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Rasvahappokoostumus

Tamdn keksinntn kohteena on rasvahappokoostumus,
joka sisaltad vahintddn 80 paino-% omega-3-polytyydytty-
mattomid rasvahappoja, jolloin vahintddn 75 paino-% kai-
kista rasvahapoista on omega-3(kaikki-Z)-5,8,11,14,17-ei-~
kosapentaenoiinihappoa (EPA) C 20:5 ja (kaikki-z)-4,7,10,-
13,16, 29-dokosaheksaenoiinihappoa (DHA) C 22:6.

Sydé&n~verisuonisairaudet, jotka johtavat sairauteen
ja ennenaikaiseen kuolemaan, johtuwat monista riskiteki-
joistda, kuten korkeasta verenpaineesta, veren liiallisesta
triglyseridistd, veren runsaasta kolesterolipitoisuudesta,
korkeasta verihiutaleaggregaatiosta ja viimeisten léytojen
mukaisesti, veren koagulointitekijdn VII fosfolipidikomp-
leksin korkeasta aktiivisuudesta. Viimeisten kolmen vuosi-
kymmenen aikana verenpainetta alentavat l&ddkkeet ovat vid-
hentdneet sydén-verisuonisairauksista aiheutuvia tauteja
ja kuolleisuutta. Kuitenkin on olemassa lis&&ntynyt huoli
sivuvaikutuksista ja myrkyllisyydestd, liittyen nykyiseen
verenpaientta alentavaan hoitoon, erityisesti heikosti
vliherkdssd potilaassa. On tuloksia, jotka osoittavat,
ettd nykydan kdytetyt verenpainetta alentavat aineet ovat
tehokkaita verepaineen alentamisessa, pulssin tiheys sa-
manaikaisesti kasvaa. T&ten on olemassa tarve kehittai
ladke, jolla on vdhemmdn kielteisid sivuvaikutuksia kor-
kean verenpaineen hoidossa. Olisi erityisen edullista, jos
tdllaista ld8kettd voitaisiin k&yttdd samanaikaisessa hoi-
dossa kaikille edelld mainituille moniriskitekijdille sy~
dan-verisuonisairauksien yhteydessd, kuten yleensd ei ole
asianlaita nyky&d&n saatavissa kohonnutta verenpainetta
vagtustavissa l8dkkeissi.

Viimeisen vuosikymmenen aikana on ilmestynyt lukui-
sia julkaisuja, joissa esitetddn monia dieettikaladljyval-
misteita, jotka sisdltavdt omega-3-polytyydyttymattomid
rasvahappoja ja niiden vaikutusta veriseerumin Kolestero-
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liin ja verihiutaleiden aggregaatioon. N&iden vaikutusten
ehdotetut mekanismit sijoittuvat yleensd prostanoidisys-
teemin ympédrille. Té&ten on olemassa tietoa siitd, miten
dieettikaladljyt muuttavat joidenkin prostaglandiinimeta-
boliittien erityksen, mutta saatavissa oleva tieto poik-
keaa monin paikoin.

Verenpaineen alentumisesta on ilmoitettu kala-,
raa'an kaladljyn (lahtien 7 %:n EPA:sta ja 5 %:n DHA:sta)
tai heikosti vakevoityjen kaladljyvalmisteiden (tavalli-
sesti sisdltden 18 % EPA ja 12 % DHA) ottamisen jalkeen,
vaikka komponentteja, jotka olivat vastuussa niistd vaiku-
tuksista, ei koskaan tunnistettu. Lisdksi kaikissa t&dhén

asti esitetyissd tutkimuksissa on esiintynyt yksi tai

“useampil vakava puute, kuten aikaisempien tutkimusten jul-

kaisuissa on esitetty [H.R. Kmapp et al., Proceedings of
AOCS Short Course on polyunsaturated Fatty Acids and
Eicosanoids, Ed. W.E.M., Lands, s. 41 - 55, American 0Qil
Chemists Society] ja [K. Bgnaa, Tidskr. Nor Laegeforen nro
28, 1987. 2425 - 8].

Eikosapentanoiinihappo C 20:5 omega-3 (EPA) on pi-
detty tdrkeimpé&nd meri-omega-3-polytyydyttymattoémista ras-
vahapoista, osittain johtuen sen tehokkaasta aggregointia
vastustavasta toiminnasta, kuten on esitetty US-patentissa
nro 4 097 602, Silver et al., joka rekisteroitiin elokuus-
sa 1974. Myothemmin Dyerberg et al. my®s kuvaavat samaa
vaikutusta julkaisuissa [Lancet, s. 152, tammikuu 21,
1978] ja [Lancet II, s. 117 - 119, heindkuu 15, 1978].
Pdasyy EPA:n oletetulle tédrkeydelle johtuu luultavasti
siitd, ettd se kuuluu eikosanoiideihin, jotka ovat avain-
yhdisteitd prostaglandiinin metabolismille.

Kuitenkin monien &skettdin ilmestyneiden julkaisu-
jen mukaisesti EPA ei yksin&dn vaikuta merkittiavdmmin kor-
keaan verenpaineeseen. Julkaisussa ["Effects of highly
purified eicosapentaenoic acid to angiotensin II and

norepinerphrine in the rabbit", Prostaglandins elokuu
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1986, Vol. 32, nro 2, s. 179 - 187], ei havaittu mit3an
verenpaineen alenemista j&niksissd, Kun kdytettiin hyvin
puhdasta EPA:ta, jonka pitoisuus oli 90 %. [Terano et al.,
Atherosclerosis, 46, 321 - 331, (1983)] ilmoitti, ettd
valmisteella, jossa o0li 75 % EPA ja 6,2 % DHA, ei ollut
mitddn merkittdvdd vaikutusta verenpaineeseen terveissé
vapaaehtoisissa 3,6 g:n EPA- etyyliesterin ottamisen j&dl-
keen. Vastaavasti [Yoshida et al., Artery, 14, 295 - 303,
1987}, ilmoitti, ettei mit&&n vaikutusta havaittu perus-
verenpaineessa 900 mg:n ottamisen jidlkeen EPA-etyylieste-
rid 14 pdivin tai enemmsn aikana. Lis3ksi 90-%:isella EPA-
metyyliesterilld ei ollut mitdédn vaikutusta rotissa, joil-
la luonnostaan oli korkea verenpaine. [K. Yin et al.,
1988, Clinical and Experimental Pharmacology and Physi-
ology 15, 275 - 280.] )

Vastakohtana t&lle, GB-patenttihakemus 2 197 199
kuvaa koostumusta raskaudesta aiheutuvan korkean verenpai-
neen alentamiseksi, jossa esimerkissd kdytetylld koostu-
muksella oli EPA-pitoisuus, joka oli 28 - 35 %. Potilailla
ei ollut aiemmin esiintynyt korkeaa verenpainetta. Korkean
verenpaineen, joka kehittyy raskauden aikana, arvioidaan
johtuvan muista biologisista syistd kuin tavallinen korkea
verenpaine, mitd ndyttdad tukevan tosiasia, ettd se taval-
lisesti katoaa raskauden j&lkeen.

Tiettdvdasti ei ole olemassa mitddn, joka viittaa
siihen, ettd pelkdstésdn DHA:1la olisi mink#&nlaista vaiku-
tusta verenpaineeseen.

US-patentin 3 082 228 mukaisesti, joka perustuu
hakemukseen, joka on rekistertéity 18. joulukuuta 1959,
tuote, joka sisdlsi vahintdan 60 $% polytyydyttymattomia
rasvahappoja, joissa on 20 tai enemmin C-atomeja, alentaa
veren Kkolesterolipitoisuutta huomattavasti. Vaikka muut
aikaisemmat tutkimukset ovat osoittaneet, etta kaladljyt
alentavat kokonaiskolesterolia ja LDL-kolesterolia ja ko-

hottavat HDL-kolesterolia, myohemmissa tutkimuksissa on
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yleisesti todettu vastakkainen Jjohtopddtds, kuten W.S.
Harris on esittédnyt [(n-3)news, 3 (4), 1 - 7]. Tdten, Kkun
yhdistet&dn aihetta k&sittelevat 45 artikkelia, havait-
tiin, ettid LDL-kolesteroli kasvoi 2 -~ 30 % riippuen ky-
seessd olevasta hyperlipidemiasta.

Julkaisusta PCT/WO 87/02247 tiedetddn, ettd lipidi-
emulsio ruoansulatuskanavan ulkopuoliseen kayttédn sisdl-
td4 emulgointiaineen, vettd ja traanitljyd, joka sisdltda
vahint&an yhtad omega-3-rasvahappoa, jossa vapaan rasvaha-
pon pitoisuus emulsiossa on alle n. 5 meg/l ja jossa traa-
nidljyn tulee sisdltdd vahintddn 30 paino-% EPA- ja DHA-
estereiden yhdistlmdid. T&atd lipidiemulsiota kidytetddn ve-
risuonitukossairauksissa laskimonsisdiselld hoidolla.

On havaittu, ettd rasvahappokoostumuksilla, jotka
sisdltdvdt korkeita pitoisuuksia, wvdhintddn 80 paino-%
omega-3-rasvahappoja, sen suoloja tai johdannaisia, joissa
EPA ja DHA on l&dsnd suhteellisissa mé&rissa 1:2 - 2:1 ja
jotka vastaavat vdhintiddn 75 %:sta kaikista rasvahapoista,
on yllattdvdn edullinen vaikutus kaikkiin edelld mainit-
tuihin riskitekijoihin sydan-verisuonitaudeissa, mutta
erityisen hyva vaikutus lievididn korkeaan verenpaineeseen,
liikatriglyseridiin ja koagulointitekij& VII fosfolipidi-
kompleksin aktiivisuudelle. Se alentaa veriseerumin LDL-
kolesterolia, lisdd veriseerumi-HDL-kolesterolia, atentaa
veriseerumitriglyseridejd, alentaa systolista ja diasto-
lista verenpainetta ja pulssin tiheyttd ja alentaa veren
koagulointitekijd VII fosfolipidikompleksin aktiivisuutta.
Vaikka yksityiskohtainen biologinen mekanismi té@mén hake-
muksen mukaisten koostumusten vaikutuksille ei ole t&smil-
lisesti tunnettua, on merkkeji yllattdvdstd synergismista
EPA:n ja DHA:n toiminnan valilla.

Erds tdmdn hakemuksen mukaisten koostumusten eduis-
ta on se, ettd ne ovat hyvin kestokykyisiid eivdtkd aiheuta

mit8én vakavia sivuvaikutuksia.
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Tamdn hakemuksen mukainen erityisen edullinen koos-
tumus sis&ltdd vahintddn 90 paino-% pitkdketjuisia, poly-
tyydyttymattomia omega-3-rasvahappoja, joista EPA ja DHA
muodostavat vadhintdidn 85 paino-% Kkaikista rasvahapoista
ja ovat 1l3snid suhteessa EPA/DHA 1:1 - 2:1, erityisesti
3:2.

Tamdn keksinnodn mukaisesti EPA:n ja DHA:n eristami-
seksi korkeapitoisesta seoksesta, erityinen menetelmd ke-
hitettiin luonnon kaladljyjen pitkaketjuisten rasvahappo-
jen puhdistamiseksi ja eristdmiseksi. T&m&n hakemuksen
mukaisia koostumuksia voidaan valmistaa EP-patenttihake-
muksen nro 86 906 964.1 mukaisen menetelmén mukaisesti.
Analyysi paino-%:eissa perustuu etyyliestereihin, wvaikka
niiden muut johdannaiset tai suolat tai hapot muodostavat
osan tdstd keksinndstd.

Tdman Keksinndn mukainen Kkoostumus valmistetaan
edullisesti seuraavan menetelmdn mukaisesti. Ensin traani-
dljyraaka-aine estertidddn ja vakevdiddan ureafraktioin-
nilla tai vastaavalla, jossa olosuhteet ovat riitt&vidn
herk&t, niin ettd valtetddn tuotteiden hajoaminen. Toinen
vaihe on molekyylitislaus.

Alkufraktiointi poistaa pd&dosan estereistd, joiden
pituus on alle C 20. Sen jalkeen pdafraktio poistetaan,
joka koostuu pddosin C 20- ja C 22 -happojen estereisti.
Koska ureafraktiointi poistaa tyydyttyneet ja vahemmén
tyydyttymdttomédt esterit, ndma fraktiot sisdltdvat korkei-
ta EPA ja DHA pitoisuuksia, t&mdn menetelmdn mukaisesti
vdhintddn 75 paino-%. Pitk&ketjuisten omega-3-happojen
kokonaismddrd on vdhintdsan 80 paino-%. T&mdn hakemuksen
mukainen toinen edullinen koostumus sigdltd3d vahint84n
95 paino-%, EPA- ja DHA-pitoisuuksien ollessa vdhinté&én
90 paino-%. Toinen t&mdn hakemuksen mukainen KkKoostumus
sisdltdd vdhintdan 85 paino-% omega-3-rasvahappoja ja EPA
ja DHA m8&r& on vahintédn 80 paino-%.
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Muita C 20-, C 21- ja C 22 -sarjan omega-3-happoja
saadaan suunnilleen niiden alkuperdisind pitoisuuksina,
esim. 3 - 5 paino-%, tavallisesti v&8hint&ddn 4,5 %. T&ten
erityinen ja pariton omega-3-kaikki-Z 6, 9, 12, 15, 19-
heneikosapentaenoiinihappo C 21:5 on tavallisesti 1l&sna
pitoisuuksina, jotka ovat vdhint&an 1,5 paino-% ja omega-
3-kaikki z 7, 10, 13, 16, l19-dokosapentaenoiinihappo on
tavallisesti l&snid pitoisuuksina n. 3,0 paino-%.

Ureasakan poistmaisen jélkeen kédytetty liuotin,
tavallisesti etanolia, poistetaan osittain tai Kkokonaan
haihduttamalla ja nidin eristetyt esterit voidaan lisé&dpuh-
distaa pesemdlld vedelld tai hiukan emdksiselld vesiliuok-
sella, mik#dli puhtaat esterit ilman happojen kontaminaa-
tiota haluttaisiin eristaa.

Vapaita happoja voidaan muodostaa tunnetuilla hyd-
rolysointimenetelmill&.

EPA~-fraktion kasvattaminen, jotta saataisiin paino-
suhde EPA:DHA 1:1 ~ 2:1, erityisesti 3:2 tai kasvattamalla
DHA-fraktiota, jotta saataisiin EPA:DHA painosuhde 1:1-
1:2, voidaan saavuttaa molekyylitislausvaiheessa. Menetel-
md8 mahdollistaa myds ylikriittisen nesteuuton ja/tai kro-
matografian k&ytdén toisessa wvaiheessa COZ:lla, joka mah-
dollisesti sis31tdd polaarisemman modifioijan, kuten eta-
nolia, jotta EPA- ja/tai DHA-fraktio vidkevdityisi.

Ureafraktiointi ja sitd seuraava molekyylitislaus
suoritetaan varovaisesti hyvin pysyméttOmien omega-3-hap-
pojen hapettumisen ja/tai isomeroitumisen estémiseksi.
Kuten seuraavista taulukoista 1 ja 2 n&hdadin, joissa esi-
tetddn tdmdn keksinndn mukaisella menetelmédlld saatujen
tuotteiden analyysituloksia, ei ollut enempd&d kuin 1 %
tuntemattomia komponentteja puhdistetussa tuotteessa. On
kuitenkin olemassa tietty mdidrad vahipitoisia tuotteita,
kuten C-16- ja C-18-happoja, kuten yksityiskohtaisista
analyysituloksista kay ilmi taulukossa 2.
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Paddosin ndma tuotteet ovat rasvahappoestereiden
fraktioita, joita tavallisesti on ldsna kala®dljysséa, mutta
jokaisen erillisen esterin pitoisuus lopputuotteessa on
vdhemmén kKuin 0,2 %, lukuun ottamatta omega-3-oktadekatet-
raenoiinihappoa C 18:4 n-3, jota on lisnd suunnilleen sa-
massa madrassd kuin lahtdaineessa.

Tdten on ymmarrettdvd, ettd menetelmdn sivutuottei-
den kokonaispitoisuus on hyvin alhainen. Menetelmid on kyl-
lin joustava vaikuttaakseen pitkdketjuisten C 20-, C 21-
ja C 22 -rasvahappojen, joita tavallisesti on ldsnd kala-
8ljyraaka-aineissa, vdlisiin suhteellisiin pitoisuuksiin.
Se ei ainoastaan aiheuta yksittdisten happojen pitoisuuden
kasvua, vaan niiden vdlinen suhde pysyy tietyn vaihtelun
sisdpuolella, joka on optimaalinen luonnossa. Samanaikai-
sesti on mahdollista”kompensoida joskus niitd huomattavia
vaihteluita, joita voi esiintyd luonnollisesti, kuten seu-
raavassa. Tdten on mahdollista valmistaa tuote, jolla on
vakio ja ennalta maaratty koostumus.

Kaladljyt voivat myds sisdltdd sivutuotteita ja
kontaminantteja, Kuten pestisideja, kloorattuja hiilivety-
ja, raskasmetalleja, kolesterolia ja vitamiineja. Konsent-
raatin valmistuksen aikana ndiden kdmponenttien pitoisuuk-
sia alennetaan huomattavasti verrattuna kidsittelemdttdmiin
kaladljyihin,

Luonnossa EPA:n ja DHA:n suhteelliset pitoisuudet
ja myds muiden pitkdketjuisten omega-3-happojen pitoisuu-
det riippuvat merilajista ja myds kausimaisista vaihte-
luista samassa lajissa. USA:ssa kaladljy valmistetaan ny-
kyisin p&&dosin menhadenista. T&md 6ljy sisdltdd tavalli-
sesti 14 - 19 % EPA:ta ja 5 - 8 % DHA:ta. Analyysi yhdesta
turskanmaksadljyeréstad osoitti pitoisuudeksi 6,9 EPA ja
8,4 DHA. Villakuoreessa EPA-arvot vaihtelivat v&lilla
8,6 - 11,4 tammikuusta 1973 elokuuhun 1973, kun DHA-arvot
vaihtelivat 6,7 %:sta 11 %:iin saman ajanjakson aikana.

Norjan rannikon sillissd oli lokakuussa 1973 6,4 % EPA:ta
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ja 9,8 % DHA:ta, kun tulokset marraskuussa 1983 osoittivat
vahenemistd arvoihin 1,7 % ja 1,1 %, vastaavasti.

Ndamd vaihtelut tarkoittavat, ettd kaladljyjen tai
pelkdstdan kalan ruokavalionauttiminen ei tavallisesti
varmista jatkuvaa omega-3-happojen tdydennystd. Vaikka
kaikki pitkaketjuiset C 20-, C 21- ja C 22 -omega-3-hapot
eivdt ollenkaan tai ainoastaan hiukan nousevat pitoisuuk-
siltaan menetelmdn aikana, ne s&dilyvat véhintd&n niiden
alkuperdisissd pitoisuuksissa.

Taulukon 1 vasemmanpuoleinen sarake kuvaa tavalli-
sia vaihteluja tdmdn keksinndn koostumusten yksittdisten
pitk&ketjuisten happojen pitoisuuksissa, kun taas oikean-
puoleinen sarake esittdid testindytteen tarkan analyysin,
jota naytettd kaytettiin biologisten vaikutusten tutkimi-

sessa, joiden tulokset on esitetty seuraavissa taulukoissa
4 - 8.

Taulukko 1

Tavallinen tuo- Koenayte
tevaihtelu
C 20:4 omega-6 1~ 2 1,4
C 20:5 omega-3 40-60 p-% 54 p-%
C 21:5 omega-3 1~ 4 n 1,5 "
C 22:5 omega-3 i- 3 " 2 "
C 22:6 omega-3 25-45 " 32,6 "
alemmat hapot 3~ 8,5 " 7,5 "
tuntematon 1 " 1 "
omega-3-rasvahappojen summa 90,1 n
summa EPA + DHA 86,6 "
EPA : DHA 3,3 : 2

Taulukko 2 esittdd yksityiskohtaisen analyysin lah-
tdaine-erdstd ja ta&mén keksinndn toisesta koostumuksesta,
joka saatiin siita.
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Taulukko 2

Rasvahappokoostumus (%)

Rasvahappo

Lahtdaine
kaladljy

Cl4:0
pristanaatti
Cl6:0
Clé:1 n7
7-Mel6:0
Cl6e:2 n6
Cl6:2 n4
fytanaatti
Cl6:3 n4
Cle:4 nl
Cl8:0
Ccl8:1
Cclg:1
Cc18:1
Cclg:2
Cl8:2
Ccl8:3
Cl8:3
Cl8:4
Cl8:4
C20:1
Cc20:1
C20:2
c20:3
Cc20:4
C20:4
C20:5
Cc22:1
c22:2
C21:5
C22:4
c22:5
Cc22:5
CcC22:6

[

nag
n7
ns
né
n4
né
n3
n3
nl
no+7

ne
né
né
n3
n3
nii+9
né
n3
né
neé
n3
n3

summa tuntematon
omega-3 -ravahappo-

jen summa
C 18
summa EPA + DHA
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Taulukko 3 esittédd paddrasvahappopitoisuudet monille

timidn hakemuksen mukaisille koostumuksille.

Taulukko 3

Rasvahappo Koostumus (%)

Cl8:2 ns 0,3 0,3 0,1 OYO 0,2 a,
Cl8:3 n3 0,3 0,3 0,0 071 073 0,
Cl8:4 n3 2,3 2,3 3,6 272 178 0,
C18:4 nl 0,2 0,2 Or4 013 0,0 0,
C20:4 né6 2,7 1,7 1,5 3’9 176 l,
Cc20:4 n3 2,4 019 1,3 lf2 179 o,
C20:5 n3 5477 5277 42,2 48,5 4110 317
C21:5 n3 2,1 2,1 1,7 270 177 11
C22:5 né6 0,4 0,4 0,6 0,8 017 1'
C22:5 n3 5’4 5,8 278 4,3 5,8 3,
C22:6 n3 28,7 31,0 38,0 34,9 42,4 58,
summa n3FA 95’9 95,1 8976 93,2 9419 951
~sis. C 138

summa EPA+DHA 83,4 83,7 80,2 83,4 83,4 90,
EPA : DHA 1,9:1 1,7:1 lrl:l 1,4:1 1:1 l:1,

n3FA kuvaa omega-3-rasvahappoja

Biologiset wvaikutukset

Jotta saataisiin gselville tdman keksinndn mukaisen
koostumuksen wvaikutus verenpaineeseen, pulssinopeuteen,
triglyseridipitoisuuksiin, veriseerumikolesteroliin ja
HDL-kolesteroliin, verihiutaleaggregaatioon ja koaguloin-
titekija VII fosfolipidikompleksiaktiivisuuteen, pienen
norjalaisen Kaupungin koko vi#estd, jonka ikd oli 34 - 60
vuotta, kutsuttiin terveystarkastukseen ja ndistd 22 000
ihmistd kdytiin l&pi seuraavien Kkriteerien mukaan:
hoitamaton lievd kohonnut verenpaine, jossa diastolinen
verenpaine (DBP) oli alueella 89 - 111 mmHg ja systolinen
verenpaine (SBP) alueella 110 - 180 mmHg,
ei aikaisempia syddnsairauksia eikd ole kdyttdnyt sydan-
laskkeitd,
ei vakavampia tauteja,

el huomattavaa ylipainoa,

MWRERENNWARONO KM

~l
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ei alkoholismia,

veriseerumin kolesteroli vahint&dn 6,0 mmol/litra.
"N&illd Kkriteereilld wvalittu vapaaehtoisten ryhma

koostui 172 ihmisestd. Vapaaehtoisia tutkittiin kuuden

kuukauden sisddnajojakson aikana, jolloin varmistettiin

verenpaineen stabiilisuus ennen koeaineen antamista.

Kaikki verenpainemittaukset tehtiin automaattisella
laitteella (Dina map) ja jokaisella kerralla tehtiin kolme
mittausta (kahden minuutin vdlein) istuen ja seisten kont-
rolloiduissa olosuhteissa. Kahden viimeisen md&drityksen
(seisten ja istuen) keskiarvepa kdytettiin.

Tutkimus o0li kontrolloitu kaksinkertainen sokea
koe. 172 vapaaehtoista wvalittiin sattumanvaraisesti kah-
teen yhtd suureen ryhmdadn., Toista ryhmistd Késiteltiin
plasebokapseleilla, joista kukin sisdlsi 1 g maissioljys,
johon oli lisdtty 0,3 % E-vitamiinia. Toinen ryhmid sai
kapseleita, jotka sisdlsivét 1 g testiainetta, jonka koos-
tumus on esitetty taulukossa 1. Molemmat kapseliryhmit
tehtiin vdrillisestd pehmedstd gelatiinista sokkovaikutuk-
sen varmistamiseksi. Vapaaehtoisia pyydettiin ottamaan
kolme kapselia kahdesti p&ivdssd joko koe- tai kontrolli-
ainetta 11 - 12 viikkoa. 171 vapaaehtoista vei tutkimuksen
loppuun ja keskimddrin n. 90 % kapseleista nautittiin.

Kuten seuraavista taulukoista 4 ja 5 kay ilmi,
maissidljylld ei ollut tilastollisesti merkittdvaid vaiku-
tusta verenpaineeseen. Testiaineen vaikutus verenpainee-
seen mdaritettiin ensin koko ryhmdlle, jotka soivit tes-
tiainetta ja sen jédlkeen niille henkiléille, joilla oli
korkeampi verenpaine. Keskimddr&dinen verenpaine potilail-
le, joilla oli korkeampi verenpaine, ennen ja jalkeen,
hoidettaessa t&m&n keksinn®n aktiivisella koeaineella, on
annettu taulukossa 4 (diastolinen verenpaine) ja taulukos-

sa 5 (systolinen verenpaine).
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Taulukko 4
Koeaineen ja maissi®ljyn vaikutus

DBP - | potilaiden KeskimiarZi- Keskimfirdi- Keskimd@rdi- Merkit-
alue lukumddArd@ ne DBP ennen nen DBP hoi- nen DBP-~ale- sevyys
‘hoitoa (mmHg) don jalkeen  neminen
' (mmHg) (mmig)
Koeaine
85-109 62 95,8 93,4 2,4 p<0,05
98-109 22 102 96,2 5,8 p<0,01
maissidljy
85-109 57 95,7 96,0 0 e.v.
98-109 26 101,8 100,7 1,1 e.v.
e.v. = el vaikutusta
Taulukko 5
Koeaineen ja maissidljyn vaikutus systoliseen ve-
renpaineeseen
Potilai- Potilaiden Keskimddr3i- Keskimldrii- Keskimidr&i- Merkit-
den SBP lukumddrd nen SBP ennen nen SBP hoi- nen SBP ale- sevyys
{mmHg) hoitoa {mmHg)} don jalkeen neminen
(mmtig) (mmig)
koeaine
> 135 71 148,1 144,5 3,6 p<0,05
> 150 24 158,4 150,3 8,1 p<0,001
> 158 15 162,2 152,4 9,8 p<0,001
maissidljy
> 135 62 148,5 149,6 0 e.v
> 150 23 159,1 158,0 1,1 e.v
> 155 17 161,8 159,6 2,2 e.v

Kuten edeltdvistd8 taulukoista kdy ilmi, testiai-
neella oli hyvin merkittdvd verenpainetta alentava vaiku-
tus ek# systoliselle ettd diastoliselle verenpaineelle.
On myts selvdd, ettd vaikutus on voimakkain niissd poti-
laissa, joilla oli korkein verenpaine. Mit#3n merkittaviai
vaikutusta ei havaittu maissidljyryhmissi.



10

15

20

25

30

35

13

Taulukko 6
Koealneen ja maissidljyn vaikutus systoliseen ja
diastoliseen verenpaineeseen nautittaessa kalaruo-
kavaliota (annoksia viikossa)

Anncksia Potilaiden Keskiméidrai- Keskim33rdi- Keskimidrhi- Merkitse-—

viikossa lukum3drd nen BP ennen. nen BP hoi- nen BP ale- vyys
hoitoa (mmHg) don j3lkeen neminen

(mmig) (mmHg)
kceaine
0-2 44 SBP  145,3 139,3 -6,9 p=0,005
DBP 99,8 94,0 5,7 p=0,0001
3-5 34 SBP 143,6 141,2 -2,4 p=0,2
DBP 97,7 96,3 —lr4 =0,2
maissidljy
0-2 34 SBP 145,2 1l46,8 +1,6 p=0,4
DBP 98,3 100,2 +1,9 p=0,1
3-5 44 SBP 142,3 143,4 +1,1 p=0,5
DBP 97,4 97,9 +0,5 =047

Kuten taulukosta 6 ilmenee, hyvd3 verenpainetta
alentava vaikutus saavutetaan t&m&n keksinndén mukaisella
koostumuksella, yllattdvdd myos siind ryhméssa, joilla on
runsaasti kalaa sis3ltdva ruokavalio, 3 - 5 annosta vii-
kossa. Verrattaessa ei mitddn hyddyllisid vaikutuksia saa-
vutettu maissidljylla.

Edeltavdt tulokset osoittavat, ettd tiamén hakemuk-
sen mukaisella koostumuksella on ylléttidvin paljon parempi
vaikutus kuin osittiin odottaa nautittaessa kalaruokava-
liota tai hiukan v#kev8ityd traanidljys. Té&md johtuu luul-
tavasti EPA:n ja DHA:n synergistisestd vaikutuksesta.

Verrattuna aikaisemmin suoritetuissa kokeissa saa-
tuihin koetuloksiin, joissa nautittiin kaladljyruokavalio-
ta, t#mé&n hakemuksen mukaisella koostumuksella saavutetut
tulokset osoittavat yllédttdvasd parantavaa vaikutusta dias-
tolisessa ja systolisessa verenpaineessa lievisti korkeaa
verenpainetta potevassa potilaassa ja vastaavasti korkeam-
paa verenpainetta potevassa potilaassa ja joka vaikutus
on 30 % ja 45 %.
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Taulukko 7
Koeaineen ja maissidljyn vaikutus pulssin nopeuteen
(kautta minuutti)

Ryhma Ennen Jdlkeen Muutos Merkitsevyys
Koeaine

istuessa 75,4 73,2 -2,2 p<0,02
seistessd 82,9 80,2 -2,7 p<0,005
Maissidljy

istuessa 74,3 75,1 +0,8 p=0,3
seistesss 80,9 82,2 +1,3 p=0,2

Pulssintiheystutkimuksessa oli ryhmdssd 78 ihmistd,
jotka saivat koeainetta ja 77 ihmistd toisessa ryhmdssé.

Kuten edeltdvidstd taulukosta kdy ilmi, saavutetaan
huomattava pulssintiheyden aleneminen tamdn keksinnén mu-
kaisella koeaineella ja pieni, mutta merkittidvd pulssin-

tiheyden kasvu maissidljylla.
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Taulukko 8
Koeaineen ja maissi®ljyn vaikutus veriseerumikoles-

teroliin (mmol/1l)

Ryhma Ennen Jdlkeen
kokonaisko- HDL-ko- kokonaisko- HDL-ko-
lesteroli lesteroli 1lesteroli lesteroli

Kaikki po-

tilaat:

koeaine

(n=78) 6,58 1,35 6,57 1,41%%*

maissioljy

(n=78) 6,68 1,33 6,64 1,41%%*

Kokonaisko-

lesteroli > 7

koaine

(n=26) 7,74 1,53 7,31%% 1,58%
maissioljy

(n=20) 7,66 1,26 7,45% 1,32%
* < p 0,1

** <« p 0,01

Kuten taulukosta 8 k&y ilmi, t&m&n hakemuksen mu-
kainen koekoostumus alentaa kokonaisveriseerumikolestero-
lia huomattavasti potilaissa, joiden kokonaiskolesteroli
on yli 7,0 mmol/1 ja nostaa HDL-kolesterolia huomattavasti
koko populaatiossa. Samantapaisia, mutta heikompia vaiku-
tuksia saatiin maissioljyryhmissé.

Tam&n hakemuksen mukaiset koostumukset alentavat
lisdksi LDL-kolesterolia 5 - 10 $%$:1la potilaissa, joiden
kokonaiskolesteroli > 7 mmol/l, mutta silld ei ole merkit-
tdavdd vaikutusta potilaissa, joiden kokonaiskolesteroli
< 6,5 mmol/l.
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Taulukko 9

Testiaineen ja maissitdljyn vaikutus seerumitrigly-

-seridiin

Triglyseridi {(mmol/1)
Ryhma n Ennen Jalkeen Aleneminen p-arvo
koeaine 87 1,51 1,20 0,31 0,001
maissiéljy 85 1,57 1,47 0,03 e.v.
Potilaat, joiden triglyseridit > 2,00 mmol/1

Ryhma n Ennen Jdlkeen Aleneminen p-=-arvo
koeaine 14 3,28 2,03 1,25 0, 0001
maissiotljy 17 3,22 2,66 0,56 0,01

Kuten taulukosta 9 kdy ilmi, koeaine vaikuttaa
alentavasti seerumitriglyseridipitoisuuksiin erityisesti
potilaissa, joilla on korkeat pitoisuudet (> 2,0 mmol/l)
ennen hoitoa. Mit&d3an merkittdvdd vaikutusta ei aikaansaatu
maissioljylla koko vapaaehtoisten ryhm&sséd, kun taas hyvin
pientd vaikutusta havaitaan henkildissa, joilla on korkei-

ta triglyseridipitoisuuksia.

Taulukko 10

Testiaineen ja maissidljyn vaikutus veren hiutale-

aggregaatioon
Ryhma n Ennen Jalkeen Ennen Jdlkeen
X SEM X SEM X SEM X SEM

Koeaine 21 63,4+4,40 38,8%5,19 38,0+5,91 13,7x3,77
maissi-
oljy 21 73,5%4,40 57,4+6,37 43,4+45,5 15,2+3,32

Kuten taulukosta 10 n38hd&dn, té@m&dn hakemuksen mu-

kaisilla koostumuksilla on verihiutaleiden aggregaatiota

vastustava vaikutus

Koagulointitekiji VII fosfolipidikompleksia léyde-

té&&n ihmisten, jotka kuuluvat syddn-verisuonitautien kor-
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keaan riskiryhmd&n, veriplasmassa, kuten on kuvattu jul-
kaisuissa {P. Leren et al., The Oslo Study, Cardiovascular
diseas in middle aged and young Oslo men. Acta Med. Scand.
suppl. 588, 1 - 38, (1987)] ja [Dalaker et al., A novel
form of factor VII in plasma from men at risk for cardio-
vascular disease, Br. J. Haematol., 61, 315 - 322, (1958)]
ja sitd pidetdsn toisena riskitekijand syddn-verisuonisai-
rauksille.

Taulukko 11
Testiaineen ja maissidljyn vaikutus koagulointite-
kija VII fosfolipidikompleksin aktiivisuudelle (%)

Ryhma n Ennen Jélkeen Erotus
koeaine 69 9,7 6,6 3, 1*%%
maissioljy 72 8,5 8,8 0,3 e.v.
**p » 0,02

Kuten taulukosta ndhd&an, aktiivisuus alenee huo-
mattavasti tdmdn keksinndn mukaisella koostumuksella, kun
taas mit&&n merkittdvad vaikutusta ei havaittu maissidl-
jylla.

Edeltdvissa taulukoissa 3 - 11 esitettyjen tulosten
mukaisesti tamdn hakemuksen mukaisella koostumuksella on
huomattava wvaikutus kaikkiin edelld mainittuihin sydan-

verisuonisairauksien riskitekijéihin. Vertailun vuoksi

- joitakin positiivisia tuloksia saatiin maissifljylla, mut-

ta mitddn merkittévéd vaikutusta silld ei ollut verenpai-
neeseen, veriseerumitriglyseridien pitoisuuteen tai koagu-
lointitekijd VII aktiivisuuteen. Lisdksi mitatut vaikutuk-
set maissidljyryhmdassd ndiden - riskitekijdiden suhteen
ndyttidvat suuntautuvan vastakkaiseen suuntaan, ollen hai-
tallisia.

Taten t&8mAn keksinndn mukaiset rasvakoostumukset
ovat tehokkaita monien tunnettujen riskitekijétiden, jotka

aiheuttavat sydan-verisuonisairauksia, kuten korkean ve-
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renpaineen, liikatriglyseridisyyden ja korkean koaguloin-
titekijd VII fosfolipidikompleksiaktiivisuuden, hoidossa
ja estossa.

Tamin keksinndn koostumuksen tarvittavat annokset
terapeuttisen tai estdvdn vaikutuksen aikaansaamiseksi
vaihtelevat antomuodon mukaan. Laajoissa kokeissa annet-
tiin 6 g henkilod kohti pdivdssd koekoostumusta. Yleenséa
keskimédrédisen aikuisen ihmisen annokset voivat vaihdella
alueella 1,0 - 10 g, riippuen henkildn koosta ja hoidet-
tavan sairauden vakavuudesta. Taman hakemuksen mukaisia
koostumuksia voidaan lisdksi kdyttdd lisdladdkkeend korkean
verenpaineen 1l8dkkeissid korkean verenpaineen hoidossa.
Annokset ovat oletettavasti edelld mainitun annosalueen
alaosassa. Muita mahdollisia 1&8&kehoitoaiheita, joihin
tamdn hakemuksen mukaisia yhdisteitd@ voidaan antaa, ovat
krooninen moniniveltulehdus, valtimon hilsetystauti, val-
timon kyhmytulehdus, iho-oireiden kollageenisairaus (LED),
ihon kovettumistauti, Crohn'in tauti, haavainen paksusuo-
len tulehdus, psoriasis, atooppinen ihotulehdus ja migree-
ni, kuten on havaittu standardi in vivo -kokeissa.

Edullisesti aktiiviset yhdisteet tulisi antaa suun

kautta pillereiden, pehmeiden kapseleiden tai vastaavien

~muodossa. Kuitenkin antaminen voidaan my®s suorittaa mita

tahansa muuta tietd, jossa aktiiviset aineosat tehokkaasti
absorboituvat ja hyotdynnetddn, esim. laskimonsisdisesti,
ihonalaisesti, perdsuolen kautta, vaginaalisesti tai mah-
dollisesti paikallisesti,

Farmaseuttinen koostumus voi mahdollisesti siséltaa
EPA:n ja DHA:n lis#ksi aktiivisia aineosia, kuten on m&&-
ritetty, yhtd tai useampaa farmaseuttisesti hyvaksyttavas
kanninta, kuten hyvin alalla tiedet#&n. Koostumukset voi-
vat sisdltad tdyteaineita, stabilointiaineita, jatkoainei-
ta, sideaineita, kostuttimia, pinta-aktiivisia aineita,
voiteluaineita ja vastaavia, Kuten farmaseuttisen koostu-
muksen formuloinnin alalla tiedet&sn.



10

15

20

19

Lis#ksi voidaan k#yttdid antioksidantteja, esimer-
kiksi hydroksitolueenia, butyraattia, kinoonia, tokofero-
lia, askorbiinihappoa jne., sdil®ntdaineita, vdriaineita,
hajusteita, makuaineita ja muita farmaseuttisia aineita.

Esimerkki farmaseuttisesta valmisteesta

Pehmeitd gelatiinikapseleita, jotka sisdltdvat
1 g/kapseli

Koostumus: ,

EPA-etyyliesteri 525 mg/kapseli
DHA-etyyliesteri 315 mg/kapseli
d-a-Tocopherol 4 1U/kapseli
gelatiini 246 mg/kapseli
glyseroli 118 mg/kapseli
punainen rautaoksidi 2,27 mg/kapseli
keltainen rautaoksidi 2,27 mg/kapseli

Aktiiviset aineosat ja tdyteaineet punnitaan ja
homogenoidaan korkean nopeuden sekoittajalla. Sitten seos
kolloidimyllytetdadn ja ilma poistetaan ruostumattomassa
terdsastiassa valmiiksi kapselointia varten. Seos tayte-
td8an pehmeisiin gelatiinikapseleihin, joiden koko on 20
oblongia (keskimddrdinen paino 1,4 g) kdyttden standardi-

kapselointikonetta.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd rasvahappokoostumusten valmistamisek-
si, joka sisdltdd vahintdan 80 paino-% omega-3-rasvahap-
poja, joista (kaikki-z9-5,8,11,14,17-eikosapentaenoiini-
happoa (EPA) C 20:5 ja (kaikki-Z)-4,7,10,13,16,19-dokosa-
enoiinihappoa (DHA) C 22:6 on lédsnd suhteellisina m8&rina
1:2 - 2:1 ja muodostavat vahintddn 75 paino-% kaikista
rasvahapoista, tunnettu siitd, ettd traani®ljy-
raaka-aine saatetaan seuraaviin vaiheisiin wvalinnaisessa
jarjestyksessd: transesterdinti, vdkevdinti ureafraktioin-
nilla tai vastaavalla, molekyylitislaus ja/tai ylikriit-
tinen nesteuutto tai kromatografia, Jonka jalkeen pddfrak-
thF joka sis&dltdd péddosin omega-3 C 22 5 ja C 22:6 hap-
pojen estereitd, eristetddn antamaan pitk&ketjuisia omega-
3-rasvahappoestereitd, joiden kokonaismd3drid on vahint&in
80 paino-%, ureafraktiointi ja molekyylitislaus suorite-
taan varovaisesti omega-3-happojen hapettumisen ja isome-
roitumisen estf8miseksi.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd muut ladsnd olevat pitkdket-
juiset rasvahapot ovat (kaikki-Z C 21:5)-6,9,12,15,18-he-
neikosapentaenoiinihappo ja/tai (kaikki-z C 22:5)-7,10, -
13,16,19-eikosaheksaenoiinihappo ja/tai (kaikki-Z C 18:4)-
6,9,12, 15-oktadekatetraenoiinihappo.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd pitkdketjuisten omega-3-ras-
vahappojen kokonaispitoisuus on vdhintidin 90 paino-%, jos-
ta EPA ja DHA kasittdvat vahintdédn 85 paino-% Kkaikista
rasvahapoista ja niiti oh ldsnd suhteellisina m&&rind
EPA:DHA alueella 1:1 - 2:1, erityisesti n. 3:2 ja muut
pitkdketjuiset omega-3 C 20-, C 21- ja C 22 -hapot késit-
tavat vadhintddn 4,5 paino-%.

4, Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,

tunnet tu siitd, ettd pitkidketjuisten omega-3-ras-
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vahappojen kokonaispitoisuus on vdhintdin 95 paino-3%, jos-
sa EPA ja DHA kasittdvdt vdhintddn 90 paino-% kokonaisras-
vahapoista ja muut pitkdketjuiset C 20-, C 21~ ja C 22-
hapot kédsittaviat vahintddn 4,5 paino-%.

5. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd pitkdketjuisten omega-3-ras-
vahappojen kokonaispitoisuus on vdhint&an 85 paino-%, jos-
ta EPA ja DHA kdsittdvidt vdhintddn 80 paino-% ja muut pit-
kdketjuiset C 20-, C 21- ja C 22 -hapot kdsittavadt vdhin-
tdin 4,5 paino-%.

6. Patenttivaatimuksen 4 tai 5 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd EPA:ta ja DHA:ta on 1lasna
suhteellisina mddrind 1:1 - 2:1.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen meneteimé,
tunnet tu siitd, ettd rasvahappoja on lésnd farma-
seuttisesti hyvidksyttidvien suolojen muodossa.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd rasvahappoja on l&snd johdan-
naisten muodossa.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd johdannainen on esteri, eri-
tyisesti alkyyliesteri.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmi,
tunnet tu siitd, ettd ldasnd olevat rasvahapot ovat
etyyliestereiden muodossa.

11. Menetelmd farmaseuttisen koostumuksen valmis-
tamiseksi sydédn-verisuonitautien moniriskitekijéiden hoi-
tamiseksi tai estdmiseksi, tunnettu siitd, etta
koostumukseen lis%Eéép farmaseuttisesti hyvaksyttivasa kan-
ninta tai laimgggwtraanidljykonsentraattia, joka sisdltaa
vahintddn 80 paino-% pitk&ketjuisia omega-3-rasvahappoja
tai niiden suoloja tai johdannaisia, joissa (kaikki-Z)-
5,8,11,14,17-eikosapentaenoiinihappoa (EPA) C 20:5 ja
(kaikki-Z)-4,7,10,13,16,19-dokosaheksaenoiinihappoa (DHA)
C 22:6 on lédsnd suhteellisina mddrind alueella 1:2 - 2:1
ja k8sittdvét vdhintdsdn 75 paino-% kaikista rasvahapoista.
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