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FIG.  I 

©  Intravasculariy-administrable,  magnetically-localizable  biodegradable  carrier  and  process  for  its 
The  intravascularly-administrable,  magnetically- 

localizable  biodegradable  carrier comprises  microspheres  (A) 
formed  from  an  amino  acid  polymer  matrix  (C)  with  magnetic 
particles  (P)  embedded  therein.  The  microspheres  can  be 
used  for intra-arterial  administration  and  capillary  level  local- 
ization  and/or  release  of  therapeutic  and  diagnostic  agents, 
thereby  obtaining  much  more  precise  targeting  of the  agents 
than  has  heretofore  been  possible. 

Also  a  process  is  provided  for  incorporating  water- 
soluble. therapeutic  agents  in  albumin  microspheres.  This 
process  is  particularly  advantageous  where  the  therapeutic 
agent is  heatsensitive.  All  steps  of  the  process  can  be  carried 
out  at  relatively  low  temperatures,  such  as  ambient  room 
temperature.  The  process  may  be  applied  to  the  preparation 
of  the  above  mentioned  intravascularly-administrable, 
magnetically-responsive  microspheres. 



S p e c i f i c   d e l i v e r y   of   c h e m o t h e r a p e u t i c   a g e n t s  t o   d e s i r e d  

t a r g e t   s i t e s   w i t h   a  m i n i m u m   of   s y s t e m i c   s i d e   e f f e c t s   c o n s t i t u t e s  

one  of   t h e   o n g o i n g   c h a l l e n g e s   o f   c h e m o t h e r a p y .   C h e m i c a l   a p -  

p r o a c h e s   to   s u c h   " t a r g e t i n g "   d e p e n d   on  b i o c h e m i c a l   d i f f e r e n c e s  

b e t w e e n   c e l l s ,   b u t   s u c h   d i f f e r e n c e s   a r e   m o r e   q u a n t i t a t i v e   t h a n  

q u a l i t a t i v e .   Thus   t h e  d r u g s   a d m i n i s t e r e d   h a v e   a c t i v i t y   in   a r e a s  

of   t h e   b o d y   w h e r e ' a c t i v i t y   is.  n o t   d e s i r e d .   An  a l t e r n a t i v e . t o  

c h e m i c a l l y   m e d i a t e d   t a r g e t i n g   i s   t h e   e n t r a p m e n t   o f   a  c h e m o t h e r a -  

p e u t i c   a g e n t   in   a  c a r r i e r   w h i c h   c a n   m e c h a n i c a l l y   e f f e c t   d i s t r i -  

b u t i o n   of   t h e   d r u g .  

In   1 9 7 4 ,   K r a m e r   p r o p o s e d   a l b u m i n   m i c r o s p h e r e s   a s  

v e h i c l e s   f o r   a c h i e v i n g   s p e c i f i c i t y   i n   d r u g  d e l i v e r y .   J .   P h a r m .  

S c i . ,   63,  1 6 4 6 - 1 6 4 7   ( O c t .   1 9 7 4 ) .   M e r c a p t o p u r i n e   was  d i s s o l v e d  

in   t h e   a q u e o u s   a l b u m i n   p r i o r   to   c o n v e r s i o n  t o   m i c r o s p h e r e s ,   a n d  

t h i s   w a t e r - s o l u b l e   d r u g  w a s   s h o w n   t o   be  e n t r a p p e d   i n   t h e   m i c r o -  

s p h e r e s .   K r a m e r  p r o p o s e d   t h a t   s o n i c a t i o n   c o u l d   be  u s e d   t o  

p r o d u c e   s m a l l e r   and   m o r e   u n i f o r m   s i z e   p a r t i c l e s .   K r a m e r   d i d  

s u g g e s t   t h a t   i n t r a v e n o u s   a d m i n i s t r a t i o n   of   t h e   m i c r o s p h e r e s  

m i g h t   r e s u l t   i n   p r e f e r e n t i a l   u p t a k e   i n   s u c h   t i s s u e s   as  l i v e r   o r  

b o n e   m a r r o w   due  to  n o n - s p e c i f i c   p h a g o c y t o s i s   w i t h   a  p o s s i b l e  

r e d u c t i o n   i n   r e q u i r e d   t o t a l   d o s e s   and   t h e r e b y   l e s s   s y s t e m i c  

s i d e   e f f e c t s .   T h i s   w o u l d   s t i l l   be  f a r   s h o r t   of   t h e   d e s i r e d  

o b j e c t i v e  s i n c e   o n l y   d i s e a s e s   of   t h e   r e t i c u l o - e n d o t h e l i a l  

s y s t e m   w o u l d   be  a f f e c t e d .   L o c a l   c o m p a r t m e n t a l i z a t i o n   of  w a t e r  

s o l u b l e   c h e m o t h e r a p e u t i c   a g e n t s   a t   d e s i r e d   t a r g e t   s i t e s ,   i f   i t  

c o u l d   be  a c h i e v e d ,   w o u l d   p e r m i t   a d m i n i s t r a t i o n   of   much   l o w e r  

d o s e s   by  l a r g e l y   e l i m i n a t i n g   s y s t e m i c   d i l u t i o n   o f   t h e   d r u g .   I n  

a d d i t i o n ,   many  of  t h e   a d v e r s e   s i d e   e f f e c t s   t h a t   a r e   o f t e n   t h e  



r e s u l t   o f   s y s t e m i c   d i s t r i b u t i o n   c o u l d   be  e l i m i n a t e d .   U n f o r -  

t u n a t e l y ,   p r i o r   to   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n ,   no  s y s t e m   of  a d m i n -  

i s t r a t i o n   h a s   b e e n   p r o v i d e d   w h i c h   can   e f f e c t i v e l y   d e l i v e r  

t h e r a p e u t i c   a g e n t s   i n t r a v a s c u l a r l y   to  a  s e l e c t e d   s i t e .   S u c h   a  

s y s t e m  a l s o   h a s   v a l u e   f o r   a d m i n i s t r a t i o n   of   d i a g n o s t i c   a g e n t s .  

F r e e m a n   e t   a l   p r o p o s e d   in   1960  t h a t   m a g n e t i c   i r o n  

p a r t i c l e s   m i g h t   b e  u s e d   as   a  m e a n s   f o r   t r a n s p o r t i n g   r a d i a t i o n  

o r   s o m e   h e a l i n g   c h e m i c a l   t o   a  p a r t i c u l a r  s p o t   in   t h e  b o d y ,   t h e  

p a r t i c l e s   b e i n g . m a g n e t i c a l l y   d i r e c t e d .   J .   App.   P h y s . ,   S u p p .  

V o l .   31 ;   4 0 4 S - 4 0 5 S   (May  1 9 6 0 ) .   I t   was  p r o p o s e d   t h a t   t h e   i r o n  

p a r t i c l e s   c o u l d   be  a l l o y e d   w i t h   t h e   p r o p e r   c h o i c e   of   r a d i o a c t i v e  

e l e m e n t ,   o r   t h a t   t h e y   c o u l d   be  c o a t e d   w i t h   an  a b s o r b e d   l a y e r   o f  

a  t h e r a p e u t i c   a g e n t .   L a t e r   M e y e r s   e t   a l   s u g g e s t e d   t h e   u s e  o f  

c a r b o n y l   i r o n   p a r t i c l e s   as  v e h i c l e s   f o r   s i t e   s p e c i f i c   d e l i v e r y  

of   c h e m o t h e r a p e u t i c   a g e n t s .   A m e r .   J .   R o e n t g . ,   90,  1 0 6 8 - 1 0 7 7  

(Nov .   1 9 6 3 ) .   M a g n e t i c   i r o n   p a r t i c l e s   of   1  to   3  m i c r o n s   i n  

d i a m e t e r   w e r e   s h o w n   t o   be  l o c a l i z e d   in   t h e   v e s s e l s   o r   g a s t r o -  

i n t e s t i n a l   t r a c t   o f   d o g s   w i t h   a  m a g n e t i c  f i e l d   of   a p p r o x i m a t e l y  

5 , 0 0 0   g a u s s .   I t   a p p e a r e d   t h a t   some  of   t h e   p a r t i c l e s   had   b e e n  

p u l l e d   t h r o u g h   t h e   a r t e r y   i n t o   t h e  t i s s u e s   by  t h e   m a g n e t i c  

f i e l d .   H o w e v e r ,   t h e   s u r f a c e   p r o p e r t i e s   o f   m a g n e t i c   p a r t i c l e s ,  

s u c h   a s   c a r b o n y l   i r o n ,   l e a d   t o   i r r e v e r s i b l e   i n t r a v a s c u l a r  

c l u m p i n g   u p o n   e x p o s u r e   to   a  m a g n e t i c   f i e l d   u n l e s s   t h e y   a r e  

c o a t e d   w i t h   e l e c t r o n e g a t i v e   p o l y m e r   s u c h   as   a l b u m i n .   N a k a m u r a  

e t   a l ;   J .   App.   P h y s . ,   42,   1 3 2 0 - 1 3 2 4   ( 1 9 7 1 ) .   A l k a n e   e t   a l ,  

S u r g e r y ,   60 ,   212  ( 1 9 6 6 )   e m p l o y e d   c a r b o n y l   i r o n   m i c r o s p h e r e s   t o  

o c c l u d e   i n t r a c r a n i a l   a n e u r y s m s   i n   b o t h   a n i m a l s   and  h u m a n s ,  

t h e r e b y   u t i l i z i n g   t h e   " c l u m p i n g "   p h e n o m e n o n   f o r   a  t h e r a p e u t i c  

p u r p o s e .   In   1 9 7 3 ,   M o s s o   e t   a l   r e p o r t e d   an  i m p r o v e d   m e t h o d   f o r  

c l u m p i n g   p a r t i c l e s   by  t h e   u s e   o f   f e r r o m a g n e t i c   s i l i c o n   w h i c h  



t h e y   u s e d   f o r   s e l e c t i v e   v a s c u l a r   o c c l u s i o n   and   s u b s e q u e n t  

n e c r o s i s   o f   t u m o r s   in   h u m a n s   Ann.   S u r g . ,   1 7 8 : 5 ,   663  ( 1 9 7 3 ) .  

The  p r i o r   a r t   d o e s   n o t   p r o v i d e   a  s o l u t i o n   to   t h e   p r o b l e m   of   h o w  

a c c u r a t e   m a g n e t i c   d i r e c t i o n   o f   i n t r a v a s c u l a r l y   a d m i n i s t e r e d  

m a g n e t i c   p a r t i c l e s   c a n   be  o b t a i n e d ,   n o r   to   t h e ' e q u a l l y   d i f f i c u l t  

p r o b l e m   of   how  s u f f i c i e n t   l o a d i n g   of   t h e   c h e m o t h e r a p e u t i c   a g e n t  

p e r   p a r t i c l e   c a n   be  o b t a i n e d .  

M i c r o c a p s u l e s   c o n t a i n i n g   m a g n e t i c   p a r t i c l e s   a r e  

d i s c l o s e d   in   U n i t e d   S t a t e s   p a t e n t   2 , 9 7 1 , 9 1 6 .   M i c r o c a p s u l e s   o f  

3  to   150  m i c r o n s   in   d i a m e t e r   a r e   f o r m e d   by  c o a c e r v a t i o n ,   t h e  

c a p s u l e s   h a v i n g   w a l l s   of   h a r d e n e d   o r g a n i c   c o l l o i d   m a t e r i a l  

e n c l o s i n g   an  o i l y   l i q u i d   c o n t a i n i n g   a  d i s p e r s i o n   of   m a g n e t i c  

p o w d e r .   No  m e d i c a l   a p p l i c a t i o n   i s   s u g g e s t e d ,  t h e   c a p s u l e s  

b e i n g   i n d i c a t e d   as  u s e f u l   f o r   i m p r i n t i n g   of   d a t a   on  r e c o r d  

s h e e t s .  

In   1 9 7 0 ,   Z o l l e   e t  a l   r e p o r t e d   t h e   p r e p a r a t i o n   o f  

m e t a b o l i z a b l e   r a d i o a c t i v e   human   s e r u m   a l b u m i n   m i c r o s p h e r e s .  

I n t .   J .   A p p l .   R a d i a t . ,   21 ,   1 5 5 - 1 6 7   ( 1 9 7 0 ) .   The  m i c r o s p h e r e s  

w e r e   p r e p a r e d   by  d i s p e r s i n g   d r o p l e t s   of  a  25%  s o l u t i o n   o f  

a l b u m i n   i n   h e a t e d   c o t t o n s e e d   o i l   w i t h   c o n t i n u o u s   s t i r r i n g .  

S o l i d i f i e d   m i c r o s p h e r e s   w e r e   o b t a i n e d   a f t e r   h e a t i n g   f o r   75  

m i n u t e s   a t   t e m p e r a t u r e s   f r o m   118  to   1 6 5 ° C .   The  m i c r o s p h e r e s  

w e r e   s e p a r a t e d   f r o m   t h e   o i l   by  c e n t r i f u g a t i o n ,   w a s h e d   f r e e   o f  

o i l   w i t h   d i e t h y l   e t h e r   and   d r i e d   in   a i r .   A  s i m i l a r   p r o c e d u r e  

i s   d e s c r i b e d   in   Z o l l e   U n i t e d   S t a t e s   P a t e n t   3 , 9 3 7 , 6 6 8   f o r   i n c o r -  

p o r a t i n g   p r e c i p i t a t e d   d r u g s   and   o t h e r   s u b s t a n c e s   in   a l b u m i n  

m i c r o s p h e r e s .   A c c o r d i n g   to   t h e   Z o l l e   p a t e n t ,   i t   i s   n e c e s s a r y  

to   h e a t   t h e   o i l   in   w h i c h   t h e   m i c r o s p h e r e s   a r e   f o r m e d   to   a  

t e m p e r a t u r e   a b o v e   1 0 0 ° C   to   e v a p o r a t e   w a t e r   and   to   f o r m   t h e  



s p h e r i c   a l b u m i n  p a r t i c l e s   h a v i n g   t h e   p r e c i p i t a t e   e n c a p s u l a t e d  

t h e r e i n .   S c h e f f e l   e t   a l   p r e p a r e d   a l b u m i n   m i c r o s p h e r e s   f o r  

s t u d y   o f   t h e   r e t i c u l o e n d o t h e l i a l   s y s t e m   u s i n g   a  m o d i f i c a t i o n   o f  

t h e   Z o l l e   p r o c e d u r e .   A q u e o u s   a l b u m i n   was  h o m o g e n i z e d   a t   r o o m  

t e m p e r a t u r e   w i t h   a  s m a l l   q u a n t i t y   o f   t h e   o i l ,   and   t h e   r e s u l t i n g  

e m u l s i o n   was   d i s p e r s e d   i n   a  b o d y   of   o i l   h e a t e d   to   1 7 5 - 1 8 5 ° C   ' 

w i t h   c o n t i n u o u s   s t i r r i n g .   On  c o o l i n g ,   d i e t h y l  e t h e r   was  a d d e d ,  

t h e   m i c r o c a p s u l e s   r e c o v e r e d   by  c e n t r i f u g a t i o n ,   w a s h e d  w i t h  

d i e t h y l   e t h e r ,   and   d r i e d .   S c h e f f e l   e t   a l   J .   N u c l .   M e d . ,   1 3 ,  

4 9 8 - 5 0 3   ( 1 9 7 2 ) .  

H a r d e n i n g   o f   s u c h   m i c r o c a p s u l e s   by  t e c h n i q u e s   o t h e r  

t h a n   d e n a t u r a t i o n   o f   t h e   p r o t e i n   a r e   k n o w n , . a n d   i n c l u d e   p a r -  

t i c u l a r l y   t r e a t m e n t   o f   t h e   m i c r o c a p s u l e s   w i t h   a q u e o u s   f o r m a l -  

d e h y d e   as   a  h a r d e n i n g   a g e n t .   See   Madan   e t   a l ,   J .   P h a r m .   S c i . ,  

65,   1476   ( O c t .   1 9 7 6 ) ,   and   U n i t e d   S t a t e s  p a t e n t s   2 , 8 0 0 , 4 5 7   a n d  

3 , 2 6 5 , 6 2 9 .  

The  i n t r a v a s c u l a r l y - a d m i n i s t r a b l e , . m a g n e t i c a l l y -  

l o c a l i z a b l e   b i o d e g r a d a b l e   c a r r i e r   o f   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n  

c o m p r i s e s   m i c r o s p h e r e s   f o r m e d   f r o m   an  a m i n o   a c i d   p o l y m e r   m a t r i x ,  

w i t h   m a g n e t i c   p a r t i c l e s   e m b e d d e d   t h e r e i n .   F o r   e x a m p l e ,   a l b u m i n  

c a n   be  u s e d   as   t h e   m a t r i x   m a t e r i a l   and   m a g n e t i t e   ( F e 3 0 4 )   a s  

t h e   m a g n e t i c   p a r t i c l e s .   The  m i c r o s p h e r e s   h a v e   a  n u m b e r   a v e r a g e   s i z e  

o f   l e s s   t h a n   1 . 5   m i c r o n s   a n d   t h e   m a g n e t i c   p a r t i c l e s   h a v e   a n  

a v e r a g e   s i z e   o f   n o t   o v e r   1 , 0 0 0   A n g s t r o m s .   The  m i c r o s p h e r e s   m a y  

c o n t a i n   f r o m   5  to   350  p a r t s   by  w e i g h t   of   t h e   m a g n e t i c   p a r t i c l e s  

p e r   100  p a r t s   o f   t h e   a m i n o   a c i d   p o l y m e r .   The  t h e r a p e u t i c   o r  

d i a g n o s t i c   a g e n t ,   w h i c h   may   be  a  w a t e r - s o l u b l e   c h e m o t h e r a p e u t i c  

a g e n t ,   i s   d i s s o l v e d   o r   d i s p e r s e d   in   t h e   m a t r i x   m a t e r i a l   d u r i n g  

t h e   f o r m a t i o n   o f   t h e   m i c r o s p h e r e s .  



F o r   e f f e c t i v e   magne t ic   c o n t r o l ,   t h e   m i c r o s p h e r e s   w i l l  

be  i n t r o d u c e d   i n t o   an  a r t e r y   u p s t r e a m   of   t h e   c a p i l l a r y   b e d  

w h e r e   t h e y   a r e   to   be  l o c a l i z e d ,   t h e   s e l e c t e d   c a p i l l a r y   b e d  

b e i n g   a s s o c i a t e d   w i t h   t h e   t a r g e t   s i t e .   I t   i s   t h e r e f o r e   o f  

c r i t i c a l   i m p o r t a n c e   t h a t   t h e   m i c r o s p h e r e s   h a v e   a  d e g r e e   o f  

m a g n e t i c   r e s p o n s i v e n e s s   w h i c h   p e r m i t   t h e m   to   p a s s   t h r o u g h   t h e  

a r t e r i e s   w i t h o u t   s i g n i f i c a n t   h o l d u p   u n d e r   t h e   a p p l i e d   m a g n e t i c  

f i e l d   w h i l e   b e i n g  i m m o b i l i z e d   and   r e t a i n e d   i n   t h e   c a p i l l a r i e s .  

The  p r e s e n t   i n v e n t i o n   a c h i e v e s   t h i s   o b j e c t i v e   by  u t i l i z i n g  t h e  

d i f f e r e n c e   i n   f l o w   r a t e s   of   t h e   b l o o d   in   t h e   l a r g e r   a r t e r i e s  

a n d  i n   t h e   c a p i l l a r i e s .   In  a d d i t i o n ,   t h e   a l b u m i n   s u r f a c e  

p r e v e n t s   c l u m p   f o r m a t i o n ,   t h u s .   a l l o w i n g   r e l a t i v e l y   n o r m a l   b l o o d  

p e r f u s i o n   a t   t h e   a r e a   of   r e t e n t i o n .   P r i o r   to   t h e   p r e s e n t  

i n v e n t i o n   i t   h a d   n o t   b e e n   r e c o g n i z e d   o r  d e m o n s t r a t e d   t h a t   s u c h  

d i s c r i m i n a t i o n  i n   m a g n e t i c   r e s p o n s i v e n e s s   c o u l d   be  o b t a i n e d .  

W i t h   r e s p e c t   to   t h e   c i r c u l a t o r y * s y s t e m ,   mean   f l o w  

v e l o c i t y   may  be  d e f i n e d   as  t h e   v o l u m e   of   b l o o d   f l o w   t h r o u g h   a n  

a r t e r y ,   c a p i l l a r y ,   o r   v e i n   d i v i d e d   by  t h e   c r o s s - s e c t i o n a l   a r e a  

of   t h e   v e s s e l .   In   l a r g e   a r t e r i e s ,   t h e   v e l o c i t y   i s   of   t h e   o r d e r  

of   30  c m / s e c ,   w h i l e   i n   s m a l l e r   a r t e r i e s   i t   may  r a n g e   f r o m   a b o u t  

10  to   20  c m / s e c .   In  v e i n s ,   t h e   f l o w   v e l o c i t y   i s   of   t h e   o r d e r  

of   15  c m / s e c .   In  c o n t r a s t   to   t h e   f l o w   r a t e s   in   v e i n s   a n d  

a r t e r i e s ,   t h e   b l o o d   f l o w   r a t e   in   c a p i l l a r i e s   i s   of   t h e   o r d e r   o f  

0 . 0 5   c m / s e c .   By  m e a n s   of   a  s t a n d a r d i z e d   t e s t   a p p a r a t u s   ( d i s -  

c u s s e d   h e r e i n a f t e r ) ,   i t   was  d e m o n s t r a t e d   t h a t   w i t h   an  o r d i n a r y  

p e r m a n e n t   b i p o l a r   m a g n e t   p r o d u c i n g   a  f i e l d   of   8 , 0 0 0   g a u s s   t h e  

d i f f e r e n c e   i n   a r t e r i a l   and   c a p i l l a r y   f l o w   r a t e s   c o u l d   be  u s e d  

to   a c h i e v e   c a r r i e r   r e t e n t i o n   a t   t h e   d e s i r e d   f l o w   of   0 . 0 5   c m / s e c  

w h i l e   p e r m i t t i n g   p a s s a g e   a t   h i g h e r   f l o w   r a t e s .   T h i s   p e r m i t s  



, t h e . m a g n e t i c z f i e l d   t o   be  a p p l i e d   a t   t h e   t i m e   o f   t h e   i n t r a -  

a r t e r i a l   a d m i n i s t r a t i o n ,   a s s u r i n g   t h a t   t h e   m i c r o s p h e r e s   w i l l   b e  

c a u g h t   i n   t h e   t a r g e t   c a p i l l a r y   b e d   w i t h o u t   a t .  t h e   same  t i m e  

i m m o b i l i z i n g   a n y   s u b s t a n t i a l  a m o u n t   o f   t h e   a d m i n i s t e r e d   m i c r o -  

s p h e r e s   i n   t h e   l a r g e r   a r t e r i e s .   The  m i c r o s p h e r e s   c a r r y i n g   t h e  

t h e r a p e u t i c   o r   d i a g n o s t i c   a g e n t   w i l l   t h e r e f o r e   p a s s   r a p i d l y  

t h r o u g h   t h e   a r t e r y   i n t o   w h i c h  t h e y   a r e   a d m i n i s t e r e d   to   t h e ;  

t a r g e t   c a p i l l a r y   b e d   w h e r e   t h e y   w i l l   be  c a u g h t   a n d  r e t a i n e d ,  

t h e r e b y   e f f e c t i v e l y   c o n c e n t r a t i n g   t h e   a g e n t   a t   t h e  t a r g e t   s i t e .  

W h i l e   b e i n g   r e t a i n e d   i n   t h e   c a p i l l a r y   b e d ,   i f   d e s i r e d ,   t h e  

a p p l i e d   m a g n e t i c   f i e l d   c a n   be  i n c r e a s e d   i n   s t r e n g t h ,   c a u s i n g  

t h e   m i c r o s p h e r e s   o f   0 . 5 - 1 . 5   m i c r o n s   to   b e ' d r a w n   t h r o u g h  t h e  

c a p i l l a r y   w a l l s   i n t o   t h e   t i s s u e ,   and  t h e r e b y   r e t a i n e d   a t   t h e  

t a r g e t   s i t e   a f t e r   t h e   m a g n e t i c   f i e l d   i s  r e m o v e d .   A l t e r n a t i v e l y ,  

t h e   a p p l i e d   m a g n e t i c   f i e l d   c a n   h o l d   t h e   m i c r o c a p s u l e s   a t   t h e  

c a p i l l a r y   s i t e   u n t i l   p r o t e o l y t i c   e n z y m e   a c t i o n   d i s s o l v e s   t h e  

a m i n o   a c i d   p o l y m e r   s u f f i c i e n t l y   to   r e l e a s e   t h e   t h e r a p e u t i c   o r  

d i a g n o s t i c   a g e n t .   F u r t h e r ,   t h e   r e l e a s e   r a t e   c a n   r e a d i l y   b e  

c o n t r o l l e d   by  h a r d e n i n g   t e c h n i q u e s   to   be  d e s c r i b e d   b e l o w .  

W i t h  m i c r o s p h e r e s   p r e p a r e d   in   a c c o r d a n c e   w i t h   t h e  

p r e s e n t   i n v e n t i o n ,   a t   l e a s t   90%  of   t h e   m i c r o s p h e r e s   w i l l   b e  

i m m o b i l i z e d   by  a  m a g n e t i c   i n d u c t i o n   of   8 , 0 0 0   g a u s s   when   a n  

a q u e o u s   s u s p e n s i o n   o f   t h e   m i c r o s p h e r e s   i s   p u m p e d   a t   a  r a t e   o f  

0 . 0 5   c m / s e c .   t h r o u g h   a  c o n d u i t   o f   0 . 1 6 8   cm  i n t e r n a l   d i a m e t e r ,  

b u t   n o t   o v e r   10%  of   t h e   m i c r o s p h e r e s   w i l l   be  i m m o b i l i z e d   by  t h e  

same  m a g n e t i c   i n d u c t i o n   when   p u m p e d   t h r o u g h   t h e   c o n d u i t   a t   a  

f l o w   r a t e   o f   10  c m / s e c .   o r   g r e a t e r .   The  d e t a i l s   w i t h   r e s p e c t  

t o   t h i s   s t a n d a r d i z e d   t e s t   p r o c e d u r e   a r e   s e t   o u t   s u b s e q u e n t l y .  

The   m i c r o s p h e r e s   may  c o n t a i n   t h e   m a g n e t i c   p a r t i c l e s  

u n i f o r m l y   d i s t r i b u t e d   t h r o u g h o u t   t h e   m a t r i x   m a t e r i a l .   H o w e v e r ,  



i t   h a s   b e e n   d i s c o v e r e d   i n   c o n n e c t i o n   w i t h   t h e .  p r e s e n t   i n v e n t i o n  

t h a t   g r e a t e r   m a g n e t i c   r e s p o n s i v e n e s s   i s   o b t a i n e d   when  t h e  

m a g n e t i c   p a r t i c l e s   a r e   c o n c e n t r a t e d   i n   t h e   p e r i p h e r a l   p o r t i o n s  

o f   t h e   m i c r o s p h e r e s .   S u c h   m i c r o s p h e r e s   a r e   t h e r e f o r e   p r e f e r r e d  

t h o u g h   m i c r o s p h e r e s   w i t h   d i s t r i b u t e d   i r o n   a r e   n o t   e x c l u d e d .  

The  s ame   s i z e   m i c r o s p h e r e s   c a n   t h e r e b y   c o n t a i n   l e s s   of   t h e  

m a g n e t i c   p a r t i c l e s   a n d   r e l a t i v e l y   m o r e   of   t h e   m a t r i x   m a t e r i a l ,  

w h i c h   i s   t h e   c a r r i e r   f o r   t h e   t h e r a p e u t i c   o r   d i a g n o s t i c  a g e n t .  

In   e f f e c t ,   t h e r e f o r e ,   t h e   m i c r o s p h e r e s   c a n   be  more   h i g h l y  

l o a d e d   w i t h   t h e   a c t i v e   a g e n t .  

In   t h e   a c c o m p a n y i n g   d r a w i n g s ,   F IG .   1  i s   an  e l e c t r o n  

p h o t o m i c r o g r a p h   o f   t h e   p r e f e r r e d   f o r m   of   t h e   c a r r i e r   in   w h i c h  

t h e   m a g n e t i c   p a r t i c l e s   a r e   c o n c e n t r a t e d   i n   t h e   p e r i p h e r a l  

p o r t i o n s   o f   t h e   m i c r o s p h e r e s ;  

F I G .   2 .  i s   an  i l l u s t r a t i o n   o f   a  t e s t   a p p a r a t u s  w h i c h  

c a n   be  u s e d   t o   t e s t   t h e  m a g n e t i c   r e s p o n s i v e n e s s   of   t h e   m i c r o -  

s p h e r e s ;   a n d  

F I G .   3  i s   a  f r a g m e n t a r y   e n l a r g e d   v i e w   of   a  p o r t i o n   o f  

t h e   a p p a r a t u s   of   F I G .   2  w h e r e i n   t h e   m i c r o s p h e r e s   a r e   s u b j e c t   t o  

a  s t a n d a r d i z e d   m a g n e t i c   f i e l d .  

The  m a t r i x   m a t e r i a l   f o r   f o r m i n g   t h e   m i c r o s p h e r e s   i s  

an  a m i n o   a c i d   p o l y m e r .   S u c h   p o l y m e r s   a r e   b i o d e g r a d a b l e   b y  

p r o t e o l y t i c   e n z y m e   a c t i o n .   U s a b l e   a m i n o   a c i d   p o l y m e r s   i n c l u d e  

n a t u r a l   a m i n o   a c i d s   ( p r o t e i n s )   and   s y n t h e t i c   a m i n o   a c i d   p o l y m e r s .  

The   p r e f e r r e d   p o l y m e r   i s   a l b u m i n ,   w h i c h   may  be  a n i m a l   or   h u m a n  

a l b u m i n ,   b u t   i s   p r e f e r a b l y   human   s e r u m   a l b u m i n   (HSA).   O t h e r  

w a t e r - s o l u b l e   p r o t e i n s   s u c h   as   h e m o g l o b i n   c a n   be  s u b s t i t u t e d  

f o r   a l b u m i n ,   t h e   p r e f e r e n c e   b e i n g   f o r   human   h e m o g l o b i n .   T h e  

a l b u m i n   m a t r i x   m a t e r i a l   may  be  m o d i f i e d   by  u s i n g   i t   in   c o m b i -  

n a t i o n   w i t h   a  m i n o r   p r o p o r t i o n   of  o t h e r   b i o d e g r a d a b l e   a m i n o  



a c i d   p o l y m e r s .   F o r   e x a m p l e ,   f r o m   0  to   25  p a r t s   by  w e i g h t   ( d r y  

b a s i s )   of  h e m o g l o b i n   ( p r e f e r a b l y   human   h e m o g l o b i n )   or   a  s y n t h e t i c  

a m i n o   a c i d   p o l y m e r   c a n   be  c o m b i n e d   w i t h   7 5 - 1 0 0   p a r t s   of   a l b u m i n .  

U s a b l e   s y n t h e t i c   a m i n o   a c i d   p o l y m e r s   i n c l u d e   p o l y - L - l y s i n e   a n d  

p o l y - L - g l u t a m i c   a c i d .   F o r   e x a m p l e ,   a  p o l y - L - l y s i n e   o r  p o l y - L -  

g l u t a m i c   a c i d   i n   t h e   m o l e c u l a r   w e i g h t   r a n g e  o f   2 0 , 0 0 0 - 5 0 , 0 0 0  

c a n   be  u s e d   a l o n e   o r   i n   c o m b i n a t i o n   w i t h   a n o t h e r   p o l y m e r   s u c h  

as   a l b u m i n .   H o w e v e r ,  s i n c e   h u m a n   s e r u m   a l b u m i n   i s   a  n e a r l y  

i d e a l   m a t e r i a l   f o r   t h e   p u r p o s e   o f   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n ,   t h e r e  

i s   no  n e c e s s i t y   to   u s e   o t h e r   c o m p a r a b l e   a m i n o   a c i d   p o l y m e r s .  

At  t h e   same   t i m e ,   h o w e v e r ,   s u c h   a m i n o   a c i d   p o l y m e r s   a r e   w i t h i n  

t h e   s c o p e   of   t h i s   i n v e n t i o n .  

The   m a g n e t i c   p a r t i c l e s   i n c l u d e   f e r r i -   and   f e r r o -  

m a g n e t i c   c o m p o u n d s ,   s u c h   as   m a g n e t i c   i r o n   o x i d e s .   The  p r e -  

f e r r e d   m a g n e t i c   p a r t i c l e s   a r e   t h e   b l a c k   o x i d e   o f   i r o n ,   m a g n e t i t e  

( F e 3 0 4 ) .   C a r b o n y l   i r o n   o f   a p p r o p r i a t e   s i z e   c a n   be  u s e d   i n s t e a d  

of   t h e   F e 3 0 4 .  

I t   i s   e s s e n t i a l - t h a t   t h e   m a g n e t i c   p a r t i c l e s   be  i n   a n  

u l t r a - f i n e   s t a t e   o f   s u b d i v i s i o n .   The  m a g n e t i c   p a r t i c l e s   s h o u l d  

h a v e   an  a v e r a g e   s i z e   o f   n o t   o v e r   1 , 0 0 0   A n g s t r o m s ,   and  p r e f e r a b l y  

n o t   o v e r   300  A n g s t r o m s .   The  o p t i m u m   s i z e   r a n g e   f o r   use  i n  

m i c r o c a p s u l e s   o f   l e s s   t h a n   1 . 5   m i c r o n s   a v e r a g e   d i a m e t e r   ( p r e f e r -  

a b l y   l e s s   t h a n   1 . 2   m i c r o n s )   i s   f r o m   a b o u t   50  t o   250  A n g s t r o m s .  

T e c h n i q u e s   a r e   k n o w n   f o r   p r o d u c i n g   s u c h   e x t r e m e l y  

s m a l l   s i z e   m a g n e t i c   p a r t i c l e s .   T h e s e   i n c l u d e   f i n e   g r i n d i n g ,  

v a c u u m   d e p o s i t i o n ,   and   c h e m i c a l   p r e c i p i t a t i o n .   F i n e   g r i n d i n g  

i n   a  b a l l  m i l l   c a n   be  u s e d   to   p r o d u c e   a  c o l l o i d a l   s u s p e n s i o n   o f  

m a g n e t i c   p a r t i c l e s .   ( C o m m e r c i a l l y ,   f i n e   p o w d e r s   o r   s u s p e n s i o n s  

of   Fe3O4  a r e   a v a i l a b l e   f r o m   F e r r o f l u i d i c s   C o r p o r a t i o n ,   B u r l i n g t o n ,  



M a s s a c h u s e t t s . )   T h e   s i z e   r a n g e   o f   t h e   p a r t i c l e s   i s   f r o m   100  t o  

200  A n g s t r o m s .   A q u e o u s   b a s e   s u s p e n s i o n s  o f   t h e   F e 3 0 4   p a r t i c l e s  

w i t h   or   w i t h o u t   a  s u r f a c t a n t   c a n   be  u s e d ,   b u t   i t   i s   p r e f e r r e d  

to  e m p l o y   s u r f a c t a n t - f r e e   m a g n e t i c   p a r t i c l e s ,   s u c h   as   F e 3 O 4  i n  

a  d i s p e r s e d   h o m o g e n e o u s   s u s p e n s i o n   o r   in   a  d r y   p o w d e r   f o r m .  

The  c a r r i e r   o f   t h i s   i n v e n t i o n   c a n   be  u s e d   f o r   a d m i n -  

i s t e r i n g   a  w i d e   v a r i e t y   o f   t h e r a p e u t i c   or   d i a g n o s t i c   a g e n t s .  

The  a g e n t   may  be  i n c o r p o r a t e d  i n   t h e  a m i n o   a c i d   p o l y m e r  a s   a  

p o w d e r ,   or   i f   w a t e r - s o l u b l e ,   i n   t h e   f o r m   of   a  w a t e r   s o l u t i o n .  

The  c a r r i e r   of   t h i s   i n v e n t i o n   i s   b e l i e v e d   to   be  of   p a r t i c u l a r  

v a l u e   f o r   a d m i n i s t e r i n g   w a t e r - s o l u b l e  c h e m o t h e r a p e u t i c   a g e n t s ,  

s u c h   as   a n t i - c a n c e r   a g e n t s   w h o s e   u s e   i s   now  l i m i t e d   b e c a u s e   o f  

a d v e r s e   s i d e   e f f e c t s .   H e a t - l a b i l e   t h e r a p e u t i c   a g e n t s  c a n   b e  

u s e d   s u c h   as  n a t u r a l   p r o d u c t s   s i n c e   t h e  m i c r o c a p s u l e s   can   b e  

p r e p a r e d   a t   t e m p e r a t u r e s   w h e r e   t h e   t h e r a p e u t i c   a g e n t   i s   s t a b l e .  

I n   p r a c t i c i n g   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n ,   f r o m   5  to  1 5 0  

p a r t s   by  w e i g h t   of   t h e   m a g n e t i c   p a r t i c l e s   c a n   be  e m p l o y e d   p e r  

100  p a r t s   o f   t h e   a m i n o   a c i d   p o l y m e r .   T h i s   w i l l   r e s u l t   i n  

m i c r o s p h e r e s   c o n t a i n i n g   c o r r e s p o n d i n g   p r o p o r t i o n s   o f   t h e  

m a t r i x   m a t e r i a l   and   m a g n e t i c   p a r t i c l e s .   The  p r e f e r r e d   a m o u n t  

of   m a g n e t i c   m a t e r i a l   i s   f r o m   10  to   150  p a r t s   by  w e i g h t   p e r  

100  p a r t s   o f   t h e   a m i n o   a c i d   p o l y m e r .   T h e ' a m o u n t   o f   t h e   t h e r a -  

p e u t i c   or   d i a g n o s t i c   a g e n t   c a n   v a r y   o v e r   a  w i d e   r a n g e ,   d e p e n d i n g  

on  t h e   p u r p o s e   f o r   w h i c h   t h e   m i c r o s p h e r e s   a r e   to   be  u s e d .  

H o w e v e r ,   i n   g e n e r a l ,   f o r   w a t e r - s o l u b l e   c h e m o t h e r a p e u t i c   a g e n t s ,  

f r o m   1  to   20  p a r t s   by  w e i g h t   of   t h e   a g e n t   c a n   be  i n c o r p o r a t e d  

p e r   100  p a r t s   by  w e i g h t  o f   t h e   m a t r i x   m a t e r i a l .   I t   w i l l   b e  

u n d e r s t o o d ,   h o w e v e r ,   t h a t   t h e   r e l a t i v e   p r o p o r t i o n s   of   t h e  

t h e r a p e u t i c   o r   d i a g n o s t i c   a g e n t   to   t h e   m a t r i x   m a t e r i a l   a r e   n o t  

c r i t i c a l .  



In   p r e p a r i n g   t h e   m i c r o s p h e r e s ,   an  a q u e o u s   s o l u t i o n   o r  

d i s p e r s i o n   o f   t h e   m a t r i x   m a t e r i a l   i s   p r e p a r e d ,   w h i c h   c an   b e  

f o r m e d   i n t o   m i c r o s p h e r e s .   The   a m o u n t   o f   m a t r i x   m a t e r i a l   t o   b e  

u s e d   w i l l   u s u a l l y   be  w i t h i n   t h e   r a n g e   f r o m   5  t o   50  p a r t s   b y  

w e i g h t   o f   t h e   m a t r i x   m a t e r i a l   p e r   100  p a r t s   o f   w a t e r .   W i t h  

a l b u m i n   a n d   s i m i l a r   m a t r i x   m a t e r i a l s   p r e f e r r e d   p r o p o r t i o n s   a r e  

f r o m   20  t o   30  p a r t s   p e r   100  p a r t s   o f  w a t e r .   W h e r e   a  w a t e r -  

s o l u b l e   t h e r a p e u t i c   a g e n t   i s   b e i n g   i n c o r p o r a t e d ,   i t   may  b e  

d i s s o l v e d   i n   t h e   w a t e r   o f   t h e   m a t r i x   m a t e r i a l   s o l u t i o n ,   e i t h e r  

b e f o r e   o r   a f t e r   p r e p a r i n g   t h e   m a t r i x   s o l u t i o n .  

The   a q u e o u s   s o l u t i o n   o f   t h e   m a t r i x   m a t e r i a l   c o n t a i n i n g  

t h e   t h e r a p e u t i c   o r   d i a g n o s t i c   a g e n t ,   e i t h e r   d i s s o l v e d   o r   i n  

p a r t i c u l a t e   f o r m ,   i s   e m u l s i f i e d   w i t h   an  o i l ,   w h i c h   i s   p r e f e r -  

a b l y  a   v e g e t a b l e   o i l ,   s u c h   as   c o t t o n s e e d ' o i l ,   p e a n u t   o i l ,   o r  

t h e   l i k e .   O t h e r   o i l s   o r   s u i t a b l e   n o n - p o l a r   s o l v e n t s   f o r   f o r m i n g  

w a t e r - i n - o i l   e m u l s i o n s   c a n   be  u s e d .   The   a q u e o u s  p h a s e   a t   t h e  

t i m e   of   a d d i t i o n   o f   t h e   o i l   w i l l   a l s o   c o n t a i n   t h e   m a g n e t i c  

p a r t i c l e s ,   w h i c h   w e r e   p r e v i o u s l y   a d d e d   t o   t h e   a q u e o u s   s o l u t i o n  

of   t h e   m a t r i x   m a t e r i a l   and   d i s p e r s e d   t h e r e i n .   The  p r o p o r t i o n s  

of   t h e   a q u e o u s   p h a s e   t o   t h e   o i l   p h a s e   c a n   c o n v e n i e n t l y   r a n g e  

f r o m   a b o u t   1  to   5  p a r t s   by  w e i g h t   of   t h e   a q u e o u s  p h a s e   p e r  1 0 0  

p a r t s   o f   t h e   o i l   p h a s e .   T h i s   p r o v i d e s   s e p a r a t i o n   o f   t h e   o i l  

d r o p l e t s ,   a n d   p r e v e n t s   c o a l e s c e n c e   of   t h e   d r o p l e t s   i n   f o r m i n g  

t h e   m i c r o s p h e r e s .   The   w a t e r - i n - o i l ' e m u l s i o n   i s   t h e n   t r e a t e d  

t o  r e d u c e   t h e   s i z e   o f   t h e   d i s p e r s e d   d r o p l e t s   s u c h  a s   to   a n  

a v e r a g e   s i z e   o f   b e l o w   3 . 0   m i c r o n s .   P r o c e d u r e s  s u c h  a s   h o m o -  

g e n i z a t i o n ,  o r   s o n i c a t i o n ,   o r   b o t h   c an   be  u s e d .   The  r e s u l t i n g  

e m u l s i o n   s h o u l d   b e  a s   h o m o g e n e o u s   as  p o s s i b l e .   W h e r e   t h e  

m i c r o s p h e r e s   a r e   b e i n g   p r e p a r e d   f o r   i n t r a v a s c u l a r   a d m i n i s -  

t r a t i o n ,   t h e   c o m p l e t e d   e m u l s i o n   s h o u l d   c o n t a i n  d i s p e r s e d   w a t e r  



d r o p l e t s   of   an  a v e r a g e   s i z e   o f   l e s s   t h a n   1 . 5   m i c r o n s   and   p r e f e r -  

a b l y   of   an  a v e r a g e   s i z e   o f   l e s s   t h a n   1 . 2   m i c r o n s ,   c o r r e s p o n d i n g  

to   t h e   d e s i r e d   s i z e   of   t h e   m i c r o s p h e r e s .   I f   d e s i r e d ,   an  e m u l -  

s i f y i n g   a g e n t   may  be  u s e d ,   b u t   o n e   i s  n o t   n e e d e d   and   p r e f e r a b l y  

i s   n o t   u s e d .  

In   one   p r o c e d u r e ,   t h e   e m u l s i o n   i s   t h e n   a d d e d   to   a  

l a r g e r   b o d y   of   o i l ,   w h i c h   i s   p r e f e r a b l y   t h e   same  o i l   u s e d   t o  

f o r m   t h e   e m u l s i o n .   In   p r a c t i c e ,   c o t t o n s e e d   o i l   h a s   b e e n   f o u n d  

to   g i v e   g o o d   r e s u l t s .   To  p r o m o t e   t h e   s e p a r a t i o n   o f   t h e   w a t e r  

d r o p l e t s ,   t h e  e m u l s i o n   c a n   be  a d d e d   i n   s m a l l   i n c r e m e n t s   to   t h e  

o i l   b a t h ,   s u c h   as  by  d r o p w i s e   a d d i t i o n .   P r e f e r a b l y ,   a l s o ,   t h e  

a d d i t i o n   i s   a c c o m p a n i e d   by  r a p i d   s t i r r i n g   of   t h e   o i l   i n t o  w h i c h  

t h e   e m u l s i o n   i s   b e i n g   i n t r o d u c e d .  

A l t e r n a t i v e l y ,   t h e   a q u e o u s -  a l b u m i n   may  be  e m u l s i f i e d  

w i t h   t h e   w h o l e   b o d y / o f   o i l ,   s u c h   as   by  g r a d u a l   o r   i n c r e m e n t a l  

a d d i t i o n   of   t h e   o i l   to   t h e   a l b u m i n   s o l u t i o n ,   u s i n g   t h e   d r o p l e t  

d i s p e r s i o n   p r o c e d u r e s   r e f e r r e d   to   a b o v e .  

W h e r e   t h e   t h e r a p e u t i c   o r   d i a g n o s t i c   a g e n t   c o n t a i n e d  

in   t h e   e m u l s i o n   i s   n o t   h e a t   s e n s i t i v e ,   t h e   o i l   b a t h   i n t o   w h i c h  

t h e   e m u l s i o n   i s   i n t r o d u c e d   c a n   b e  h e a t e d   to   a  t e m p e r a t u r e   a t  

w h i c h   t h e   m a t r i x . m a t e r i a l ,   s u c h   as   a l b u m i n ,   i s   p a r t i a l l y   d e -  

n a t u r e d   and   h a r d e n e d .   F o r   m a x i m u m   h a r d e n i n g ,   t e m p e r a t u r e s   i n  

e x c e s s   of   1 0 0 ° C  c a n   be  u s e d ,   s u c h   as   t e m p e r a t u r e s   r a n g i n g   f r o m  

a b o u t   125  to   1 7 5 ° C .   A  l e s s e r   d e g r e e   o f   h a r d e n i n g   and   d e n a t u r -  

a t i o n   c an   be  o b t a i n e d   a t   t e m p e r a t u r e s   w i t h i n   t h e   r a n g e   f r o m   5 0 ,  

to   1 0 0 ° C .   W h e r e   h e a t - h a r d e n i n g   i s   e m p l o y e d ,   no  c h e m i c a l   t r e a t -  

m e n t   i s   n e e d e d   to   h a r d e n   t h e   m i c r o s p h e r e s .  

F o r   i n c o r p o r a t i o n   of   w a t e r - s o l u b l e   h e a t - l a b i l e   c h e m o -  

t h e r a p e u t i c   a g e n t s   i n  t h e   m i c r o s p h e r e s ,   i t   h a s   b e e n   f o u n d   t h a t  

t h e   p r o c e s s   c a n   be  c a r r i e d   o u t   a t   e s s e n t i a l l y   r o o m   t e m p e r a t u r  



The  b o d y   o f  o i l   i n t o   w h i c h   t h e   e m u l s i o n   i s   i n t r o d u c e d   c a n   b e  

m a i n t a i n e d   a t   a  t e m p e r a t u r e   a t   w h i c h   t h e r e   i s   no  i n a c t i v a t i o n  

o f   t h e   c h e m o t h e r a p e u t i c   a g e n t ,   s u c h   as   a  t e m p e r a t u r e   i n   t h e  

r a n g e   o f  1   to   4 5 ° C .   U s u a l l y ,   i t   w i l l   n o t   be  n e c e s s a r y   t o  

e i t h e r   h e a t   o r   c o o l   t h e   b o d y   o f   o i l ,   u s i n g   an  e s s e n t i a l l y  

a m b i e n t   t e m p e r a t u r e ,   s u c h   as   a  t e m p e r a t u r e   r a n g i n g   f r o m   a b o u t  

2 0  t o   3 0 ° C .  

I t  h a s   b e e n   f o u n d   t h a t   a l t h o u g h   t h e r e   i s   no  h e a t -  

d e n a t u r a t i o n   of   t h e   m a t r i x   m a t e r i a l ,   s u c h   as   a l b u m i n ,   t h e  

m i c r o s p h e r e s   a f t e r   i n t r o d u c t i o n   i n t o   t h e   o i l   b a t h   w i l l   m a i n t a i n  

m o r p h o l o g y   and   i n t e g r i t y   as   s e p a r a t e   m i c r o s p h e r e s   i n   a  n o n -  

w a t e r   m i s c i b l e   o r g a n i c   s o l v e n t ,   s u c h  a s   d i e t h y l   e t h e r ,   l i g r o i n ,  

b e n z e n e ,   h e x a n e ,   p e t r o l e u m   e t h e r ,   and   t h e   l i k e .   The  o i l   may  b e  

r e m o v e d   by  w a s h i n g   w i t h   t h e   o r g a n i c   s o l v e n t ,   s u c h   as   d i e t h y l  

e t h e r ,   and   t h e   m i c r o s p h e r e s   s u s p e n d e d   i n   t h e   o r g a n i c   s o l v e n t  

f o r   f u r t h e r   p r o c e s s i n g .   The  o r g a n i c   s o l v e n t   c a n   be  r e m o v e d   b y  

c e n t r i f u g a t i o n   a n d / o r   e v a p o r a t i o n ,   and   t h e   r e s u l t i n g   m i c r o -  

' c a p s u l e s   d r i e d ,   p r e f e r a b l y   by  l y o p h i l i z a t i o n .   The  r e s u l t i n g  

p r o d u c t   h a s   a  r e l a t i v e l y   r a p i d   d r u g   r e l e a s e   r a t e   i n   w a t e r   o r  

s e r u m ,   b u t   t h e   I y o p h i l i z e d  m i c r o s p h e r e s   i f   n o t   s u b j e c t e d   t o  

p r o t e o l y t i c   e n z y m e   a c t i o n   w i l l   c o n t i n u e   t o   r e t a i n   and   r e l e a s e   a  

w a t e r   s o l u b l e   a g e n t   o v e r   p e r i o d s   up  to   48  h o u r s .  

W h e r e   a  s l o w e r   r e l e a s e   r a t e   i s   d e s i r e d ,   and   p a r t i c u -  

l a r l y   w h e r e   g r e a t e r   r e s i s t a n c e   to   p r o t e o l y t i c   e n z y m e   d e g r a d a t i o n  

i s   n e e d e d ,   t h e   m i c r o s p h e r e s   a f t e r   b e i n g   f o r m e d   a n d  b e f o r e  

d r y i n g   c a n   be  t r e a t e d   w i t h   a  c r o s s - l i n k i n g   a g e n t   t o   i n c r e a s e  

t h e i r   s t a b i l i t y   a n d   d e c r e a s e   t h e   d r u g   r e l e a s e   r a t e   f r o m   t h e  

m i c r o s p h e r e s .   H a r d e n i n g   of   a m i n o   a c i d   m a t e r i a l s   s u c h   as   a l b u m i n  

can   be  a c c o m p l i s h e d ,   as   i s   k n o w n   i n   t h e   a r t ,   by  t r e a t m e n t   w i t h  



a  g l y o x a l   or   a l d e h y d e .   S p e c i f i c   r e a g e n t s   i n c l u d e   d i m e t h y l  

g l y o x a l ,   g l y o x a l ,  d i p h e n y l   g l y o x a l ,   f o r m a l d e h y d e ,   2 , 3 - b u t a n e -  

d i o n e ,   and   s i m i l a r   a l d e h y d e s .   The  g l y o x a l   or   a l d e h y d e   i s  

p r e f e r a b l y   s o l u b l e   in   t h e   o r g a n i c   s o l v e n t   u s e d   to   w a s h   t h e  

m i c r o c a p s u l e s   f r e e   of   o i l .   F o r   e x a m p l e ,  t h e   o r g a n i c   s o l v e n t  

c a n   c o n t a i n   a  c o n c e n t r a t i o n   o f   0.2%  to   20%  by  w e i g h t   o f   t h e  

c r o s s - l i n k i n g   a g e n t ,   and   may  be  c o n t a c t e d   w i t h   t h e   m i c r o s p h e r e s  

a f t e r   o r   d u r i n g  t h e   r e m o v a l   of   t h e   o i l   f o r   f r o m   5  to   120  m i n -  

u t e s ,   d e p e n d i n g   on  t h e   d e g r e e   o f   c r o s s - l i n k i n g   d e s i r e d .   I n  

g e n e r a l ,   t h e   g r e a t e r   t h e   a m o u n t   of   c r o s s - l i n k i n g ,   t h e   s l o w e r  

w i l l   be  t h e   r e l e a s e   r a t e   f o r   t h e   w a t e r - s o l u b l e v c h e m o t h e r a p e u t i c  

a g e n t .  

A f t e r   c o m p l e t i o n   of   t h e   c r o s s - l i n k i n g   s t e p ,   t h e  

m i c r o s p h e r e s   can   be  w a s h e d   f r e e   o f   e x c e s s   c r o s s - l i n k i n g   a g e n t  

w i t h   a  s u i t a b l e   o r g a n i c   s o l v e n t ,   as  d e s c r i b e d   a b o v e ,   s u c h   a s  

d i e t h y l   e t h e r ,   t h e   r e s i d u a l   s o l v e n t   e v a p o r a t e d ,   and   t h e   m i c r o -  

s p h e r e s   d r i e d ,   s u c h .  a s   by  l y o p h i l i z a t i o n .  

F o r m a l d e h y d e   i s   a  p a r t i c u l a r l y   d e s i r a b l e   c r o s s -  

l i n k i n g   a g e n t ,   b u t   i s   g e n e r a l l y   a v a i l a b l e   c o m m e r c i a l l y   o n l y   a s  

a  w a t e r   s o l u t i o n ,   s u c h   s o l u t i o n s   c o n t a i n   f r o m  4   to   37%  b y  

w e i g h t   f o r m a l d e h y d e   t o g e t h e r  w i t h   a  s m a l l   a m o u n t   of  m e t h a n o l   a s  

a  s t a b i l i z e r .   A l t h o u g h   f o r m a l d e h y d e   i s   p r e f e r e n t i a l l y   w a t e r  

s o l u b l e ,   i t   c a n   be  t r a n s f e r r e d   to   an  o r g a n i c   s o l v e n t ,   s u c h   a s  

t h e   s o l v e n t s   d e s c r i b e d   a b o v e ,   by  a d d i n g   a  s a l t   to  t h e   w a t e r  

s o l u t i o n .   Ammonium  s u l f a t e   c a n   be  u s e d   f o r   t h i s   p u r p o s e  a t   a  

c o n c e n t r a t i o n   in   t h e   a q u e o u s   f o r m a l d e h y d e   of   a b o u t   60  to   80%  b y  

w e i g h t .   The  o r g a n i c   s o l v e n t   c o n t a i n i n g   t h e   t r a n s f e r r e d   f o r m a l -  

d e h y d e   c a n   t h e n   be  u s e d   f o r   t r e a t i n g   t h e   m i c r o s p h e r e s   to   c r o s s -  

l i n k   t h e   m a t r i x   m a t e r i a l .  



The  p r o c e s s   o f   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   c a n   be  u s e d   f o r  

e n c a p s u l a t i n g   any   w a t e r - s o l u b l e   t h e r a p e u t i c   a g e n t .   As  i n d i -  

c a t e d ,   h o w e v e r ,   o n e   p r o c e s s   i s   p r e f e r a b l y   a p p l i e d   to   t h e r a -  

p e u t i c   a g e n t s   w h i c h   a r e   h e a t - s e n s i t i v e ,   and   w h i c h   w o u l d   b e  

d a m a g e d   by  p r o l o n g e d   h e a t i n g ,   p a r t i c u l a r l y   h e a t i n g   a t   t e m p e r -  

a t u r e s   a b o v e   1 0 0 ° C .   W i t h   many  of   s u c h   t h e r a p e u t i c   a g e n t s ,  

h o w e v e r ,   p a r t i a l   i n a c t i v a t i o n   may  o c c u r   a t   t e m p e r a t u r e s   in   t h e  

r a n g e   of   50  to   1 0 0 ° C ,   a n d   a t   t h o s e   t e m p e r a t u r e s ,   a t  l e a s t  

p a r t i a l   d e n a t u r a t i o n   of   t h e   a l b u m i n   c o u l d   be  e x p e c t e d .   T h e r e -  

f o r e ,   t h e   p r o c e s s   o f   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n   i s   p r e f e r a b l y   c a r r i e d  

o u t   a t   a  t e m p e r a t u r e   i n   t h e   r a n g e   o f   1  to   4 5 ° C ,   s u c h   as  20  t o  

3 0 ° C ,   o r   e s s e n t i a l l y   a m b i e n t  r o o m   t e m p e r a t u r e .   The  k i n d s   o f  

t h e r a p e u t i c   a g e n t s   w h i c h   may  be  e n c a p s u l a t e d   i n c l u d e   e n z y m e s ,  

c h e m o t h e r a p e u t i c   a g e n t s ,   i m m u n o l o g i c a l   a d j u v a n t s ,   and  v a r i o u s  

n a t u r a l   p r o d u c t s .   S u c h   w a t e r - s o l u b l e ,   h e a t - l a b i l e   t h e r a p e u t i c  

a g e n t s   i n c l u d e   t h e   f o l l o w i n g :  



I m m u n o l o g i c a l   A d j u v a n t s  

c o n c a n a v a l i n   A 
BCG 
l e v a m i s o l e  

N a t u r a l  P r o d u c t s  

p r o s t a g l a n d i n s ,   PGE1,  PGE2  
c y c l i c   n u c l e o t i d e s  
TAF  a n t a g o n i s t s  
w a t e r - s o l u b l e   h o r m o n e s .  
l y m p h o c y t e   i n h i b i t o r s  
l y m p h o c y t e   s t i m u l a t o r y   p r o d u c t s  

As  w i l l   be  d i s c u s s e d   i n   f u r t h e r   d e t a i l   a n d  i l l u s -  

t r a t e d   by  t h e   f o l l owing   e x a m p l e s ,   t h e .  c a r r i e r   m i c r o s p h e r e s  

p r e p a r e d   i n   a c c o r d a n c e   w i t h   t h i s   i n v e n t i o n   a r e   c a p a b l e   of   b e i n g  

i m m o b i l i z e d   a t   t h e   r a t e   of   b l o o d   f l o w   in   c a p i l l a r i e s   w h i l e   n o t  

b e i n g   r e t a i n e d   i n   t h e   a r t e r i e s   to   w h i c h   t h e y . a r e   i n t r o d u c e d  

u n d e r   t h e   same  m a g n e t i c   f i e l d ,   t h e   d i f f e r e n c e   in   m a g n e t i c  

r e s p o n s i v e n e s s   o r   r e t e n t i o n   b e i n g   due   to   t h e   d i f f e r e n c e   i n  

b l o o d   f l o w   r a t e s   b e t w e e n   a r t e r i a l   and   c a p i l l a r y   f l o w .   F o r   t h e  

p u r p o s e s   of  t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n ,   a t   l e a s t   90%  o f   t h e   m i c r o -  

s p h e r e s   s h o u l d   be  i m m o b i l i z e d   by  a  m a g n e t i c   i n d u c t i o n   of   8 , 0 0 0  

g a u s s   when  an  a q u e o u s   s u s p e n s i o n   of   t h e   m i c r o s p h e r e s   i s   p u m p e d  

a t   a  r a t e   of   0 . 0 5   c m / s e c .   t h r o u g h   a  c o n d u i t  o f   0 . 1 6 8   cm  i n t e r -  

n a l   d i a m e t e r .   H o w e v e r ,   n o t   o v e r  1 0 %   of   t h e   m i c r o s p h e r e s   s h o u l d  

be  i m m o b i l i z e d   by  t h e   same   m a g n e t i c   i n d u c t i o n   when   p u m p e d  

t h r o u g h   t h e   same  c o n d u i t   a t   a  f l o w   r a t e   of   10  c m / s e c .   o r   g r e a t e r .  

P r e f e r a b l y ,   a t   l e a s t   90%  of   t h e  m i c r o s p h e r e s   a r e   i m m o b i l i z e d  b y  

t h e   d e s c r i b e d   p r o c e d u r e   a t   a  f l o w   r a t e   of   0 . 0 5   c m / s e c .   b u t   n o t  

o v e r   5%  of   t h e   m i c r o s p h e r e s   a r e   i m m o b i l i z e d   a t   t h e   f l o w  r a t e   o f  

10  c m / s e c .   As  w i l l   be  d e s c r i b e d   and   f u r t h e r   i l l u s t r a t e d   in   t h e  

e x a m p l e s ,   f o r   t e s t   p u r p o s e s   t h e   m a g n e t i c   i n d u c t i o n   i s   a p p l i e d  

by  a  b i p o l a r   m a g n e t   w i t h   i t s   p o l e s   e q u i d i s t a n t   f r o m   t h e   c e n t e r -  

l i n e   of  t h e   t u b e   t h r o u g h   w h i c h   t h e   s u s p e n s i o n   i s   b e i n g   p u m p e d ,  



and   t h e   8 , 0 0 0   g a u s s   f i e l d   i s   r e f e r e n c e d   t o   a  p l a n e   i n t e r s e c t i n g  

t h e   t u b e   a t   r i g h t   a n g l e s   to   t h e   d i r e c t i o n   o f   f l o w   and   e x t e n d i n g  

f o r   a t   l e a s t   10  cm  i n   t h e   d i r e c t i o n   o f   f l o w .  

F o r   f u r t h e r   d e t a i l s ,   r e f e r e n c e   s h o u l d   be  made  t o   t h e  

f o l l o w i n g   n o n - l i m i t i v e   e x a m p l e s .  

E x a m p l e   I  

125  mg  h u m a n   s e r u m   a l b u m i n   (HSA) ,   10  mg  b u l k   p u r i f i e d  

a d r i a m y c i n   HC1,  a n d   36  mg  F e 3 0 4   p o w d e r   ( 2 0 0  Å   a v e r a g e  p a r t i c l e  

s i z e )   was  p l a c e d   i n   a  50  ml  b e a k e r   and   d i s s o l v e d   a n d . s u s p e n d e d  

r e s p e c t i v e l y   i n   0 . 5   ml  d i s t i l l e d   w a t e r .   F o r   e x p e r i m e n t a l  

p u r p o s e s ,   t h e   a l b u m i n   may  be  t r a c e   l a b e l e d   w i t h   0 . 1   mg  1 2 5 I -  

b o v i n e - s e r u m - a l b u m i n .   The  s u s p e n s i o n   was  s t i r r e d   w e l l   t o  

e v e n l y   d i s p e r s e   t h e   F e 3 0 4   i n   t h e   a l b u m i n - a d r i a m y c i n   s o l u t i o n ;  

b u t   no  s u r f a c t a n t   was  e m p l o y e d   t o   a i d   t h e   d i s p e r s i o n .   N e x t   3 0  

m l . o f   c o t t o n s e e d   o i l   was  a d d e d   to   t h e   s u s p e n s i o n   f o r m i n g   a  

w a t e r - i n - o i l   e m u l s i o n ,   w h i c h   was  t h e n   s t i r r e d   w e l l   to   d i s p e r s e  

t h e   a q u e o u s   p h a s e   i n t o   t h e   o i l .  

The  r e s u l t a n t   e m u l s i o n   was  h o m o g e n i z e d   by  s o n i c a t i o n  

( B r a n s o n   S o n i f i e r   M o d e l   185)   a t   100  w a t t s   f o r   one   m i n u t e   a t  

4 ° C .   N e x t ,   t h e   h o m o g e n a t e   was  a d d e d   d r o p w i s e   i n t o   100  ml  o f  

c o t t o n s e e d   o i l   a t   2 5 ° C   b e i n g   c o n s t a n t l y   s t i r r e d   a t   1800  RPM  f o r  

10  m i n u t e s   t o   f u l l y   d i s p e r s e   t h e   e m u l s i o n .  

The   o i l   was   t h e n   r e m o v e d   by  w a s h i n g   4  t i m e s   i n   60  m l  

d i e t h y l   e t h e r   a n h y d r o u s   and   c e n t r i f u g e d   a t   2000  x  g  f o r   3 0  

m i n u t e s .   A f t e r   t h e   f o u r t h   w a s h   t h e   o i l   f r e e   m i c r o s p h e r e s   w e r e  

t h e n   h a r d e n e d   by  a  f o r m a l d e h y d e   1%  w/v   s o l u t i o n   i n   100  ml  e t h e r  

(8  mg  m i c r o s p h e r e s / m l   e t h e r - f o r m a l d e h y d e   s o l u t i o n ) .   The  e t h e r -  

f o r m a l d e h y d e   s o l u t i o n   was  p r e p a r e d   by  t r a n s f e r r i n g   a q u e o u s  

f o r m a l d e h y d e   t o  t h e   e t h e r   p h a s e   by  s h a k i n g   a  1 : 5   (37%  a q u e o u s  

f o r m a l d e h y d e :   e t h e r )   s o l u t i o n   i n   t h e   p r e s e n c e   of   s a t u r a t i n g  



a m m o n i u m - s u l f a t e .   The  a m o u n t   of   f o r m a l d e h y d e   t r a n s f e r r e d   a t  

t h i s   r a t i o   was  d e t e r m i n e d   in   a  s e p a r a t e   s t u d y   u s i n g   t r i t i u m  

l a b e l e d   f o r m a l d e h y d e   ( 1 . 5   m C i / 1 . 5   mg)  as  a  t r a c e   l a b e l   in   t h e  

37%  a q u e o u s   s o l u t i o n .   The  h a r d e n i n g   w a s  a c c o m p l i s h e d   by  d i s -  

p e r s i n g   t h e   w a s h e d   m i c r o s p h e r e s   in   t h e   f o r m a l d e h y d e / e t h e r   a n d  

s t i r r i n g   a t   100  RPM  f o r   t h e   d e s i r e d   t i m e   (5   min   to   2  h r s ) ,  

d e p e n d i n g   on  t h e   e x t e n t   o f   h a r d e n i n g   d e s i r e d .   A f t e r   h a r d e n i n g  

was  t e r m i n a t e d ,   t h e   f o r m a l d e h y d e   c r o s s - l i n k i n g   r e a g e n t   w a s  

r e m o v e d   by  c e n t r i f u g a t i o n   i n   e t h e r ,   f o u r   t i m e s .   Any  r e m a i n i n g  

e t h e r   was   a l l o w e d   to   e v a p o r a t e   and   t h e   r e s u l t a n t   m a t e r i a l   w a s  

f u r t h e r   p r o c e s s e d   by  l y o p h i l i z a t i o n ,   and  t h e n   s t o r e d   a t   4 ° C .  

.The   m i c r o c a p s u l e   p r o d u c t   c o n t a i n e d   a p p r o x i m a t e l y   b y  

w e i g h t   21%  F e 3 0 4 ,   73%  a l b u m i n ,   a n d  6 %   a d r i a m y c i n .   E x a m i n a t i o n  

by  i m m e r s i o n   f i x a t i o n - t r a n s m i s s i o n   e l e c t r o n   m i c r o s c o p y   c o n -  

f i r m e d   t h a t   t h e   m i c r o c a p s u l e s   w e r e   g e n e r a l l y   s p h e r i c a l   in   s h a p e  

and   of  an  a v e r a g e   s i z e   o f   a b o u t   1  m i c r o n .   The  a p p e a r a n c e   o f  

t h e   m i c r o c a p s u l e s   i s   s h o w n   i n  F i g .   1  ( T r a n s m i s s i o n   E . M .  M a g .  =  

X 2 8 , 0 0 0 ) .  

The  f i x a t i o n   a n d   p r o c e s s i n g   p r o c e d u r e s   u s e d   f o r   t h e  

e l e c t r o n   m i c r o s c o p y   w e r e   as  f o l l o w s :  

The  m i c r o s p h e r e s   w e r e   p l a c e d   in   p a r a f o r m a l d e h y d e -  

g l u t a r a l d e h y d e   f o r   0 -2   h r s .   They   w e r e   t h e n   w a s h e d   in   c a c o -  

d y l a t e   b u f f e r ,   d e h y d r a t e d   i n   a  g r a d e d   s e r i e s   of  a l c o h o l s   a n d  

e m b e d d e d   i n   Epon   8 1 2 .   T h i n   s e c t i o n s   w e r e   s t a i n e d   w i t h   u r a n y l  

a c e t a t e   f o l l o w e d   by  l e a d   c i t r a t e .   T h i c k   s e c t i o n s   w e r e   s t a i n e d  

w i t h   t o l u i d i n e   b l u e .  

R e f e r e i n g   t o   F i g .   1,  i t   w i l l   be  n o t e d   t h a t ' t h e r e   a r e  

a  few  a b e r r a n t   m i c r o s p h e r e s   ( A )  w h i c h   a r e   n o n - s p h e r i c a l .  

H o w e v e r ,   t h e   g e n e r a l   u n i f o r m i t y   o f   t h e   m i c r o s p h e r e s   w i t h  

r e s p e c t   to   b o t h   s h a p e   a n d   s i z e   d i s t r i b u t i o n   i s   e v i d e n t .   
S o m e  



of   t h e   m i c r o s p h e r e s   a p p e a r   to   c o n t a i n   r e l a t i v e l y   l a r g e   v a c u o l e s  

(V) ,   b u t   m o s t   a p p e a r   t o   h a v e   s u b s t a n t i a l l y   s o l i d   a l b u m i n   m a -  

t r i c e s   ( C ) .  

The  m a g n e t i c   i r o n   p a r t i c l e s   (P)  o f   F e 3 0 4   a r e   c o n c e n -  

t r a t e d   i n   t h e   p e r i p h e r a l   p o r t i o n s   o f   t h e   m i c r o s p h e r e s .   No  

p a r t i c l e - d i s p e r s i n g   s u r f a c t a n t   was   u s e d  i n   p r e p a r i n g   t h e s e  

m i c r o c a p s u l e s .   When  t h e   F e 3 0 4   i s   i n c o r p o r a t e d   i n   t h e   m i c r o -  

c a p s u l e s   i n   t h e   f o r m   o f   an  a q u e o u s   s u s p e n s i o n   c o n t a i n i n g   t h e  

s u r f a c t a n t ,   t h e   m a g n e t i c   p a r t i c l e s   t e n d   t o   d i s p e r s e  t h r o u g h o u t  

t h e   m i c r o c a p s u l e s   r e l a t i v e l y   u n i f o r m l y .  

E x a m p l e   I I  

The  p r o c e d u r e   f o r   p r e p a r i n g   t h e   m i c r o s p h e r e s   w a s  

i d e n t i c a l   t o   t h a t   o f   E x a m p l e   I  e x c e p t   t h a t   135  mg  F e 3 0 4   w a s  

u s e d   i n s t e a d   o f   t h e   36  mg  o f   E x a m p l e  I .   The  m i c r o c a p s u l e  

p r o d u c t   c o n t a i n e d   a p p r o x i m a t e l y   by  d r y   w e i g h t   50%  F e 3 0 4 ,   4% 

a d r i a m y c i n ,   a n d   46%  a l b u m i n .  

E x a m p l e   I I I  

M i c r o c a p s u l e s   w e r e   p r e p a r e d   by  t h e   i d e n t i c a l   p r o -  

c e d u r e   o f   E x a m p l e   I ,   u s i n g   a p p r o x i m a t e l y   t h e   same  a m o u n t   o f  

F e 3 O 4  a s   i n   E x a m p l e   I I .   T h e  F e 3 0 4  w a s   i n   t h e   f o r m   o f  a n  

a q u e o u s   s u s p e n s i o n   c o n t a i n i n g   a  s u r f a c t a n t ,   a q u e o u s   b a s e  

F e r r o f l u i d i c s   F e 3 0 4   C a t a l o g   No.  A - 0 1 ,   400  g a u s s   s a t u r a t i o n  

( F e r r o f l u i d i c s   C o r p o r a t i o n ,   B u r l i n g t o n ,   M a s s a c h u s e t t s ) .   0 . 3  

m l  o f   t h e   A - 0 1   p r o d u c t   was  a d d e d ,   c o n t a i n i n g   a p p r o x i m a t e l y  

1 3 0 - 1 4 0   mg  F e 3 0 4 .   The  a v e r a g e   F e 3 0 4   p a r t i c l e   s i z e   was  i n   t h e  

r a n g e   o f   1 5 0 - 2 0 0   A n g s t r o m s .   The  m i c r o c a p s u l a r   p r o d u c t   c o n -  

t a i n e d   a p p r o x i m a t e l y   by  d r y   w e i g h t   51%  F e 3 O 4 ,   4%  a d r i a m y c i n ,  

and   45%  a l b u m i n .  



E x a m p l e   I V  

The  p r o c e d u r e   o f   E x a m p l e   I  was  f o l l o w e d   e x c e p t   t h a t  

t h e   h o m o g e n a t e   was  a d d e d   to   1 0 0  m l   o f   p r e h e a t e d   o i l   ( 1 3 5 ° C )   f o r  

10  m i n u t e s .   W a s h i n g   i s   as   d e s c r i b e d   p r e v i o u s l y ,   b u t   t h e   a l d e -  

h y d e   h a r d e n i n g   i s   o m i t t e d .   The  r e s t   of   t h e   p r o c e d u r e   i s   t h e  

s a m e .  

E x a m p l e   V 

A.  Same  p r o c e d u r e   as   E x a m p l e   I  e x c e p t   m i c r o s p h e r e s  

a r e   n o t   h a r d e n e d   by  a  c r o s s - l i n k i n g   a g e n t   o r   by  h e a t .   T h e  o i l  

b a t h   i s   a t   a  t e m p e r a t u r e   o f   2 0 - 2 5 ° C .   A f t e r   t h e   o i l   h a s   b e e n  

w a s h e d   away   w i t h  d i e t h y l   e t h e r   a n h y d r o u s   4  t i m e s ,   t h e   s p h e r e s  

a r e  a i r   d r i e d ,   t h e n   l y o p h i l i z e d   and   s t o r e d   a t   4 ° C .  

S t a b i l i t y   o f  t h e   r e s u l t a n t   m i c r o s p h e r e s   was  t e s t e d   a s  

f o l l o w s :   F i r s t ,   5  m i c r o l i t e r s   of   1 2 5 I - b o v i n e   s e r u m   a l b u m i n  

(New  E n g l a n d   N u c l e a r ,   1 . 5 1   m C i / m g )   was  a d d e d  i n   t h e   i n i t i a l  

h o m o g e n a t e   to   t r a c e   l a b e l   t h e   m i c r o s p h e r e s .   A n  a l i q u o t   of   t h e  

r e s u l t a n t   m i c r o s p h e r e s   was  t h e n   s u s p e n d e d   and   s o n n i c a t e d   f o r   2 

m i n u t e s   i n   0 . 1 5 4   M  N a C l - 0 . 1 %   T w e e n   80  and  i n c u b a t e d   a t   37°C  f o r  

24  a n d   48  h o u r s .   A f t e r   t h i s   p e r i o d   of   t i m e ,  t h e   s u s p e n s i o n   w a s  

c e n t r i f u g e d   a t   2000   x  g  f o r  1 0   m i n u t e s   and   t h e   s u p e r n a t a n t   a n d  

p e l l e t   w e r e   c o u n t e d   i n  a   gamma  c o u n t e r .   The  n u m b e r   of  c o u n t s  

o b t a i n e d   i n   t h e   s u p e r n a t a n t   ( a f t e r   s u b t r a c t i n g   f r e e   l a b e l )  

d i v i d e d   by  t h e  t o t a l   n u m b e r   o f   c o u n t s   was  r e g a r d e d   as  t h e  

p e r c e n t a g e   b r e a k d o w n   of   t h e   c a r r i e r   ( n o n - p e l l e t i n g ) .   O n l y   16% 

of   t h e   m i c r o s p h e r e s   h a d   d e t e r i o r a t e d   a f t e r   24  h r s .   and   37% 

a f t e r   48  h r s .   W i t h   f o r m a l d e h y d e   or   h e a t - h a r d e n i n g   l e s s   t h a n   o r  

e q u a l  t o   3%  d e t e r i o r a t i o n   o c c u r s   in   4 8  H r s .  

B.  Same  p r o c e d u r e   as   E x a m p l e   I  e x c e p t   3 , 4 0 0   u n i t s   o f  

u r o k i n a s e   was  a d d e d   to   t h e  1 2 5   mg  of   HSA  o m i t t i n g   t h e   F e 3 0 4   a n d  

a d r i a m y c i n .   No  c r o s s - l i n k i n g   was  d o n e   in   t h i s   e x p e r i m e n t .  



T w o  m g  o f   t h e   r e s u l t a n t   m i c r o s p h e r e s   w e r e   p l a c e d   i n t o  

16  1 2 x 7 5   mm  t u b e s   f o r   d u p l i c a t e   t i m e   c o u r s e   o f   0,  15,   30 ,   6 0  

m i n u t e s ;   2,  4  a n d   6  h o u r s .   At   t h e   a p p r o p r i a t e   t i m e ,   m i c r o -  

s p h e r e s   w e r e   s u s p e n d e d   i n   s o d i u m   b a r b i t a l   b u f f e r   ( 0 . 0 5 M )   a n d  

l e f t   a t   r o o m   t e m p e r a t u r e .   F i n a l l y   a t   z e r o   t i m e   a l l   t u b e s   w e r e  

c e n t r i f u g e d   a t   3 , 5 0 0   RPM  ( 1 9 0 0   x  g)  f o r   15  m i n u t e s   a t   4°C  a n d  

25  m i c r o l i t e r s   o f   t h e   s u p e r n a t a n t s   w e r e   p i p e t t e d   i n t o   a p p r o -  

p r i a t e   w e l l s   on  f i b r i n - a g a r   p l a t e s .   P l a t e s   w e r e   t h e n   r e a d   4 

and   6  h o u r s   l a t e r   f o r   f i b r i n o l y s i s   ( i . e .   d i a m e t e r s ) .  

I t   was   f o u n d   t h a t   60%  of   m a x i m u m   l y s i s   was  s e e n   a f t e r  

10  m i n u t e s   on  f i b r i n - a g a r   p l a t e .  

E x a m p l e   V I  

M i c r o s p h e r e s   c a n   be  p r e p a r e d   by  t h e   p r o c e d u r e   o f  

E x a m p l e   I  o m i t t i n g   t h e   m a g n e t i c   i r o n   ( F e 3 0 4 ) ,   and   i n c o r p o r a t i n g  

o t h e r   w a t e r - s o l u b l e   t h e r a p e u t i c   a g e n t s ,   s u c h   as   a n y  o f   t h o s e  

r e f e r r e d   t o   a b o v e ,   i n s t e a d   o f   t h e   a d r i a m y c i n .  

O t h e r   E x a m p l e s  

As  a  v a r i a t i o n   o f   t h e   p r o c e d u r e   o f   E x a m p l e   I ,   2 , 3 -  

b u t a n e d i o n e   (5%  v / v   i n   a n h y d r o u s   e t h e r )   o r   b u t y r a l d e h y d e   (10% 

v / v  i n   a n h y d r o u s   e t h e r )   i s   e m p l o y e d   as   a  c r o s s - l i n k i n g   a g e n t ,  

t h e   c o n t a c t   t i m e   r a n g i n g   f r o m   5  m i n u t e s   t o   2  h o u r s . .   The  p r o -  

d u c t   i s   r e c o v e r e d   a n d   d r i e d   as   d e s c r i b e d   i n   E x a m p l e   I .  

As  a  f u r t h e r   v a r i a t i o n   of   t h e   p r o c e d u r e   of   E x a m p l e   I ,  

2 0  m g   of   p o l y - L - l y s i n e   o r   p o l y g l u t a m i c   a c i d   i s   c o m b i n e d  w i t h  

t h e   1 2 5  m g   o f   h u m a n   s e r u m   a l b u m i n .   The  r e s t   o f   t h e   p r o c e d u r e  

i s   i d e n t i c a l .   In   a n o t h e r   m o d i f i c a t i o n ,   h e m o g l o b i n   i s   s u b s t i -  

t u t e d   on  an  e q u a l   w e i g h t   b a s i s   f o r   t h e   a l b u m i n .  

D e t e r m i n a t i o n   o f   M a g n e t i c   R e s p o n s i v e n e s s  

The   m a g n e t i c   r e s p o n s i v e n e s s   o f   t h e   m i c r o s p h e r e s   u n d e r  

v a r y i n g   l i q u i d   f l o w   r a t e s   was   s t u d i e d   u n d e r   s t a n d a r d i z e d   c o n -  



d i t i o n s ,   u s i n g   t h e   a p p a r a t u s   o f   F i g .   2.  The  a p p a r a t u s   i n c l u d e s  

a  c o n t a i n e r   10  p r o v i d i n g   a  r e s e r v i o r   c o n t a i n i n g   a n  a q u e o u s  

f l u i d .   N o r m a l   s a l i n e   was  u s e d .   A  p i c k - u p   t u b e   12  c o n n e c t s   t h e  

r e s e r v o i r   t h r o u g h   a  t h r e e - w a y   v a l v e   13  w i t h   a  s y r i n g e   14,  t h e  

p l u n g e r ' 1 5   o f   w h i c h   i s   d r i v e n   by  t h e   p u s h e r   b l o c k   16  of   a  

v a r i a b l e   s p e e d   s y r i n g e   pump  17 .   (The  s y r i n g e   pump  was  M o d e l  

3 1 4 ,   m a n u f a c t u r e d   by  S a g e   I n s t r u m e n t s   D i v i s i o n ,   O r i o n   R e s e a r c h  

I n c o r p o r a t e d ,   C a m b r i d g e ,   M a s s a c h u s e t t s . )   The  o n - o f f   s w i t c h   i s  

i n d i c a t e d   a t  1 8   and   t h e   v a r i a b l e  s p e e d   s e l e c t o r   a t   19.   S i n c e  

t h e   c o n s t r u c t i o n   and   o p e r a t i o n   o f   s u c h   s y r i n g e   pumps   a r e   w e l l  

known   in   t h e   a r t ,  i t   w i l l   n o t   b e  n e c e s s a r y   t o  d e s c r i b e   t h e   p u m p  

m e c h a n i s m   h e r e i n .  

U s i n g   t h e   50  cc   s y r i n g e   e m p l o y e d   f o r   t h e   t e s t s ,   t h e  

s y r i n g e   pump  h a d   a  low  and   h i g h   s e t t i n g   r a n g e   w h i c h   p e r m i t t e d  

t h e   f l o w   r a t e   t h r o u g h   t h e   m e a s u r e m e n t   t u b e   of   t h e   a p p a r a t u s   t o  

be  v a r i e d   o v e r   t h e   r a n g e   f r o m   0  t o   10  c m / s e c .   w i t h   a  m e a s u r e -  

m e n t   t u b e   i n t e r n a l   d i a m e t e r   o f   0 . 1 6 8   cm.  D u r i n g   t h e   d i s c h a r g e  

of   t h e   l i q u i d   f r o m   s y r i n g e   14 ,   p l u n g e r   15  m o v e s   i n   t h e   d i r e c t i o n  

of   t h e   a r r o w s   as   s h o w n   i n   F i g .   2,  t h e   l i q u i d   f l o w i n g   t h r o u g h  

o u t l e t  n i p p l e  2 0 ,   c o n n e c t i n g   t u b e   s e c t i o n   21,   and   v a l v e   13  t o  

s u p p l y   c o n d u i t   22 ,   w h i c h   c o n n e c t s   t h r o u g h   o n - o f f   v a l v e   23  t o  

s a m p l e   i n j e c t o r   24 .   As  s h o w n ,   i n j e c t o r   24  i n c l u d e s   an  i n -  

j e c t i o n   c h a m b e r   25  o f   d o w n w a r d l y - c o n v e r g i n g   c r o s s - s e c t i o n ,   t h e  

l o w e r   e n d  o f   w h i c h   c o m m u n i c a t e s   w i t h   t h e   l i q u i d - f l o w   p a s s a g e  

26.   The  u p p e r   end   o f   c h a m b e r   25  i s   c l o s e d   by  a  r u b b e r   d i a - ,  

p h r a g m  s t o p p e r   27  t h r o u g h   w h i c h   t h e   n e e d l e   o f   a  h y p o d e r m i c  

i n j e c t i o n   s y r i n g e   28  c a n   be  i n s e r t e d .  

A  g u i d e   t u b e   29  i s   a t t a c h e d   t o   a  n i p p l e   e x t e n s i o n   a t  

t h e   l o w e r   end   o f   i n j e c t o r   p a s s a g e   26 .   I n s e r t e d   w i t h i n   g u i d e  

t u b e   29  i s  a   r e m o v a b l e   a n d   r e p l a c e a b l e   m e a s u r e m e n t   t u b e  3 0 .   A 



s e r i e s   of   s u c h   t u b e s   a r e   u s e d .   The  m e a s u r e m e n t   t u b e   f i t s  

s n u g l y   w i t h i n   t h e   g u i d e   t u b e   so  t h a t   t h e   f l o w   o f   l i q u i d   i s  

t h r o u g h   t h e   m e a s u r e m e n t   t u b e .   P r e f e r a b l y ,   t h e   g u i d e   t u b e   i s  

f o r m e d   of   r e l a t i v e l y   r i g i d   m a t e r i a l ,   s u c h - a s   p l a s t i c   o r   g l a s s ,  

a n d  t h e   m e a s u r e m e n t   t u b e s   a r e   f o r m e d   o f   f l e x i b l e   p l a s t i c   t u b i n g  

s u c h   as  p o l y e t h y l e n e .   F o r  t h e   p u r p o s e s   o f   t h e   s t a n d a r d i z e d  

m e a s u r e m e n t s ,   w h i c h   d e f i n e   t h e   m a g n e t i c   r e s p o n s i v e n e s s   of   t h e  

m i c r o c a p s u l e s   u n d e r   d i f f e r e n t   l i q u i d   f l o w  c o n d i t i o n s   i n  a c c o r d -  

a n c e   w i t h   t h e   p r e s e n t   i n v e n t i o n ,   t h e   i n t e r n a l   d i a m e t e r - o f   t h e  

g u i d e   t u b e   s h o u l d   be  0 . 1 6 8   cm.  ( c r o s s - s e c t i o n   0 . 0 2 2 2   c m 2 ) .  

I n t e r m e d i a t e l y   b e t w e e n   t h e   u p p e r   and   l o w e r   e n d s   o f  

g u i d e   t u b e   29  and   m e a s u r e m e n t   t u b e   30 ,   t h e r e   i s   l o c a t e d   a  

b i p o l a r   m a g n e t   d e s i g n a t e d   g e n e r a l l y   by  t h e   n u m b e r   31 .   A s  

i n d i c a t e d ,   t h e   p o l e s   o f   m a g n e t   31  s h o u l d   be  e q u i d i s t a n t   f r o m  

t h e   c e n t e r l i n e   o f   t h e   t u b e s   29 ,   30 .   An  a d j u s t a b l e   gap   p e r -  

m a n e n t   U - m a g n e t   c a n   be  u s e d   c a p a b l e   of   g e n e r a t i n g   a  m a g n e t i c  

i n d u c t i o n   i n   t h e   r a n g e   o f   7 5 0 0 - 8 5 0 0   g a u s s   w i t h   a  p o l e   s p a c i n g  

p e r m i t t i n g   s t r a d d l i n g   o f   t h e   g u i d e   t u b e .   ( I n   t h e   t e s t s   d e -  

s c r i b e d   h e r e i n ,   t h e   m a g n e t   was  M o d e l   No.  7 0 , 8 1 0  A d j u s t a b l e   G a p  

P e r m a n e n t   M a g n e t ,   Edmund   S c i e n t i f i c   C o . ,   B a r r i n g t o n ,   N.  J . )   I n  

F i g .   2  t h e  c o m p l e t e   m a g n e t   i s   n o t  i l l u s t r a t e d ,   b u t   o n l y   t h e  

a d j u s t a b l e   p o l e   s h o e s   31a   and   3 1 b .   By  v a r y i n g   t h e   s p a c i n g  

b e t w e e n   t h e  i n n e r   e n d s   o f   t h e  p o l e   s h o e s   t h e   m a g n e t i c   i n d u c t i o n  

can   be  s e l e c t i v e l y   v a r i e d .   The  p o l e   s h o e s   w e r e   a d j u s t e d   t o   a  

s e p a r a t i o n   of   a p p r o x i m a t e l y   3 / 1 6   i n c h e s   and   u n t i l   a  m a g n e t i c  

i n d u c t i o n   o f   8 , 0 0 0   g a u s s   was  o b t a i n e d .   The  m e a s u r e d   8 ; 0 0 0  

g a u s s   m a g n e t i c   f i e l d   f o r   s t a n d a r d i z a t i o n   p u r p o s e s   i s  r e f e r e n c e d  

to   a  p l a n e   i n t e r s e c t i n g   t h e  m e a s u r e m e n t   t u b e   30  a t   r i g h t   a n g l e s  

t o   t h e   d i r e c t i o n   o f   f l o w   t h r o u g h   t h e   t u b e .   M e a s u r e m e n t   o f   t h e  

m a g n e t i c   i n d u c t i o n   was  m a d e   w i t h   B e l l   M o d e l   600  G a u s s   m e t e r  



(4)  T u r n   v a l v e   13  to   c o n n e c t   s y r i n g e   14  w i t h   t u b e  

2 2 ,  a n d   o p e n   v a l v e  2 3 .  

(5)  S t a r t   pump  17  t o   f i l l   t u b e   22 ,   i n j e c t o r   2 4  

( e x c e p t   f o r   a  s m a l l   a i r   s p a c e   b e l o w   d i a p h r a g m   2 7 ) ,   t h e   u p p e r  

end  of  g u i d e   t u b e   29 ,   a n d   m e a s u r e m e n t   t u b e  3 0 .  

(6)  S t o p   pump  17  a n d   c l o s e   v a l v e   2 3 .  

(7)  I n j e c t   b o l u s   o f   m i c r o s p h e r e s   t o   be  t e s t e d   w i t h  

h y p o d e r m i c   s y r i n g e   i n t o   i n j e c t i o n   c h a m b e r   28  o f   i n j e c t o r   24 .   A 

0 . 1   ml .   b o l u s   was  u s e d ,   b u t   t h i s   c a n   b e  v a r i e d .   -  

(8)  Open   v a l v e   23  a n d   s t a r t   pump  17 ,   t h e   r a t e   o f  

t r a v e l   o f   p u s h e r   16  h a v i n g   b e e n  s e l e c t e d   i n   r e l a t i o n   t o   t h e   50  

cc  s i z e   o f   s y r i n g e   1 4  t o   g i v e   a  s e l e c t e d  u n i f o r m   f l o w r a t e  

t h r o u g h   t h e   0 . 1 6 8   cm  I . D .   s a m p l e   t u b e   ( e . g .   0 . 0 5   c m / s e c ,   e t c . ) .  

(9)  The  f l o w   o f   t h e   w a t e r   c a r r i e r   ( n o r m a l   s a l i n e )  

a s p i r a t e s   t h e   m i c r o s p h e r e s   f r o m   t h e   i n j e c t i o n   c h a m b e r   25  i n t o  

t h e  l i q u i d   s t r e a m   p a s s i n g   b e t w e e n   t h e   p o l e s   o f   t h e   m a g n e t   3 1 .  

( 1 0 )   The  f l o w   i s   c o n t i n u e d   u n t i l   a l l   o f   t h e   m a g n e t i c  

m a t e r i a l   h a s   b e e n   r e m o v e d   f r o m   t h e   i n j e c t i o n   c h a m b e r   a n d   h a s  

e i t h e r   c o l l e c t e d   w i t h i n   t h e   s e c t i o n   o f   t h e   m e a s u r e m e n t   t u b e  

s u b j e c t   t o   t h e   m a g n e t i c   f i e l d ,   o r   h a s   p a s s e d   w i t h   t h e  f l o w i n g  

l i q u i d  i n t o   t h e   f i r s t   c o l l e c t i o n   v e s s e l   33 .   The  r e t a i n e d   o r  

i m m o b i l i z e d   m i c r o s p h e r e s   a r e   i n d i c a t e d   i n   F i g .   3 .  

(11)  F o r   e a c h   s a m p l e ,   t h e   t e s t   c a n   be  r e p e a t e d   a t  

d i f f e r e n t   f l o w   r a t e s   s u c h   as   0 . 0 5   c m / s e c   a n d   10  c m / s e c   t o  

d e t e r m i n e   t h e   d i f f e r e n c e   i n   m a g n e t i c   r e t e n t i o n .   The  n o n -  

r e t a i n e d   f r a c t i o n   c o l l e c t e d   f i r s t   i n   c o n t a i n e r   33  i n c l u d e s - t h e  

m i c r o s p h e r e s   t h a t   a r e   n o t   i m m o b i l i z e d   by  t h e   m a g n e t i c  f i e l d   a t  

t h e   p a r t i c u l a r   f l o w   r a t e .  

(12)  The  s y r i n g e   pump  i s   t u r n e d   o f f ,   v a l v e   2 3  c l o s e d ,  

and   t h e   l o w e r   end   o f   s a m p l e   t u b e   30  i s   c l a m p e d   o r   o t h e r w i s e  

c l o s e d .  



u s i n g  a   t r a n s v e r s e   p r o b e   (F.  W.  B e l l ,   I n c . ,   C o l u m b u s ,   O h i o ) .  

T h e s e   m e a s u r e m e n t s   i n d i c a t e d   t h a t   t h e   8 , 0 0 0   g a u s s   f i e l d   w a s  

s u b s t a n t i a l l y   u n i f o r m   b e t w e e n   t h e   o p p o s e d   p a r a l l e l   e n d s   of   t h e  

m a g n e t   s h o e s   3 1 a ,   31b ,   as   r e p r e s e n t e d   by  t h e   d i s t a n c e   x.  T h e  

e x t e n t   of   t h e  m a g n e t i c   f i e l d   a l o n g   t h e   d i r e c t i o n   of   f l o w   i s   n o t  

c r i t i c a l ,   p r o v i d i n g  t h e   f l o w - d i r e c t i o n   o f   t h e   f i e l d   i s   s u f -  

f i c i e n t   to   p e r m i t   t h e   m a g n e t i c   f o r c e   to   a c t   on  t h e   m i c r o c a p -  

s u l e s .   F o r   p u r p o s e   of   s t a n d a r d i z a t i o n ,   i t   i s   s p e c i f i e d   t h a t  

t h e   r e f e r e n c e   8 , 0 0 0   g a u s s   f i e l d   s h o u l d   e x t e n d   f o r   a t   l e a s t   1 0  

cm  in   t h e   d i r e c t i o n   of   f l o w   ( t h e   d i s t a n c e   " x " ) .   To  a v o i d   a n y  

i n a c c u r a c y   due   to   a c c e l e r a t i o n   e f f e c t s ,  t h e   u p p e r   end   of   t h e  

m e a s u r e m e n t   t u b e   30  s h o u l d   e x t e n d   a b o v e  t h e   a r e a   o f   t h e   m a g n e t -  

i c   f i e l d ,   s u c h   as  b y  t h e   d i s t a n c e   " y " .   T h i s  d i s t a n c e   i s   n o t  

c r i t i c a l ,   b u t   in   p r a c t i c e   i t   was  f o u n d   t h a t   a  2 0   cm  e x t e n s i o n  

of   t h e   t u b e   was  s a t i s f a c t o r y .   H o w e v e r ,  g r e a t e r   o r   l e s s e r  

e x t e n s i o n s   c a n   be  u s e d .  

C o n v e n i e n t l y ,   a  c l a m p   may  be  u s e d   f o r   c l o s i n g   t h e  

p r o j e c t i n g   l o w e r   e n d  o f   m e a s u r e m e n t   t u b e   30  a f t e r   t h e   c o m -  

p l e t i o n   o f  a   m e a s u r e m e n t   r u n ,  s u c h   as   h e m o s t a t   c l a m p   32.   I t  

w i l l   b e  u n d e r s t o o d   t h a t   a  s e r i e s   o f   t h e   m e a s u r e m e n t   t u b e s  3 0  

w i l l   be  u s e d ,   as  w e l l   as   a  s e r i e s   o f   s a m p l e   c o l l e d t i o n   c o n -  

t a i n e r s   33 ,   3 4 .  

In   u s i n g   t h e   a p p a r a t u s   of   F i g .   2,  t h e   f o l l o w i n g   s t e p s  

a r e   f o l l o w e d :  

(1)  I n s e r t   m e a s u r e m e n t   t u b e   30  i n   g u i d e  t u b e   2 9 ,  a s  

shown  i n   F i g .   2 .  

(2)  W i t h   v a l v e   23  i n   t h e   o f f   p o s i t i o n ,   t u r n  v a l v e  1 3  

to  c o n n e c t  t u b e   12  to   t h e   s y r i n g e   14  u s i n g   a  50  cc  s y r i n g e .   ,  

(3)  F i l l   t h e   s y r i n g e   w i t h   t h e   f l u i d   f r o m   t h e   r e s e r -  

v o i r ,   p l u n g e r   15  and   p u s h e r   1 6  m o v i n g   to   t h e i r   o u t e r m o s t   p o s i -  

t i o n s .  



(13)  T h e  s a m p l e   t u b e   i s   w i t h d r a w n ,   and   t h e   l i q u i d   i s  

d r a i n e d   i n t o   a  s e c o n d   s a m p l e   c o l l e c t i o n   v e s s e l   34.   To  e l i m i -  

n a t e   p o s s i b l e   e r r o r   due   to   m i c r o s p h e r e s   r e m a i n i n g   w i t h i n   t h e  

t u b i n g   30  a f t e r   d r a i n i n g ,   i t   i s   c u t   up  and   a d d e d   to   t h e   l i q u i d ,  

as  i n d i c a t e d   in   F i g .   2 .  

(14)  The  m i c r o s p h e r e   c o n t e n t   of   t h e   two  s a m p l e s   i s  

m e a s u r e d   c o n v e n i e n t l y   by  u s i n g   t r a c e   l a b e l e d   m i c r o s p h e r e s   ( e . g .  

1 2 5 I - a l b u m i n )   and  a  g a m m a  c o u n t e r .   (See   E x a m p l e   I . )  

In   t h e   t e s t   r e s u l t s   r e p o r t e d   b e l o w ,   a  b o l u s   o f   0 . 1   m l  

of   t h e   m a g n e t i c   m i c r o s p h e r e s   (1  m g / m l )   t r a c e   l a b e l e d   w i t h  

1 2 5 I - a l b u m i n   (4  x  1 0 4  C P M / m g   m i c r o s p h e r e s )   was  e m p l o y e d ,   t h e  

c a r r i e r   l i q u i d   b e i n g   0.9%  s a l i n e   c o n t a i n i n g   0.1%  Tween   80 .   T h e  

i n j e c t i o n   was  20  cm  u p s t r e a m   of   t h e   z o n e   o f  t h e   m a g n e t i c   f i e l d .  

The  c o u n t i n g   of  t h e   n o n - r e t a i n e d   a n d   r e t a i n e d   f r a c t i o n s   w a s  

made  w i t h   a  P a c k a r d   M o d e l   578  w e l l - t y p e   gamma  c o u n t e r .   T h e  

a m o u n t   r e t a i n e d   was  t h e n   c a l c u l a t e d   as  a  p e r c e n t   of   t h e   t o t a l  

( r e t a i n e d   f r a c t i o n  p l u s   n o n - r e t a i n e d   f r a c t i o n ) .   R e p r o d u c e a b i l -  

i t y   w a s  f o u n d   to  be  +2%  w i t h   a t   l e a s t   two  d e t e r m i n a t i o n s   o f  

e a c h   m e a s u r e d   v a l u e .   In  t h e   o p e r a t i o n   o f   t h e   t e s t   a p p a r a t u s ,  

i t   w i l l .  b e   u n d e r s t o o d   t h a t  t h e   l i q u i d   f l o w   s h o u l d   b e   l a m i n a r  

and  u n i f o r m .  

The  c o m p a r i s o n   of   t r a c e - l a b e l e d   s a m p l e s   of   m i c r o -  

s p h e r e s ,   p r e p a r e d   as  d e s c r i b e d   i n   E x a m p l e s   I  and   I I ,   i s   s u m -  

m a r i z e d   b e l o w   in  T a b l e   A.  T h e  d a t a   d e m o n s t r a t e s   t h a t   m a g n e t i c  

r e t e n t i o n   v a r i e s   r e p r o d u c i b l y   w i t h   f l o w   r a t e ,   a n d   s h o w s   t h a t  

o v e r   t h e   r a n g e   f r o m   0 . 0 5   to   10  c m / s e c   t h a t   t h e   r e t e n t i o n   c a n   b e  

v a r i e d   f r o m   s u b s t a n t i a l l y   c o m p l e t e   to   s u b s t a n t i a l l y   no  r e -  

t e n t i o n .   F o r   t h e   m i c r o s p h e r e s   c o n t a i n i n g   21%  F e 3 0 4   a n d   f l o w i n g  

a t   0 . 0 5   c m / s e c ,   99%  w e r e   r e t a i n e d ,   b u t   o n l y   0.2%  a t   9 . 8   c m / s e c .  



The  m i c r o s p h e r e s   c o n t a i n i n g   50%  F e 3 0 4   ( d r y   w e i g h t   b a s i s )   w e r e  

99%  r e t a i n e d   a t   0 . 0 5   c m / s e c   b u t   o n l y   8 - 1 0 . 7 %   r e t a i n e d   a t   f l o w  

r a t e s   o f   6 . 6 0 - 9 . 8 0   c m / s e c .  

T a b l e   B  as   s e t  o u t   b e l o w   r e p r e s e n t s   a  c o m p a r i s o n   o f  

m a g n e t i c   r e s p o n s i v e n e s s  o f   t h e   m i c r o s p h e r e s .  p r e p a r e d   in  E x a m p l e  

I I   w i t h   t h o s e   of   E x a m p l e   I I I .   The  m i c r o s p h e r e s   a r e   of  t h e   s a m e  

s i z e   ( a v e r a g e   1  m i c r o n   d i a m e t e r )   and   c o n t a i n   a p p r o x i m a t e l y   t h e  

same   a m o u n t   of   m a g n e t i c   i r o n   ( 5 0 - 5 1 % )   b u t - t h e   m a g n e t i c  p a r -  

t i c l e s   a r e   d i f f e r e n t l y   d i s t r i b u t e d .   W i t h   p e r i p h e r a l   t y p e  

d i s t r i b u t i o n   g r e a t e r   m a g n e t i c   r e s p o n s i v e n e s s   i s   o b t a i n e d .   T h i s  

m a k e s   i t   p o s s i b l e   t o   u s e   a  l e s s e r   p r o p o r t i o n   of   t h e   m a g n e t i c  

p a r t i c l e s   in   r e l a t i o n   t o   t h e   m a t r i x  m a t e r i a l ,   p e r m i t t i n g   l a r g e r  

a m o u n t s   o f   a  t h e r a p e u t i c   a g e n t   to   be  i n c o r p o r a t e d   w i t h   t h e  

m a t r i x   m a t e r i a l   i n   t h e   s ame   s i z e   m i c r o s p h e r e s .  



In   V i v o   T e s t s  

M i c r o s p h e r e s   c o n t a i n i n g   a p p r o x i m a t e l y   21%  F e 3 0 4   w e r e  

p r e p a r e d   as  d e s c r i b e d  i n   E x a m p l e   I  u s i n g   t r a c e   l a b e l e d   a l b u m i n .  

The  m i c r o s p h e r e s   w e r e   t e s t e d ' i n   v i v o .   The  m o d e l  

c h o s e n ,   b a s e d  o n   e a s e   o f   m a n i p u l a t i o n   and   a c c e s s ,   was  t h e  

v e n t r a l   c a u d a l   a r t e r y   i n   t h e  t a i l   o f   t h e   r a t .   The  a n i m a l s   u s e d  

w e r e   400  g r a m   f e m a l e   r e t i r e d   b r e e d e r   r a t s .   The  a r t e r y   w a s  

p a r t i a l l y   e x p o s e d   a t   t h e   b a s e   o f   t h e   t a i l   and   a  p o l y e t h y l e n e  

c a t h e t e r   p r e s o a k e d   i n   a  0.6%  h e p a r i n   1000   in   s a l i n e   s o l u t i o n  

was  i n s e r t e d   c a u d a l l y   4  cm.  A  p e r m a n e n t   b i p o l a r   m a g n e t   w i t h   a  

f i e l d   s t r e n g t h   o f   8 0 0 0   Oe  was  p l a c e d   7  cm  c a u d a l l y  f r o m   t h e  

p o i n t   o f   i n s e r t i o n   o f   t h e   c a t h e t e r .   V a r y i n g   a m o u n t s   of   m i c r o -  

s p h e r e s ,   s u s p e n d e d   i n   0.1%  Tween   80  i n   0 .9%  N a C l ,   w e r e   i n f u s e d  

by  a  c o n s t a n t   f l o w   s y r i n g e   pump  ( S a g e ,   M o d e l   341)  a t   0 . 0 6  .  

m l / m i n . w h i c h   c o r r e s p o n d s   to   t h e   b l o o d   f l o w   r a t e   of   t h i s   a r t e r y  

p r e v i o u s l y   d e t e r m i n e d .   A f t e r   i n f u s i o n   t h e   c a t h e t e r   was  r e m o v e d  

and   t h e   m a g n e t   was   r e t a i n e d   i n   p o s i t i o n   f o r   t h i r t y   m i n u t e s .   A 

t r a n s c u t a n e o u s   D o p p l e r   a p p a r a t u s   ( P a r k s   E l e c t r o n i c s   L a b ,   M o d e l  

8 8 1 - A )   was  u s e d   t o   v e r i f y   r e s u m p t i o n   of   b l o o d   f l o w   f o l l o w i n g  



r e m o v a l   of   t h e   c a t h e t e r   f r o m   t h e   a r t e r y .   A f t e r   t h e   t h i r t y  

m i n u t e   p e r i o d ,   t h e   r a t   was   s a c r i f i c e d   v i a   i n t r a c a r d i a c   i n  

j e c t i o n   of   s a t u r a t e d   KC1  a n d   t h e   o r g a n s   w e r e   r e m o v e d   a n d  

c o u n t e d   f o r   1 2 5 I  a c t i v i t y   i n   a  P a c k a r d   ( M o d e l   578)   g a m m a  

c o u n t e r .   The  t a i l   was   c u t   i n t o   f o u r   e q u a l   s e c t i o n s ,   and   e a c h  

s e c t i o n   was  c o u n t e d   i n d i v i d u a l l y .   R e s u l t s   o f   t h i s   s t u d y   a r e  

shown   i n   T a b l e   C.  M u l t i p l e   a n i m a l s   f o r   e a c h   f i e l d   s t r e n g t h  

w e r e   u s e d   to   d e t e r m i n e   t h e   a v e r a g e   1 - m a g n e t i c - m i c r o s p h e r e  

b o d y   d i s t r i b u t i o n .  

In  a  m o d i f i c a t i o n   o f   t h e   f o r e g o i n g   p r o c e d u r e ,   t h e  

a n i m a l s   w e r e   s a c r i f i c e d   24  h o u r s   a f t e r   r e m o v i n g   t h e   t a i l   f r o m  

t h e   m a g n e t i c   f i e l d .   Once   a g a i n ,   50%  o f  t h e   i n j e c t e d   c o u n t s  

w e r e   f o u n d   a t   t h e   t a r g e t   s i t e .   T h i s   p h e n o m e n o n ,   as   w e l l   as   t h e  

c a r r i e r   d i s t r i b u t i o n   i n   t h e   s k i n ,   s u g g e s t s   t h e   p o s s i b i l i t y   t h a t  

t h e   c a r r i e r   i s   l o d g i n g   i n   t h e   v a s c u l a r   e n d o t h e l i u m   o r   p o s s i b l y  

t r a v e r s i n g   t h e   v a s c u l a r   b a s e m e n t   m e m b r a n e   i n t o   i n t e r - s t i t i a l  

t i s s u e   due   to   t h e   m a g n e t i c   f o r c e   a p p l i e d .   T h i s   p h e n o m e n o n  

w o u l d   be  e x t r e m e l y   d e s i r a b l e   as   t h e   m i c r o s p h e r e s   w o u l d   a c t   a s  

e x t r a   v a s c u l a r   d e p o t s   r e l e a s i n g   t h e   d r u g   a t   a  f i x e d   r a t e   a t   a  

d e s i r e d   t a r g e t   s i t e .  

An  a d d i t i o n a l   a n i m a l   m o d e l   was  c h o s e n   to   i l l u s t r a t e  

c a r r i e r   l o c a l i z a t i o n .   In   t h i s   s t u d y   t h e   c a r r i e r   was  l o c a l i z e d  

to   t h e   l u n g s   o f   BDF1  f e m a l e   m i c e .   A  m o d i f i c a t i o n   o f   t h e   a b o v e  

p r o c e d u r e   f o r   i n t r o d u c t i o n   o f   t h e   c a r r i e r   c o n s i s t e d   o f   t a i l  

v e i n   i n j e c t i o n   r a t h e r   t h a n   c a t h e t e r i z a t i o n . ,   and   t h e   u s e   of   a  

u n i p o l a r   m a g n e t   i n s t e a d   o f   a  b i p o l a r   to   g e n e r a t e   t h e   f i e l d .  

T h i r t y   m i n u t e s   f o l l o w i n g   i n j e c t i o n ,   t h e   m o u s e   was   s a c r i f i c e d  

and   t h e   o r g a n s   c o u n t e d   f o r   1 2 5 I   a c t i v i t y  a s   d e s c r i b e d   a b o v e .  

In  t h e   e x p e r i m e n t a l   a n i m a l s ,   4 5 - 5 0 %   of   t h e   t o t a l   c o u n t s   i n -  



j e c t e d . w e r e   f o u n d   i n   t h e   l u n g   as   c o m p a r e d   t o   6-12%  of   t h e  

F r t c o u n t s   f o u n d   in  c o n t r o l   a n i m a l s   l u n g s .  





1.  An  i n t r a v a s c u l a r l y - a d m i n i s t r a b l e ,   m a g n e t i c a l l y -  

l o c a l i z a b l e   b i o d e g r a d a b l e   c a r r i e r ,   c o m p r i s i n g   m i c r o s p h e r e s  

f o r m e d   f r o m   a n  a m i n o   a c i d   p o l y m e r   m a t r i x   w i t h   m a g n e t i c   p a r t i -  

c l e s   e m b e d d e d   t h e r e i n ,   s a i d   m i c r o s p h e r e s   h a v i n g  a n   a v e r a g e  

s i z e   of   l e s s   t h a n   1 . 5   m i c r o n s   and   s a i d   m a g n e t i c   p a r t i c l e s  

h a v i n g  a n   a v e r a g e   s i z e   o f   n o t   o v e r   1 , 0 0 0   A n g s t r o m s ,   s a i d   m i c r o -  

s p h e r e s   c o n t a i n i n g   f r o m   5  t o   350  p a r t s   by  w e i g h t   o f   s a i d   m a g -  

n e t i c   p a r t i c l e s   p e r   100  p a r t s   o f   s a i d   a m i n o   a c i d   p o l y m e r ,   a t  

l e a s t   90%  of   s a i d   m i c r o s p h e r e s   b e i n g   i m m o b i l i z a b l e   by  a  mag- 

n e t i c . i n d u c t i o n   o f   8 , 0 0 0   g a u s s   when   an  a q u e o u s   s u s p e n s i o n ' o f  

s a i d   m i c r o s p h e r e s   i s  p u m p e d   a t   a  r a t e   o f   0 . 0 5   c e n t i m e t e r s   p e r  

s e c o n d   t h r o u g h   a  c o n d u i t   o f   0 . 1 6 8   c e n t i m e t e r   i n t e r n a l   d i a m e t e r  

b u t   n o t   o v e r   10%  of   s a i d   m i c r o s p h e r e s   b e i n g   i m m o b i l i z a b l e   by  s a i d  

m a g n e t i c   i n d u c t i o n   w h e n   p u m p e d   t h r o u g h   s a i d   c o n d u i t   a t   a  f l o w  

r a t e   of   10  c e n t i m e t e r s   p e r   s e c o n d ,   s a i d   m a g n e t i c   i n d u c t i o n  

b e i n g   a p p l i e d   by  a  b i p o l a r   m a g n e t   w i t h   i t s   p o l e s   e q u i d i s t a n t  

f r o m   t h e   c e n t e r l i n e   o f   s a i d   t u b e ,  s a i d   8 , 0 0 0 ' g a u s s   b e i n g  

r e f e r e n c e d   to   a  p l a n e   i n t e r s e c t i n g   s a i d   t u b e   a t   r i g h t   a n g l e s  

t o   t h e  d i r e c t i o n   o f   f l o w   a n d  e x t e n d i n g   f o r   a t   l e a s t   1 0  c e n -  

t i m e t e r s   in   t h e   d i r e c t i o n   o f   f l o w .  

2..  The  c a r r i e r   o f   c l a i m   1  i n   w h i c h   s a i d   m a g n e t i c  

p a r t i c l e s ' a r e   c o n c e n t r a t e d   i n   t h e   p e r i p h e r a l   p o r t i o n s   o f   s a i d  

m i c r o s p h e r e s .  

3.  The  c a r r i e r   o f   c l a i m   1  in   w h i c h   s a i d   m i c r o s p h e r e s  

c o n t a i n   f r o m   10  to   150  p a r t s   by  w e i g h t   o f   s a i d   m a g n e t i c   m a t e r i a l  

p e r   100  p a r t s   of   s a i d   a m i n o   a c i d   p o l y m e r .  

4.  The  c a r r i e r   o f   c l a i m   3  i n   w h i c h   s a i d   m a g n e t i c  

m a t e r i a l   i s   F e 3 0 4   a n d   s a i d   a m i n o   a c i d   p o l y m e r   i s   a l b u m i n .  



5.  The  c a r r i e r   of   c l a i m   1  in   w h i c h   s a i d   m i c r o s p h e r e s  

h a v e   an  a v e r a g e   s i z e   of   l e s s   t h a n   1 . 2   m i c r o n s ,   s a i d   m a g n e t i c  

p a r t i c l e s   h a v e   an  a v e r a g e   s i z e   o f   n o t   o v e r  3 0 0   A n g s t r o m s ,  

s a i d   m i c r o s p h e r e s   c o n t a i n i n g   f r o m   10  to   150  p a r t s   by  w e i g h t  

o f   s a i d   m a g n e t i c   p a r t i c l e s   p e r   100  p a r t s   o f   s a i d   a m i n o   a c i d  

p o l y m e r ,   and  a t   l e a s t   95%  of   s a i d   m i c r o s p h e r e s   a r e   i m m o b i l i z e d  

by  t h e   m a g n e t i c   i n d u c t i o n   o f   8 , 0 0 0   g a u s s   as   f u r t h e r   i n d i c a t e d  

by  c l a i m   1 .  

6.  The  c a r r i e r   o f   c l a i m   5  i n   w h i c h   s a i d   m a g n e t i c  

p a r t i c l e s   a r e   c o n c e n t r a t e d   in   t h e   p e r i p h e r a l   p o r t i o n s   o f   s a i d  

m i c r o s p h e r e s .  

7.  The  c a r r i e r   of   c l a i m   5  i n  w h i c h   s a i d   m a g n e t i c  

m a t e r i a l   i s   F e 3 0 4   and   s a i d   a m i n o   a c i d   p o l y m e r   i s   a l b u m i n .  

8.  The  p r o c e s s   of   i n c o r p o r a t i n g   a  w a t e r - s o l u b l e  

t h e r a p e u t i c   a g e n t   in   a l b u m i n   m i c r o s p h e r e s ,   c o m p r i s i n g   t h e  

p r o c e s s   i n   w h i c h   a l l   s t e p s   t h e r e o f   a r e   c a r r i e d   o u t   a t   a  t e m p -  

e r a t u r e   w i t h i n   t h e   r a n g e   f r o m   1  to   4 5 ° C ,   i n c l u d i n g   t h e   s t e p s  

of   p r e p a r i n g   an  a q u e o u s   a l b u m i n   s o l u t i o n   o f   t h e   s a i d   t h e r a -  

p e u t i c   a g e n t ,   s a i d   s o l u t i o n  c o n t a i n i n g   f r o m   5  to   50  p a r t s   b y  

w e i g h t   of   a l b u m i n   p e r   100  p a r t s   o f   w a t e r   a n d   f r o m   1  t o ' 2 0  

p a r t s   by  w e i g h t   of   s a i d   t h e r a p e u t i c   a g e n t   p e r   100  p a r t s   o f  

a l b u m i n ,   e m u l s i f y i n g   s a i d   s o l u t i o n   w i t h   a  v e g e t a b l e   o i l   t o  

f o r m   a  w a t e r - i n - o i l   e m u l s i o n   c o n t a i n i n g   d i s p e r s e d   d r o p l e t s  

o f   t h e   a l b u m i n   s o l u t i o n ,   r e m o v i n g   t h e   o i l   by  w a s h i n g   t h e  

d i s p e r s e d   d r o p l e t s   w i t h   an  o i l - s o l u b l e   w a t e r - i m m i s c i b l e  

o r g a n i c   s o l v e n t ,   and   r e c o v e r i n g   t h e   r e s u l t i n g   m i c r o s p h e r e s  

i n  a   p o r t i o n   of   s a i d   o r g a n i c   s o l v e n t .  

;  9.  The  p r o c e s s   of   c l a i m   8  in   w h i c h   s a i d   s o l u t i o n  

c o n t a i n s   f r o m   20  to   30  p a r t s   by  w e i g h t   of   a l b u m i n   p e r   1 0 0  

p a r t s   o f   w a t e r .  



r e n q a c e   10 .   The  p r o c e s s   of   c l a i m   8  in   w h i c h   s a i d   m i c r o s p h e r e s  

i n  s a i d  o r g a n i c   s o l v e n t   a r e   f u r t h e r   t r e a t e d   by  a d d i n g   a  h a r d -  

e n i n g  a g e n t   s e l e c t e d   f r o m   a l d e h y d e s   and  g l y o x a l s   to   s a i d  

s o l v e n t   w h i c h   i s   s o l u b l e   t h e r e i n .  

11 .   The  p r o c e s s   o f   c l a i m   10  in   w h i c h  s a i d   h a r d e n i n g  

a g e n t   i s   f o r m a l d e h y d e ,   w h i c h   i s   a d d e d  t o   s a i d   o r g a n i c   s o l v e n t  

by  t r a n s f e r e n c e   f r o m   an  a q u e o u s   s o l u t i o n   t h e r e o f . '  

12.  The  p r o c e s s   o f   i n c o r p o r a t i n g   a  w a t e r - s o l u b l e  

h e a t - s e n s i t i v e   t h e r a p e u t i c   a g e n t   i n   i n t r a v a s c u l a r l y - a d i n i n -  

i s t r a b l e   m a g n e t i c a l l y   r e s p o n s i v e   m i c r o s p h e r e s ,   c o m p r i s i n g   t h e  

p r o c e s s   in   w h i c h  a l l   s t e p s   a r e   c a r r i e d   o u t   a t   a  t e m p e r a t u r e  

i n   t h e   r a n g e   of   1  to   4 5 ° C ,   i n c l u d i n g   t h e   s t e p s   o f   p r e p a r i n g  

an  a q u e o u s   a l b u m i n   s o l u t i o n   of   s a i d   t h e r a p e u t i c   a g e n t ,   s a i d  

s o l u t i o n   c o n t a i n i n g   f r o m   5  to   50  p a r t s   by  w e i g h t   of   a l b u m i n  

p e r   100  p a r t s   of   w a t e r   a n d   f r o m   1  t o   20  p a r t s   by  w e i g h t  o f  

s a i d   t h e r a p e u t i c   a g e n t   p e r   100  p a r t s   of   a l b u m i n ,   s a i d   s o l u t i o n  

a l s o   c o n t a i n i n g   f r o m   5  t o   350  p a r t s   by  w e i g h t   o f   m a g n e t i c  

p a r t i c l e s   p e r   100  p a r t s   o f   s a i d   a l b u m i n ,   s a i d   m a g n e t i c   p a r t i c l e s  

h a v i n g   an  a v e r a g e   s i z e   of   n o t   o v e r   1 , 0 0 0   A n g s t r o m s ,   e m u l s i f y i n g  

s a i d   s o l u t i o n   w i t h   a  v e g e t a b l e   o i l   to   f o r m   a  w a t e r - i n - o i l  

e m u l s i o n   c o n t a i n i n g   d i s p e r s e d   d r o p l e t s   of   t h e   a l b u m i n   s o l u t i o n ,  

r e d u c i n g   t h e   s i z e   o f   t h e   d i s p e r s e d   d r o p l e t s   to   an  a v e r a g e   s i z e  

of   l e s s   t h a n   1 . 5   m i c r o n s ,   r e m o v i n g   t h e   o i l   by  w a s h i n g   d i s -  

p e r s e d   d r o p l e t s   w i t h   an  o i l - s o l u b l e   w a t e r - i m m i s c i b l e   o r g a n i c  

s o l v e n t ,   and   r e c o v e r i n g   t h e   r e s u l t i n g   m i c r o s p h e r e s   in   a  p o r -  

t i o n   of  s a i d   o r g a n i c   s o l v e n t .  

13.  The  p r o c e s s   of   c l a i m   12  in   w h i c h   s a i d   s o l u t i o n  

c o n t a i n s  f r o m   20  t o   30  p a r t s   by  w e i g h t   o f   a l b u m i n   p e r   1 0 0  

p a r t s  o f   w a t e r .  



14 .   The  p r o c e s s   of   c l a i m   12  i n   w h i c h   s a i d   m i c r o -  

s p h e r e s   in   s a i d   o r g a n i c   s o l v e n t  a r e   f u r t h e r   t r e a t e d  b y  a d d i n g   a  

h a r d e n i n g   a g e n t   s e l e c t e d   f r o m   a l d e h y d e s  a n d   g l y o x a l s   t o   s a i d  

s o l v e n t   w h i c h   i s   s o l u b l e   t h e r e i n .  

15 .   The  p r o c e s s   o f   c l a i m   14  i n   w h i c h   s a i d   h a r d e n i n g  

a g e n t   i s   f o r m a l d e h y d e . ,   w h i c h   i s   a d d e d   to   s a i d   o r g a n i c   s o l v e n t  

by  t r a n s f e r e n c e   f r o m   an  a q u e o u s   s o l u t i o n   t h e r e o f .  

16 .   The  p r o c e s s   o f   i n c o r p o r a t i n g   a  w a t e r - s o l u b l e  

h e a t - s e n s i t i v e   t h e r a p e u t i c   a g e n t   i n   a l b u m i n   m i c r o s p h e r e s ,  

c o m p r i s i n g   t h e   p r o c e s s   i n   w h i c h   a l l   s t e p s   t h e r e o f   a r e   c a r r i e d  

o u t   a t   a  t e m p e r a t u r e   o f   f r o m   a b o u t   20  t o   3 0 ° C ,   i n c l u d i n g   t h e  

s t e p s   o f   p r e p a r i n g   an  a q u e o u s   s o l u t i o n   o f   h u m a n   s e r u m   a l b u m i n  

c o n t a i n i n g   f r o m   5  t o   50  p a r t s   by  w e i g h t   o f   a l b u m i n   p e r   1 0 0  

p a r t s   o f   w a t e r ,   s a i d   s o l u t i o n   a l s o   c o n t a i n i n g   f r o m   1  to   2 0  

p a r t s   by  w e i g h t   o f   s a i d   t h e r a p e u t i c   a g e n t   p e r   100  p a r t s   o f  

a l b u m i n ,   e m u l s i f y i n g   s a i d   s o l u t i o n   w i t h   a  v e g e t a b l e   o i l   t o  

f o r m   a  w a t e r - i n - o i l  e m u l s i o n   c o n t a i n i n g   d i s p e r s e d   d r o p l e t s  

o f   t h e   a l b u m i n   s o l u t i o n ,   r e d u c i n g   t h e   s i z e   o f   t h e   d i s p e r s e d  

d r o p l e t s   o f   s a i d   s o l u t i o n   t o   an  a v e r a g e   s i z e   o f   l e s s   t h a n  

3  m i c r o n s ,   i n t r o d u c i n g   s a i d   e m u l s i o n   i n t o   a  b o d y   o f   v e g e t a b l e  

o i l   t o   f u r t h e r   d i s p e r s e   s a i d   d r o p l e t s ,   r e m o v i n g   t h e   o i l   b y  

w a s h i n g - t h e   d i s p e r s e d  d r o p l e t s   w i t h   an  o i l - s o l u b l e   w a t e r -  

i m m i s c i b l e   o r g a n i c   s o l v e n t ,   and   r e c o v e r i n g   t h e   r e s u l t i n g  

m i c r o s p h e r e s   i n   a  p o r t i o n   o f   s a i d   o r g a n i c   s o l v e n t .  

1 7 .  T h e   p r o c e s s   o f  c l a i m   16  i n   w h i c h   s a i d   s o l u t i o n  

c o n t a i n s   f r o m   20  t o   30  p a r t s   by  w e i g h t   o f   s a i d   h u m a n   s e r u m  

a l b u m i n   p e r   100  p a r t s   o f   w a t e r .  

18 .   The  p r o c e s s   o f   c l a i m   1 6 ,   i n   w h i c h   s a i d  m i c r o -  

s p h e r e s   i n   s a i d   o r g a n i c   s o l v e n t   a r e   f u r t h e r   t r e a t e d   by  a d d i n g   a  



b a r d e n i n g   a g e n t   s e l e c t e d   f r o m   a l d e h y d e s   and   g l y o x a l s   to  s a i d  

s o l v e n t   w h i c h   i s   s o l u b l e   t h e r e i n .  

19 .   The  p r o c e s s   o f   c l a i m   18  in   w h i c h   s a i d   h a r d e n i n g  

a g e n t   i s   f o r m a l d e h y d e ,   w h i c h   i s   a d d e d   to   s a i d   o r g a n i c   s o l v e n t  

by  t r a n s f e r e n c e   f r o m   an  a q u e o u s   s o l u t i o n   t h e r e o f .  
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