах,
как стабильность продукта и акустические
свойства. Мы не хотим быть связанными каки-
ми-либо теоретическими соображениями, но
можно полагать, что электростатическое оттал-
кивание между заряженными фосфолипидными
мембранами способствует образованию ста-
бильных и стабилизирующих монослоев на
межфазных поверхностях между микропузырь-
ками и жидкостью-носителем; гибкость и де-
формируемоcть таких тонких мембран будет
повышать эхогенность продуктов, полученных
согласно этому изобретению, по сравнению с
газонаполненными липосомами, содержащими
один или более липидных бислоев.

Мы также обнаружили, что использование
заряженных фосфолипидов может дать возмож-
ность получения микропузырьковых контраст-
ных веществ с улучшенными свойствами, что
касается, например, стабильности, дисперги-
руемости и устойчивости к коалесценции, без
введения добавок, таких как дополнительные
ПАВ и/или вещества, повышающие вязкость, и
тем самым быть уверенными, что число компо-
нентов, вводимых в организм при инъекции
контрастных веществ, сводится к минимуму.
Так например, заряженные поверхности микро-
пузырьков могут свести к минимуму или пре-
дотвратить их агрегацию, в результате электро-
статического отталкивания.

Таким образом, согласно одному варианту
осуществления настоящего изобретения, дается
контрастное вещество для использования в ди-
агностических исследованиях, содержащее сус-
пензию в водном жидком носителе, пригодном
для инъекций, газовых микропузырьков, стаби-
лизированных содержащим фосфолипиды ам-
фифильным веществом, характеризующееся
тем, что указанное амфифильное вещество со-
стоит в основном из фосфолипида, преимущест-

венно содержащего молекулы с избыточными
(net) зарядами.

Желательно, чтобы, по крайней мере, 75%,
предпочтительно, практически все фосфолипи-
ды в контрастных веществах этого изобретения
состояли из молекул, несущих избыточный об-
щий заряд в условиях приготовления и/или ис-
пользования, и этот заряд может быть положи-
тельным или, более предпочтительно, отрица-
тельным. Типичными примерами положительно
заряженных фосфолипидов являются эфиры
фосфатидных кислот, таких как дипальмитоил-
фосфатидная кислота или дистеароилфосфатид-
ная кислота, с аминоспиртами, такими как гид-
роксиэтилендиамин. Примерами отрицательно
заряженных фосфолипидов являются природ-
ные (например, получаемые из сои или яичного
желтка), полусинтетические (например, частич-
но или полностью гидрированные) и синтетиче-
ские фосфатидилсерины, фосфатидилглицери-
ны, фосфатидилинозиты, фосфатидные кислоты
и кардиолипины. Ацильные группы жирных
кислот в таких фосфолипидах могут обычно
содержать каждая около 14-22 атомов углерода,
например, как в пальмитoильной и стеароиль-
ной группах. Лизоформы таких заряженных
фосфолипидов также используются согласно
этому изобретению, причем термин "лизо" обо-
значает фосфолипиды, содержащие только одну
ацильную группу жирной кислоты, предпочти-
тельно, присоединенную сложноэфирной свя-
зью к атому углерода в остатке глицерина в по-
ложении 1. Такие лизоформы заряженных фос-
фолипидов могут с успехом использоваться в
смеси с заряженными фосфолипидами, содер-
жащими две ацильные группы жирных кислот.

Фосфатидилсерины представляют собой
особенно предпочтительные фосфолипиды, ис-
пользуемые в контрастных веществах согласно
этому изобретению, и предпочтительно состав-
ляют основную часть, например, по крайней
мере, 80% первоначально содержащихся в них
фосфолипидов, например 85-92%, хотя их со-
держание может в дальнейшем несколько сни-
зиться, например, приблизительно до 70% при
последующей обработке, такой как стерилиза-
ция при нагревании. Можно понять, что такая
обработка может привести к образованию про-
дуктов разложения, не являющихся фосфолипи-
дами, таких как свободные жирные кислоты,
например, в концентрациях до 10%; указания в
этом описании на амфифильный материал, со-
стоящий в основном из фосфолипидов, следует
понимать так, что они относятся и к фосфоли-
пидам, содержащим такие свободные жирные
кислоты. Хотя мы не хотим быть связанными
теоретическими соображениями, возможно, что
образование ионных связей между карбоксиль-
ными и аминогруппами соседних остатков се-
рина способствует стабильности систем, содер-
жащих фосфатидилсерин, например, как видно
по их хорошей стабильности при действии дав-
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ления. Предпочтительные фосфатидилсерины
включают насыщенный (например, гидрирован-
ный или синтетический) природный фосфати-
дилсерин и синтетические или полусинтетиче-
ские диалканоилфосфатидилсерины, такие как
дистеароилфосфатидилсерин, дипальмитоил-
фосфатидилсерин и диарахидоилфосфатидилсе-
рин.

Важное преимущество использования та-
ких контрастных веществ на основе фосфати-
дилсеринов состоит в том, что организм распо-
знает старые эритроциты и тромбоциты по вы-
соким концентрациям фосфатидилсерина на их
поверхности и таким образом может удалить
такие контрастные вещества из кровяного русла
аналогично тому, как удаляются эритроциты.
Кроме того, так как поверхность таких контра-
стных веществ может быть определена орга-
низмом как эндогенная, они могут не вызывать
вредные системные побочные эффекты, такие
как гемодинамические эффекты и другие ана-
филактические реакции, которые могут сопро-
вождать применение некоторых липосомных
препаратов (см., например, международную
заявку А-9512386). В подтверждение этого не
наблюдалось никаких острых токсических эф-
фектов, таких как изменения кровяного давле-
ния или частоты сердечных сокращений в испы-
таниях на животных, при инъекции собакам
внутривенно контрастных веществ согласно
этому изобретению при дозах, превышающих
вплоть до десяти раз обычную дозу, применяе-
мую при получении изображений.

Любой биосовместимый газ можно ис-
пользовать в контрастных веществах этого изо-
бретения, причем следует определить, что тер-
мин "газ", используемый здесь, включает любые
вещества (в том числе смеси), в основном или
полностью находящиеся в газообразной (вклю-
чая парообразную) форме при нормальной тем-
пературе человеческого тела 37°С. Так напри-
мер, этот газ может представлять собой воздух;
азот; кислород; диоксид углерода; водород; за-
кись азота; инертный газ, такой как гелий, ар-
гон, ксенон или криптон; фторид серы, такой
как гексафторид серы, ди(пентафторид серы)
или пентафторид трифторметилсеры; гексафто-
рид селена; силан (необязательно галогениро-
ванный), такой как тетраметилсилан; низкомо-
лекулярный углеводород (например, содержа-
щий до 7 атомов углерода), например, алкан,
такой как метан, этан, пропан, бутан или пентан,
циклоалкан, такой как циклобутан или цикло-
пентан, алкен, такой как пропен или бутен, или
алкин, такой как ацетилен; простой эфир; кетон;
сложный эфир; галогенированный низкомоле-
кулярный углеводород (например, содержащий
до 7 атомов углерода); или смесь любых пере-
численных выше веществ. По крайней мере,
некоторые из атомов галогена в галогенсодер-
жащих газах предпочтительно являются атома-
ми фтора. Таким образом, биосовместимые га-

логенированные углеводородные газы могут,
например, быть выбраны из бромхлордифтор-
метана, хлордифторметана, дихлордифтормета-
на, бромтрифторметана, хлортрифторметана,
хлорпентафторэтана и перфторуглеродов, на-
пример, перфторалканов, таких как перфторме-
тан, перфторэтан, перфторпропаны, перфторбу-
таны (например, перфтор-н-бутан, возможно в
смеси с другими изомерами, такими как пер-
фтор-изобутан), перфторпентаны, перфторгек-
саны и перфторгептаны; перфторалкенов, таких
как перфторпропен, перфторбутены (например,
перфторбут-2-ен) и перфторбутадиен; перфто-
ралкинов, таких как перфторбут-2-ин; и пер-
фторциклоалканов, таких как перфторцикло-
бутан, перфторметилциклобутан, перфтордиме-
тилциклобутаны, перфтортриметилциклобута-
ны, перфторциклопентан, перфторметилцикло-
пентан, перфтордиметилциклопентаны, пер-
фторциклогексан, перфторметилциклогексан и
перфторциклогептан. Другие галогенирован-
ные газы включают фторированные, например,
перфторированные кетоны, такие как перфтор-
ацетон, и фторированные, например, перфтори-
рованные простые эфиры, такие как перфторди-
этиловый эфир.

Возможно, лучше всего в контрастных ве-
ществах этого изобретения использовать фтори-
рованные газы, такие как фториды серы или
фторуглероды (например, перфторуглероды),
которые, как известно, образуют особенно ста-
бильные суспензии микропузырьков (см., на-
пример, статью Schneider et al., упомянутую
выше. Можно при желании использовать газо-
вые смеси, полученные на основе рассмотрения
парциальных давлений как внутри, так и снару-
жи микропузырьков, и следующих из них осмо-
тических эффектов, зависящих от размера мик-
ропузырьков, например, как описано в между-
народной заявке А-9503835, например, смесь
относительно растворимого в крови газа, такого
как азот или воздух, и относительно нераство-
римого в крови газа, такого как перфторуглерод.

Однако мы нашли, что контрастные веще-
ства этого изобретения, например, содержащие
микропузырьки перфторалкана, такого как пер-
фторбутан, стабилизированные фосфатидилсе-
рином, к нашему удивлению сохраняют ста-
бильные размеры после внутривенного введе-
ния в организм, и не проявляют описанной ра-
нее тенденции к неконтролируемому росту, на-
блюдавшейся для микропузырьков таких газов,
в результате диффузии внутрь пузырьков газов,
содержащихся в крови, таких как кислород, азот
и диоксид углерода, а вместо этого быстро дос-
тигают максимального размера, после чего
дальнейший рост не наблюдается. Это устране-
ние нелимитированного увеличения размера,
которое может привести к нежелательному и
потенциально очень опасному блокированию
капиллярных кровеносных сосудов, является
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главным преимуществом контрастных веществ
этого изобретения.

Кроме того, было найдено, что контраст-
ные вещества этого изобретения, содержащие
перфторалканы, такие как перфторбутан, прояв-
ляют неожиданно высокую стабильность при
давлениях, аналогичных тем, которые обычно
встречаются in vivo, например, показывая прак-
тически полное (например, по крайней мере, до
90%) восстановление нормального распределе-
ния по размеру и эхогенных свойств после воз-
действия избыточных давлений (например, воз-
духа) до 300 мм Нg в течение 90 с.

Контрастные вещества этого изобретения
можно использовать в самых различных мето-
дах получения изображений в диагностических
целях, включая сцинтиграфию, получение опти-
ческих изображений, получение изображений
при ультразвуковых, МР и рентгеновских
(включая действие мягких рентгеновских лучей)
исследованиях. Их использование при получе-
нии диагностических ультразвуковых изобра-
жений и при получении МР-изображений, на-
пример, в качестве влияющих на чувствитель-
ность контрастных веществ, составляет пред-
почтительные существенные признаки настоя-
щего изобретения. Можно использовать разно-
образные методы получения ультразвуковых
изображений, например, включающие получе-
ние изображений с использованием основной В-
моды и высших гармоник В-моды, а также по-
лучение изображений с использованием основ-
ных доплеровских частот и доплеровских гар-
моник; при желании можно использовать мето-
ды получения трехмерных изображений. Кон-
трастное вещество можно также использовать в
методах получения ультразвуковых изображе-
ний, основанных на корреляционных методи-
ках, например, как описано в патенте США А-
5601085 и в международной заявке по договору
о патентной кооперации PCT/GB96/02413.

Ультразвуковые испытания in vivo на со-
баках показали, что контрастные вещества со-
гласно настоящему изобретению могут дать
увеличение интенсивности сигнала обратного
рассеяния от миокарда на 15-20 дб после внут-
ривенного введения уже при дозах 1-20 нл мик-
ропузырьков на кг веса тела. Сигналы можно
наблюдать даже при более низких дозах, ис-
пользуя более чувствительные методы, такие
как цветной эффект Доплера, или методы, про-
изводные от эффекта Доплера, например, эф-
фект Доплера на основе амплитуды или нели-
нейные методы, такие как описаны в статьях
Tucker et al., Lancet (1968), р.1253, Miller, Ultra-
sonics (1981), pp.217-224, и Newhouse et al., J.
Acoust. Soc. Am., 75, pp.1473-1477 (1984). Было
найдено, что при таких низких дозах ослабление
(затухание) ультразвука в заполненных кровью
объемах, таких как полость сердца, достаточно
низкое, чтобы можно было видеть представ-
ляющие интерес участки в кровеносных сосудах

миокарда. Испытания показали также, что такие
введенные внутривенно контрастные вещества
должны распределяться по всему кровяному
депо, увеличивая в результате этого эхогенность
всех тканей, в которых расположены кровенос-
ные сосуды, и должны рециркулировать. Также
было найдено, что они могут использоваться в
качестве веществ, увеличивающих общий доп-
леровский сигнал, и, кроме того, могут исполь-
зоваться в ультразвуковой компьютерной томо-
графии и при получении физиологически вклю-
чаемых или прерываемых изображений.

Для ультразвуковых приложений, таких
как эхокардиография, для того, чтобы обеспе-
чить свободное прохождение через легочную
систему и чтобы достичь резонанса на предпоч-
тительных для получения изображений частотах
0,1-15 МГц, может быть удобно использовать
микропузырьки, имеющие средний размер 0,1-
10 мкм, например, 1-7 мкм. Мы нашли, что кон-
трастные вещества согласно этому изобретению
можно получать с очень узким распределением
по размеру частиц в дисперсии микропузырь-
ков, в пределах, предпочтительных для эхокар-
диографии, и при этом значительно возрастает
их эхогенность, а также их безопасность in vivo,
и контрастные вещества приобретают особые
преимущества при их применении в таких об-
ластях как измерение кровяного давления, про-
слеживание тока крови и ультразвуковая томо-
графия. Так например, можно легко получить
продукты, в которых свыше 90% (например, по
крайней мере, 95%, предпочтительно, по край-
ней мере, 98%) микропузырьков имеют диамет-
ры в диапазоне 1-7 мкм, и менее 5% (например,
не более 3%, предпочтительно не более 2%)
микропузырьков имеют диаметры выше 7 мкм.

В применениях для ультразвуковых иссле-
дований контрастные вещества этого изобрете-
ния можно применять, например, в таких дозах,
чтобы количество введенного фосфолипида на-
ходилось в пределах 0,1-10 мкг/кг веса тела,
например, 1-5 мкг/кг в случае получения изо-
бражений на основной В-моде. Можно оценить,
что использование таких низких концентраций
фосфолипида является существенным преиму-
ществом, позволяющим свести к минимуму
возможные токсические побочные эффекты.
Более того, низкое содержание фосфолипидов,
присутствующих в эффективных дозах, может
позволить увеличить дозировку, чтобы пролон-
гировать время наблюдения без вредных эффек-
тов.

Общая концентрация фосфолипида в при-
годных для инъекций формах контрастных ве-
ществ согласно этому изобретению может быть
в пределах 0,01-2 вес.%, например, 0,2-0,8
вес.%, оптимально 0,5 вес.%.

В общем, мы нашли, что нет необходимо-
сти вводить добавки, такие как эмульгаторы или
вещества, повышающие вязкость, которые
обычно используются во многих существующих
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рецептурах контрастных веществ, в контраст-
ные вещества этого изобретения. Как отмечено
выше, это дает преимущество в том, что в орга-
низм вводится минимальное число компонен-
тов, и гарантирует, что вязкость контрастных
веществ будет возможно более низкой. Так как
получение контрастных веществ обычно вклю-
чает стадию лиофильной сушки (сушки вымо-
раживанием), как обсуждается более подробно
ниже, может оказаться полезным, однако, вклю-
чить в композицию одно или несколько ве-
ществ, обладающих криозащитным и/или лио-
защитным действием, и/или один или более на-
полнителей, например, спиртов, например, али-
фатический спирт, такой как трет-бутанол; по-
лиол, такой как глицерин; аминокислоту, такую
как глицин; углевод, например, сахар, такой как
сахароза, маннит, трегалоза, глюкоза, лактоза,
или циклодекстрин, или полисахарид, такой как
декстран; или полигликоль, такой как полиэти-
ленгликоль. Основной список веществ, дающих
криозащитный и/или лиозащитный эффект,
приведен в статье, помещенной в Acta Pharm.
Technol. 34(3), pp.129-139 (1988), содержание
которой включено сюда через ссылку. Исполь-
зование физиологически хорошо переносимых
(толерантных) сахаров, таких как сахароза, на-
пример, в таком количестве, чтобы сделать про-
дукт изотоническим или отчасти гипертониче-
ским, является предпочтительным.

Описанные в предыдущих работах содер-
жащие микропузырьки контрастные вещества,
например, такие как описано в международной
заявке А-9409829, обычно получают путем кон-
тактирования порошкообразного ПАВ, напри-
мер, высушенных вымораживанием заранее
приготовленных липосом или высушенных вы-
мораживанием или распылением растворов
фосфолипидов, с воздухом или другим газом и
затем с водным носителем, и перемешивания,
чтобы получить суспензию микропузырьков,
которую затем необходимо применять через
короткое время после ее приготовления. Однако
такие процессы страдают тем недостатком, что
необходимо затратить значительную энергию на
перемешивание, чтобы образовалась требуемая
дисперсия, и что размеры и распределение по
размеру микропузырьков зависят от количества
затраченной энергии, и поэтому их на практике
невозможно контролировать.

В настоящее время мы нашли, что контра-
стные вещества согласно этому изобретению
можно успешно получить путем образования
дисперсии газовых микропузырьков в соответ-
ствующей водной среде, содержащей фосфоли-
пиды, которую можно при желании предвари-
тельно стерилизовать в автоклаве или стерили-
зовать другим способом, и последующей лио-
филизации этой дисперсии с тем, чтобы полу-
чить сухой продукт, который можно превратить
обратно в дисперсию. Такие продукты, напри-
мер, содержащие лиофилизованный остаток

суспензии газовых микропузырьков в содержа-
щей амфифильное вещество водной среде, где
амфифильное вещество состоит в основном из
фосфолипида, содержащего преимущественно
молекулы с избыточными зарядами, составляет
еще один существенный признак настоящего
изобретения. Когда высушенный продукт со-
держит одно или более криозащитных и/или
лиозащитных веществ (криопротекторов и/или
лиопротекторов), он может, например, содер-
жать матрицу криозащитного и/или лиозащит-
ного вещества (например, углевода), выделяю-
щую микропузырьки, которая содержит газона-
полненные, в основном сферические полости
или вакуоли, окруженные одним или несколь-
кими слоями амфифильного вещества.

Более конкретно, мы нашли, что сухие
продукты, полученные таким образом, особенно
легко могут снова превращаться в суспензию в
водной среде, такой как вода, в водном раство-
ре, таком как солевой раствор (который опти-
мально может быть сбалансирован так, что ко-
нечный продукт, предназначенный для инъек-
ций, не будет гипотоническим), или в водном
растворе одного или более веществ, регули-
рующих осмотическое давление (tonicity), таких
как соли (например, соли катионов плазмы с
физиологически приемлемыми противоионами),
или сахара, спирты - производные cахаров, гли-
коли и другие неионные вещества типа полио-
лов (например, глюкоза, сахароза, сорбит, ман-
нит, глицерин, полиэтиленгликоли, пропиленг-
ликоли и т.п.), для чего требуется лишь мини-
мальное перемешивание, такое, которое, напри-
мер, можно обеспечить мягким встряхиванием
на руках. Размер микропузырьков, полученных
таким образом, постоянно воспроизводится и
практически не зависит от количества прило-
женной к системе энергии перемешивания; он
определяется размером микропузырьков, обра-
зующихся в первоначальной дисперсии микро-
пузырьков, причем неожиданно оказалось, что
этот размер в основном сохраняется в лиофили-
зованном и вновь превращенном в дисперсию
продукте. Таким образом, поскольку размер
микропузырьков в первоначальной дисперсии
можно легко регулировать при помощи пара-
метров процесса приготовления дисперсии, та-
ких как способ, скорость и продолжительность
перемешивания, конечный размер микропу-
зырьков можно легко контролировать.

Лиофилизованные продукты согласно это-
му изобретению оказались стабильными при
хранении в течение нескольких месяцев при
обычных условиях. Дисперсии микропузырьков,
повторно приготовленные в воде или в водном
растворе, могут быть стабильными, по крайней
мере, в течение 12 ч, что обеспечивает значи-
тельную гибкость, когда сухой продукт вновь
превращают в дисперсию перед инъекцией.

Описанный выше способ приготовления
контрастных веществ согласно этому изобрете-
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нию обычно применим к приготовлению кон-
трастных веществ, представляющих собой сус-
пензии в пригодном для инъекций водном жид-
ком носителе газовых микропузырьков, стаби-
лизированных мембранообразуюшими липида-
ми, включая как нейтральные, так и заряженные
липиды (например, фосфолипиды), а также их
смеси.

Такой способ, включающий следующие
стадии:

i) образование дисперсии газовых микро-
пузырьков в водной среде, содержащей мембра-
нообразующий липид;

ii) лиофилизацию полученной таким обра-
зом стабилизированной липидами газовой дис-
персии с получением сухого продукта, содер-
жащего липиды; и

iii) обратное превращение указанного су-
хого продукта в дисперсию в пригодном для
инъекций водном жидком носителе составляет
еще один существенный признак настоящего
изобретения, так как в соответствии со стадиями
(i) и (ii) этого способа получают сухой продукт,
который можно вновь превратить в дисперсию,
например, продукт, содержащий матрицу, выде-
ляющую микропузырьки (например, состоящую
из криозащитного и лиозащитного веществ),
содержащую газонаполненные, в основном сфе-
рические полости или вакуоли, окруженные
слоями мембранообразующего липидного веще-
ства.

Стадию (i) можно, например, осуществ-
лять, используя для обработки водной среды,
содержащей липиды, любой метод, пригодный
для получения эмульсии, например, ультразву-
ковую обработку, встряхивание, гомогенизацию
при высоком давлении, высокоскоростное пе-
ремешивание или смешение при высоких уси-
лиях сдвига, например, используя ротор-
статорный гомогенизатор ("коллоидную мель-
ницу") в присутствии выбранного газа. Водная
среда может, если желательно, содержать до-
бавки, которые служат для повышения вязкости
и/или в качестве вспомогательных веществ для
повышения растворимости липидов, такие как
спирты или полиолы, например, глицерин и/или
пропиленгликоль.

Газ, используемый на стадии получения
эмульсии, не должен быть тем же, который бу-
дет содержаться в конечном продукте. Поэтому
большую часть этого газа можно удалить во
время следующей стадии лиофилизации, и ос-
тавшийся газ можно удалить путем вакуу-
мирования сухого продукта, который затем
можно поместить в атмосферу газа, который
должен содержаться в конечном продукте. По
этой причине газ для получения эмульсии мож-
но выбрать исключительно из тех соображений,
чтобы оптимизировать параметры процесса
эмульгирования, без учета требований, касаю-
щихся конечного продукта. Мы обнаружили,
что эмульгирование в присутствии фторида се-

ры, такого как гексафторид серы, или газооб-
разного фторированного углеводорода, такого
как перфторалкан, или перфторциклоалкан,
предпочтительно, содержащего 4 или 5 атомов
углерода, особенно благоприятно с точки зре-
ния получения конечных продуктов с постоян-
ными и имеющими узкое распределение разме-
рами микропузырьков.

Эмульгирование удобно проводить при
комнатной температуре, например, приблизи-
тельно при 25±10°С. Может оказаться необхо-
димым вначале нагреть водную среду, чтобы
облегчить гидратацию и, тем самым, дисперги-
рование фосфолипида, и затем дать ей остыть до
температуры окружающей среды перед эмуль-
гированием.

Газовые дисперсии, получаемые согласно
стадии (i), особенно водные дисперсии газовых
микропузырьков, стабилизированных амфи-
фильным веществом, состоящим в основном из
фосфолипида, преимущественно содержащего
молекулы с избыточным зарядом, составляют
существенный признак этого изобретения. Не-
которые такие дисперсии описаны в нашей ме-
ждународной заявке А-9640275 как промежу-
точные продукты, используемые для приготов-
ления диагностических контрастных веществ,
содержащих газовые микропузырьки, стабили-
зированные одним или более мебранообразую-
щими липидами, сшитыми или полимеризован-
ными в гидрофильной части их молекул. Эти
промежуточные дисперсии, в которых амфи-
фильное вещество содержит дипальмитоилфос-
фатидилсерин, более конкретно, в форме его
натриевой соли, или один или в сочетании с
дипальмитоилфосфатидилхолином, и газ пред-
ставляет собой смесь воздуха с перфторпента-
ном, смесь воздуха с перфторгексаном или
смесь перфторбутана с перфторгексаном, здесь
не заявлены.

Можно отметить, что поскольку эти дис-
персии были промежуточными, они не были
получены в стерильной, физиологически при-
емлемой форме, тогда как газовые дисперсии,
полученные на стадии (i) согласно настоящему
изобретению, могут быть получены в стериль-
ной, физиологически приемлемой форме (на-
пример, с использованием стерильной апиро-
генной воды или солевого раствора в качестве
водного жидкого носителя), если они предна-
значены для использования непосредственно в
качестве контрастных веществ.

Дисперсии, полученные на стадии (i), же-
лательно подвергнуть одной или более операци-
ям промывки перед тем, как использовать их в
качестве контрастных веществ или перед стади-
ей лиофилизации (ii) для того, чтобы отделить и
удалить добавки, такие как вещества, повы-
шающие вязкость, и вещества, улучшающие
растворимость, а также нежелательные приме-
си, такие как не содержащие газа коллоидные
частицы и микропузырьки, слишком маленького
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и/или слишком большого размера; полученные
таким образом промытые дисперсии микропу-
зырьков составляют существенный признак это-
го изобретения. Такую промывку можно осуще-
ствить известным способом, причем микропу-
зырьки отделяются при помощи таких методов,
как флотация или центрифугирование. Возмож-
ность удалить добавки таким образом, а также
получить дисперсии микропузырьков с особо
узким распределением по размеру частиц явля-
ются важными преимуществами способа этого
изобретения, особенно потому, что, как отмече-
но выше, полученное распределение по размеру
частиц в основном сохраняется после лиофили-
зации и обратного превращения в дисперсию.
Соответственно, особенно предпочтительно
использовать способ, включающий стадии дис-
пергирования газа, промывки и разделения,
лиофилизации и обратного превращения в дис-
персию.

Можно приготовить фракционированные
по размеру дисперсии микропузырьков, в кото-
рых, по крайней мере, 90% микропузырьков
имеют размеры внутри диапазона 2 мкм, причем
микропузырьки предпочтительно имеют сред-
ний по объему диаметр в диапазоне 2-5 мкм.
Такие дисперсии, и замороженные и лиофили-
зированные продукты, полученные из них, на-
пример, как описано ниже, представляют до-
полнительные существенные признаки этого
изобретения.

В тех случаях, когда используются одно
или более криозащитных и/или лиозащитных
веществ, их можно добавлять лучше всего после
операций промывки перед лиофилизацией.

Лиофилизацию газовой дисперсии можно,
например, осуществлять, вначале замораживая
ее, а затем проводя лиофилизацию заморожен-
ной газовой дисперсии общеизвестными спосо-
бами. Такие замороженные газовые дисперсии,
т.е. замороженные, выделяющие микропузырь-
ки водные дисперсии, содержащие газовые
микропузырьки, стабилизированные амфифиль-
ными веществами, состоящими в основном из
фосфолипидов, содержащих преимущественно
молекулы, которые каждая в отдельности имеют
общий избыточный заряд, составляют еще один
существенный признак этого изобретения. Мик-
ропузырьки могут быть, предпочтительно,
фракционированы по размерам перед замора-
живанием, причем выделяющиеся микропу-
зырьки, предпочтительно, имеют среднеобъем-
ный диаметр в интервале 2-5 мкм. Такие про-
дукты можно хранить замороженными и оттаи-
вать, когда потребуется, например, путем про-
стого нагревания и/или путем добавления жид-
кого носителя, чтобы регенерировать дисперсии
микропузырьков, используемые в качестве кон-
трастных веществ в соответствии с этим изобре-
тением.

Так как сухой продукт обычно превраща-
ют снова в дисперсию согласно стадии (iii), как

описано выше, перед применением газовую
дисперсию целесообразно залить в герметизи-
руемые ампулы перед лиофилизацией так, что-
бы каждая ампула содержала соответствующее
количество, например, однократную дозу лио-
филизованного сухого продукта для превраще-
ния в пригодную для инъекций форму диспер-
сии. Посредством лиофилизации газовой дис-
персии в индивидуальных ампулах, а не в об-
щем объеме, можно избежать прикосновения к
деликатной сотоподобной структуре лиофили-
зованного продукта и риска, по крайней мере,
частичного разрушения этой структуры. После
лиофилизации и любой возможной дополни-
тельной откачки газа и введения в свободный
объем ампул того газа, который должен присут-
ствовать в виде микропузырьков в полученном
готовом контрастном веществе, ампулы можно
герметично закрыть подходящим способом.
Можно оценить, что возможность выбрать со-
держание газа в конечном продукте, наряду с
возможностью независимо контролировать раз-
мер микропузырьков в конечном продукте пу-
тем подбора соответствующих параметров про-
цесса во время начальной стадии диспергирова-
ния и последующей стадии промывки и разде-
ления, позволяет независимо подобрать размер
пузырьков и содержание газа, и благодаря этому
дает возможность сделать продукты пригодны-
ми для конкретных применений.

В общем, замороженная газовая дисперсия
или сухой продукт со стадии (ii), например, по-
сле любого необходимого и/или желаемого до-
полнения или изменения содержания газа может
быть снова превращена в дисперсию путем до-
бавления соответствующей стерильной водной
жидкости-носителя, пригодной для инъекций,
такой как стерильная апирогенная вода для инъ-
екций, водный раствор, такой как солевой рас-
твор (который можно сбалансировать так, чтобы
конечный продукт, предназначенный для инъ-
екций, не был гипотоническим) или водный
раствор одного или более веществ, регулирую-
щих осмотическое давление (например, тех,
которые описаны здесь ранее). Когда сухой
продукт содержится в ампулах, их удобно гер-
метично закрывать перепонкой (septum), через
которую можно вводить жидкий носитель при
помощи, возможно, предварительно заполнен-
ного шприца; альтернативно сухой продукт и
жидкий носитель могут поставляться совместно
в двухкамерном устройстве, таком как двухка-
мерный шприц. Может быть целесообразно пе-
ремешивать или мягко встряхивать продукт по-
сле повторного получения дисперсии. Однако,
как отмечено выше, в стабилизированных кон-
трастных веществах, полученных согласно это-
му изобретению, размер газовых микропузырь-
ков может быть практически независимым от
количества энергии, приложенной для переме-
шивания сухого продукта, превращаемого в
дисперсию. В соответствии с этим может потре-
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боваться не более чем мягкое ручное встряхива-
ние для того, чтобы получить воспроизводимые
продукты с постоянным размером микропу-
зырьков.

Последующие, не ограничивающие изо-
бретение, примеры служат для иллюстрации
этого изобретения.

На сопровождающих изобретение черте-
жах показано следующее.

На фиг. 1 представлен график зависимости
процента сохранения объемной концентрации
после лиофилизации и повторного получения
дисперсии от относительного количества заря-
женного фосфолипида в мембранах контраст-
ных веществ, полученных согласно примеру 1.

На фиг. 2 представлены спектры ослабле-
ния ультразвука в интервале частот 1,5-8 МГц
для контрастного вещества, полученного со-
гласно примеру 2(а), измеренные а) перед испы-
танием на давление; в) во время испытания на
давление; и с) после испытания на давление, как
описано в примере 6.

На фиг. 3 показан процент уменьшения ос-
лабления ультразвука на частоте 3,5 МГц для
контрастного вещества согласно примеру 2(а)
после приложения избыточного давления 0-300
мм Нg в течение 90 с, как описано в примере 6.

На фиг. 4 показаны объемные распределе-
ния по размерам для контрастных веществ со-
гласно примеру 2 (а), измеренные методом
Культера, а) без приложения избыточного дав-
ления (♦), в) после действия избыточного дав-
ления 150 мм Нg в течение 90 с (∆), и с) после
действия избыточного давления 300 мм Нg в
течение 90 с ( ), как описано в примере 6.

Пример 1. Влияние относительных коли-
честв заряженных фосфолипидов.

Дисперсии микропузырьков, стабилизиро-
ванные различными фосфолипидами или сме-
сями фосфолипидов, были получены по общей
методике, описанной ниже, с использованием
параметров процесса, приведенных в таблице
I.I, которая дана ниже.

Были приготовлены растворы выбранных
фосфолипидов в воде, содержащей 5,4% вес.
смеси пропиленгликоля и глицерина (3:10 по
весу), дающие концентрацию фосфолипидов 2-5
мг/мл (для фосфатидилэтаноламина в воде было
установлено рН=10,5 путем добавления гидро-
ксида натрия), причем фосфолипиды были гид-
ратированы путем ультразвуковой обработки
и/или нагревания до приблизительно 80°С в
течение определенного времени (таблица I.I) и
охлаждены до комнатной температуры перед
использованием. Заданный объем этого раство-
ра был распределен между несколькими хрома-
тографическими ампулами объемом 2 мл, при-
чем в каждую ампулу помещали 0,8-2 мл рас-
твора. Пространство над жидкостью в каждой

ампуле заполняли газообразным перфторбута-
ном, и ампулы надежно закрывали и встряхива-
ли в течение 45 с в аппарате Espe CapMix® (сме-
сителе для зубоврачебных материалов). Полу-
ченные дисперсии микропузырьков переносили
в более крупную ампулу и центрифугировали
при 2000 об/мин в течение 5 мин, и получали
нижний слой - мутную жидкость и плавающий
сверху слой микропузырьков. Жидкость удаля-
ли шприцем и заменяли равным объемом воды с
нейтральным рН. Операцию промывки повторя-
ли, но теперь находящуюся внизу жидкость за-
меняли 10%-ным (по весу) раствором сахарозы.
Порции промывной дисперсии по 2 мл распре-
деляли между плоскодонными ампулами емко-
стью по 10 мл, специально предназначенными
для лиофилизации, ампулы охлаждали до -47°С
и проводили лиофилизацию в течение прибли-
зительно 48 ч, получая белое пушистое твердое
вещество. Ампулы переносили в вакуумную
камеру, воздух удаляли откачкой вакуумным
насосом и заменяли его газообразным перфтор-
бутаном. Перед использованием добавляли во-
ду, ампулы мягко встряхивали вручную в тече-
ние нескольких секунд, и получали дисперсии
микропузырьков, пригодные в качестве контра-
стных веществ для ультразвуковых исследова-
ний.

Распределение по размерам и объемную
концентрацию микропузырьков измеряли при
помощи счетчика Культера Coulter Counter Mark
II, имеющего отверстие 50 мкм, с пределами
измерений 1-30 мкм. Пробы объемом 20 мкм
разбавляли в 200 мл солевого раствора, насы-
щенного воздухом при комнатной температуре,
и выдерживали в течение 3 мин перед измере-
нием для установления равновесия. Измерения
проводили на дисперсиях микропузырьков пе-
ред лиофилизацией (промытая дисперсия пу-
зырьков) и после лиофилизации (дисперсия,
полученная вновь путем добавления воды до
того же объема, как перед лиофилизацией). По-
лученные данные представлены в таблице I.II,
приведенной ниже.

Эффективность лиофилизации для различ-
ных дисперсий микропузырьков, стабилизиро-
ванных фосфолипидами, рассчитывали как про-
цент сохранения ("выживания") объемной кон-
центрации после лиофилизации и обратного
превращения в дисперсию. На графике (см. фиг.
1) показано, как этот параметр изменяется в за-
висимости от относительного количества заря-
женного фосфолипида в мембране. Как можно
видеть, эффективность лиофилизации увеличи-
вается с увеличением количества заряженного
фосфолипида в мембране и достигает самой
высокой величины для мембран, содержащих
только заряженные фосфолипиды.
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Таблица I.I. Состав композиций и параметры процесса, использованные при получении дисперсий пу-
зырьков газообразного перфтор-н-бутана, стабилизированных фосфолипидами, как описано в примере 1

Фосфолипиды и соот-
ношения (по весу)

Количество
PL (мг/мл)

Количество
водного рас-
творителя (мл)

Обработка
ультразвуком

(мин)

Тепловая об-
работка (мин)

Объем обра-
батываемой
порции (мл)

Объем жидко-
сти в каждой
ампуле (мл)

DPPE 20 10 - 30 10 0,8
H-PC/H-PS (9:1) 45,5 9,1 10 2 9 0,9
H-PC/H-PS (4:1) 14,0 7 10 2 7 1
DSPC/DSPS (4:1) 10,4 5,2 10 2 4 1
DSPC/DSPG (1:1) 15,2 7,6 10 2 7 1
DPPS 24,9 12,5 - 30 11 1
DSPS 24,8 12,5 - 30 11 1
DSPG/DPPA (10:1) 20,2 10 - 10 10 0,8
DSPG/DPPA (1:1) 52,0 10,4 - 10 8 0,8

Условные обозначения:
PL - фосфолипид;
DPPE - дипальмитоилфосфатидилэтаноламин;
Н-РС - гидрированный яичный фосфатидилхолин;
H-PS - гидрированный яичный фосфатидилсерин;
DSPC - дистеароилфосфатидилхолин;
DSPS - дистеароилфосфатидилсерин;
DSPG - дистеароилфосфатидилглицерин;
DPPS - дипальмитоилфосфатидилсерин;
DPPA - дипальмитоилфосфатидная кислота.

Таблица I.II. Выход, выраженный через объемную концентрацию пузырьков (в процентах от общего
объема дисперсии) (i) после промывания дисперсии и (ii) после лиофилизации и повторного получения

дисперсии
Фосфолипиды и
соотношения (по

весу)

% заряжен-
ного липида в
мембране

Объемная
конц.(%) до лио-

филизации

Объемная
конц.(%) после
лиофилизации

Количество дисперсии, сохра-
нившееся после лиофилизации

(% от начальной об.конц.)
DPPE 0 0,7 0,1 16,4
H-PC/H-PS(9:1) 10 6,4 0,9 14,1
H-PC/H-PS(4:1) 20 1,0 0,2 20,0
DSPC/DSPS(4:1) 20 4,8 1,0 20,8
DSPC/DSPG(1:1) 50 0,3 0,1 33,3
DPPS 100 0,7 0,4 57,1
DSPS 100 1,0 0,5 50,0
DSPG/DPPA(10:1) 100 1,4 0,7 52,9
DSPG/DPPA(1:1) 100 4,3 1,8 41,9

Условные обозначения: см. таблицу I.I.

Пример 2.
а) Приготовление дисперсий микропу-

зырьков перфторбутана путем встряхивания.
25,3 мг гидрированного яичного фосфати-

дилсерина добавляли к 12,5 мл воды, содержа-
щей 5,4% вес. смеси пропиленгликоля и глице-
рина (3:10 по весу). Фосфолипидный материал
гидратировали путем нагревания до 70°С в те-
чение приблизительно 30 мин, после чего охла-
ждали до комнатной температуры. 11 мл дис-
персии разделяли на порции по 1 мл, которые
помещали в одиннадцать ампул объемом по 2
мл, и свободный объем над жидкостью в ампу-
лах заполняли газообразным перфтор-н-
бутаном. Ампулы надежно закрывали и встря-
хивали в течение 45 с, используя аппарат Espe
CapMix® (смеситель для зубоврачебных мате-
риалов). Полученные дисперсии микропузырь-

ков объединяли, помещали в четыре ампулы
большего размера и центрифугировали при 2000
об/мин в течение 5 мин, получая в результате
нижний слой - мутную жидкость и плавающий
на ней слой микропузырьков. Нижний слой
жидкости удаляли шприцем и заменяли равным
объемом воды с нейтральным рН. Операцию
промывки повторяли, но на этот раз нижний
слой жидкости заменяли 10%-ным (по весу)
раствором сахарозы. Порции полученной дис-
персии объемом по 2 мл распределяли по ампу-
лам с плоским дном объемом по 10 мл, специ-
ально предназначенным для лиофилизации, эти
ампулы охлаждали до -47°С и проводили лио-
филизацию в течение приблизительно 48 ч, и
получали белое пушистое твердое вещество.
Ампулы переносили в вакуумную камеру, уда-
ляли воздух откачкой вакуумным насосом и
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заменяли его газообразным перфтор-н-бутаном.
Перед использованием добавляли воду, ампулы
мягко встряхивали вручную в течение несколь-
ких секунд, и получали дисперсии микропу-
зырьков, пригодные в качестве контрастных
веществ для ультразвуковых исследований.

в) Приготовление дисперсий микропу-
зырьков перфторбутана путем перемешивания
роторно-статорной мешалкой.

500,4 мг гидрированного яичного фосфа-
тидилсерина добавляли к 100 мл воды, содер-
жащей 5,4% (по весу) смеси пропиленгликоля и
глицерина (3:10 по весу). Смесь встряхивали и
нагревали до 80°С пять минут, давали остыть до
комнатной температуры, снова встряхивали и
оставляли стоять на ночь перед использованием.

50 мл полученного раствора переносили в
круглодонную колбу с коническим горлом.
Колба была снабжена стеклянной рубашкой,
имеющей входной и выходной патрубки для
регулирования температуры, соединенные с
водяным термостатом, в котором поддержива-
лась температура 25°С. В раствор вводили вал
роторно-статорной мешалки, и чтобы предот-
вратить утечку газа, зазор между стенкой горло-
вины колбы и валом мешалки закрывали специ-
ально сконструированной металлической проб-
кой, снабженной патрубками для входа и выхо-
да газа, соединенными с газовой линией, для
регулирования содержания газа и контроля дав-
ления. Патрубок для выхода газа соединяли с
вакуумным насосом, и раствор дегазировали в
течение одной минуты. Затем через патрубок
для входа газа вводили газообразный перфтор-
н-бутан для создания атмосферы этого газа.

Раствор гомогенизировали при скорости
вращения 23000 об/мин в течение 10 мин, удер-
живая вал роторно-статорной мешалки в таком
положении, чтобы отверстия были чуть выше
поверхности жидкости. Получили кремоподоб-
ную дисперсию белого цвета, которую перене-
сли в плотно закрывающийся контейнер и за-
полнили его перфтор-н-бутаном. Затем диспер-
сию перенесли в делительную воронку и цен-
трифугировали при 12000 об/мин в течение 30
мин, в результате чего получили кремоподоб-
ный слой пузырьков на поверхности слоя нахо-
дящейся под ним мутной жидкости. Эту жид-
кость удаляли и заменяли водой. Затем центри-
фугирование повторяли дважды, но теперь про-
водили его при 12000 об/мин по 15 мин. После
последнего центрифугирования, отцентрифуги-
рованную жидкость заменяли 10%-ным (по ве-
су) раствором сахарозы. Порции полученной
дисперсии объемом по 2 мл распределяли по
ампулам с плоским дном, объемом по 10 мл,
специально предназначенным для лиофили-
зации, эти ампулы охлаждали до -47°С и прово-
дили лиофилизацию в течение приблизительно
48 ч; получали белое пушистое твердое вещест-
во. Далее ампулы переносили в вакуумную ка-
меру, удаляли воздух путем откачки вакуумным

насосом и заменяли его газообразным перфтор-
н-бутаном. Перед использованием добавляли
воду, и ампулы мягко встряхивали в руках в
течение нескольких секунд; в результате полу-
чали дисперсии микропузырьков, подходящие
для использования в качестве контрастных ве-
ществ.

с) Приготовление дисперсий микропу-
зырьков перфторбутана путем ультразвуковой
обработки.

500,4 мг гидрированного яичного фосфа-
тидилсерина прибавляли к 100 мл воды, содер-
жащей 5,4% (по весу) смеси пропиленгликоля и
глицерина (3:10 по весу). Смесь встряхивали и
нагревали до 80°С в течение пяти минут, давали
остыть до комнатной температуры, снова встря-
хивали и оставляли стоять на ночь перед ис-
пользованием.

Этот раствор прокачивали насосом через
проточную ячейку объемом 4 мл ультразвуково-
го генератора и подвергали действию ультра-
звука при 20 кГц с амплитудой 90 мкм. Диаметр
ультразвукового излучателя был равен 1,3 см,
внутренний диаметр ячейки - 2,1 см и расстоя-
ние между излучателем и дном ячейки 1 см.
Липидный раствор смешивали с перфтор-н-
бутаном при соотношении 1:2 по объему перед
его введением в ячейку ультразвукового генера-
тора (20 мл/мин липидного раствора и 40
мл/мин газообразного перфтор-н-бутана). Под-
держивали температуру 33°С. Получили белую
кремоподобную дисперсию, которой заполняли
контейнер и вводили в него перфтор-н-бутан.

Определение характеристик полученных
продуктов.

Распределение по размерам и объемную
концентрацию микропузырьков определяли при
помощи счетчика Культера Coulter Counter Mark
II с отверстием 50 мкм и диапазоном измерений
1-30 мкм. Пробы объемом 20 мкм разбавляли в
200 мл солевого раствора, насыщенного возду-
хом при комнатной температуре, и выдержива-
ли для установления равновесия в течение 3 мин
перед измерениями.

Определение ультразвуковых характери-
стик проводили на экспериментальной установ-
ке, слегка видоизмененной по сравнению с ус-
тановкой, описанной в статье Jong N. and Hoff
L., "Ultrasound scattering properties of Albunex
microspheres". Ultrasonics, 31(3), pp.175-181
(1993). На этой аппаратуре измеряли эффектив-
ность ослабления ультразвука в интервале час-
тот 2-8 МГц в разбавленной суспензии контра-
стного вещества. Во время измерения ослабле-
ния ультразвука проводили испытание на ус-
тойчивость к давлению, подвергая образец дей-
ствию избыточного давления 120 мм Нg в тече-
ние 90 с. В обычном испытании 2-3 мкл пробы
разбавляли в 55 мл раствора Isoton II, и разбав-
ленную пробу суспензии перемешивали в тече-
ние 3 мин перед анализом. В качестве основного
измеряемого параметра использовали ослабле-
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ние сигнала при 3,5 МГц, наряду с показателем
восстановления прежней величины ослабления

при 3,5 МГц после прекращения действия избы-
точного давления.

Таблица II.I. Характеристики in vitro дисперсий пузырьков, полученных согласно примеру 2(а)-(с). (Чи-
словые и объемные концентрации и среднеобъемные диаметры, а также акустические свойства, измерен-

ные согласно описанию, приведенному выше)
Метод по-
лучения

(пример №)

Числовая
конц.

(106/мл)

Объемная
конц. (%)

Среднеобъ-
емный диа-
метр (мкм)

Ослабление
при 3,5 МГц

(дБ/см)

Сохранение
после действия
давления (%)

Частота при мак-
симальном ослаб-
лении (МГц)

2 (а) 1519 1,45 3,91 30,46 100 4,1
2(в) 10518 6,51 3,16 150,4 96 4,3
2 (с) 23389 9,57 3,83 117 100 3,5

Пример 3. Эффект замены газа.
Газ, содержащийся в пяти образцах, приго-

товленных согласно примеру 2 (в), описанному
выше, был заменен на воздух, перфторбутан,
гексафторид серы, пентафторид трифторметил-
серы и тетраметилсилан, соответственно, по
следующей методике,

Два образца, содержащие лиофилизован-
ный продукт из примера 2(в), помещали в экси-
катор, имеющий патрубки для входа и выхода
газа. Эксикатор присоединяли к регулятору ва-
куумной перегонки Buchi 168, который давал
возможность проводить контролируемое вакуу-
мирование образцов и введение выбранного

газа. Образцы откачивали приблизительно при
10 мбар в течение 5 мин, затем давление повы-
шали до атмосферного путем введения выбран-
ного газа, после чего тщательно закрывали ам-
пулы. Эту процедуру повторяли со следующими
парами образцов для каждого из выбранных
газов.

В каждую ампулу добавляли по 2 мл дис-
тиллированной воды, и ампулы мягко встряхи-
вали в руках перед использованием. Для полу-
ченных дисперсий микропузырьков определяли
характеристики, относящиеся к распределению
по размерам, как описано в примере 2. Резуль-
таты суммированы в таблице III.I.

Таблица III.I. Характеристики in vitro стабилизированных фосфатидилсерином дисперсий микропузырь-
ков, полученных согласно примеру 3 - числовая и объемная концентрации и среднеобъемные диаметры

Газ Числовая концен-
трация (106/мл)

Среднечисленный
диаметр (мкм)

Объемная концен-
трация (%)

Среднеобъемный
диаметр (мкм)

Перфторбутан 9756 1,8 4,9 5,8
Пентафторид трифтор-
метилсеры 10243 1,9 5,9 3,5

Гексафторид серы 9927 1,9 5,7 3,2
Тетраметилсилан 9947 1,9 6,1 3,7
Воздух 9909 1,9 6,4 4,0

Как можно видеть из приведенных выше
результатов, при замене газа не происходит зна-
чительных изменений в распределении по раз-
мерам.

Результаты испытаний in vivo.
По одной порции суспензии, приготовлен-

ной с каждым из пяти газов, испытывали in vivo,
измеряя усиление доплеровского сигнала при 10
МГц. Дисперсии вводили кроликам породы
шиншилла путем инъекции в ушную вену, и
проводили измерения по методике, основанной
на эффекте Доплера, помещая ультразвуковой
зонд непосредственно на сонную артерию. За-
писывали интенсивность сигнала и его продол-
жительность и рассчитывали интеграл допле-
ровской кривой. Полученные результаты (см.
таблицу III.II, приведенную ниже) показали, что
микропузырьки, содержащие перфторбутан,
дают самое большое увеличение интенсивности
доплеровского сигнала. Микропузырьки, со-
держащие гексафторид серы, пентафторид
трифторметилсеры или тетраметилсилан, были

лишь немного менее эффективными в качестве
усилителей интенсивности доплеровского сиг-
нала, чем микропузырьки, содержащие пер-
фторбутан, давая величины интегралов, состав-
ляющие 60-80% от величины для перфторбута-
на.

Таблица III.II. Результаты инъекций in vivo
кроликам продуктов, полученных в примере 3
(величины скорректированы с учетом смещения
нулевой линии; доплеровская единица опреде-
ляется как увеличение доплеровского сигнала
относительно сигнала от крови)

Газ Увеличение интегрального
доплеровского сигнала для
артерий (число доплеров-
ских единиц ⋅ сек)

Перфторбутан*
Пентафторид триф-
торметилсеры
Тетраметилсилан
Гексафторид серы
Воздух

10361

8006
6370
6297
1024

* Среднее из двух инъекций
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Пример 4. Замороженные дисперсии и
лиофилизованные продукты.

250 мг гидрированного яичного фосфати-
дилсерина добавляли в 50 мл воды для инъек-
ций, содержащей 5,4 вес.% смеси пропиленгли-
коля и глицерина (7:20 по весу). Смесь встряхи-
вали и нагревали до 80°С в течение 5 мин, дава-
ли охладиться до комнатной температуры, снова
встряхивали и оставляли стоять на ночь перед
использованием.

100 мл полученного раствора переносили в
круглодонную колбу с коническим горлом и
обрабатывали по методике, описанной в приме-
ре 2(в). Получали кремоподобную дисперсию
белого цвета. Эту дисперсию переносили в де-
лительную воронку и центрифугировали при
12000 об/мин 30 мин; получали кремоподобный
слой микропузырьков на поверхности слоя мут-
ной жидкости. Эту жидкость удаляли и заменя-
ли на 50 мл воды для инъекций. Затем центри-
фугирование повторяли дважды, но теперь при
12000 об/мин по 15 мин. К 6 мл полученной
дисперсии добавляли 6 мл 30%-ного (по весу)
раствора трегалозы; эту дисперсию разделяли на
порции по 2 мл, которые помещали в ампулы с
плоским дном объемом 10 мл, специально пред-
назначенные для лиофилизации, и эти ампулы

охлаждали до -47°С и хранили при этой темпе-
ратуре в течение суток.

Половину ампул оттаивали после одних
суток выдерживания при -47°С и получали го-
могенные кремоподобные дисперсии газовых
пузырьков, пригодные для использования в ка-
честве ультразвуковых контрастных веществ.
Дисперсии после оттаивания были охарактери-
зованы путем измерения параметров распреде-
ления по размерам, как описано выше в примере
2 (см. таблицу IV.I). Для остальных ампул про-
водили лиофилизацию в течение приблизитель-
но 48 ч, и получали белое пушистое твердое
вещество. Ампулы переносили в вакуумную
камеру, воздух удаляли откачкой вакуумным
насосом и заменяли газообразным перфтор-н-
бутаном. Перед использованием добавляли воду
и ампулы мягко встряхивали в течение несколь-
ких секунд; получали дисперсии пузырьков,
пригодные для использования в качестве ульт-
развуковых контрастных веществ. Полученные
дисперсии характеризовали путем измерения
распределения по размерам и акустического
ослабления сигнала, используя методы, описан-
ные выше в примере 2. Результаты представле-
ны в таблице IV.I.

Таблица IV. I. Концентрация микропузырьков, данные по размерам и акустические данные для диспер-
сий микропузырьков газообразного перфтор-н-бутана, стабилизированных гидрированным фосфатидил-

серином, обработанных путем замораживания - оттаивания и лиофилизации
Обработка об-

разца
Числовая

концентрация
(106/мл)

Объемная
концентрация

(%)

Среднеобъ-
емный диа-
метр (мкм)

Ослабление
при 3,5 МГц

(Б/см)

Сохранение
после дейст-
вия давления

(%)

Частота при
максимальном
ослаблении

(МГц)
Промывка 10390 10,4 3,8 н.о. н.о. н.о.
Замораживание-
оттаивание 10142 9,9 3,6 н.о. н.о. н.о.

Лиофилизация 7780 4,6 3,1 58,0 89 5,3
Условные обозначения: н.о. = не определено.

Пример 5. Воздействие на дисперсию мик-
ропузырьков перфторбутана жидкости, насы-
щенной воздухом.

Ампулу, содержащую лиофилизованный
материал в атмосфере перфторбутана приготов-
ляли, как описано в примере 2(в). Воду добав-
ляли в ампулу непосредственно перед использо-
ванием и получали дисперсию микропузырьков.

200 мл жидкости Isoton II оставляли на
воздухе в течение нескольких дней при комнат-
ной температуре и получали раствор, полностью
насыщенный воздухом. Другие 200 мл жидко-
сти дегазировали в вакуумной колбе при 60°С в
течение одного часа и охлаждали до комнатной
температуры при сохранении вакуума. Воздух
вводили в колбу непосредственно перед исполь-
зованием.

Порции суспензии микропузырьков по 10
мкл добавляли в каждую из этих жидкостей, и
полученные смеси выдерживали в течение 5

мин перед определением размеров частиц (на
приборе Coulter Multisizer Mark II).

В дегазированной среде, где нельзя ожи-
дать никакой диффузии газов из жидкости в
микропузырьки, средний диаметр микропу-
зырька был равен 1,77 мкм, и 0,25% микропу-
зырьков были больше 5 мкм. В жидкости, на-
сыщенной воздухом, соответствующие величи-
ны составляли 2,43 мкм и 0,67%; повторные
измерения, сделанные через 5 мин, показали,
что размеры микропузырьков достигли посто-
янной величины.

Эти результаты показывают, что средний
диаметр микропузырьков увеличивается только
на 37%, если поместить их в насыщенную воз-
духом жидкость, аналогичную артериальной
крови, причем очень мало пузырьков достигают
размера, который может вызвать блокирование
капиллярных кровеносных сосудов. Это вероят-
но контрастирует с удвоением размера микро-
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пузырьков, содержащих смесь воздуха с пер-
фторгексаном, в аналогичной среде (т.е. сильно
разбавленной дисперсии микропузырьков в во-
де, содержащей растворенный воздух), о кото-
ром сообщается в примере II международной
заявки А-9503835.

Пример 6. Устойчивость дисперсии мик-
ропузырьков перфторбутана к действию давле-
ния.

Ампулы, содержащие лиофилизованный
материал, находящийся в атмосфере перфторбу-
тана, были приготовлены, как описано в приме-
ре 2 (а). Воду (2 мл) добавляли в ампулу непо-
средственно перед использованием, чтобы по-
лучить дисперсии микропузырьков.

Спектры ослабления записывали на часто-
тах 1,5-8 МГц до, во время и после приложения
избыточного давления воздуха 300 мм Нg; дей-
ствие давления прекращали через 90 с. Резуль-
таты, показанные на фиг. 2 (см. чертежи), ука-
зывают, что хотя величина ослабления сигнала
при 4 МГц (пик для контрастного вещества, не
подвергавшегося действию давления) уменьша-
ется при действии давления менее чем до одной
трети, она почти полностью (до 85-95%) восста-
навливается, когда действие давления прекра-
щается.

Были измерены величины ослабления на
частоте 3,5 МГц при приложении избыточных
давлений воздуха до 300 мм Нg, в течение 90 с.
Результаты показаны на фиг. 3 и указывают на
высокую степень восстановления ослабления
(по крайней мере около 95%) после прекраще-
ния действия давления для всех величин прило-
женного избыточного давления.

Распределения по размерам определяли на
приборе Coulter для образца, не подвергавшего-
ся давлению, и для образцов, подвергнутых дей-
ствию избыточных давлений воздуха 150 и 300
мм Нg в течение 90 с. Результаты показаны на
фиг. 4 и указывают, что между кривыми распре-
деления в диапазоне 1-10 мкм нет значительных
различий.

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ

1. Способ получения контрастного агента,
включающий следующие стадии:

а) диспергирование газа в водной среде,
содержащей мембранообразующий липидный
материал, таким образом, чтобы образовывалась
дисперсия микропузырьков газа, стабилизиро-
ванная липидами;

б) лиофилизация указанной дисперсии в
присутствии криопротекторного и/или лиопро-
текторного материала таким образом, чтобы
получить сухой продукт, включающий матрицу
из криопротекторного и/или лиопротекторного
материала, содержащую заполненные газом
практически сферические полости или вакуоли,
окруженные одним или несколькими слоями
мембранообразующего липидного материала;

в) превращение указанного сухого продук-
та в дисперсию в водном инъецируемом жидком
носителе.

2. Способ по п.1, где газ, используемый на
стадии (а), является гексафторидом серы или
фторированным низкомолекулярным углеводо-
родом.

3. Способ по п.1 или 2, где липидосодер-
жащая водная среда, используемая на стадии
(а), дополнительно содержит одну или несколь-
ко добавок, выбранных из спиртов или полио-
лов.

4. Способ по любому из пп.1-3, где мем-
бранообразующий липидный материал состоит
в основном из фосфолипида и преимущественно
содержит молекулы, которые имеют каждая
индивидуально избыточный общий заряд.

5. Способ по любому из пп.1-4, где до ста-
дии (б) стабилизированную липидами диспер-
сию, образованную на стадии (а), промывают, а
микропузырьки фракционируют по размерам.

6. Способ по любому из пп.1-5, где крио-
протекторный и/или лиопротекторный материал
представляет собой физиологически толерант-
ный сахар.

7. Сухой продукт, способный генерировать
микропузырьки газа при превращении в диспер-
сию в водном инъецируемом жидком носителе,
включающий матрицу из криопротекторно-
го/лиопротекторного материала, содержащую
множество заполненных газом практически
сферических полостей или вакуолей, окружен-
ных одним или несколькими слоями мембрано-
образующего липидного материала.

8. Сухой продукт по п.7, где криопротек-
торный и/или лиопротекторный материал мат-
рицы представляет собой физиологически толе-
рантный сахар.

9. Сухой продукт по пп.7 или 8, где мем-
бранообразующий липидный материал состоит
в основном из фосфолипида, преимущественно
содержащего молекулы, которые имеют каждая
индивидуально избыточный общий заряд.

10. Сухой продукт по п.9, где практически
весь фосфолипид состоит из молекул, которые
имеют каждая индивидуально избыточный об-
щий заряд.

11. Сухой продукт по п.10, где фосфоли-
пид, по меньшей мере, на 70% состоит из одно-
го или нескольких фосфатидилсеринов.

12. Сухой продукт по любому из пп.7-11,
где газ включает гексафторид серы или перфо-
рированный низкомолекулярный углеводород.

13. Сухой продукт по п.11, где криопротектор-
ный и/или лиопротекторный материал представляет
собой сахарозу, а газ представляет перфторбутан.

14. Сухой продукт по п.13, представленный в
виде образующего контрастный агент состава, нахо-
дящегося в двухкамерном устройстве для хранения,
причем камеры указанного устройства содержат, со-
ответственно, указанный сухой продукт и инъецируе-
мый водный жидкий носитель.
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