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niiden suoloista koostuvien kalvojen ja kuitujen muodostami-
seksi, jossa hyaluronihapon esteri liuotetaan orgaaniseen
livottimeen, liuos saatetaan kalvo- tai vastaavasti kuitu-
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genom behandling med ett ldmpligt organiskt eller vatten-
haltigt l8sningsmedel som l&8ser sig en det férsta 18snings-
medlet. Alternativt avldgsnas det organiska 1&sningsmedlet
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tetsprodukter.
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Menetelmd hyaluronihappoeatereista tai niiden suoloista koos-
tuvien kalvojen tai kuitujen valmistamiseksi sekd ei-terapeut-
tigesti kidytettdvit hyalurdnihappoestereiat& tai niiden suo-
loista valmistetut kuidut ja kalvot,

Keksinnén kohteena on patenttivaatimusten 1 ja 3 johdantojen
mukaiset menetelmat hyaluronihappoestereisté tai niiden suo-
loista koostuvien kalvojen ja kuitujen valmistamiseksi. Kek-
sinnén kohteena on myos patenttivaatimuksen 8 johdannon mukai-
set, ei-terapeuttisesti kaytettavat, hyaluronihappoestereisté
tai niiden suoloista valmistetut kuidut ja kalvot, jotka

soveltuvat saniteetti- ja kirurgiseen kayttodn.

Seuraavassa kuvataan esilla olevan keksinndn lisaksi hyal-
uronihappoesterien ja niiden suolojen valmistusta, ominaisuuk-

sia ja kayttda yleisemmin.

Kasitetta "hyaluronihappo" (seuraavassa myos lyhennettyna
ngy") kaytetddn kirjallisuudessa maarittamdan hapanta poly-
gsakkaridia, jolla on erilaisia molekyylipainoja ja joka muo-
dostuu D-glukoronihapon ja N-asetyyli-D-glukosamiinin tah-
teista, joita esiintyy luonnollisesti sellulaarisissa pin-
noissa, selkdrakaisten sidekudosten emdksisissad solun ulkoi-
sissa aineissa, nivelten synoviaalisessa nesteessa, silman
lasiaisnesteessa, ihmisen napanuoran kudoksessa ja kukon

heltoissa.

Hyaluronihapolla on tarkea merkitys biologisessa organismissa,
ensinnakin useiden kudosten, kuten ihon, janteiden, lihasten
ja rustojen solujen mekaanisena tukena ja tasta syysta solun
siséisen matriisin komponenttina. Mutta hyaluronihapolla on
myo®s muita toimintoja biologisissa prosesseissa, kuten kudos-
ten kostutus, voitelu, solumigraatio, solutoiminta ja erittely
(ks. esimerkiksi A. Balazs et al., Cosmetics & Toiletries, No.
5/84, s. 8 - 17) . Hyaluronihappo voidaan uuttaa ylla maini-
tuista luonnollisista kudoksista, kuten kukon heltoista, tai
myos maaratyista bakteereista. Nykyisin hyaluronihappo voidaan

valmistaa myos mikrobiologisilla menetelmilla. Uuttamalla
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saadun koko hyaluronihapon molekyylipaino on 8 - 13 miljoonaa.
Kuitenkin polysakkaridin molekyyliketjua voidaan hajottaa
melko helposti erilaisten fysikaalisten ja kemiallisten teki-
jéiden vaikutuksessa, kuten mekaanisessa vaikutuksessa tai
siateilytyksen, hydrolysointi-, hapetus- tai entsymaattisten
aineiden vaikutuksessa. Tastd syysta alkuperdisten uutteiden
tavallisissa puhdistusmenetelmissa saadaan hajotettuja frakti-
oita, joilla on alhaisempi molekyylipaino (ks. Balazs et al.,
ks. ylla). Hy-aluronihappoa, sen molekyylifraktiota ja vastaa-
via suolojaon kaytetty liikeaineina ja niiden kdyttda on
ehdotettu myds kosmetiikassa (ks. esimerkiksi yll&d mainittu
artikkeli Balazs et al. ja FR-patentti 2 478 468).

Terapeuttisena aineena hyaluronihappoa ja sen suoloja on
kaytetty olennaisesti terapiassa artropatiaan, kuten veteri-
naariladketieteessa hevosten artriitin hoitamiseksi [Acta Vet.
Scand. 167, 379 (1976}]. Luonnollisten kudosten ja elinten
apu- ja korvaavana terapeuttisena aineena hyaluronihappoa, sen
molekyylifraktioita ja sen suoloja on kaytetty oftalmisessa
kirurgiassa (ks. esimerkiksi Salazs et al., Modern Problems in
ophthalmology, Vol. 10, 1970, s. 3 Strieff, S. Karger, Basel;
Viscosurgery and the Use of Sodium Hyaluronate During Intra-
ocular Lens Implantation, Paper presented at the International
Congress and First Film Festival on Intraocular Implantation,
Cannes, 1979; US-patentti 4 328 803 kirjallisuuden yhteen-
vetona HY:n kaytdstd oftalmologiassa, ja US-patentti

4 141 973).

IT-patenttihakemuksessa 49 143A83, 11.10.1983, esitetdan
hyaluronihapon molekyylifraktio, jota voidaan kayttaa esimer-
kiksi natriumsuolana, intraokulaarisiin ja intra-artikulaari-
siin injektioihin, jotka soveltuvat korvaamaan silman sisdiset

nesteet, ja vastaavasti artropatiaterapiaan.

Hyaluronihappoa voidaan kaytt&a myds lisdaineena useissa
polymeerisissa materiaaleissa, joita kdytetaan laidketieteel-
]isissad ja kirurgisissa artikkeleissa, kuten polyuretaaneissa,
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polyestereissé, polyolefiineissa, polyamideissa, polysiloksaa-

3

neissa, vinyyli- ja akryylipolymeereissé ja hiilikuiduissa,
jolloin ne tekevat naista materiaaleista biologisesti sopivia.
Tassa tapauksessa HY:n tai sen jokin suola lisatdan siten,
ettd peitetédn tallaisten materiaalien pinta silla tai disper-
goidaan se naihin tai kaytetdan naita molempia yhdessa. Tal-
laisia materiaaleja voidaan kayttad valmistettaessa sanitdari-
sid ja 1saketieteellisia artikkeleita, kuten sydanlappia,
intraokulaarisia linsseja, vaskulaarisia kiinnittimia, tahdis-

timia ja vastaavia (ks. US-patentti 4 500 676) .

Kasitettad nhyaluronihappo” kaytetaan yleisesti virheellisessa
merkityksessa tarkoittaen, kuten ylla olevasta voidaan n&hda,
kaikkia niita polysakkarideja, joissa on erilaiset, vaihtele-
van molekyylipainon omaavat D-glukuronihapon ja N-asetyyli-
D—glukosamiinin tahteet. Polysakkarideissa voi jopa esiintya
niaiden hajonneita fraktioita. Vaikka monikkomuoto "hyaluroni-
hapot" nain ollen nayttaisi tarkoituksenmukaisemmalta, kayte-
t&in taman hakemuksen puitteissa kuitenkin yksikkdmuotoa, joka
tarkoittaa hyaluronihappoa sen erilaisissa muodoissa mukaanlu-
kien sen molekyylifraktiot. Lyhennettéd "HY" kaytetdan usein

myds kuvaamaan sen kollektiivista muotoa.

Mit& tulee hyaluronihapon estereihin, kirjallisuudessa on
esitetty hyaluronihapon metyyliesteri, jolla on korkea mole-
kyylipaino ja joka saadaan uuttamalla ihmisen napanuoria
[Jeanloz et al., J. Biol. Chem. 186 (1950), 495 - 511 ja Jager
et al., J. Bacteriology 1065 - 1067 (1979)]. Tama esteri
saadaan kasittelemdlla vapaa hyaluronihappo diatsometaanilla
eetteriliuocksessa ja siina on esterdity olennaisesti kaikki
karboksyyliryhmat. Edelleen HY:n oligomeerien metyylieste-
reita, joissa on n. s - 15 disakkaridiyksikkéé, on myds esi-
tetty [ks. Biochem. J. (1977) 1617, 711 - 716] . Samoin on
esitetty hyaluronihapon metyyliesteri, joka on eetterdity
metyylialkoholilla osassa hydroksyylialkoholiryhmisté {Jeanloz
et al., J. Biol. Chem. 194 (1952), 141 - 150 ja Jeanloz et
al., Helvetica chimica Acta 35 (1952), 262 - 271] . Naiden
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esterien biologista aktiivisuutta ja siten niiden farmaseut-

tista kayttdd ei ole esitetty.

Kantahakemuksessa 862878 on esitetty hyaluronihapon uusia
estereitd, jotka on muodostettu alifaattisista, aralifaatti-
sista, sykloalifaattisista tai heterosyklisista alkoholeista
ja joissa kaikki tai ainoastaan osa hapon karboksyyliryhmista
on ester01ty Niilla estereilld ja mainittujen osittaisten
esterien suoloilla, jotka on valmistettu metalleista tai
orgaanisista emdksista ja jotka ovat biologisesti sopivia tai
farmaseuttisesti kayttdkelpoisia, on mielenkiintoisia ja
arvokkaita bioplastisia ja farmaseuttisia ominaisuuksia ja
niita voidaan kaytt&d useilla aloilla, esimerkiksi kosmetii-
kassa, kirurgiassa ja lasiketieteessd. Hyaluronihapon ollessa
kyseessa, uusilla tuotteilla on kvalitatiivisesti samat tai
samankaltaiset fysikaalis-kemialliset, farmakologiset ja
terapeuttiset ominaisuudet. Ne ovat lisdksi huomattavasti
vakaampia luonnollisia entsyymejd, kuten etenkin hyaluronidaa-
sia, vastaan, jotka entsyymit hajottavat polysakkaridimolekyy-
1i3 elimist®ssa. Uudet esterit ja osittaiset esterit sailytta-
vat tastd syystd yllad mainitut ominaisuutensa hyvin pitkia

ajanjaksoja.

Esilla olevassa keksinndssa kaytetdan kalvojen ja kuitujen
valmistukseen erilaisia kantahakemuksessa 862878 mainittuja

estereitid ja osittaisia estereita.

Hyaluronihappoesterien ensimmiisen ryhmdn muodostavat ne
esterit, joita voidaan kayttaa terapiassa gsamoin kuin muilla
ylla mainituilla aloilla. Naissa itse hyaluronihapon ominai-
suudet vallitsevat ja niita voidaan kayttaa hyvaksi. Tallaiset
esterit on johdettu ylla mainituista alkoholeista, joilla
itsellaan ei ole merkittavaa farmakologista vaikutusta, kuten
esimerkiksi alifaattisista tyydyttyneista alkoholeista tai
yksinkertaisista gykloalifaattisista alkoholeista.

Toisen esteriryhmén, joita estereita myds voidaan kdyttaa

i TP T N S
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terapiassa, muodostuvat yhdisteista, joissa alkoholikomponen-

5

tin farmakologiset laadut ovat vallitsevia. S.o. HY:n esterit,
jotka on muodostettu farmakologisesti aktiivisista alkoholeis-
ta, kuten steroidialkoholista, esim. kortisonityyppisista
alkoholeista, joilla on tulehdusten vastainen vaikutus. Nailla
yhdisteilla on ominaisuuksia, jotka ovat kvalitatiivisesti
samanlaisia kuin alkoholin ominaisuudet, mutta niilla on
eritellympi vaikutusalue verrattuna jo tunnettuihin esterei-
hin, jolloin ne varmistavat paremmin tasapainotetun, vakion ja
sdanndllisen farmakologisen vaikutuksen ja ne saavat tavalli-

sesti aikaan selvan hidastetun vaikutuksen.

Kolmannen HY:n esterien ryhman muodostavat sellaiset esterit,
joilla on vaihtelevampi luonne kuin kahdella edellisella
esteriryhmdlla. S.o. esterit, joissa osa HY:n karboksyyliryh-
mista on esterdity farmakologisesti aktiivisella alkoholilla
ja toinen osa farmakologisesti neutraalilla alkoholilla tai
sellaisella, jonka aktiivisuus on mitatdn. Esterdintikompo-
nenttina kaytettyjen naiden kahden erityyppisen alkoholin
sopivan annosteluprosentin avulla on mahdollista saada este-
reita, joilla on sama farmakologinen aktiivisuus kuin farmako-
logisesti aktiivisella alkoholilla ilman hyaluronihapon spesi-
figta aktiivisuutta, mutta joilla on ylla mainitut paremman
stabiiliuden ja biologisen sopivuuden ominaisuudet halutun ja
farmakologisesti aktiivisen alkoholin juonteenomaisen aktiivi-
suuden suhteen ja farmakologisesti jnertin alkoholin esteri-

ryhmien ansiosta.

Neljannen esterien ryhman muodostavat ne, joilla on sekaluonne
ja joissa esteriryhmiat johtuvat kahdesta erilaisesta terapeut-
tisesti aktiivisesta aineesta. T&ssd tapauksessa myds esterit
voivat olla osittaisia tai kokonaisia, s.o. vain muutamat
karboksyyliryhmat on esterdity kahdella erilaisella terapeut-
tisesti aktiivisella alkoholilla, esimerkiksi kortisoniste-
roidilla ja antibiootilla tai fenotiatsiinilla, kun taas
karboksyyliryhmat voivat olla vapaita tai muodostettu suolak-
si, esimerkiksi alkalimetalleilla, etenkin natriumilla, tai
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kaikki karboksyyliryhmidt on esterdity ylla mainituilla alkoho-
leilla. On kuitenkin myds mahdollista valmistaa estereita
kolmen tai useamman alkoholikomponentin kanssa, kuten esterei-
t4, joissa osa karboksyyliryhmistd on esterdity terapeuttises-
ti aktiivisella alkoholilla, toinen osa toisella terapeutti-
sesti aktiivisella alkoholilla, kolmas osa terapeuttisesti
inaktiivisella alkoholilla ja neljas osa on muodostettu mah-
dollisesti suolaksi metallilla ja terapeuttisesti aktiivisella
tai inaktiivisella emdkselld tai se kidsittad vapaassa mucdossa

esiintyvia karboksyyliryhmia.

v11la mainituissa estereiss&, joissa muutamat karboksyylihap-
poryhmét pysyvat vapaina, namd voidaan muodostaa suolaksi

metallien tai orgaanisten emasten, kuten alkali- tai maa-al-
kalimetallien tai ammoniakin tai typpipitoisten orgaanisten

emasten kanssa.

Esilli oleva keksintd perustuu mm. siihen, ettd useimmat HY:n
estereistd, painvastoin kuin itse HY, omaavat madritynasteisen
]iukenevuuden orgaanisissa liuottimissa. Tamd liukenevuus
riippuu esterdityjen karboksyyliryhmien prosenttimddrasta ja
karboksyyliin liitetyn alkyyliryhmin tyypista. Tastd syysta
HY-yhdiste, jonka kaikki karboksyyliryhmat on esterdity, omaa
huoneenlampdtilassa hyvan ]1iukenevuuden esimerkiksi dimetyy-
lisulfoksidissa (HY:n bentsyyliesteri liukenee DMSO:ssa 200
mg/ml:n madrand). Useimmat HY:n kokonaisestereistd liukenevat

heikosti veteen painvastoin kuin HY ja etenkin sen suolat.

Edelld mainitut 1iukenevuusominaisuudet yhdessa erityisten ja
merkittavien viskoelastisten ominaisuuksien kanssa mahdollis-
tavat HY-esterien kaytdn saniteetti- ja ladketieteellisten
valmisteiden valmistamiseksi, jotka eivat liukene suolaliuok-
seen ja joilla on erityinen haluttu muoto. Nama materiaalit
saadaan valmistamalla HY-esterin liuos orgaanisessa liuotti-
messa, muodostamalla erittain viskoosi liuos halutun artikke-
1in muotoon ja uuttamalla orgaaninen liuotin toisella liuotti-

mella, joka sekoittuu ensimmdisen kanssa, mutta jossa HY-este-
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ri ei liukene.

Tasmallisemmin sanottuna keksinndén mukaiselle menetelmdlle on
paaasiallisesti tunnusomaista se, mika on esitetty patentti-
vaatimuksen 1 ja vastaavasti patenttivaatimuksen 3 tunnusmerk-

kiosissa.

Keksinndn mukaisille tuotteille on puolestaan tunnusomaista

se, mika on esitetty patenttivaatimuksen 8 tunnusmerkkiosassa.

Tassi keksinndssa kaytettavat hyaluronihapon esterit ovat
kaikki uusia paitsi edells mainittu hyaluronihapon metyyli-
esteri, joka uutetaan ihmisen napanuorista, ja HY:n ylla-
mainittdjen oligomeerien metyyliesterit. Samoin uusia ovat
tasta syysta hyaluronihapon osittaiset esterit, jotka on
valmistettu metyylialkoholista, ja niiden metallisuolat tai
orgaanisista emaksista muodostetut suolat. Kuten jo kanta-
hakemuksessa todetaan ovat ylla mainittujen kirjallisuu-
dessa esitettyjen metyyliesterien biologiset ja farma-
kologiset aktiivisuudet tuntemattomia, samoin kuin niiden
erinomaiset bioplastiset ominaisuudet ja erittain hyva stabii-

lius.

Hyaluronihapon karboksyyliryhmien esterdintikomponentteina
kaytettavia alifaattisia alkoholeja ovat esimerkiksi sellai-
set, joissa on korkeintaan 34 hiiliatomia, jotka voivat olla
tyydyttyneita tai tyydyttyméttémié ja jotka voivat olla mah-
dollisesti substituoituja muilla vapailla funktionaalisilla
tai funktionaalisesti muunnetuilla ryhmilla, kuten amiini-,
hydroksyyli-, aldehydi-, ketoni-, merkaptaani- tai karboksyy-
liryhmilla tai ryhmilla, jotka on johdettu naista, kuten
hydrokarbyyli- tai di—hydrokarbyyliamiiniryhmillé (tasta
13htien kasitetta "hydrokarbyyli" kaytetaan tarkoittamaan seka
monovalenttisia hiilivetyjen radikaaleja, kuten CH,u4 - LYYPPiA,
ettd bivalenttisia tai trivalenttisia radikaaleja, kuten
valkyleeneja" CgHan tai "alkylideeneja" CH;,) , eetteri- tai
esteriryhmilla, asetaali- tai ketaaliryhmilla, tioeetteri- tai
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tioesteriryhmilld ja esterdidyilld karboksyyli- tai karbamidi-

8

ryhmilla ja karbamidilla, joka on substituoitu yhdella tai
useammalla hydrokarbyyliryhméllé, nitriiliryhmilla tai halo-
geeneilla.

y1ll4a mainituista, hydrokarbyyliradikaaleja sisdltivistéd ryh-
mista etusijalla ovat alemmat alifaattiset radikaalit, kuten
alkyylit, joissa on korkeintaan 6 hiiliatomia. T&llaiset
alkoholit voi olla myds katkaistu hiiliatomiketjussa hetero-
atomeilla, kuten happi-, typpi- tai rikkiatomeilla. Etenkin
kaytetaan alkoholeja, jotka on substituoitu yhdelléd tai kah-
della edelld mainitulla funktionaalisella ryhmdlla.

v1la mainitun ryhman alkoholeja ovat sellaiset, joissa on
korkeintaan 12 ja etenkin 6 hiiliatomia, ja joissa hydrokar-
byyliatomit ylla mainituissa amiini-, eetteri-, esteri-,
tioeetteri-, tioesteri-, asetaali-, ketaaliryhmissa merkitse-
vat alkyyliryhmi&, joissa on korkeintaan 4 hiiliatomia, ja
myds esterdidyissa karboksyyli- tai substituoiduissa karbami-
diryhmissa hydrokarbyyliryhmat ovat alkyyleja, joissa on sama
maara hiiliatomeja, ja joissa amiini- tai karbamidiryhmissa
voi olla alkyleeniamini— tai alkyleenikarbamidiryhmié, joissa
on korkeintaan 8 hiiliatomia. Niista alkoholeista mainittakoon
etenkin sellaiset, jotka ovat tyydyttyneitd ja substituoimat-
tomia, kuten metyyli-, etyyli-, propyyli- ja isopropyylialko-
holit, n-butyylialkoholi, isobutyylialkoholi, tert.-butyylial-
koholi, amyyli-, pentyyli-, heksyyli-, oktyyli-, nonyyli- ja
dodekyylialkoholit ja ennen kaikkea sellaiset, joissa on suora
ketju, kuten n-oktyyli- ja dodekyylialkoholit. Taman ryhman
substituoiduista alkoholeista mainittakoon bivalenttiset
alkoholit, kuten etyleeniglykoli, propyleeniglykoli ja buty-
leeniglykoli, trivalenttiset alkoholit, kuten glyseroli,
aldehydialkoholit, kuten tartronialkoholi, karboksyylialkocho-
1it, kuten maitohapot, esimerkiksi glykolihappeo, omenahappo,
viinihapot, sitruunahappo, aminoalkoholit, kuten normaali
aminoetanoli, aminopropanoli, normaali aminobutanoli ja niiden

amiinifunktiossa dimetyloidut ja dietyloidut johdannaiset,
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koliini, pyrrolidinyylietanoli, piperidinyylietanoli, piperat-
ginyylietanoli ja vastaavat n-propyyli- ja n-butyylialkoholin
johdannaiset, monotiocetyleeniglykoli tai sen alkyylijohdannai-

get, kuten merkaptaanifunktion etyylijohdannainen.

Korkeammista tyydyttyneista alifaattisista alkoholeista tulisi
mainita seuraavat: setyylialkoholi ja myristyylialkoholi,
erittain tarkeitd ovat korkeammat tyydyttyméttomat, yhden tai
kaksi kaksoissidosta gisaltavat alkoholit, kuten etenkin
gellaiset, jotka sisaltyvat useihin eteerisiin éljyihin ja
joilla on affiniteetti terpeenin suhteen, kuten sitronelloli,
geranioli, neroli, nerolidoli, linalooli, farnesoli, fytoli.
Tyydyttyméttémisté alemmista alkoholeista mainittakoon sellai-
set, joissa on vain yksi pentseenitihde ja joissa alifaatti-
segssa ketjussa on korkeintaan 4 hiiliatomia, joissa bent-
seenitahde voi olla gubstituoitu 1 - 3 metyyli- tai hydrok-
syyliryhmalla tai halogeeniatomeilla, etenkin kloorilla,
promilla ja jodilla, ja joissa alifaattinen ketju voi olla
substituoitu yhdella tai useammalla funktiolla, kuten vapaalla
amiiniryhm&lla tai mono- tai dimetyloidulla tai pyrrolidiini-
tai piperidiiniryhmillé. Niistaé alkoholeista mainittakoon
etenkin bentsyylialkoholi ja fenetyylialkoholi.

Hyaluronihappoestereité voidaan muodostaa myos sykloalifaatti—
sista tai alifaattis—sykloalifaattisista alkoholeista, jotka
voivat johtua mono- tai polysyklisisté hiilivedyistd, niissa
on mieluummin korkeintaan 34 hiiliatomia, ne voivat olla
substituoimattomia ja voivat gigaltaa yhden tai useamman
substituentin, kuten jonkin ylla alifaattisten alkoholien
yhteydessé mainitun. Syklisista yksirenkaisista hiilivedyista
johtuvista alkoholeista mainittakoon etenkin sellaiset, joissa
on korkeintaan 12 hiiliatomia, renkaissa on mieluummin 5 - 7
hiiliatomia, jotka voivat olla substituoituja esimerkiksi 1 -
3 alempialkyyliryhméllé, kuten metyyli-, etyyli-, propyyli-
tai isopropyyliryhméllé. Tamian ryhman erityisina alkoholeina
voidaan mainita geuraavat: sykloheksanoli, sykloheksaanidioli,

1,2,3—sykloheksaanitrioli ja 1,3,5-sykloheksaanitrioli (€£loro-
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glusitoli), inositoli, ja alkoholit, jotka johtuvat p-metaa-
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nista, kuten karbomentoli, mentoli ja a-, f-terpineoli, 1l-ter-
pinoeli, 4-terpineoli ja piperitoli tai néaiden alkoholien
seos, joka tunnetaan "terpineolina", 1,4- ja 1,8-terpiini.
Alkoholeista, jotka johtuvat hiilivedyistd, joissa on konden-
soitu rengas, kuten tujaanista, pinaanista tai komfaanista,
voidaan mainita seuraavat: tujanoli, sabinoli, pinohydraatti,

D- ja L-borneoli ja D- ja L-isoborneoli.

Estereissa kaytettévia alifaattis-sykloalifaattisia polysykli-
sid alkoholeja ovat sterolit, koolihapot ja steroidit, kuten
gsukuhormonit ja niiden synteettiset analogit, etenkin korti-
kosteroidit ja niiden johdannaiset. Tasta syystd on mahdollis-
ta kayttaa seuraavia: kolesteroli, dihydrokolesteroli, epidi-
hydrokolesteroli, koprostanoli, epikoprostanoli, sitosteroli,
stigmasteroli, ergosteroli, koolihappo, deoksikoolihappo,
]itokoolihappo, estrioli, estradioli, ekileniini, ekiliini ja
niiden alkylaattijohdannaiset, samoin kuin niiden 17-aseman
etinyyli- tai propinyylijohdannaiset, kuten 17a-etinyyliestr-
adioli tai 7a-metyyli-17a-etinyyli—estradioli, pregnenoloni,
pregnaanidioli, testosteroni ja sen johdannaiset, kuten 17a-
-metyylitestosteroni, 1, 2-dehydrostestosteroni ja 17a-metyyli-
—1,2dehydrotestosteroni, testosteronin ja 1,2-dihydrotesteste-
ronin 17-aseman alkinylaattijohdannaiset, kuten 1l7a-etinyy-
litestosteroni, 17a-propinyylitestosteroni, norgestrel, hyd-
roksiprogesteroni, kortikosteroni, deoksikortikosteroni,
19-nortestosteroni, 19—nor-17a-metyy1itestosteroni ja 19-nor--
17a-etinyylitestosteroni, antihormonit, kuten syproteroni,
kortisoni, hydrokortisoni, prednisoni, prednisoloni, fluori-
kortisoni, deksametasoni, betametasoni, parametasoni, flume-
tasoni, flukinoloni, fluprednylideeni, klobetasoli, beklome-
tasoni, aldosteroni, decksikortikosteroni, alfaksoloni, alfa-
doloni, bolasteroni. Esterien esterdintikomponentteina voidaan
kayttda seuraavia: kardioaktiivisten glukosidien geniinit
(aglykonit), kuten digitoksigeniini ja gitoksigeniini, digok-

sigeniini, strofantidiini, tigogeniini ja saponiinit.
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Muita kaytettavia alkoholeja ovat vitamiinit, kuten akserofto-
1i, vitamiinit D, ja D aneuriini, laktoflaviini, askorbiini-

happo., riboflaviini, tiamiini, pantoteenihappo.

Heterosyklisista hapoista gseuraavia voidaan pitaa ylla mai-
nittujen sykloalifaattisten tai alifaattis-sykloalifaattisten
alkoholien johdannaisina, jos niiden lineaariset tai sykliset
ketjut on katkaisu yhdelld tai useammalla, esimerkiksi 1 - 3
heteroatomilla, esimerkiksi ryhmilla -O-, -s-, -N- ja -NH- ja
naissa voi olla yksi tai useampi tyydyttymaton gsidos, esimer-
kiksi kaksoissidos, etenkin 1 - 3, jolloin ne gisaltavat myods
aromaattisen rakenteen omaavia heterosyklisia yhdisteita.
Esimerkiksi mainittakoon seuraavat: furfuryylialkoholi, alka-
loidit ja niiden johdannaiset, kuten atropiini, skopolamini,
kinkoniini, 1a-kinkonidiini, kiniini, morfiini, kodeiini,
nalorfiini, N—butyyliskopolammoniumbromidi, ajmaliini, fenyy-
lietyyliamiinit, kuten efedriini, isoproterenoli, epinefriini,
fenotiatsiiniladkeaineet, kuten ferfenatsiini, pipotiatsiini,
karfenatsiini, homofenatsiini, asetofenatsiini, fluofenatsii-
ni, N—hydroksietyyliprometatsiinikloridi, tioksanteenilaakeai-
neet, kuten flupentiksoli ja klopentiksoli, antikonvulsiiviset
aineet, kuten meprdfendioli, antipsykoottiset aineet, kuten
opipramoli, antiemeettiset aineet, kuten oksipendyyli, anal-
geettiset aineet, kuten karbetidiini ja fenoperidiini ja
metadoli, hypnoottiset aineet, kuten etodroksitsiini, anerok-
tiset aineet, kuten bentsidroli ja difemetoksidiini, vahapa-
tdiset rauhoittavat aineet, kuten hydroksitsiini, lihaksia
relaksoivat aineet, kuten kinnamedriini, difylliini, mefene-
siini, metokarbamoli, klorfenesiini, 2,2-dietyyli-1,3-pro-
paanidioli, kvaifenesiini, hydrosilamidi, koronaarivasodila-
taattori, kuten dipyridamoli ja oksifedriini, adrenergiset
salpaajat, kuten propanololi, timololi, pindololi, bupranolo-
1i, atenololi, metoprololi, praktololi, antineoplastiset
aineet, kuten 6-atsauridiini, sytarabiini, floksuridiini,
antibiootit, kuten kloramfenikoli, tiamfenikoli, erytromysii-
ni, oleandomysiini, linkomysiini, antiviraaliset aineet, kuten

jodoksuridiini, periferaaliset vasodilataattorit, kuten iso-
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nikotinyylialkoholi, karboanhydraasin inhibiittorit, kuten
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sulokarbilaatti, antiastmaattiset ja anti-inflammatoriset
aineet, kuten tiaramidit, sulfamidit, kuten 2-p-sulfanilo-
noetanoli.

Kuten ylla on esitetty, joissakin tapauksissa voivat olla
mielenkiintoisia hyaluronihappoesterit, joissa esteriryhmat
johtuvat kahdesta tai useammasta terapeuttisesti aktiivisesta
hydroksyyliaineesta ja luonnollisesti voidaan saada kaikkia
mahdollisia muunnelmia. Etenkin mielenkiintoisia ovat ne
aineet, joissa on lédsna kaksi erityyppistd esteriryhmaa, jotka
johtuvat hydroksyyliluonteen omaavista ladkeaineista ja joissa
jaljelle jaavat karboksyyliryhmat ovat vapaita, jotka on
muodostettu suolaksi metallien tai yhden tai useamman emdksen
kanssa, jolloin mahdollisesti kaikki emdkset ovat itse tera-
peuttisesti aktiivisia, esimerkiksi niilld on sama tai saman-
kaltainen aktiivisuus kuin esterdintikomponentilla. Etenkin on
mahdollista saada hyaluronihappoestereité, jotka johtuvat
toisaalta anti-inflammatorisesta steroidista, kuten jostakin
ylla mainitusta, ja toisaalta vitamiinista, alkaloidista tai

antibiootista, kuten jostakin ylla mainitusta.

Hyaluronihapon esterdintiaste ylld mainituilla alkoholeilla
riippuu ensisijassa saatavista eri kayttdalueiden erityisista
ominaisuuksista, esimerkiksi suuremmasta tai pienemmasta
lipofiilisyydestd tai hydrofiilisyydesta maarattyjen kudosten,

kuten ihon suhteen.

Normaalisti hyaluronihapon korkea-asteinen esterdinti aina sen
tiydelliseen esterdintiin asti lisaa sen lipofiilistd luonnet-
ta ja tdsta syysta vahentia sen vesiliukoisuutta. Kantahake-
muksessa mainittujen uusien esterien terapeuttista kayttda
varten on esimerkiksi erittain tarkeda siatida esterdintiaste
huolimatta lipofiilisyyden hyvasta ja lis3antyneestad tasosta
hyaluronihappoon tai sen natriumsuolaan verrattuna riittavan
hydroliukenevuuden, esimerkiksi 10 mg/ml:n liukenevuuden

varmistamiseksi. Luonnollisesti tulee pitaa mielessa saman
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esterdintikomponentin molekyylikoon vaikutus, joka tavallises-
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ti vaikuttaa vesiliukoisuuteen kaantaen verrannollisesti.
Kuten jo mainittiin, hyaluronihapon karboksyyliryhmien este-
réinnilla voi olla useita merkityksié, jotka voivat olla
kayttodkelpoisia eri aloilla, esimerkiksi ladketieteessa,
jolloin kaytetaan estereitd terapeuttisina aineina, tai kirur-

giassa, jolloin niitd kaytetdan muovituotteina.

Mita tulee samankaltaisiin terapeuttisesti aktiivisiin alko-
holeihin hyaluronihappo toimii tastad syysta erittdin tehok-
kaana apuaineena, joka on taydellisesti yhteensopiva biolo-
gisen ymparistdn kanssa. Y114 olevassa alkoholien luettelossa,
joita alkocholeja voidaan kayttaa hyaluronihappoesterien val-
mistukseen, on esitetty useita naista farmakologisesti aktii-
visista alkoholeista ja tista syystd vastaavien esterien
mahdolliset sovellukset ovat selvid, koska indikaatiot ovat
samat kuin vapaille alkoholeille. Jalleen, kuten on jo mainit-
tu, terapeuttisesti aktiivisten alkoholien kanssa muodoste-
tuissa osittaisestereissa on mahdollista esterdida osa tai
kaikki hylauronihappokomponentin jaljelld olevista karboksyy-
liryhmisté farmakologisesti jnertilla alkoholilla, kuten
tyydyttyneilla alempialifaattisilla alkoholeilla, kuten etyy-
1i- tai isopropyylialkoholilla.

Sanitaaristen ja kirurgisten artikkelien valmistukseen kay-
tetdan mieluummin hyaluronihapon kokonais- tai osittais-
estereita, jotka on muodostettu farmakologisesti inerttien
alkoholien, kuten tyydyttyneiden tai tyydyttymattémien ali-
faattisten alkoholien, esimerkiksi tamantyyppisten substi-
tuoimattomien, suoran ja haaroittuneiden, esimerkiksi 1 - 8
hiiliatomia gisaltavien alkoholien, kuten erityisesti edella
mainittujen alkoholien kanssa. Erityisen mielenkiintoisia ovat
ne tyydyttyméttémét alkoholit, kuten gellaiset, joissa on vksi
tai useampi kaksoissidos, kuten vinyyli- tai allyylialkoholit
ja niiden kondensoidut johdannaiset, kuten etenkin polyvinyy-
l1ialkoholit tai polyvalenttiset alkoholit, kuten glyseroli.
Tassid tapauksessa on mahdollista kayttaa aiotun tarkoituksen
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mukaisesti sekaestereita.

Hyaluronlhappoesterelta voidaan myds valmistaa sykloalifaatti-
sista alkoholeista, kuten syklopentaanin ja sykloheksaanin
johdannaisista ja niiden johdannaisista, jotka on substituoitu
alemmilla alkyyliryhmilla, kuten 1 - 4 hiiliatomia sis&ltdvil-
14 alkyyleilla, etenkin metyyliryhmilla. Erityisen mielenkiin-
t0151a ovat esterit, jotka on muodostettu sykloalifaattisten
ja alifaattisten alkoholien, terpeenisté johdettujen sykloali-
faattisten alkoholien, kuten ylla mainittujen kanssa ja tera-
peuttisesti aktiivisista alkoholeista johdettujen sykloali-
faattisten alkoholien kanssa ja joita voidaan kayttaa myds

kosmetiikassa.

Osittaisestereissi esterdityjen ryhmien prosenttimadra voi
vaihdella suuresti kaytdén suhteen, johon tuote on tarkoitettu,
ja ennen kaikkea ylla mainituilla eri kayttdaloilla tapahtuvan
kaytdn suhteen.

Erittain mielenkiintoisia ovat kuitenkin ne osittaisesterit,
joissa véhintd&én 5 % ja korkeintaan 90 % kaikista HY:n karbok-
syyliryhmista on esterdity ja etenkin sellaiset, joissa este-

réintiprosenttimaddrd on 50 - 80 %.

Erityyppisten esteriryhmien mddrén valinen suhde voi tietenkin
my®s vaihdella osittaissekaestereissa. Esimerkiksi kun on
kaksi tallaista ryhmaa, suhde on mieluummin 0:1:1 ja 1:01 ja
sama koskee kokonaisestereita. Terapeuttiseen kayttddn tarkoi-
tettujen esterien kohdalla suhde on mieluummin 0,5:1 - 1:0, 5.
Tallaiset suhteet patevat myds kokonaisesterien kohdalla ja
osittaisestereissd ne on valittava ottaen huomioon ylla maini-

tut prosenttimédrat koskien esterdityjen ryhmien koko madraa.

Osittaisestereissa esterdimattomiat karboksyyliryhmat voidaan
pit&a vapaina tai ne voidaan muodostaa suolaksi. Tallaisten
suolojen muodostukseen emakset valitaan tuotteen kayttdkritee-

reiden mukaisesti. On mahdollista muodostaa epdorgaanisia
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suoloja, jotka on johdettu alkalimetalleista, kuten kaliumista
ja etenkin natriumista ja ammoniumista tai alkalimetal-
lisuoloista, kuten kalsiumista tai magnesium- tai aluminium-

suoloista.

Etenkin mielenkiintoisia ovat suolat, jotka on muodostettu
orgaanisten emasten, etenkin typpea sisiltavien emdsten ja
tasta syysté'alifaattisten, aryylialifaattisten, sykloalifaat-

tisten tai heterosyklisten amiinien kanssa.

Nama ammoniumsuoclat voivat johtua terapeuttisesti sopivista,
mutta inaktiivisista amiineista tai amiineista. Edellad maini-
tuista on mainittava ennen kaikkea alifaattiset amiinit, kuten
mono-, di- ja trialkyyli-amiinit, joiden alkyyliryhmissa on
korkeintaan 18 hiiliatomia, tai aralkyyliamiinit, joissa on
sama maard hiiliatomeja alifaattisessa osassa ja joissa aryyli
merkitsee pbentseeniryhmiéa, joka on mahdollisesti substituoitu
1 - 3 metyyliryhmalla tai halogeeniatomeilla tai hydroksyyli-
ryhmilla. Suolojen muodostukseen tarkoitetut biologisesti
inaktiiviset emékset voivat olla myds syklisid, kuten monosyk-
1isis alkyleeniamiineja, joiden gykleissd on 4 - 6 hiiliatomia
ja jotka voi olla katkaistu heteroatomeilla, kuten typelld,
hapella ja rikilla, kuten piperidiini tai morfoliini, ja jotka
voivat olla substituoituja esimerkiksi amiini- tai hydroksyy-
1ifunktioilla, kuten aminoetanoli, etyleenidiamiini, efedriini

tai koliini.

on myds mahdollista muodostaa osittaisesterien kvaternaarisia
ammeniumsuoloja, esimerkiksi tetra-alkyyliammoniumin suoloja,
joissa on ylla mainittu maara hiiliatomeja, ja etenkin sen-
tyyppisia suoloja, joissa neljénnessa alkyyliryhmissa on 1 - 4

hiiliatomia, esimerkiksi metyyliryhméssa.

Mita tulee uusien HY:n esterien ja osittaisten esterien kayt-
t86n ladkeaineina ja kosmeettisina aineina, viitattakoon

kantahakemuksessa 862878 annettuun selvitykseen.
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Uusia hyaluronihappoestereité voidaan kayttda saniteetti- ja
kirurgisisissa tuotteissa. Keksint®d kasittda siten myds kaikki
tuotteet, jotka ovat samanlaisia kuin ne hyaluronihappoon
perustuvat tuotteet, jotka jo esiintyvat markkinoilla, mutta
ne sisaltavéat hyaluroniesteria tai sen suoloja vapaan hapon
tai sen suolojen sijasta ja ne on tarkoitettu esimerkiksi

kiinnittimia tai oftalmisia linsseja varten.

Tamin keksinndén mukaan uudet kirurgiset ja sanitdariset tuot-
teet voidaan valmistaa hyaluronihapon estereistd, jotka on
regeneroitu sellaisenaan sopivilla orgaanisilla liuottimilla,
joista on mahdollista saada sopivien toimenpiteiden avulla
kalvoja, ohuita levyja tai lankoja, joita kdytetaan kirurgias-
sa, ihon apuaineita tai korvaavia aineita ihon vakavissa
vammoissa, kuten esimerkiksi palovammoissa, kirurgisissa
operaatioissa kaytettavid sutuuroita. Keksint®d koskee etenkin
naita kayttdaloja ja se kisittai tdllaisten artikkelien val-
mistusmenetelmdn, jossa muodostetaan hyaluroniesterin tai sen
suolan liuos sopivassa orgaanisessa liuottimessa, kuten kar-
boksyylihapon amidissa, etenkin alifaattisen hapon dialkyyli-
amidissa, joka sisédltda 1 - 5 hiiliatomia ja joka johtuu 1 - 6
hiiliatomia sisaltavistd alkyyliryhmista, ja ennen kaikkea
orgaanisesta sulfoksidista, s.o. dialkyylisulfoksidissa, jossa
on korkeintaan 6 hiiliatomia sisiltavia alkyyliryhmid, kuten
etenkin dimetyylisulfoksidissa tai dietyylisulfoksidissa, ja
jalleen mika tarkeinta fluoratussa liuottimessa, jonka kiehu-
mispiste on alhainen, kuten etenkin heksafluori-isopropanolis-
sa. Keksint®dén kuuluu tallaisten liuosten muuntaminen levy-
tai lankamuotoon_ja orgaanisen liuottimen poistaminen saatta-
malla kosketuksiin toisen orgaanisen tai vesipitoisen liuotti-
men kanssa, joka voidaan sekoittaa ensimmdisen liuottimen
kanssa ja johon hyaluroniesteri ei liukene, etenkin alemman
alifaattisen alkoholin, esimerkiksi etyylialkoholin kanssa
(markakehrays) tai, jos on kaytettava liuotinta, jolla ei
1iian korkea kiehumispiste, hyaluronijohdannaisen valmisgtami-
seksi, poistetaan tallainen liuotin kuivissa olosuhteissa

kaasuvirralla, etenkin sopivasti kuumennetulla typpivirralla
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(kuivakehrdys) . On myds mahdollista gaada erinomaisia tuloksia

kuiva-mérkékehréyksellé.

Hyaluronihappoestereisté valmistettuja lankoja voidaan kayttaa
haavojen 1aakint&éd ja kirurgiaa varten kaytettdvien harsokan-
kaiden valmistukseen. Tallaisten harsokankaiden kayttd on
erittain edullista, koska ne soveltuvat biologisesti hyvin
elimistdén, mika on mahdollista niita sisaltavien entsyymien
ansiosta. Nama entsyymit hajottavat esterin hyaluronihapoksi
ja vastaavaksi alkoholiksi ja siten yhdisteeksi, joka on jo
olemassa elimistdssa, ja vaarattomaksi yhdisteeksi, kuten
alkoholiksi, jos kaytetaan hyaluroniesterié, joka on johdettu
farmakologisesti sopivasta alkoholista, kuten etyylialkoholis-
ta.

Nama harsot ja myds edella mainitut langat voidaan siita
syysta jattaa elimist®dn kirurgisen toimenpiteen jélkeen,
koska ne absorpoituvat hitaasti edella mainitun hajaantumisen

ansiosta.

valmistettaessa ylla esitettyja sanitéarisia ja kirurgisia
artikkeleita on mahdollista lisata pehmennysaineita, jotka
parantavat niiden mekaanisia ominaisuuksia, kuten lankojen
yhteydessa niiden solmujen kestavyyden parantamiseksi. Nama
pehmennysaineet voivat olla egsimerkiksi rasvahappojen alka-
~lisuoloja, esimerkiksi natriumstearaattia tai natriumpalmi-
taattia, orgaanisten happojen estereitd, joissa on useita

hiiliatomeja jne.

Eras toinen uusien esterien 1asketieteessd ja kirurgiassa
esiintyva sovellutus koskee erilaisten kiinteiden kiinnitti-
mien, kuten levyjen, kiekkojen jne. valmistusta, jotka kor-
vaavat jo kaytdssa olevat metallisessa muodossa tai synteel-
tisestd materiaalista valmistetussa muodossa esiintyvat kiin-
nittimet, jotka on tarkoitettu poistettaviksi maaratyn ajan
kuluttua. Eldinten pollageenista, joka on proteenityyppinen,

valmistetut valmisteet aiheuttavat usein ei-toivottuja sivu-
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vaikutuksia, kuten tulehdusta tai hylkimista. Eldinten, ei
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ihmisten, hyaluronihapon ollessa kyseessd tatad vaaraa ei ole
olemassa, koska erilaisten elainlajien polysakkaridien valilla

el ole yhteensopiméttomuutta.

Eris toinen sovellutus koskee pehmeiden kudosten vaurioiden
korjaamista. Turvallisen ja tehokkaan biomateriaalin tarve,
jolla voidaan korvata puuttuva tai vaurioitunut pehmea kudos,
on tiedetty pitkdan. Useita alloplastisia materiaaleja, kuten
parafiinia, Teflon-tahnaa, silikoni- ja boorikollageenia on
tahin asti kaytetty menetetyn pehmean kudoksen korvaamigeksi.
Kuitenkin naihin materiaaleihin liittyy pysyvia ei-toivottuja
muutoksia iholla, jolloin ne siirtyvat istutuspaikasta ja
aiheuttavat haitallisia kasittelyreaktioita. Siten ladketie-
teessi esiintyy edelleen monipuolisen biomateriaalin tarve.
Hyaluronihappoestereité voidaan kayttaa turvallisesti ja
tehokkaasti pehmean kudoksen vaurioiden, kuten aknearpien,
jeikkauksen jalkeen esiintyvien surkastumien, huulihalkioiden

ja ian aiheuttamien ryppyjen korjaamiseksi.
Osa uusien esterien ladketieteen ja kirurgian sovellutuksista

koskee paisuvia materiaaleja, etenkin sienien muodossa olevia,

haavojen ja erilaisten vammojen ladkintda varten.

[ (RN T AUEY S
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Biologisen aktiivisuuden tutkimukset - 94778

Entsyymistabiilius ja hapen l8pip8ssts8kyky

Aineet

T8m8n keksinndn mukaan aikaansaatavien kalvojen ja kuitujen
arvokkaat ominaisuudet, jotka osittain on jo esitetty, luo-
vat perustan niiden teknisille eduille suhteessa tunnetun
tekniikan tuotteisiin. N#it# ominaisuuksia selostetaan kui-
tenkin seuraavassa l&hemmin entsyymistabiiliutta ja kalvojen
hapen l¥p3isevyyttd koskevilla koetuloksilla, jotka on saatu
seuraavista yhdisteista:

HYAFF, hyaluronihappo, joka on esterity 100 %:sesti metano-
lilla,

HYAFF7 hyaluronihappo, joka on ester8ity 100 %:sesti etano-
lilla,

HYAFFg hyaluronihappo, joka on ester8ity 100 %:sesti isopro-
panolilla,

HYAFFg hyaluronihappo, joka on ester&ity 100 %:sesti n-pro-
panolilla,

HYAFF;3; hyaluronihappo, joka on ester8ity 100 %:sesti bent-
syylialkoholilla,

HYAAF,qo hyaluronihappo, joka on ester8ity 100 %:sesti p-fe-
nyylietyylialkoholilla,

HYAFF,, hyaluronihappo, joka on ester&ity 100 %$:sesti iso-
pentyylialkoholilla.

Kalvot voidaan valmistaa esimerkissé& 39 esitetylld tavalla.

HYAFF-kalvojen entsyymistabiilius

Stabiilius seerumiesteraasin suhteen

Jokainen kalvo (n. 20 mg) sijoitettiin polyeteenikapseliin
yhdess¥ kanin seerumin (5 ml) kanssa ja pidettiin vakiossa
18mp&tilassa (37°C).

Arviointiparametrind oli aika (tunteina), joka tarvittiin
kalvon liukenemiseksi. Tulokset on esitetty taulukossa 6.
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Stabiilius hyaluronidaasin suhteen

Jokainen kalvo (n. 20 mg) sijoitettiin polyeteenikapseliin
yvhdessd pH S5-puskurin (asetaatti 0,1M, NaCl 0,15M) tai pH
7-puskurin kanssa (fosfaatti 0,1M, NaCl 0,15M), joka sisdlsi
100 U entsyymi8 (kivesten hyaluronidaasia, Miles-erd 8062,
aktiivisuus 342 turbidometrist4 yksikkd4/mg) kussakin ml:ssa
ja pidettiin vakiossa lampStilassa (37°C). Arviointiparamet-
rin4 oli kalvon liukenemiseen tarvittava aika (tunteina).
Tulokset on esitetty taulukossa 6.

Taulukko 6

HYAFF-johdannaisten kalvojen stabiilius seerumiesteraasin
(37°C) ja hyaluronidaasin (37°C, pH 5 ja pH 7,2) l4sndolles-
sa

Yhdisteet Stabiilius (h)
Seerumiesteraasi Hyaluronidaasi
pH 5 pH 7,2
HYAFFo 72 120 120
HYAFFgqg 120 168 168
HYAFFq 90 150 150
HYAFF]11 60 140 140
HYAFFpq 130 180 180
HYAFF52 130 175 175

HYAFF-johdannaisten kalvojen l3pipdsstskyky hapen suhteen

Jokainen kalvo sijoitettiin s#i1i6dn, jossa oli kaksi osas-
toa, jotka oli erotettu itse kalvolla. Toinen osasta

(tilavuus = 1, 2 cm3) tHdytettiin osittain kaasusta vapaute-
tulla vedelld (PO, = 45 mm Hg 23°C:ssa), toiseen johdettiin
Op:n ja COz:n virtaus (95 % ja vastaavasti 5 %), joka pidet-
tiin vakiona (1 kupla/sek.). Koko jirjestelmd eristettiin
typelld.

a AU ARE TR S
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M34rattyini aikoina (15, 30, 60, 90, 120, 240 min.) poistet-
tiin sopiva m&4rd vettd (1,2 cm3) ja mésritettiin Oz:n osit-
tainen paine Gas System analyser 1302-laitteella (Instrumen-
tation Laboratories). Kylldstymispaine (550 mg Hg) otettiin
vertailuksi ja laskettiin edelld esitetyiss¥ koeolosuhteissa

puhaltamalla Oz-atmosf&drid.

Testit suoritettiin vertaamalla l#pipddsté&mdténtd kalvoa ja
silastista (Lepetit:n luettelo, n:o 500-1). Tulokset on esi-
tetty taulukossa 7.
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Keksinnossa kaytettévien uusien esterien ja osittaisten este-
rien biologisten ominaisuuksien osalta viitattakoon kantahake-

muksessa 862878 annettuun yksityiskohtaiseen selvitykseen.

HY-esterien valmistusmenetelmd

Menetelma A

Hyaluronihapon esterit voidaan valmistaa sinansd tunnetuilla
karboksyylihappojen esterdintimenetelmilla, esimerkiksi kasit-
telemalla vapaa hyaluronihappo halutuilla alkoholeilla kata-
lysoivien aineiden, kuten vahvojen epdorgaanisten happojen tai
happotyyppisten joninvaihtimien lasnaollessa, tai eetterdinti-
aineellé, joka pystyy liittémaan halutun alkoholitahteen,
epaorgaanisten tai orgaanisten emasten lasndollessa. Eette-
rdéintiaineina on mahdollista kayttaa kirjallisuudesta tunnet -
tuja aineita, kuten etenkin erilaisten epdorgaanisten happojen
tai orgaanisten sulfonihappojen, kuten vetyhappoja estereitad,
s.0. hydrokarbyylihalogenideja, kuten metyyli- tai etyylijodi-
dia, tai neutraaleja gulfaatteja tai hydrokarbyylihappoja,
alfiitteja, karbonaatteja, silikaatteja, fosfiitteja tai
hydrokarbyylisulfonaatteja, kuten metyylibentseenié tai p-to-
lueenisulfonaattia tai metyyli- tai etyylikloorisulfonaattia.
Reaktio voi tapahtua sopivassa liuottimessa, esimerkiksi
alkoholissa, mieluummin sellaisessa, joka vastaa karboksyyli-
ryhméan liitettavaa alkyyliryhmaa. Reaktio voidaan suorittaa
myds ei-polaarisissa liuottimissa, kuten ketoneissa, eette-
reissa, kuten dioksaanissa, tai aproottisissa liuottimissa,
kuten dimetyylisulfoksidissa. Emaksend voidaan kayttad esimer-
kiksi alkali- tai maa-alkalimetallin tai magnesiumin hydraat-
tia tai hopeaoksidia tai emaksistd suolaa tai jotakin niista
metalleista, kuten karbonaattia ja epéorgaanisista emiksista
tertidadrista atsotisoitua emdsta, kuten pyridiinia tai kol-
1idiinia. Emdksen sijasta on mahdollista kayttda myos emas-

tyyppista joninvaihdinta.

Eraissa toisessa esteréintimenetelméssé kaytetaan metalli-
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suoloja tai orgaanisten atsotisoitujen emdsten kanssa muo-

dostettuja suoloja, esimerkiksi ammonium- tai ammoniumsubsti-
tuoituja suoloja. Mieluummin kaytetdin alkali- tai maa-alkali-
metallien suoloja, mutta voidaan kayttdd myds muita metal-

lisuoloja. Esterdintiaineet ovat myds tdssé tapauksessa samat
kuin ylla mainitut ja sama koskee my®ds liuottimia. Mieluummin
kaytetdan aproottisia liuottimia, esimerkiksi dimetyylisulfok-

sidia ja dimetyyliformamidia.

Tamin menetelmdn tai jonkin muun myShemmin esitettdvan mene-
telmian mukaisesti saaduissa estereissi osittaisesterien vapaat
karboksyyliryhmdt voi olla muodostettu suolaksi haluttaessa

sin&nsa tunnetulla tavalla.

Menetelmd B:

Hyaluronihappoesterit voidaan kuitenkin valmistaa edullisesti
erian toisen menetelmdn mukaisesti, jota voidaan yleisesti
soveltaa valmistettaessa karboksyyliryhmia siséltévien happa-
mien polysakkaridien karboksyyliestereitd. Tassa menetelmassa
kasitelladn karboksyyliryhmia sisaltavan happaman polysakkari-
din kvatern&drinen ammoniumsuola eetterdintiaineella, mieluum-
min aproottisessa orgaanisessa liuottimessa. Lihtdaineena
kdytettavina happamina polysakkarideina on mahdollista kayttéa
esimerkiksi hyaluronihapon sijasta muita happamia eldin- tai
kasvisperaisia polysakkarideja ja niiden synteettisesti muun-
nettuja johdannaisia, kun hapanta hemiselluloosaa, jota saa-
daan maadrattyjen kasvien alkaliuutteista ja ksylaanin saosta-
misen jalkeen, jonka disakkaridikomponentit muodostuvat D-glu-
kuronihaposta ja D-ksylopyranoosista (ks. "The Carbohydrates-,
W. Pigman, s. 668 - 663 - R.L. Whistler, W.M. Corbett)~ pek-
tiinej& ja happamia polysakkarideja, jotka saadaan niista,
s.o. galakturonaania, happamia polysakkarideja, jotka saadaan
kumikasvista (neste), kuten arabikumista, tragantista, ja
lopuksi happamia polysakkarideja, jotka on johdettu merilevas-
ta, kuten agaria ja karrageenia. Lahtdaineena on tietenkin

myés mahdollista kayttaa molekyylifraktioita, joita saadaan
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hajottamalla kaikista ylla mainituista polysakkarideista.

Orgaanisina ]iuottimina kaytetdaan mieluummin aproottisia 1li-
uottimia, kuten dialkyylisulfoksideja, dialkyylikarboksami-
deja, kuten etenkin alempialkyylidialkyylisulfoksideja, eten-
kin dimetyylisulfoksidia, ja alempialifaattisten happojen
alempialkyylidialkyyliamideja, kuten dimetyyli- tai dietyyli-

formamidia tai dimetyyli- tai dietyyliasetamidia.

Voidaan kuitenkin kayttda myds muita liuottimia, jotka eivat
aina ole aproottisia, kuten alkoholeja, eettereita, ketoneja,
estereitd, etenkin alifaattisia tai heterosyklisia alkoholeja
ja ketoneja, joilla on alhainen kiehumispiste, kuten heksa-
fluori-isopropanolia, trifluorietanolia ja N-metyylipyrrolido-

nia.

Reaktio suoritetaan mieluummin n. 0 - 100 oC:n, etenkin n. 25

- 75 °oC:n lampdtilassa, esimerkiksi n. 30 °C:ssa.

Esterdinti suoritetaan mieluummin lisdamélla asteittain es-
terdintiainetta ylla mainittuun ammoniumsuolaa, joka on jos-
sakin ylla mainitussa liuottimessa, esimerkiksi dimetyyli-

gul foksidissa.

Alkylointiaineena on mahdollista kayttaa ylla mainittuja ai-
neita, etenkin hydrokarbyylihalogeeneja, esimerkiksi alkyy-
lihalogeeneja. Lahtdaineena kaytettavina kvaternddrisina am-
moniumsuocloina kaytetdan mieluummin alempia ammoniumtetra-
alkylaatteja, joiden alkyyliryhmissé on mieluummin 1 - 6
hiiliatomia. Useimmiten kaytetaan tetrabutyyliammoniumin
hyaluronaattia. Nama kvaternddriset ammoniumsuolat on mah-
dollista valmistaa saattamalla happaman polysakkaridin me-
tallinen suola, mieluummin jokin ylla mainittu suola, etenkin
natrium- tai kaliumsuola reagoimaan vesipitoisessa liuoksessa
kvaterndarisen ammoniumemdksen kanssa suolaksi muodostetun

sulfonihartsin kanssa.
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Happaman polysakkaridin tetra-alkyyliammoniumsucla voidaan
saada jaadytyskuivattamalla eluaatti. Happamien polysakkari-
dien tetra-alkyyliammoniumsuolat, joita kaytetdan uuden me-
netelman lahtdyhdisteind ja jotka on johdettu alempialkyy-
leisti, etenkin 1 - 6 hiiliatomia sis&ltdvistd alkyyleista,
ovat uusia ja muodostavat taman keksinnén vield erdan kohteen.
vllattavasti tallaiset suolat ovat osoittautuneet liukeneviksi
yll4d mainituissa orgaanisissa liuottimissa ja té&sté syysta
y1lld mainitun menetelmian B mukainen happaman polysakkaridin
esterdinti on erityisen helppo ja se tuottaa runsaita saanto-
ja. Tastd syysta kaytettdessa tamintyyppistd menetelmdd voi-
daan helposti annostella happaman polysakkaridin karboksyyli-

ryhmdt, jotka on esterditava.

Uusi menetelmd B soveltuu erityisen hyvin hyaluroniesterien
valmistukseen. Etenkin téstd syystd uuden menetelmén lahtdyh-
disteina kaytettavédt hyaluronihapon kvaterndiriset ammonium-
suolat, etenkin ne, jotka on johdettu alempialkyyleistd ja
erityisesti 1 - 6 hiiliatomia sisaltavistd alkyyleista, ovat

uusia ja muodostavat taman keksinnén erdan erityisen kohteen.

Erasssi edelld esitetyn menetelman muunnelmassa happaman po-
lysakkaridin kalium- tai natriumsuola, joka on suspendoitu
sopivaa liuokseen, kuten dimetyylisulfoksidiin, saatetaan
reagoimaan sopivan alkylointiaineen kanssa kvaternddrisen
ammoniumsuolan, kuten tetrabutyyliammoniumjodidin katalyyt-

tisten ma&arien lésndollessa.

Uusien esterien valmistamiseksi on mahdollista kayttaa mita
tahansa alkuperdd olevia hyaluronihappoja, kuten esimerkiksi
happoja, jotka on uutettu ylla mainituista luonnollisista
lahtdémateriaaleista, esimerkiksi kukon heltoista. Tillaisten
happojen valmistusta on esitetty kirjallisuudessa: mieluummin
kaytetdan puhdistettuja hyaluronihappoja. Keksinndén mukaisesti
kaytetdin etenkin hyaluronihappoja, jotka sisdltéavat integraa-
listen happojen molekyylifraktioita, jotka on saatu suoraan

uuttamalla orgaanisia materiaaleja ja joiden molekyylipainot
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vaihtelevat n. 90 - 80 %:sta (MP = 11,7 - 10,4 miljoonaa)

0,2 %$:iin (MP = 30.000) kokonaishapon molekyylipainosta, joka
on 13 miljoonaa, sopivimmin niiden molekyylipaino on 5 - 0,2
s . Tallaiset fraktiot voidaan saada useilla kirjallisuudessa
egitetyilla menetelmilld, kuten hydrolysoimalla, hapettamalla,
entsymaattisilla tai fysikaalisilla menetelmilla, kuten me-
kaanisilla tai sateilytysmenetelmillé. primordiaalisia uuttei-
ta muodostuu’tésté syystd usein niaiden samojen puhdistus-
menetelmien kuluessa (esim. ks. Balazs et al., "Cosmetics &
Toiletries"). Saatujen molekyylifraktioiden erottaminen ja
puhdistaminen suoritetaan tunnetuilla menetelmilla, esimerkik-

si molekyylisuodatuksen avulla.

Eras puhdistetun HY:n fraktio on esimerkiksi se, joka tunne-
taan nimella neji-inflammatorinen NIF—NaHA-natriumhyaluronaat-
ti" (Balazs, "Healon" - A guide to its use in Ophthalmic
Surgery D. Miller & R. Stegman, eds. John Wiley & Sons N.Y.
81983: s. 5).

Erityisen tarkeita esterien 14htdaineita ovat kaksi puhdis-
tettavaa hyaluronihaposta saatavaa fraktiota, esimerkiksi
kukon heltoista gaadut, jotka tunnetaan nimilla hyalastiini ja
hyalektiini. Hyalastiinifraktion keskimdardinen molekyylipaino
on n. 50.000 100.000, kun taas hyalektiini—fraktion molekyyli-
paino on n. 500.000 - 730.000. Niiden kahden fraktion yhdis-
tetty fraktio on myds eristetty ja sen keskimadrainen molekyy-
lipaino on n. 250.000 - 350.000. Tama yhdistetty fraktio
voidaan saada 80 %:n saannolla koko erityisesta lahtdaineesta
saatavasta hyaluronihaposta, kun taas hyalektiini voidaan
gsaada 30 %:n sannolla ja hyalastiini-fraktio voidaan saada 50
%:n saannolla 1ahtdaineena kaytetysta HY:sta. Naiden frakti-

oiden valmistusta on esitetty esimerkeissd A - C.

HY:n suolaksimuodostaminen y1lla olevien metallien kanssa
l1ihtdaineiden valmistamiseksi ylla esitettya erityista este-
réintimenetelmda varten gsuoritetaan sinansa tunnetulla taval-

la, esimerkiksi saattamalla HY reagoimaan lasketun emdsmaaran,
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esimerkiksi alkalihydraatin tai tallaisten metallien emdksis-

ten suolojen, kuten karbonaattien tai bikarbonaattien kanssa.

Osittaisestereissd on mahdollista muodostaa suolaksi kaikki
jadljellad olevat karboksyyliryhmat tai vain osa niistd, annos-
tamalla emasmidrat siten, etta gsaadaan haluttu suolanmuodos-
tuksen stdkiometrinen aste. suolanmuodostuksen oikean asteen
avulla on mahdollista saada estereita, joilla on eri dissosi-
aatiovakioiden laaja ala ja jotka tiastd syystd antavat halutun
pH-arvon, liuoksessa tai "in situ" terapeuttisen kaytén aika-

na.

Uusista tuotteista erityisen tarkeitd ovat ylla esitetyt
esterit ja niiden suolat sekd seuraavissa havainnollistavissa

esimerkeissa esitetyt.

Uusien esterien ja niiden suolojen valmistusmenetelmien muun-
nelmat, joissa menetelma katkaistaan jossakin vaiheessa tai
aloitetaan valiyhdisteesta, minka jdlkeen suoritetaan puuttu-

vat vaiheet tai joissa 13htdtuotteet valmistetaan in situ.

Keksint®a havainnollistetaan seuraavilla esimerkeilla.

valmistusesimerkit

Nyadllllo L oy e =

Seuraavat esimerkit A - C gelittavat hyaluronihappojen frakti-

oiden valmistusmenetelmia.

Esimerkki A: Menetelmd sellaisten hvalastiini- ja hyvalektiini-

fraktioiden seoksen valmistamiseksi, jolla ei ole inflammato-

rista aktiivisuutta

Tuoreita tai jaadytettyja kukon helttoja (3000 g) hienonnetaan
lihamyllyssd ja sitten ne homogenoidaan varovasti mekaanisessa

homogenointilaitteessa. Niin saatu tahna kasitellddn sitten

nw N R T RRRE ] .
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ruostumattomasta teriksestid valmistetussa sailidssa (AISI 316)

29

tai lasissa 10 tilavuusosalla vedetdnta asetonia. Seosta
sekoitetaan sitten 6 tunnin ajan 50 rpm:n nopeudella. Annetaan
erottua 12 tunnin aikana, minka j&lkeen asetoni poistetaan
uuttamalla. Asetonin uuttaminen toistetaan, kunnes poistettu
asetoni saavuttaa oikean kosteusasteen (Karl-Fischer—menetel—
ma) . Seos lingotaan sitten ja tyhjdkuivatetaan sopivassa
lampétilassa 5 - g8 tunnin kuluessa. Nain saadaan noin 500 -

600 g kuivaa kukon helttojen jauhetta.

300 g kuivaa jauhetta kasitelldan entsymaattisesti papaiinilla
(0,2 9) vesipitoisissa olosuhteissa ja puskuroidaan fosfaatti-
puskurilla kysteiinihydrokloridin sopivan maaran lisnéaollessa.
Saatua seosta sekoitetaan 24 tunnin ajan 60 rpm:n nopeudella
pitéen samalla lampdtila 60 - €5 °C:ssa. Sitten se jaahdyte-
taan 25 °C:ssa ja 1isataan Celite®:& (60 g) ja sekoitetaan
edelleen tunnin ajan. Niin saatu seos suodatetaan, kunnes
saadaan kirkas neste. Kirkas neste alistetaan molekyyliult-
rasuodatukseen kayttamdlla kalvoja, joiden molekyylisulkuraja
on 30.000, niiden molekyylien pitamiseksi kalvolla, joiden

molekyylipaino on suurempi kuin 30.000.

Tuote ultrasuodatetaan 5:std 6:een alkuperaista tilavuusosaa
lisdamalla jatkuvasti tislattua vettd tuotteeseen ultrasuo-
datuksen aikana. vVeden lisdys lopetetaan ja ultrasuodatusta
jatketaan, kunnes maara on pienentynyt kolmannekseen alkupe-

raisesta maarasta.

Jaljelle jaava neste pidetdén 0,1 molaarisena 1isaamalla
natriumkloridia ja lampotila saatetaan 50 °C:seen. Sekoittaen
60 rpm:n nopeudella lisat&an 45 g setyylipyridiniumkloridia.
Liuosta sekoitetaan 60 minuutin ajan ja gitten lisatéan 50 g
celite®:a. Sekoittaen seoksen lampdtila saatetaan 25 °C:seen
ja muodostunut sakka keratéan linkoamalla. Saatu sakka sus-
pendoidaan 0,01 M natriumkloridissa olevaan liuokseen (5 1),
joka sisaltaa 0,05 % setyylipyridiniumkloridia. Muodostunutta

suspensiota sekoitetaan 60 minuutin ajan 50 oCc.gsa, lampdtila
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gsaatetaan sitten 25 °C:seen ja sakka lingotaan. Pesu toiste-
taan 3 kertaa, minka jalkeen sakka keratian sailiddédn, jossa on
3 litraa 0,05 M natriumkloridin liuosta, joka sisdltda 0,05 %
setyylipyridiniumkloridia. Sekoitetaan 60 rpm:n nopeudella 60
minuutin ajan ja lampdétila pidetdan vakiosti 25 °C:ssa kahden
tunnin ajan. Supernatantti poistetaan linkoamalla. Tama toi-
menpide toistetaan useita kertoja 0,1 M natriumkloridin liuok-
silla, jotka sisaltéavat 0,05 % setyylipyridiniumkloridia. Seos
lingotaan ja supernatantti heitet&an pois. Sakka dispergoidaan
0,30 M natriumkloridin liuokseen, joka sisdltaa 0,05 % setyy-
lipyridiniumkloridia (3 litraa). Seosta sekoitetaan ja kera-
taan seka sakka ettd kirkas liuos. Uuttaminen toistetaan viela
3 kertaa sakalla kayttamadlla kulloinkin 0,5 1 samaa vesipi-

toista liuosta.

Lopuksi sakkajaannds poistetaan ja kirkkaat nesteet sijoi-
tetaan yhdessd yhteen ainocaan siilidédén. Nesteen lampdtila
saatetaan 50 °C:seen sekoittaen koko ajan. Neste tehdéddn sit-
ten 0,23 molaariseksi natriumkloridilla. Lis&tddn 1 g setyy-

lipyridiniumkloridia ja nestettd sekoitetaan 12 tunnin ajan.

Seos jaahdytetdadn 25 °C:seen ja sitten se suodatetaan ensin
celite®-pakkauksen paalla ja sitten suodattimen lapi. Sitten
se alistetaan jalleen molekyyliultrasuodatukseen kalvolla,
jonka molekyylisulkuraja on 30.000, ultrasuodattamalla kolme
alkuperadista tilavuusosaa lisadamalla 0,33 M natriumkloridin
liuosta. Natriumkloridiliuoksen l1isays keskeytetddn ja maaraa
vahennetaan neljannekseen alkuperaisesta maarastd. Nain kon-
sentroitu liuos saostetaan sekoittaen (60 rpm) 25 °C:ssa 3
tilavuusosalla etanolia (95 %) . Sakka keratdan linkoamalla ja
supernatantti heitetaan pois. Sakka liuotetaan 1 litraan
natriumkloridin 0,1 M liuosta ja saostus toistetaan 3 tila-

vuusosalla etanolia (95 %).
Sakka keratadn ja pestéan ensin 75 %:sella etanolilla (3 ker-

taa), sitten absoluuttisella etanolilla (3 kertaa) ja lopuksi

absoluuttisella asetonilla (3 kertaa) .

o RN TR S S
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Nain saadun tuotteen (hyalestiini- + hyalektiinifraktiot

keskimaddrainen molekyylipaino on 250.000 - 350.000.

HY:n saanto on 0,6 paino- % alkuperdisesta tuoreesta kudok-

sesta.

Esimexrkki B: Menetelmd hvalastiinifraktion valmistamiseksi

esimerkissa A esitetylld menetelmdlla valmistetusta seoksesta

Esimerkissa A esitetylla menetelmdlld valmistettu seos liuo-
tetaan kahdesti tislattuun, apyrogeeniseen veteen, 10 ml
tuotetta 1 ml vettad kohden. Saatu liuos alistetaan molekyy-
lisuodatukseen suodatinkalvojen 1api, joiden molekyylisulku-
raja on 200.000, minka jalkeen konsentroidaan kalvolla 1li-
gaamatta vettd. Kalvojen 1l4pi tapahtuvan ultrasuodatuksen
aikana, joiden kalvojen molekyylisulkuraja on 200.000, mole-
kyylit, joiden molekyylipaino on yli 200.000, eivat paase
lapi, kun taas pienemmat molekyylit kulkevat kalvon lapi
yhdessa veden kanssa. Suodatuksen aikana vetta ei lisata, niin
etta tilavuus pienenee ja tasta syysta niiden molekyylien kon-
sentraatio, joiden molekyylipaino on yli 200.000, kasvaa.
Tuotetta ultrasuodatetaan, kunnes tilavuus kalvon ylaosassa on
vahentynyt 10 s.iin alkuperdisesta tilavuudesta. Kaksi tila-
vuusosaa apyrogeenista, kahdesti tislattua vetta lisatdan ja
liuos ultrasuodatetaan gitten jalleen, kunnes tilavuus on
pienentynyt kolmannekseen. Tamd toistetaan viela kaksi kertaa.
Kalvon lapi kulkenut liuos saatetaan 0,1 molaariseksi nat-
riumkloridilla ja sitten se saostetaan 4 tilavuusosalla 95

% .gta etanolia. Sakka pest3an 3 kertaa etanolilla (75 %) ja

sitten se tyhjdkuivatetaan.

Niin saadun tuotteen (hyalastiinifraktion) keskimdarainen
molekyylipaino on 50.000 - 100.000. HY:n saanto on 0,4 paino-

% alkuperdisesta tuoreesta kudoksesta.
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Esimerkki C: Menetelmé hvalektiinifraktion valmistamiseksi

Konsentroitu liuos, joka kerédttiin 5411i66n esimerkissa B
ultrasuodatuskalvon yldosassa, jonka molekyylisulkuraja oli
200.000, laimennetaan vedella, kunnes saadaan liuos, joka
gisaltai 5 mg/ml hyaluronihappoa maaritettynad kvantitatiivi-
sella analyysilla, joka perustuu glukuronihapon annostukseen.

Liuos saatetaan 0,1 molaariseksi natriumkloridissa ja sitten
se saostetaan 4 tilavuusosalla etanolia (95 %). Sakka pestaan
3 kertaa etanolilla (75 %) ja sitten se tyhjodkuivatetaan.

N&iin saadun tuotteen (hyalektiinifraktion) keskimadrainen
molekyylipaino on 500.000 - 730.000. Tamd vastaa hyaluroni-
hapon fraktiota, jonka miaritelty molekyyliketjun pituus on n.
5.500 - 3.500 sakkaridiyksikkod, jotka ovat erittédin puhtaita.
HY:n saanto on 0,2 paino- % alkuperaisestd tuoreesta kudokses-
ta.

Esimerkki D: Hyaluronihapon (HY) tetrabutvyliammoniumsuoclan

valmistus

4,02 g HY-natriumsuclaa (10 mooliekv.) liuotetaan 400 ml:aan
tislattua H,0:ta. Liuos eluoidaan gsitten 4 °C:ssa termostaat-
tisessa pylvaassa, joka sisaltaad 15 ml sulfonihartsia (Dowex
50 x 8) tetrabutyyliammoniumin muodossa. Natriumista vapaa
eluaatti jaadytetddn heti ja jaadytyskuivatetaan. Saanto:
6,18 g.

Esimerkki 1: HYaluronihapon (HY) (osittaisen) propyyvliesterin

valmistus

- 50 % esterditya karboksyyliryhmia
- 50 % suolaksi muodostettuja karboksyyliryhmia (Na)

12,4 g HY-tetrabutyyliammoniumsuolaa, jonka molekyylipaino on
170.000, joka vastaa 20 mooliekvivalenttia monomeerista yksik-
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kd4, liuotetaan 620 ml:aan dimetyylisulfoksidia 25 °C:ssa,
lisatian 1,8 g (10,6 mooliekv.) propyylijodidia ja muodostunut
liuos pidetdéan 30 °C:n lampdtilassa 12 tunnin ajan.

Lisataan liuos, joka gisaltaa 62 ml vettd ja 9 g natriumklo-
ridia ja muodostunut seos kaadetaan hitaasti 3.500 ml:aan
asetonia sekoittaen jatkuvasti. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestdan kolmee kertaa 500 ml:lla asetonin ja veden
5.1-seosta ja kolme kertaa asetonilla ja lopuksi se tyhjo-
kuivatetaan kahdeksan tunnin kuluessa 30 °C:ssa.

Tuote liuotetaan sitten 550 ml:aan vettd, joka sis3ltidd 1 %
natriumkloridia, ja liuos kaadetaan hitaasti 3.000 ml:aan
asetonia jatkuvasti sekoittaen. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestaan kaksi kertaa 500 ml:lla asetoni/vesi-seosta
(5:1) ja kolme kertaa 500 ml:1la asetonia ja lopuksi se tyhjo-
kuivatetaan 24 tunnin kuluessa 30 °C:ssa. Saadaan 7,9 g otsi-
kossa esitetty osittaista propyyliesteriyhdistetté. Esteriryh-
mien kvantitatiivinen maaritys suoritetaan kayttamélld mene-
telmda, jonka R.H. cundiff ja P.C. Markunas ovat esitténeet
[Anal. Chem. 33, 1028 - 1030 (1961)]. '

Esimerkki 2: Hyvaluronihapon (HY) (osittaisen) isopropyvlies-

terin valmistamiseksi - 50 s egterdityia karboksyyliryhmia,

50 % suolaksi muodostettuia karboksyyliryhmia (Na)

12,4 9 HY-tetrabutyyliammoniumsuolaa, jonka molekyylipaino on
160.000, mika vastaa 20 mooliekvivalenttia monomeeristd yksik-
kb4, liuotetaan 620 ml:aan dimetyylisulfoksidia 25 °C:ssa,
1isataan 1,8 g (10,6 mooliekv.) isopropyylijodidia ja muodos-

tunut seos pidetadan 12 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Lisataan liuos, joka sisaltiad 62 ml vetta ja 9 g natriumklo-
ridia ja muodostunut seos kaadetaan hitaasti 3.500 ml:aan

asetonia sekoittaen jatkuvasti. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestdan kolme kertaa 500 ml:1la asetoni/vettd (5:1)

ja kolme kertaa asetonilla ja lopuksi sita tyhjokuivatetaan
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kahdeksan tunnin ajan 30 °C:ssa.

Tuote liuotetaan sitten 550 ml:aan vettd, joka sisdltda 1 %
natriumkloridia, ja liuos kaadetaan hitaasti 3.000 ml:aan
asetonia jatkuvasti sekoittaen. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pest#dén kaksi kertaa 500 ml:lla asetoni/vetta (5:1)
ja kolme kertaa 500 ml:1la asetonia ja lopuksi sitd tyhjo-
kuivatetaan 24 tunnin ajan 30 °C:ssa. Saadaan 7,8 g otsikossa
esitettya osittaista isopropyyliesteriyhdistetté. Esteriryhmi-
en kvantitatiivinen maaritys suoritetaan R.H. Cundiffin ja
P.C. Markunasin menetelman mukaisesti [Anal. Chem. 33, 1028 -
1030 (1961)].

Esimerkki 3: Hyaluronihapon (HY) (osittaisen) etyvliesterin

valmistus - 75 % egsterdityija karboksyvliryhmid, 25 % suolaksi

muodostettuia karboksyyliryhmia (Na)

12,4 g HY-tetrabutyyliammoniumsuolaa, jonka molekyylipaino on
250.000 ja joka vastaa 20 mooliekvivalenttia monomeerista
yksikkoa, liuotetaan 620 ml:aan dimetyylisulfoksidia 25
oC:ssa, lisat&sn 2,5 g (15,9 mooliekv.) etyylijodidia ja

muodostunut seos pidetdan 12 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Lisataan liuos, jossa on 62 ml vetta ja 9 g natriumkloridia ja
muodostunut seos kaadetaan hitaasti 3.500 ml:aan asetonia
sekoittaen jatkuvasti. Muodostuu sakka, joka suodatetaan ja
pestdan kolme kertaa 500 ml:lla asetoni/vettd (5:1) Jja kolme
kertaa asetonilla ja lopuksi sita tyhjdkuivatetaan kahdeksan

tunnin ajan 30 °C:ssa.

Tuote liuotetaan sitten 550 ml:aan vettd, joka gisiltda 1 %
natriumkloridia ja liuos kaadetaan hitaasti 3.000 ml:aan
asetonia jatkuvasti sekoittaen. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestdan kaksi kertaa 500 ml:1la asetoni/vettd (5:1)
ja kolme kertaa 500 ml:lla asetonia ja lopuksi sita tyhjo-
kuivatetaan 24 tunnin ajan 30 °C:ssa. Saadaan 7,9 g otsikossa

esitettya osittaista etyyliesteriyhdistetté. Esteriryhmien
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kvantitatiivinen maaritys suoritetaan R.H. Cundiffin ja P.C.
Markunasin menetelman mukaisesti (Anal. Chem. 33, 1028 - 1030
(1961)1.

Esimerkki 4: Hyvaluronihapon (HY) (osittaisen) metyyliesterin

valmistus - 75 % esterdityia karboksyyliryhmid, 25 % suolaksi

muodostettu karboksyyliryhmid (Na)

12,4 g HY-tetrabutyyliammoniumsuolaa, jonka molekyylipaino on
80.000, mika vastaa 20 mooliekvivalenttia monomeeristd yksik-
kda, liuotetaan 620 ml:aan dimetyylisulfoksidia 25 °C:ssa,
1isataan 2,26 g (15,9 mooliekv.) metyylijodidia ja muodostunut

geos pidetdan 12 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Lisat&an liuos, joka sisaltaa 62 ml vettd ja 9 g natriumklo-
ridia ja muodostunut seos kaadetaan hitaasti 3.500 ml:aan
asetonia sekoittaen jatkuvasti. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestéan kolme kertaa 500 ml:lla asetoni/vettd (5:1)
ja kolme kertaa asetonilla ja lopuksi sita tyhjdékuivatetaan 8

tunnin ajan 30 °C:ssa.

o

Tuote liuotetaan sitten 550 ml:aan vettd, joka gisdltaa 1 %
natriumkloridia, ja liuos kaadetaan hitaasti 3.000 ml:aan
asetonia jatkuvasti sekoittaen. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestdén kaksi kertaa 500 ml:lla asetoni/vettd (5:1)
ja kolme kertaa 500 ml:lla asetonia ja lopuksi sita tyhjo-
kuivatetaan 24 tunnin ajan 30 °C:ssa. Saadaan 7,8 g otsikossa
esitettya osittaista metyyliesteriyhdistetté. Esteriryhmien
kvantitatiivinen maaritys suoritetaan kayttamalla R.H. Cundif-

fin ja P.C. Markunasin menetelmasd [(Anal. Chem. 33, 1028 - 1030
(1961)1].

Esimerkki 5: Hvaluronihapon (HY) metyyliesterin valmistus

12,4 g HY-tetrabutyyliammoniumsuolaa, jonka molekyylipaino on
120.000, mika vastaa 20 mooliekvivalenttia monomeeristéa yksik-

kda, liuotetaan 620 ml:aan dimetyylisulfoksidia 25 °C:ssa,
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1isat&an 3 g (21,2 mooliekv.) metyylijodidia ja liuos pidetdan
12 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Muodostunut seos kaadetaan hitaasti 3.500 ml:aan etyyliase-
taattia sekoittaen jatkuvasti. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestéén 4 kertaa 500 ml:lla etyyliasetaattia ja
lopuksi sita tyhjdékuivatetaan 20 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Saadaan 8 g otsikossa esitetty3 metyyliesterituotetta. Este-
riryhmien kvantitatiivinen maaritys suoritetaan R.H. Cundiffin
ja P.C. Markunasin menetelmdn mukaisesti [Anal. Chem. 33, 1028
- 1030 (1961)].

Esimerkki 6: Hyaluronihapon (HY) etvyyliesterin valmistus

12,4 g HY-tetrabutyyliammoniumsuolaa, jonka molekyylipaino on
85.000, mika vastaa 20 mooliekvivalenttia monomeeristd yksik-
k64, liuotetaan 620 ml:aan dimetyylisulfoksidia 25 °oC:gsa,
1isat&an 3,3 g (21,2 mooliekv.) etyylijodidia ja liuos pide-

t4an 12 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Muodostunut seos kaadetaan hitaasti 3.500 ml:aan etyyliase-
taattia sekoittaen jatkuvasti. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestdan 4 kertaa 500 ml:1la etyyliasetaattia ja
lopuksi sita tyhjékuivatetaan 24 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Saadaan 8 g otsikossa esitettya etyyliesterituotetta. Este-
riryhmien kvantitatiivinen maaritys suoritetaan R.H. Cundiffin
ja P.C. Markunasin menetelmén mukaisesti [Anal. Chem. 33, 1028
- 1030 (1961)].

Esimerkki 7: Hvaluronihapon (HY) propyyliesterin valmigtus

12,4 g HY—tetrabutyyliammoniumsuolaa, jonka molekyylipaino on
170.000, mik& vastaa 20 mooliekvivalenttia monomeeristd yksik-
kd4, liuotetaan 620 ml:aan dimetyylisulfoksidia 25 °C:ssa,
1isat&aan 3,26 g (21,2 mooliekv.) propyylijodidia ja liuos
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pidetddn 12 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Muodostunut seos kaadetaan hitaasti 3.500 ml:aan etyyliase-
taattia sekoittaen jatkuvasti. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestaan 4 kertaa 500 ml:1lla etyyliasetaattia ja
lopuksi sita tyhjékuivatetaan 24 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Saadaan 8,3 g otsikossa esitettya propyyliesterituotetta.
Esteriryhmien kvantitatiivinen maaritys suoritetaan kaytta-
malla R.H. cundiffin ja P.C. Markunasin menetelmdi [Anal.
Chem. 33, 1028 - 1030 (1961)1].

Esimerkki 8: Hvaluronihapon (HY) (osittaisen) butyyliesterin

valmistus - 50 % esteréityié_karboksvvlirvhmié. 50 % suolaksi

muodostettuia karboksvvlirvhmié (Na)

12,4 g HY-tetrabutyyliammoniumsuolaa, jonka molekyylipaino on
620.000, mika vastaa 20 mooliekvivalenttia monomeeristd yksik-
kb4, liuotetaan 620 ml:aan dimetyylisulfoksidia 25 °C:ssa,

1igataan 1,95 g (10,6 mooliekv.) n-butyylijodidia ja muodostu-

nut liuos pidetdan 12 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Lis&ataan liuos, joka sisaltad 62 ml vettd ja 9 g natriumklo-
ridia ja muodostunut Seos kaadetaan hitaasti 3.500 ml:aan

asetonia sekoittaen jatkuvasti. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestdan kolmee kertaa 500 ml:lla asetonin ja veden
5.1-seosta ja kolme kertaa asetonilla ja lopuksi sita tyhjo-

kuivatetaan 8 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Tuote liuotetaan gitten 550 ml:aan vettd, joka sisaltda 1 %
natriumkloridia, ja liuos kaadetaan hitaasti 3.000 ml:aan
asetonia jatkuvasti sekoittaen. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestaan kaksi kertaa 500 ml:lla asetoni/vesi-seosta
(5:1) ja kolme kertaa 500 ml:lla asetonia ja lopuksi sita
tyhjékuivatetaan 24 tunnin ajan 30 °C:ssa. Saadaan 8 g otsi-
kossa esitettya osittaista butyyliesteriyhdistetté. Esteri-

ryhmien kvantitatiivinen maaritys suoritetaan kayttamalla
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menetelmad, jonka R.H. Cundiff ja P.C. Markunas ovat esitta-
neet [Anal. Chem. 33, 1028 - 1030 (1961)].

Esimerkki 9: Hyaluronihapon (HY) (osittaisen) etoksikarbo-

nyvlimetyyliesterin valmistus - 75 % esterdityja karboksyyli-

ryhmid, 25 % suolaksi muodostettuija karboksvyyvliryhmid (Na)

12,4 g HY-tetrabutyyliammoniumsuolaa, jonka molekyylipaino on
180.000, mika vastaa 20 mooliekvivalenttia monomeerista yksik-
kda, liuotetaan 620 ml:aan dimetyylisulfoksidia 25 °C:ssa,
lis&tdé&n 2 g tetrabutyyliammoniumjodidia ja 1,84 g (15 moo-
liekv.) etyyliklooriasetaattia ja muodostunut liuos pidetéan

24 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Lisataan liuos, joka sis&ltdd 62 ml vettid ja 9 g natriumklo-
ridia ja muodostunut seos kaadetaan hitaasti 3.500 ml:aan
asetonia sekoittaen jatkuvasti. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestdan kolme kertaa 500 ml:1la asetoni/vettd (5:1)
ja kolme kertaa asetonilla ja lopuksi sita tyhjdkuivatetaan

kahdeksan tunnin ajan 30 °C:ssa.

Tuote liuotetaan sitten 550 ml:aan vettd, joka sisdltda 1 %
natriumkloridia, ja liuos kaadetaan hitaasti 3.000 ml:aan
asetonia jatkuvasti sekoittaen. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pesté&n kaksi kertaa 500 ml:1la asetoni/vettd (5:1)
ja kolme kertaa 500 ml:1la di-asetonia ja lopuksi sitd tyhjo-
kuivatetaan 24 tunnin ajan 30 oC:gssa. Saadaan 10 g otsikossa
esitettyd osittaista etoksikarbonyylimetyyliesteria. Esteri-
ryhmien kvantitatiivinen maaritys suoritetaan R.H. Cundiffin
ja P.C. Markunasin menetelman mukaisesti [Anal. Chem. 33, 1028
- 1030 (1961)].

Esimerkki 10: Hyaluronihapon (HY) n-pentyyliesterin valmistus

12,4 g HY—tetrabutyyliammoniumsuolaa, jonka molekyylipaino on
6§20.000, mikd vastaa 20 mooliekvivalenttia monomeeristd yksik-

kda, liuotetaan 620 ml:aan dimetyylisulfoksidia 25 °(C:ssa,
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lisataan 3,8 g (25 mooliekv.) n-pentyylibromidia ja 0,2 g
tetrabutyyliammoniumjodidia ja liuos pidetéaan 12 tunnin ajan
30 °C:ssa.

Muodostunut seos kaadetaan hitaasti 3.500 ml:aan etyyliase-
taattia sekoittaen jatkuvasti. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestéan 4 kertaa 500 ml:lla etyyliasetaattia ja

lopuksi sita tyhjokuivatetaan 24 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Saadaan 8,7 g otsikossa esitettya n-pentyyliesterituotetta.
Esteriryhmien kvantitatiivinen maaritys gsuoritetaan julkaisun
Siggia S. ja Hann J.G. "Quantitative organic analysis via
functional groups", s. 169-172, 4. painos John Wiley & Sons,

mukaisesti.

Esimerkki 11: Hyvaluronihapon (HY) isopentyyliesterin valmistus

12,4 g HY-tetrabutyyliammoniumsuolaa, jonka molekyylipaino on
170.000, mika vastaa 20 mooliekvivalenttia monomeerista yksik-
k&4, liuotetaan 620 ml:aan dimetyylisulfoksidia 25 °C:ssa,
l1isataan 3,8 g (25 mooliekv.) isopentyylibromidia ja 0,2 g
tetrabutyyliammoniumjodidia ja liuos pidetaan 12 tunnin ajan

30 °C:ssa.

Muodostunut seos kaadetaan hitaasti 3.500 ml:aan etyyliase-
taattia sekoittaen jatkuvasti. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestdan 4 kertaa 500 ml:lla etyyliasetaattia ja
lopuksi sita tyhjoékuivatetaan 24 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Saadaan 8,6 g otsikossa esitettya isopentyyliesterituotetta
Esteriryhmien kvantitatiivinen mdaritys suoritetaan julkaisun
Siggia S. ja Hanna J.G. "Quantitative organic analysis via
functional groups", S. 169 - 172, 4. painos, John Wiley &

Sons, mukaisesti.
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Esimerkki 12: Hvaluronihapon (HY) bentsyyliesterin valmistus

12,4 g HY-tetrabutyyliammoniumsuolaa, jonka molekyylipaino on
170.000, mika vastaa 20 mooliekvivalenttia monomeeristd yksik-
kda, liuotetaan 620 ml:aan dimetyylisulfoksidia 25 °C:ssa,
1isat&an 4,5 g (25 mooliekv.) isopentyylibromidia ja 0,2 g
tetrabutyyliammoniumjodidia ja liuos pidetdan 12 tunnin ajan

30 °C:ssa.

Muodostunut seos kaadetaan hitaasti 3.500 ml:aan etyyliase-
taattia sekoittaen jatkuvasti. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestdan 4 kertaa 500 ml:1lla etyyliasetaattia ja

lopuksi sita tyhjdkuivatetaan 24 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Saadaan 8,6 g otsikossa esitettya isopentyyliesterié. Este-
riryhmien kvantitatiivinen maaritys suoritetaan julkaisun
Siggia S. ja Hanna J.G. "Quantitative organic analysis via
functional groups", S. 169 - 172, 4. painos, John Wiley &

Sons, mukaisesti.

Esimerkki 13: Hyaluronihapon (HY) B-fenyylietvyliesterin

valmistus

12,4 g HY-tetrabutyyliammoniumsuolaa, jonka molekyylipaino on
125.000, mikéd vastaa 20 mooliekvivalenttia monomeeristd yksik-
kda, liuotetaan 620 ml:aan dimetyylisulfoksidia 25 °C:ssa,
l1isatasn 4,6 g (25 mooliekv.) 5-bromietyylibentseenia ja 185
mg tetrabutyyliammoniumjodidia ja liuos pidetdan 12 tunnin

ajan 30 °C:ssa. _

Muodostunut seos kaadetaan hitaasti 3.500 ml:aan etyyliase-
taattia sekoittaen jatkuvasti. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestaan 4 kertaa 500 ml:lla etyyliasetaattia jalo-

puksi sita tyhjoékuivatetaan 20 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Saadaan 9,1 g otsikossa esitettya g—fenyylietyyliesterié.
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Esteriryhmien kvantitatiivinen maaritys suoritetaan julkaisun
siggia S. ja Hanna J.G. "Quantitative organic analysis via
functional goups", S. 168 - 172, 4. painos, John Wileys &

Sons, mukaisesti.

Esimerkki 14: Hvaluronihapon (HY) bentsyyliesterin valmistus

3 g HY:n kaliumsuolaa, Jjonka molekyylipaino on 162.000, sus-
pendoidaan 200 ml:aan dimetyylisulfoksidia ja lis&atdan 120 mg

tetrabutyyliammoniumjodidia ja 2,4 g bentsyylibromidia.

Suspensiota sekoitetaan 48 tunnin ajan 30 °C:ssa. Muodostunut
geos kaadetaan hitaasti 1.000 ml:aan etyyliasetaattia sekoit-
taen jatkuvasti. Muodostuu sakka, joka suodatetaan ja pestaan
4 kertaa 500 ml:lla etyyliasetaattia ja lopuksi sita tyh;6-

kuivatetaan 24 tunnin ajan 30 °C:ssa.

gaadaan 3,1 g otsikossa esitettya bentsyyliesterituotetta.
Esteriryhmien kvantitatiivinen maadritys suoritetaan julkaisun
Siggia S. ja Hanna J.G. "Quantitative organic analysis via
functional groups", S. 169 - 172, 4. painos, John Wiley &

Sons, mukaisesti.

Egimerkki 15: Hyvaluronihapon (HY) (osittaisgrgpxyli!esterin
valmistus - 85 % esterdityia karboksyyliryhmid, 15 % suolaksi

muodogtettuia karboksyyliryhmia (Na)

12,4 g HY—tetrabutyyliammoniumsuolaa, jonka molekyylipaino on
165.000, mika vastaa 20 mooliekvivalenttia monomeeristd yksik-
kda, liuotetaan 620 ml:aan dimetyylisulfoksidia 25 °C:ssa,
1isataan 2,9 g (17 mooliekv.) propyylijodidia ja saatu liuos

pidetédén 12 tunnin ajan 30 °C:ssa.

Lisataan liuos, joka sisaltaid 62 ml vettd ja 9 g natriumklo-
ridia ja muodostunut seos kaadetaan hitaasti 3.500 ml:aan
asetonia sekoittaen jatkuvasti. Muodostuu sakka, joka suoda-

tetaan ja pestaan kolme kertaa 500 ml:1lla asetoni/vetta (5:1)



42 94778

ja kolme kertaa asetonilla ja lopuksi sita tyhjokuivatetaan
kahdeksan tunnin ajan 30 °C:ssa.

Tuote liuotetaan sitten 550 ml:aan vettd, joka sisaltada 1 %
natriumkloridia, ja liuos kaadetaan hitaasti 3.000 ml:aan
agsetonia jatkuvasti sekoittaen. Muodostuu sakka, joka suoda-
tetaan ja pestaan kaksi kertaa 500 ml:1la asetoni/vettd (5:1)
ja kolme kertaa 500 ml:1lla asetonia ja lopuksi sita tyhjo-
kuivatetaan 24 tunnin ajan 30 °C:ssa. Saadaan 8 g otsikossa
esitettya osittaista propyyliesteria. Esteriryhmien kvantita-
tiivinen maaritys suoritetaan R.H. cundiffin ja P.C. Markuna-
sin menetelman mukaisesti [Anal. Chem. 33, 1028 1030 (1961)].

Esimerkki 16: Hyaluronihapon estereitd sisdltdvien kalvoijen

valmistus

Liuos valmistetaan HY:n n-propyyliesterista (MP 130.000) di-
metyylisulfoksidissa 180 mg/ml:n konsentraatiossa.

Kerrostuslaitteella levitetdan ohut kerros liuosta lasilevyl-
le; paksuuden on oltava 10 kertaa suurempi kuin kalvon lopul-
linen paksuus. Lasilevy upotetaan etanoliin, joka absorboi
dimetyylisulfoksidin, mutta ei liuota HY-esterid, joka muuttuu
kiintedksi. Kalvo irrotetaan lasilevyltd, pestéan jalleen

etanolilla, sitten vedelld ja jalleen etanolil

Niain saatu levya kuivatetaan puristimessa 48 tunnin ajan 30

°C:gsa.

Esimerkki 17: Hvaluronihapon estereitd sisdltdvien lankojen

eli kuitujen valmistus

Valmistetaan liuos dimetyylisulfoksidissa HY:n bentsyylies-
terista (MP 165.000) 200 mg/ml:n konsentraatiossa. N&din saatu
liuos puristetaan pumpun avulla langanvalmistuskoneen lapi,

jossa on 0,5 mm:n reikia.
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Langanvalmistuskone upotetaan etanoli/dimetyylisulfoksidiin
(80:20, tama konsentraatio pidetédan vakiona lisaamalla jat-
kuvasti etanolia). Kun liuos on liuennut dimetyylisulfoksi-
digsa talla tavalla, se pyrkii irrottamaan suurimman osan

dimetyylisulfoksidista ja lanka jahmettyy.

Lanka venytetdén, kun se viela siséaltéa dimetyylisulfoksidia,

sitten se venytetaan uudestaan ja pestaan etanolilla. Lanka

kuivataan typpivirrassa.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelma hyaluronihappoestereisté tai niiden suoloista
koostuvien kalvojen tai kuitujen muodostamiseksi, t un -
nettu siitd, ettd hyaluronihapon taydellinen tai osit-
tainen esteri, joka on muodostettu alifaattisen tai arali-
faattisen sarjan alkoholeista, liuotetaan orgaaniseen liuot-
timeen, liuos saatetaan kalvo- tai vastaavasti kuitumuotoon,
mink4 jalkeen orgaaninen liuotin poistetaan kisittelemdlla
sitd sopivalla ensimmdiseen ]iuottimeen liukenevalla orgaani-

gella tai vesipitoisella liuottimella.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne¢t t u
siita, ettd liuottimena kaytetadn dimetyylisulfoksidia.

3. Menetelma hyaluronihappoestereisté tai niiden suoloista
koostuvien kalvojen tai kuitujen muodostamiseksi,
tunnettusiita, etta hyaluronihapon taydellinen tai
ogittainen esteri, joka on muodostettu alifaattisen tai
aralifaattisen sarjan alkoholeista liuotetaan orgaaniseen
l1iuottimeen, liuocs saatetaan kalvo- tai vastaavasti kuitumuo-
toon minkid jalkeen orgaaninen liuotin poistetaan kasittele-
malla sitd sahkévirralla tai sopivasti kuumennetulla inertti-

kaasulla.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd, tunnettu
siita, ettd liuottimena kaytetadan heksafluori-isopropanolia.
5. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen menetelmd,
tunnet tu siita, ettd kalvot tai kuidut valmistetaan
alifaattisen sarjan estereista, joissa alifaattisen sarjan
alkoholeilla on korkeintaan 12 hiiliatomia ja ovat substitu-
oimattomia tai substituoituja yhdelld tai kahdella funktio-
naalisella ryhmé&lla, joka on amino-, hydroksi-, merkapto-,
aldehydi-, keto-, karboksi-, vetykarbyyli- tai divetykarbyy-

liaminoryhmd, eetteri-, esteri-, tioeetteri-, asetaali-,
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ketaali-, karbalkoksi-, karbamidi- tai substituoitu karbami-
diryhma, jolloin vetykarbyyliradikaaleissa yhdella tai kah-
della alkyyliryhmdlla on naissa funktionaalisesti modifioi-
duissa ryhmissd korkeintaan 6 hiiliatomia, ja jolloin tal-
laisten alifaattisen sarjan alkoholien hiiliatomiketjussa voi

olla heteroatomeja, jotka ovat happea, rikkia tai typpea.

6. Jonkin patenttivaatimuksen 1 - 4 mukainen menetelma,

t unnettu siita, etta kalvot tai kuidut valmistetaan
aralifaattisen sarjan estereistd, joissa aralifaattisen
sarjan alkoholeilla on korkeintaan yksi bentseenitdhde ja
alifaattisessa ketjussa on korkeintaan 4 hiiliatomia ja
pentseenitahteessd voi substituentteind olla 1 - 3 metyyli-
tai hydroksiryhmaa tai halogeeniatomeja, ja alifaattisessa
ketjussa voi substituentteind olla ykei tai kaksi funktio-
naalista ryhmda, jotka ovat vapaita aminoryhmia, mono- tai

dietyyliryhmid tai pyrrolidiini- tai piperidiiniryhmié.

7. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma,
tunnettu giita, ettd kalvojen tai kuitujen valmis-

tukseen kaytetdan yhta tai useampaa seuraavista aineista:

hyaluronihapon osittainen propyyliesteri, jossa 50 % karbok-
syyliryhmista on esterditynyt ja 50 % karboksyyliryhmista on

natriumsuolan mucdossa,

hyaluronihapon osittainen isopropyyliesteri, jossa 50 %
karboksyyliryhmista on esterditynyt ja 50 % karboksyyliryh-

mista on natriumsuolan muodossa,

hyaluronihapon osittainen propyyliesteri, jossa 85 % karbok-
syyliryhmista on esterditynyt ja 15 % karboksyyliryhmista on

natriumsuolan muodossa,

hyaluronihapon osittainen etyyliesteri, jossa 75 % karboksyy-
liryhmisté& on esterditynyt ja 25 % karboksyyliryhmista on

natriumsuolan muodossa,
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hyaluronihapon osittainen metyyliesteri, jossa 75 % karbok-
syyliryhmista on esterditynyt ja 25 % karboksyyliryhmista on

natriumsuolan muodossa,

hyaluronihapon taydellinen metyyliesteri,

hyaluronihap?n tédydellinen etyyliesteri,

hyaiuronihapon tdydellinen propyyliesteri,

hyaluronihapon osittainen butyyliesteri, jossa 50 % karbok-
syyliryhmista on esterditynyt ja 50 % karboksyyliryhmista on

natriumsuolan muodossa,

hyaluronihapon osittainen etoksikarbonyylimetyyliesteri,

jossa 75 % karboksyyliryhmista on esterditynyt ja 25 % kar-

boksyyliryhmista on natriumsuolan muodossa,

hyaluronihapon tdydellinen pentyyliesteri,

hyaluronihapon tdydellinen isopentyyliesteri,

hyaluronihapon tiaydellinen bentseeniesteri,

hyaluronihapon tiaydellinen fenyylietyyliesteri,

8. Saniteetti- ja kirurgiseen kayttdén soveltuvat, ei-tera-
peuttisesti kaytettavat kalvot tai kuidut, tunnetut
siitd, ettd ne sisaltavat alifaattisen tai aralifaattisen
sarjan alkoholeista muodostettuja hyaluronihapon tiydellisia

tai osittaisia estereita tai naiden estereiden epdorgaanisten

tai orgaanisten happojen kanssa muodostamia suoloja.
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pPatentkrav:

1. rForfarande for framstallning av folier eller fibrer
bestdende av hyaluronsyraestrar eller salter darav,

Kk annetecknat av att en fullsténdig eller partiell
ester av hyaluronsyra och alkoholer av den alifatiska eller
den aralifatiska serien 16ses i ett organiskt 18sningsmedel
och lésningén pringas i folie- respektive fiberform, och
sedan avlagsnas det organiska 1&dsningsmedlet genom behandling
med ett annat lampligt organiskt eller vattenhaltigt 1&s-
ningsmedel, som ar 16sligt i det fdérsta 14sningsmedlet.

5. Férfarande enligt patentkrav 1, kannetecknatav

att sasom loésningsmedel anvands dimetylsulfoxid.

3. Forfarande for framstallning av folier eller fibrer
bestdende av hyaluronsyraestrar eller salter darav,
kannetecknat av att en fullstandig eller partiell
ester av hyaluronsyra och alkoholer av den alifatiska eller
aralifatiska serien l16ses i ett organiskt 18sningsmedel,
16sningen bringas i folie- respektive fiperform, och sedan
avlagsnas det orgahiska 18sningsmedlet genom behandling med

elstrom eller en lampligt upphettad inert gas.

4. Forfarande enligt patentkrav 3, kannetecknat

av att sasom 18sningsmedel anvands hexafluorisopropanol.

5. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1 - 4,
kannetecknat av att folierna eller fibrerna fram-
stills av estrar av den alifatiska serien, varvid alkoholerna
av den alifatiska serien uppvisar hoégst 12 kolatomer och de
sr osubstituerade eller substituerade med en eller tva funk-
tionella grupper, vilka &r valda bland en grupp som bestar av
amino-, hydroxi-, merkapto-, aldehyd-, keto-, karboxi-,
vatekarbyl- och divatekarbylaminogrupper, eter-, ester-,
tioeter-, tioester-, acetal-, ketal-, karbalkoxi-, karbamid-

och substituerade karbamidigrupper, varvid vatekarbylradika-
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jerna har en eller tva alkylgrupper som i dessa funktionellt
modifierade grupper uppvisar hogst 6 kolatomer och varvid
kolatomkedjan i dylika alkoholer av den alifatiska serien kan

uppvisa heteroatomer, som iar syre, svavel eller kvave.

6. Forfarande enligt ndgot av patentkraven 1 - 4,

k annetecknat avatt folierna eller fibrerna fram-
stalls av estrar av den aralifatiska serien, varvid alkoho-
lerna av den aralifatiska serien har minst en bensenrest och
den alifatiska kedjan har hogst 4 kolatomer och bensenresten
gdsom substituenter uppvisar 1 - 3 metyl- eller hydroxigrup-
per eller halogenatomer och den alifatiska kedjan sasom
substituenter kan ha en eller tvA funktionella grupper, vilka
sr valda bland en grupp bestdende av fria aminogrupper, mono-

eller dietylgrupper eller pyrrolidin- eller piperidingrupper.

7. Férfarande enligt nagot av de fdregidende patentkraven,
kannetecknatavatt f£6r framstdllning av folierna

eller fibrerna anvinds ett eller flera av fdéljande amnen:

hyaluronsyrans partiella propylester, vars karboxylgrupper
till 50 % &r i esterform och till 50 % i formen av ett nat-

riumsalt,

hyaluronsyrans partiella isopropylester, vars karboxylgrupper
till 50 % &ar i esterform och till 50 % i formen av ett nat-

riumsalt,

hyaluronsyrans partiella propylester, vars karboxylgrupper
till 85 % ar i esterform och till 15 % i formen av ett nat-

riumsalt,

hyaluronsyrans partiella etylester, vars karboxylgrupper till

75 % &r i esterform och till 25 % i formen av ett natrium-

salt,

hyaluronsyrans partiella metylester, vars karboxylgrupper
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till 75 % ar 1 esterform och till 25 % i formen av ett nat-

riumsalt,

hyaluronsyrans fullstandiga metylester,

hyaluronsyrans fullstiandiga etylester,

hyaluronsyrans fullstandiga propylester,

hyaluronsyrans partiella butylester, vars karboxylgrupper
till 50 % ar i esterform och till 50 % i formen av ett nat-

riumsalt,

hyaluronsyrans partiella etoxikarbonylmetylester, vars karbo-
xylgrupper £ill 75 % ar i esterform och till 25 % i formen av

ett natriumsalt,

hyaluronsyrans fullstandiga pentylester,

hyaluronsyrans fullstandiga isopentylester,

hyaluronsyrans fullstandiga bensenester,

hyaluronsyrans fullstandiga fenyletylester,

8. Fbr sanitets- och kirurgiskt bruk avsedda folier och
fibrer, vilka ar amnade for icke-terapeutisk anvandning,
kanneteckna d e av att de innehdller fullstandiga
eller partiella estrar bildade av hyaluronsyra och alkoholer

av den alifatiska eller den aralifatiska serien eller salter

av dessa estrar bildade av oorganiska eller organiska syror.
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