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Uudet nanopartikkelien muodossa olevat veren réntgenvar-
joainekoostumukset, joissa on suuren molekyylipainon pin-

ta-aktiivista ainetta

Keksinnén kentta

Keksintd koskee rontgenvarjoainekoostumuksia, joi-
hin on adsorboitunut pinta-aktiivista ainetta, ja menetel-
md&d niiden valmistamiseksi ja kdyttdmiseksi.

Keksinnén tausta

Réntgenkuvaus on hyvin tunnettu ja erittdin arvokas
tyokalu erilaisten tautitilojen varhaiseen havaitsemiseen
ja diagnosointiin ihmiskehossa. Varjoaineiden kdytto kuvan
parantamiseen 1l&&ketieteellisissd8 rdntgenkuvausmenette-
lyissd on laajalle levinnytt&. Erds erinomainen taustatie-
toesitys varjoaineista ja vdliaineista l&&ketieteellisesséa
kuvauksessa esitetddn teoksessa D. P. Swanson et al.,
Pharmaceuticals in Medical Imaging, 1990, MacMillah Pub-
lishing Company.

Lyhyesti, réntgenkuvauksessa kaytet&d&n lapi kulke-
nutta sateilyd rontgenkuvan tuottamiseen kudoksen yleis-
vaimennusominaispiirteiden pohjalta. ROntgensédteet kulke-
vat erilaisten kudosten 1l&pi ja heikkenevét johtuen siron-
nasta, ts. heijastumisesta tai taittumisesta tai energia-
absorptiosta. M&&drdtyilla kehon elimill&, verisuonilla ja
anatomisilla kohdilla on kuitenkin niin v&h&inen rontgen-
sdteilyn absorptio, ettd rontgenkuvien éaaminen naistéa
kehonosista on vaikeaa. Té&m&n ongelman voittamiseksi rént-
genfyysikot lisdédvdt tdllaisiin kehonelimiin, verisuoniin
ja anatomisiin kohtiin rutiininomaisesti réntgensdteiti
absorboivaa v&liainetta, joka sisdlt&d varjoainetta.

Tadrkeimpien verisuonten ndkymisen maksimaalinen
lisdys tapahtuu rontgenvarjovédliainekinetiikan nk. ve-
risuonivaiheessa, joka tapahtuu ensimmdisten noin kahden
minuutin aikana réntgenvarjovédliaineiden verisuonensisdi-

sen infuusion tai bolusinjektion j&dlkeen. T&m& johtuu sii-



SoLD *393% 00D
. @

“en s ous
‘e °

¢ e ove

10

15

20

25

30

35

td, ettd verisuonensisdisen varjoaineen plasmakonsentraa-
tio alenee nopeasti johtuen verisuonistossa sekoittumises-
ta, v&dliaineen diffuusiosta verenkierrosta hiussuonten
l8pi vdlitiloihin, ja munuaisten kautta tapahtuvasta erit-
tymisestd. Seurauksena vesisuonten kuvauksen on tapahduf-
tava lyhyen ajan kuluessa, tyypillisesti muutaman minuutin
sisdlld rontgenvarjoaineen infuusion tai injektion jal-
keen.

Olisi toivottavaa aikaansada parannettuja rontgen-
varjoainekoostumuksia verisuonten, anatomisten kohtien ja
kehon elinten, kuten maksan ja pernan, kuvaamiseen. Lisd&k-
si olisi erittd@in toivottavaa aikaansaada laskimonsisai-
sesti annettavia rontgenvarjoainekoostumuksia, joilla oli-
si tehokas veren kuvaus pidennetyilld ajanjaksoilla.

Veteenliukenemattomien réntgenvarjoaineiden pinta-
modifioidut kiteiset nanopartikkelit aikaansaavat kuvia
poikkeuksellisella erotuskyvylld, ja ne voidaan formuloida
vapautumaan lis&&8ntyneessd md&rin erityiseen kudokseen tai
nestekohtiin, esimerkiksi vereen, maksaan, munuaisiin,
luuytimeen, imusolmukkeisiin ja pernaan. Lis&ksi edulliset
réntgenvarjoaineet aikaansaavat laskimonsisdisesti annet-
taessa verisuonistossa olevan veren tehokkaan kuvauksen
merkittdvdn pitkien ajanjaksojen ajan.

Nanopartikkelit kuvattiin ensin US-patenttijul-
kaisussa 5 145 684. Namd partikkelit koostuvat kiteisesta
ladkeaineesta, jossa on partikkelien pinnalle adsorboitua
pinnanmodifioijaa siten, ett& keskimd@drdinen partikkeliko-
ko on alle noin 400 nm.

Jodia sis8ltavadt aineet, jotka ovat erillisten na-
nopartikkelien muodossa dispergoituna vain tdssd myShemmin
md8ritellyll8 pinta-aktiivisella Tetronic-aineella, kuten
T-908, voivat pysyd veress& tunteja ja antaa tyydyttavat
kuvaustulokset.

Suspension autoklaavisterilcinnin saavuttamiseksi

vaaditaan kuitenkin usein anionista pinta-aktiivista ai-
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netta, kuten dioktyylisulfosukkinaafti (DOSS), tai anio-
nista fosfolipidia, kuten dimyristoyylifosfatidyyliglyse-
roli (DMPG). Ionisen pinta-aktiivisen aineen/fosfolipidin
aiheuttamat varaukset johtavat kuitenkin l&&kkeen nopeam-
paan erittymiseen ja huonoihin kuvaustuloksiin.

Laskimonsisdisesti injisoitujen nanopartikkelien
veressdviipymisaika on kddnteisesti suhteessa nanodisper-
sion zeetapotentiaaliin. Suuren zeetapotentiaalin omaavil-
la nanopartikkeleilla on taipumus puhdistua verestd aikai-
semmin, luultavasti retikuloendoteelijérjestelmdstd (RES)
johtuen.

Ta&m&dn varausvaikutuksen voittamiseksi testattiin
eri pinta-aktiivisilla aineilla, mukaan lukien Tetronic-
sarjan pinta-aktiivisilla aineilla, dispergoitujen nano-
partikkelien zeetapotentiaali. Havaittiin, ettd tdmdn j&l-
keen m&&8ritellyilld Tetronic-sarjan pinta-aktiivisilla
aineilla DOSS:n tai DMPG:n l&snd ollessa dispergoitujen
nanopartikkelien zeetapotentiaalit ovat k&édnteisesti suh-
teessa pinta-aktiivisten aineiden molekyylimassaan, ts.
suuremman molekyylimassan pinta-aktiivisilla aineilla on
pienemmat (absoluuttinen arvo) zeetapotentiaalit ja siten
voimakkaampi kyky peitt&d hiukkasen varaukset.

Namd tulokset johtivat suurempimolekyylimassaisen
pinta-aktiivisen aineen k&yton konseptiin jotta voitettai-
siin varausvaikutus, jonka formulaatioon lisdtty ionilaji
aiheuttaa. Etyyli-3,5-diasetoamido-2,4,6-trijodibentsoaa-
tilla, T-1508, testattaessa Tetronic-sarjan suurimman mo-
lekyylimassan omaavan pinta-aktiivisen aineen kaytt® antoi
joko DOSS:n tai DMPG:n l&snd ollessa alhaisimman zeetapo-
tentiaalin omaavat nanopartikkelit.

Keksinndn mukaisesti aikaansaadaan koostumus, joka
sisdltdd rontgendiagnostista yhdistettd sis&ltdvid nano-
partikkeleita, joiden pinnalle on adsorboitu pinnanmodifi-

oijaksi suurimolekyylimassaista pinta-aktiivista ainetta
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ja téman kanssa aséosioitunutta samenemispisteenmodifioi-~
jaa.

Edelleen er&dssd n&8kokannassa keksintd aikaansaa
tavan tehd& nanopartikkeleita, jotka sisdltdvit réntgen-
diagnoétista yhdistettd, ja joiden pinnalle on adsorboitu
pinnanmodifioijaksi suurimolekyylimassaista pinta-aktii-
vista ainetta ja t&mdn kanssa assosioitunutta samenemis-
pisteenmodifioijaa, joka tapa k&dsittdd vaiheet, joissa:

(i) saatetaan mainittu rontgendiagnostista yhdis-
tettsd sis&dltavd nanopartikkeli kontaktiin mainitun suuri-
molekyylimassaisen pinta-aktiivisen aineen kanssa ajan ja
olosuhteissa, jotka ovat riittdvat muodostamaan nanopar-
tikkelin, jonka pinnalle on adsorboitunut pinnanmodifioi-
Jjaa; ja

(ii) saatetaan mainittu pinnalleen adsorboitunutta
pinnanmodifioijaa sis&ltdva nanopartikkeli kontaktiin mai-
nitun samenemispisteenmodifioijan kanssa ajan ja olosuh-
teissa, jotka ovat riittévat muodostamaan nanopartikkelia,
Jjotka sis8éltévat rontgendiagnostista yhdistett&, ja joiden
pinnalle on adsorboitu pinnanmodifioijaksi suurimolekyyli-
massaista pinta-aktiivista ainetta ja té&m&n kanssa asso-
sioitunutta samenemispisteenmodifioijaa.

Keksinn®tn erdédssd toisessa suoritusmuodossa aikaan-
saadaan tapa tehdd nanopartikkeleita, jotka sis&ltédvat
réntgendiagnostista yhdistettd, ja joiden pinnalle on ad-
sorboitu pinnanmodifioijaksi suurimolekyylimassaista ioni-
tonta pinta-aktiivista ainetta, esimerkiksi pinta-aktii-
vista poloksamiinia, jonka molekyylimassa on ainakin noin
30 000, jossa tavassa rontgendiagnostista yhdistettd si-
s8ltdvd8 nanopartikkeli saatetaan kontaktiin suurimolekyy-
limassaisen ionittoman pinta-aktiivisen aineen kanssa ajan
ja olosuhteissa, jotka ovat riittiavidt muodostamaan nano-
partikkelin, jonka pinnalle on adsorboitu pinnanmodifioi-

jaa.
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Edelleen keksintd aikaansaa diagnostisen kuvaus-
menetelmén kdytettédvdksi ladketieteellisissd menettelyta-
voissa, jossa menetelmdssd annetaan rontgensddettd tarvit-
sevan testikohteen kehoon tehokas, kontrastin tuottava
mddrd koostumusta, joka sis&dltd3d nanopartikkeleita, jotka
sisdltdvdt rontgendiagnostista yhdistettd, ja joiden pin-
nalle on adsorboitu pinnanmodifioijaksi suurimolekyylimas-
saista pinta-aktiivista ainetta ja tdmdn kanssa assosioi-
tunutta samenemispisteenmodifioijaa.

Keksinnén tarkka kuvaus

Keksinndn mukainen réntgenvarjoainekoostumus kdsit-
td8 roéntgenvarjoaineen partikkeleita, joiden pinnalle on
adsorboitu suurimolekyylimassaista pinnanmodifioijaa,
edullisesti md&&drd, joka on riittdvd ylldpitdmadn tehokkaan
keskim&&rdisen partikkelikoon alle 400 nm, ja sen kanssa
assosioitunutta samenemispisteenmodifioijaa.

Keksinnén toteutuksessa kdyttdkelpoinen réntgenvar-
joaine on ei-radiocaktiivista ja esiintyy orgaanisen aineen
erillisend, kiteisend faasina. Kiteinen faasi poikkeaa
amorfisesta tai ei-kiteisestd faasista, joka on tuloksena
liuvotinsaostustekniikoista, kuten US-patenttijulkaisussa
4 826 689 kuvatuista. Orgaaninen aine voi olla 1&8snd yh-
dessd tai useassa sopivassa kiteisessd faasissa. Keksinto
voidaan toteuttaa suurella joukolla kiteisid, ei-radioak-
tiivisia rdéntgenvarjoaineita. ROntgenvarjoaineen on kui-
tenkin oltava niukkaliukoista ja ainakin yhteen nestevadli-
aineeseen dispergoituvaa. Ké&site "niukkaliukoinen" tar-
koittaa tédssad kdytettdessd, ettd aineen liukoisuus neste-
mdiseen dispersioon, esimerkiksi veteen on alle noin
10 mg/ml ja edullisesti alle noin 1 mg/ml. Edullinen nes-
temdinen dispersiovédliaine on vettd. Lisdksi keksint® voi-
daan toteuttaa muilla nestemaisilld v&liaineilla, joihin
valittu rdntgenvarjoaine on niukkaliukoista ja dispergoi-
tuvaa, mukaan lukien esimerkiksi vesipohjaiset suolaliuok-

set, kuten fosfaattipuskuroitu suolaliuos (PBS), plasma,
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vesipohjaisten ja vedettdmien iiuosten seokset, esimerkik-
si vesi ja alkoholi, ja sopivat vedettomit liuottimet ku-
ten alkoholi, glyseroli ja vastaavat.

Keksinndn mukaisessa koostumuksessa kdyttokelpoisia
diagnostisia aineita ovat mm. ne, jotka kuvataan US-pa-
tenttijulkaisussa 5 145 684 ja julkaistun EP-hakemusjul-
kaisun 0 498 492 selityksess&. Eradstd edullista diagnos-
tista ainetta on rontgenkuvausaine etyyli-3,5-diasetoami-
do-2, 4, 6-trijodibentsoaatti.

Keksinndn toteutuksessa kdyttokelpoiset partikkelit
sisdltévat pinnanmodifioijaa. T&ssd kayttokelpoiset pin-
nanmodifioijat tarttuvat fysikaalisesti réntgenvarjoaineen
pinnalle, mutteivdt reagoi aineen tai itsensd kanssa ke-
miallisesti. Yksitt&8in adsorboidut pinnanmodifioijan mole-
kKyylit ovat oleellisen vapaita molekyylien vélisistd sil-
loituksista. Tdssd kdytettédessd kdsite "suurimolekyylimas-
sainen pinta-aktiivinen aine" tarkoittaa mit& tahansa pin-
ta-aktiivista ainetta, jonka molekyylimassa on yli 4 000.
Edullisia suurimolekyylimassaisia pinnanmodifiocijia (pin-
ta-aktiivisia aineita) ovat ionittomat, ja niissd on poly-
etyleenioksidiketju(ja) hydrofiilisend segmenttinad. Eri-
tyisen edulliset pinta-aktiiviset aineet sis&ltavadt yhden
tai useita polyetyleeniglykoli (PEG) -ketjuja, muodostaen
molekyylin hydrofiilisen segmentin, PEG-ketjun molekyyli-
massan ollessa yli 4 000. Pinta-aktiivisen aineen hydrofo-
binen segmentti voi olla alkyyli-, asyyli-, alkyylifeno-
li-, polypropyleenioksidi- tai diasyylifosfatidyyliryhmé&.
Pinta-aktiivisia aineita, joissa on polypropyleenioksidi-
segmentti, ovat mm. poloksamiinit, kuten Tetronic T-908 ja
Tetronic T-1508 (tunnetaan myds nimill& poloksamiini 908
ja poloksamiini 1508), jotka ovat tetrafunktionaalisia
blokkikopolymeerej&, jotka ovat perdisin propyleenioksidin
ja etyleenioksidin perdkkdisestd lisdyksestd etyleenidi-
amiiniin, ja ovat saatavissa yhti®éstd BASF. Pinta-aktiivi-

sia aineita, jossa on alkylfenoliryhmd@ hydrofobina, ovat



G080 2006 POV

° o

° .

°

°

2 oew

10

15

20

25

30

35

mm. ICONOLS™ NP-50, NP-70, NP-100, OP-10, OP-30 ja OP-40,
jotka ovat saatavissa yhtidstd BASF. Pinta-aktiivisia ai-
neita, jossa on diasyylifosfatidyyliryhm& hydrofobina,
ovat mm. dipalmityylifosfatidyylietanoliamiinipolyetylee-
nioksidi-5000, joka on saatavissa yhtidst& Avanti. Edul-
listen pinta-aktiivisten aineiden molekyylimassa on yli
4 000, edullisesti yli 5 000, edullisemmin yli 20 000 ja
erityisesti yli noin 30 000. Edulliset pinta-aktiiviset
aineet voivat esimerkiksi sis&dlt&& yhden tai useita poly-
etyleenioksidiketjuja, joiden molekyylimassa on yli 4 000,
edullisimmin yli noin 30 000. Edullisia pinnanmodifioijia
voivat olla tunnetut ionittomat pinta-aktiiviset aineet,
mukaan lukien poloksamiinit, kuten T-908 tai erityisesti
T-1508.

Pinnanmodifioijat ovat kaupallisesti saatavia ja/
tai voidaan valmistaa tekniikan tasolla tunnetuilla tek-
niikoilla. Voidaan kaytt&& kahden tai useamman pinnanmodi-
fioijan yhdistelmé&a.

Keksinn6n mukaiset réntgenvarjoainekoostumukset
kasittdvdt edelld kuvattuja partikkeleita ja sitad varten
tarkoitettua véliainetta. Partikkelit voidaan esimerkiksi
dispergoida vesipohjaiseen nesteeseen, joka toimii rént-
genvarjoaineen vdliaineena. Muita sopivia v&liaineita ovat
mm. nestemdiset v8liaineet, kuten vesipohjaisten ja vedet-
tomien liuottimien seokset, esimerkiksi veden ja alkoho-
lien, ja sopivat vedettotmat liuottimet, kuten alkoholi;
geelit; kaasut, kuten ilma; ja jauheet. ROntgenvarjoaine-
koostumus voi k&sittd3 noin 1 - 99,9 %, edullisesti 2 -
45 % ja edullisemmin 10 - 25 paino-% edelld kuvattuja par-
tikkeleita, koostumuksen loppuosan ollessa vadliainetta,
lisdaineita ja vastaavia. Huomioon otetaan koostumukset,
jotka sis&ltdvat jopa noin 100 paino-% partikkeleita, kun
koostumus on lyofilisoidussa muodossa.

Keksinnon toteutuksessa kdyttokelpoiset nanopartik-

kelit voidaan valmistaa menetelmilld, jotka kuvataan US-
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patenttijulkaisussa 5 145 684. Seuraavaksi esitetaan eris
vleinen menettelytapa keksinnén toteutukseséa kayttokel -
poisten partikkelien valmistamiseksi. Valittu diagnostinen
aine on kaupallisesti saatavaa ja/tai valmistetaan edelléa
kuvatuilla, tekniikan tasolla tunnetuilla tekniikoilla,
tavanomaiseen karkeaan muotoon. On edullista muttei valt-
tamgtdéntd, ettd valitun karkean diagnostisen aineen par-
tikkelikoko on alle noin 100 pym seula-analyysilld m&&ri-
tettynd. Jos tdmdn aineen karkea partikkelikoko on vyli
noin 100 ym, niin on edullista pienent&& diagnostisen ai-
neen partikkelien koko alle 100 um:iin tavanomaista jauha—
mismenetelm&d, kuten ilmasuihku- tai fragmentointijauha-
mista, kdyttédmalla.

Sitten wvalittu karkea diagnostinen aine wvoidaan
lis&td esiseoksen muodostamiseksi nestev&@liaineeseen, jo-
hon se on oleellisen liukenematonta. Diagnostisen aineen
konsentraatio nestevédliaineessa voi vaihdella v&1ill& noin
0,1 - 60 %, ja on edullisesti 5 - 30 % (paino/paino). On
edullista muttei valttamatonta, ettd esiseoksessa on ldsna
pinnanmodifioijaa. Pinnanmodifioijan konsentraatio voi
vaihdella v&lill& noin 0,1 - 90 % ja on edullisesti 1 -
75 %, edullisemmin 10 - 60 % ja edullisimmin 10 - 30 %
ld8keaineen ja pinnanmodifioijan yhdistetyst& kokonaispai-
nosta. Esiseossuspension ndenndinen viskositeetti on edul-
lisesti alle noin 1 000 cP.

Esiseosta voidaan k&ytt&& suoraan mé&rk&jauhamalla
keskimddrdisen partikkelikoon pienentémiseksi dispersiossa
alle 400 nm:iin. On edullista ké8yttdad esiseosta suoraan,
kun jauhamiseen k&ytet&&n kuulamyllyd. Vaihtoehtoisesti
diagnostinen aine ja mahdollisesti pinnanmodifiocija voi-
daan dispergoida nestevdliaineeseen kdyttden sopivaa se-
koitusta, esimerkiksi telamyllyd tai Cowles-tyyppistd se-
koitinta, kunnes havaitaan homogeeninen dispersio, jossa
ei ole paljain silmin n&ht&dvid suuria agglomeraatteja.

Edullisesti esiseos alistetaan td@llaiselle esijauhamisdis-
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persiovaiheelle, kun jauhamiseen kaytet#dan uudelleenkier-

-rdtettavid vdliaineita.

M&rk&jauhaminen voi tapahtua miss& tahansa sopivas-
sa dispersiomyllyss&, mukaan lukien esimerkiksi kuulamyl-
lyss8, atriittorissa, tarymyllysséd, ja véliainemyllyissi,
kuten hiekkamyllyssd ja helmimyllyss&. V&Aliainemylly on
edullinen johtuen suhteellisesti lyhyemm&std jauhamisajas-
ta, joka vaaditaan aiotun tuloksen, ts., halutun partikke-
likoon pienenemisen aikaansaamiseen. Vdliainejauhatuksessa
esiseoksen n&denndinen viskositeetti on edullisesti noin
100 - 1 000 cP. Kuulamyilyjauhatuksessa esiseoksen nden-
ndinen viskositeetti on edullisesti noin 1 - jopa 100 cP.
Tdllaisilla alueilla on taipumus antaa partikkelin tehok-
kaan fragmentoinnin ja védliaineiden eroosion optimaalisen
tasapainon.

Partikkelikoon pienenté@misvaiheen jauhamisv&dliai-
neet voivat olla jaykkid vdliaineita, edullisesti pallo-
maisia tai erillisten hiukkasten muodossa, joiden keski-
madrdinen koko on alle noin 3 mm ja edullisemmin alle noin
1 mm. T&llaiset v&liaineet voivat halutulla tavalla ai-
kaansaada keksinnén mukaisia partikkeleita lyhyemmilla
kdsittelyajoilla ja aiheuttaa jauhamislaitteistossa v&hem-
madn kulumista. Jauhamisvdliaineéseen tarkoitetun materiaa- .
lin valintaa ei pidetd kriittisend. Edullisten vdliainei-
den tiheys on kuitenkin yli noin 3 g/cm’. Zirkoniumoksidi,
kuten 95-%:inen Zr0O, joka on stabiloitu magnesiumcksidil-
la, zirkoniumsilikaatti ja lasijauhamisvdliaineet aikaan-
saavat partikkeleita, joilla on kontaminaatiotasot, joiden
uskotaan olevan hyvidksyttdvis terapeuttisten tai diagnos-
tisten koostumusten valmistukselle. Muiden védliaineiden,
kuten ruostumattoman terdksen, titaanidioksidin, alumiini-
oksidin, ja yttriumilla stabiloidun 95-%:isen ZrO:n usko-
taan kuitenkin olevan kayttokelpoisia.

Jauhamisaika voi vaihdella suuresti ja riippuu ensi

sijassa erityisestd valitusta mark&jauhamismyllystd. Kuu-
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lamyllyilld voidaan vaatia ké&sittelyaikoja jopa 5 p&aivaa

~tai yli. Toisaalta alle 1 p&ivdn kisittelyajat (viipym&-

ajat noin 1 min - jopa useita tunteja) ovat saaneet aikaan
halutut tulokset suurileikkauksisia v&liainemyllyj&d kay-
tettaessa.

Partikkelien Kkoko on pienennettdavd lampttilassa,
joka ei merkittédvdsti hajota diagnostista ainetta. Taval-
lisesti edullisia ovat kdsittelylampotilat alle noin 30 -
40 °C. Haluttaessa kédsittelylaitteistoa voidaan jashdyttaa
tavanomaisella jadhdytyslaitteistolla. Menetelmd@ suorite-
taan mukavasti ympdristtn lampdtilan olosuhteissa ja ka-
sittelypaineissa, jotka ovat turvalliset ja tehokkaat jau-
hamisprosessia varten. Esimerkiksi ympdristdn kédsittely-
paineet ovat tyypillisid kuulamyllyille, atriittoreille ja
tdrymyllyille. Va&liainemyllyille ovat tyypillisi& k&sitte-
lypaineet jopa noin 140 KkPa.

Ellei pinnanmodifioijaa ja samenemispisteenmodi-
fioijaa ole l8snd esiseoksessa, niitd voidaan lis&td jau-
hamisen jdlkeen dispersioon esiseokselle kuvattu m&ara.
Sen jédlkeen dispersio voidaan sekoittaa esimerkiksi ravis-
tamalla voimakkaasti. Mahdollisesti dispersio voidaan
alistaa sonikointivaiheelle, esimerkiksi k&yttam&lla ult-
raddnitehonsydéttdd. Dispersio voidaan esimerkiksi alistaa
ajan noin 1 - 120 s ultrad&nienergialle, jonka taajuus on
20 - 80 kHz. .

Diagnostisen aineen ja pinnanmodifioijan suhteelli-
nen md8rd voi vaihdella suuresti, ja pinnanmodifioijan
optimaalinen mddrad voi riippua esimerkiksi valitusta eri-
tyisestd diagnostisesta aineesta ja pinnanmodifioijasta,
pinnanmodifioijan kriittisestd misellikonsentraatiosta
mik&li se muodostaa misellejd, stabilisaattorin hydrofii-
linen/lipofiilinen-tasapainosta (HLB), stabilisaattorin
sulamispisteestd, sen vesiliukoisuudesta, stabilisaattorin

vesiliuosten pintajd&nnityksestd ja vastaavista seikoista.
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Edullisesti pinnanmodifioijaa on iésné ﬁééré noin 0,1
10 mg/m? diagnostisen aineen pinta-alaa.

Ta8ssd kdytettdessd partikkelikoko viittaa keskimdi-
rdiseen partikkelikokoon mitattuna ammattimiesten hyvin
tuntemilla'tavanomaisillfiparfikkelikoonmittaustekniikoi1—
la, kuten sedimentointikenttédvirtausfraktioinnilla, fo-
tonikorrelaatiospektroskopialla tai kiekkosentrifugoinnil-
la. Ilmaisu "tehokas keskimddrdinen partikkelikoko alle
noin 400 nm" tarkoittaa, ettd ainakin 90 %:1la partikke-
leista on partikkelikoko alle noin 400 nm edelld maini-
tuilla teknijikoilla mitattuna. Keksinnén edullisissa suo-
ritusmuodoissa tehokas keskimd@drdinen partikkelikoko on
alle noin 300 nm ja edullisemmin alle noin 250 nm. Keksin-
ndn joissain suoritusmuodoissa voidaan saavuttaa tehokas
keskimd&drdinen partikkelikoko alle noin 200 nm. Tehokkaa-
seen Keskimddrdiseen partikkelikokoon viitaten, edullises-
ti ainakin 95 %:11a ja edullisemmin ainakin 99 %:1la par-
tikkeleista on tehokasta keskimddrdistd partikkelikokoa
pienempi partikkelikoko, esimerkiksi 400 nm. Erityisen
edullisissa suoritusmuodoissa oleellisesti kaikkien par-
tikkelien koko on alle 400 nm. Joissain suoritusmuodoissa
oleellisesti kaikkien partikkelien koko on alle 250 nm.

Menetelmd keksinndn mukaisen nanopartikkelikoostu-
muksen valmistamiseksi sis&ltdd vaiheet, joissa lis&taan
jauhamisastiaan diagnostista ainetta, nestevdliainetta,
jauhamisvdliaineita ja mahdollisesti pinnanmodifioijaa;
diagnostinen aine mérk&jauhetaan partikkelikoon alentami-
seksi alle noin 400 nm:iin; ja erotetaan partikkelit ja
mahdollisesti nestevdliaine jauhamisastiasta, ja jauhamis-
vdliaineet, esimerkiksi imupullolla suodattamalla, suodat-
tamalla tai haihduttamalla. Jos pinnanmodifiocija ei ole
l&snad m&rk&jauhatuksen aikana, se voidaan sekoittaa par-
tikkelien kanssa t&mén jadlkeen. Nestevdliaine, useimmiten
vesi, voi toimia farmaseuttisesti hyvaksyttdvand valiai-

neena. Menetelmd suoritetaan edullisesti aseptisissd olo-
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suhteissa. Témén j&lkeen nanopartikkelikoostumus aliste-
taan edullisesti sterilointiprosessille.

Sterilointi voi tapahtua anionisten pinta-aktiivis-
ten aineiden, kuten DOSS:n, tai anionisten fosfolipidien,
kuten DMPG:n, l&sni ollessa.

Samenemispiste on l&mp6dtila, jossa pinnanmodifioija
(pinta-aktiivinen aine) saostuu edelld kuvatusta liuokses-
ta. Anioniset pinta-aktiiviset aineet ja anioniset fosfo-
lipidit toimivat samenemispisteenmodifioijina. Ilmaisu
"samenemispisteenmodifioija" tarkoittaa tédsséd kdytettdessa
vyhdistettda, joka vaikuttaa pinnanmodifioijien samenemis-
pisteeseen. Erityisesti keksinndn mukaisesti ka@yttdkelpoi-
set samenemispisteenmodifioijat kohottavat nanopartikke-
leille adsorboituneiden pinnanmodifioijien samenemispis-
tettd. Talld tavalla pinnanmodifioijat eivdt erotu nano-
partikkelien pinnalta autoklavointiin kdytetyissda lampdti-
loissa. Sen vuoksi ndin modifioidut nanopartikkelit eivét
agglomeroidu sterilointiprosessin aikana ja s&ailyttéavat
tdten tehokkaat keskimddrdiset partikkelikokonsa alle noin
400 nm steriloinnin j&lkeen.

Edullisia ionittomia samenemispisteenmodifioijia
ovat mm. polyetyleeniglykolit, propyleeniglykoli, etanoli
ja syklodekstriini. Edullisia ionisia samenemispisteenmo-
difioijia ovat mm. ioniset pinta-aktiiviset aineet, esi-
merkiksi natriumdodekyylisulfaatti, DOSS ja setrimidi, ja
varautuneet fosfolipidit, esimerkiksi DMPG, kardiolipiini
jadimyristoyylifosfatidyyliseriini. Samenemispisteenmodi-
fioijaa voi olla l&snd m&&8rad noin 0,01 - 20 %, edullisesti
0,05 - 10 % ja edullisimmin 0,1 - 10 %.

Annettava varjoaineen annos voidaan valita ammatti-
miesten hyvin tuntemilla tekniikoilla siten, ettd saadaan
riitt8va8 kontrastia lisdidvd vaikutus. Tyypilliset annokset
voivat useisiin kuvaussovellutuksiin olla alueella 50 -
350 mg jodia/kg kohteen kehonpainoa. Joihinkin sovellutuk-

siin, esimerkiksi imusolmukkeiden kuvaukseen, voivat te-
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hokkaita olla pienemmdt annokset, esimerkiksi 0,5 -
20 mg jodia/kg. A

Ré6ntgenvarjoainekoostumus wvoi sis&ltdd yhta tai
useaa tavanomaista lis8ainetta, joita kdytetd&n kontrol-
loimaan ja/tai parantamaan rédntgenvarjoaineen ominaisuuk-
sia. Voidaan 1lis&td esimerkiksi sakeutusaineita, kuten
dekstraania tai ihmisen seerumialbumiinia, puskurointiai-
neita, viskositeetinsd&telyaineita, suspendoimisaineita,
peptisoimisaineita, hyytymisenestoaineita, sekoitusainei-
ta, ja muita ladkkeitd ja vastaavia. Osittainen luettelo
médratyista erityisistd lis8aineista sisdlt&a kumit, soke-
rit kuten dekstraani, ihmisen seerumialbumiini, gelatiini,
natriumalginaatti, agar, dekstriini, pektiini ja natrium-
karboksimetyyliselluloosa. Keksinnoén mukaisiin koostumuk-
siin voidaan lis&td tédllaisia lisdaineita, pinta-aktiivi-
sia aineita, sdildntdaineita ja vastaavia.

Erds diagnostinen kuvausmenetelmd keksinndn mukai-
sissa ladketieteellisissd menettelytavoissa kadytettdviksi
kdsittdsd edellad kuvatun rédntgenvarjoainekoostumuksen te-
hokkaan, kontrastin tuottavan mddridn antamisen réntgensid-
dettd tarvitsevan testikohteen kehoon. Ihmispotilaiden
lis8ksi testikohde voi olla mm. nisdkaslaji, kuten kanit,
koirat, kissat, apinat, lampaat, siat, hevoset, nautael&i-
met ja vastaavat. Tamdn j&lkeen ainakin osa annettua var-
joainetta sisdltédvastd kehosta alistetaan rdntgensdteille
varjoaineen l&sndoloa vastaavan rontgenkuvan tuottamisek-
si. Sitten kuva voidaan visualisoida. Voidaan esimerkiksi
kdyttda tavanomaisella tavalla mitd tahansa rontgenhavain-
nollistamistekniikkaa, edullisesti suuren kontrastin tek-
niikkaa kuten tietokoneavusteista tomografiaa. Vaihtoeh-
toisesti kuva voidaan havaita suoraan réntgensiddeherkallé
fosforivarjostin/hopeahalogenidivalokuvausfilmi-yhdistel-
ma&lls.

Keksinndén mukaiset koostumukset voidaan antaa eri-

laisia reittejd riippuen menettelytavan tyypistd ja tut-
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kittavan kudoksen anatomisesta orientaatiosta. Sopivia
antoreittejad ovat mm. sdbnensiséingn (valtimon- tai laski-
monsisdinen) anto katetrilla, laskimonsisdinen injektio,
rektaalinen anto, ihonalainen anto, lihaksensisdinen anto,
vammansisdinen anto, peitinkalvon sisdinen anto, ontelon-
sisdinen anto, oraalinen anto, inhalaatiolla anto, anto
suoraan kehon onteloon, esimerkiksi nivelen kuvaus ja vas-
taavat. Edelld esitettyjen edullisten sovellutusten lisdk-
si, ts. veren, maksan, pernan ja imusolmukkeen, kuvaukseen
keksinndn mukaisten réntgenvarjoainekoostumusten odotetaan
olevan kayttokelpoisia myods verisuonten kuvauksen varjoai-
neina, munuaisten ja virtsateiden kuvauksen varjoaineina,
selkdytimen kuvauksen varjoaineina, ruoansulatuskanavan
kuvauksen varjoaineina, sappirakon kuvauksen ja sappitei-
den kuvauksen varjoaineina, nivelen kuvauksen varjoainei-
na, kohdun ja munanjohtimien kuvauksen varjoaineina, oraa-
lisina varjoaineina ja keuhkoputkien kuvauksen varjoainei-
na.

Keksint®dad kuvataan nyt seuraavien esimerkkien avul-
la, mutta keksintd ei milld&n lailla rajoitu n&ihin.

Esimexrkki 1

Tutkittiin eri molekyylimassat omaavien Tetronic-
pinta-aktiivisten aineiden teho varautuneen DMPG-fosfoli-
pidin aiheuttaman nanopartikkelien varauksen (zeetapoten-
tiaali) peittémisessd. Nanopartikkelisuspensiot sisélsivét_
15 % etyyli-3,5-diasetoamido-2,4,6-trijodi-bentsoaattia ja
0,2 % DMPG:td. 0,5 ml:aan suspensiota lisdttiin 0,075 ml
20-%:ista testattavan pinta-aktiivisen aineen kantaliuos-
ta. Lopullinen pinta-aktiivisen aineen konsentraatio oli

3 3.
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Pinta-aktiivinen aine MW z entiaali (mV
Ei mit&&n - -51
T-707 12 200 -20
T-908 25 000 -18
T-909 30 000 -11
T-1107 15 000 -25
T-1107 15 000 ~22
T-1307 18 000 -14
T-1508 30 000 -6

Esimerkki 2

Tutkittiin eri molekyylimassat omaavien Tetronic-
pinta-aktiivisten aineiden teho anionisen DOSS-pinta-ak-
tiivisen aineen aiheuttaman nanopartikkelien varauksen
(zeetapotentiaali) peittédmisessd. Nanopartikkelisuspensiot
sisdlsivdt 15 % etyyli-3,5-diasetoamido-2,4,6-trijodi-
bentsoaattia ja 0,2 % DO0SS:aa. 0,5 ml:aan suspensiota 1li-
sdttiin 0,075 ml 20-%:ista testattavan pinta-aktiivisen
aineen kantaliuosta. Lopullinen pinta-aktiivisen aineen

konsentraatio oli 3 %.

Pinta-aktiivinen aine MW Zeetapotentiaali (mV)
Ei mit&an ' - ' _6
T-707 12 200 -0,5
-0,4
T-908 25 000 -0,4
-1,4
T-909 30 000 -0,6
T-1107 15 000 -0,9
T-1307 18 000 -0,8
T-1508 30 000 0,2

Esimerkki 3
Tutkittiin eri molekyylimassat omaavien pinta-ak-

tiivisten alkyylifenolipolyetoksylaattien teho DMPG:n ai-
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heuttaman nanopartikkelien varauksen (zeetapotenfiaali)

peitté@misessa.

Nanopartikkelisuspensiot sisdlsivdt 15 %

etyyli-3,5-diasetoamido-2,4,6-trijodi-bentscaattia ja

0,2 % DOSS:&4.

0,5 ml:aan suspensiota lisd&ttiin 0,075 ml

20-%:ista testattavan pinta—aktiivised aineen kantaliuos-

ta. Lopullinen pinta-aktiivisen aineen konsentraatio oli

3 3.

Pinta-aktiivinen aine

OP-10
0oP-30
0oP-40
NP-50
NP-70

MW

550
1530
2000
2500
3300

-45,81
-37,40
-34,93
-27,66
-25,50
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Patenttivaatimukset:

1. Koostumus, tunnettu siitd, ettd se si-
s8lt8d nanopartikkeleita, jotka sisdltavédt rontgendiagnos-
tista yhdiétetté, joille partikkeleille on tunnusomaista,
ettd niiden pinnalle on adsorboitunut suurimolekyylimas-
saista pinta-aktiivista ainetta pinnanmodifioijana ja té&-
mdn kanssa assosioitunutta samenemispisteenmodifioijaa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd8 rdntgendiagnostinen yhdiste
on etyyli-3, 5~-di-asetoamido-2,4,6-trijodibentsoaattia.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd suurimolekyylimassainen pin-
ta-aktiivinen aine on ionitonta.

4, Patenttivaatimuksen 3 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd ioniton pinta-aktiivinen aine
on poloksamiinia.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd poloksamiini on tetrafunktio-
naalista blokkikopolymeerid, joka on perdisin propyleeni-
oksidin ja etyleenioksidin perédkkédisestd lis8dmisestd ety-
leenidiamiiniin.

6. Jonkin edeltdvdn patenttivaatimuksen mukainen
koostumus, tunnet tu siitd, ettd pinta-aktiivisen
aineen molekyylimassa on ainakin noin 4 000.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd pinta-aktiivisen aineen mole-
kyylimassa on ainakin noin 5 000.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd pinta-aktiivisen aineen mole-~
kyylimassa on ainakin noin 20 000.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd pinta-aktiivisen aineen mole-

kyylimassa on ainakin noin 30 000.



a4 oc0e Sces dase
) . o °
[Ty e oson
c o °
ve o8 8o

10

15

20

25

30

35

18

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd samenemispisteenmodifioija on
fosfolipidis.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen Koostumus,
tunnettu siitd, ettd fosfolipidi on dimyristoyyli-
fosfatidyyliglyserolia.

12. Patenttivaatimuksen 1 mukainen Kkoostumus,
tunnettu siitd, ettd samenemispisteenmodifioija on
anionista pinta-aktiivista ainetta.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd anioninen pinta-aktiivinen
aine on dioktyylisulfosukkinaattia.

14. Patenttivaatimuksen 1 mukainen koostumus,
tunnettu siitd, ettd samenemispisteenmodifioija on
polyetyleeniglykolia, propyleeniglykolia, etanolia, syklo-
dekstriinid, natriumdodekyylisulfaattia, dioktyylisulfo-
sukkinaattia, setrimidid, dimyristoyylifosfatidyyliglyse-
rolia, kardiolipiini& tai dimyristoyylifosfatidyyliserii-
nia.

15. Jonkin edeltd@van patenttivaatimuksen mukainen
koostumus, t unnettu siitd, ettd pinnanmodifioijaa
on md&drd, joka on riittdvd yllapitadmadn tehokasta késki—
maarédistd& partikkelikokoa alle noin 400 nm.

16. Jonkin edeltdvén patenttivaatimuksen mukainen
koostumus, tunnettu siitd, ettd se sisdaltaa 1li-
sdksi farmaseuttisesti hyvaksyttédvadad vdliainetta.

17. Menetelmd& nanopartikkelien valmistamiseksi,
jotka partikkelit sisdltavédt réntgendiagnostista yhdistet-
td ja joiden pinnalle on adsorboitu suurimolekyylimassais-
ta pinta-aktijvista ainetta pinnanmodifioijaksi ja t&man
kanssa assosioitunutta samenemispisteenmodifioijaa,
tunnettu siitad, etta

(i) rontgendiagnostista yhdistettd sis&lt&vad nano-
partikkeli saatetaan kontaktiin suurimolekyylimassaisen

pinta-aktiivisen aineen kanssa ajan ja olosuhteissa, jotka



C09s 950® 80O
.
* see .
3 . 0
voe (X3

10

15

20

25

19

ovat riittavat muodostamaan nanopartikkelin, jonka pinnal-
le on adsorboitunut pinnanmodifioijaa; ja

(ii) saatetaan pinnallaan adsorboifunutta pinnan-
modifioijaa sis&ltédva nanopartikkeli kontaktiin samenemis-
pisteenmodifioijan kanssa ajan ja olosuhteissa, jotka ovat
riittédvat muodostamaan nanopartikkelin, joka sisdltéad
rontgendiagnostista yhdistettd ja jonka pinnalle on adsor-
boitunut suurimolekyylimassaista pinta-aktiivista ainetta
pinnanmodifioijana ja t&m&n kanssa assosioitunutta samene-
mispisteenmodifioijaa.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd nanopartikkelit ovat minka
tahansa patenttivaatimuksista 2 - 16 mukaisessa koostumuk-
sessa.

19. Menetelmd@ nanopartikkelien valmistamiseksi,
jotka partikkelit sisdltédvat rontgendiagnostista yhdistet-
td ja joille on tunnusomaista, ettd niiden pinnalle on ad-
sorboitunut pinnanmodifioijana ionitonta pinta-aktiivista
poloksamiinia, Jjonka molekyylimassa on ainakin noin
30 000, tunnettu siitda, ettd rontgendiagnostista
vhdistettd sis&ltdvd nanopartikkeli saatetaan kontaktiin
ionittoman pinta-aktiivisen poloksamiinin kanssa ajan ja
olosuhteissa, jotka ovat riittdvdt muodostamaan nanopar-
tikkelia, jonka pinnalle on adsorboitunut pinnanmodifioi-

jaa..
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