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(57) Tiivistelmi:

Keksinndn kohteena on menetelmi olennaisesti puhtaan hyal-
uronihappofraktion valmistamiseksi. Menetelmdn mukaan dehyd-
rataan kudosta, joka sisilt#4 saatavissa olevan midrén hyal-
uronihappoa, alistetaan saatu dehydrattu kudos entsymaatti-
seen hajotukseen ja alistetaan niin saatu seos molekyylisuo-
datukseen. Keksinndn mukaan molekyylisuodatus suoritetaan
edullisesti ensin sellaista kalvoa k&yttien, jonka molekyy-
lipainon mukainen ekskluusioraja on n. 30 000, jonka jélkeen
kalvolla piditetty seos alistetaan toiseen molekyylisuoda-
tukseen, jossa k¥ytetiin kalvoa, jonka ekskluusioraja on n.
200 000. TH113 tavalla saadaan kaksi hyaluronihappofraktio-
ta, joiden keskimiiriiset molekyylipainot ovat n. 50 000 -
n. 100 000 ja vastaavasti n. 500 000 - n. 730 000.

Keksinndn mukaan eristetyt hyaluronifraktiot ovat farmaseut-
tisesti aktiivisia. Alemman molekyylipainon omaava fraktio
on kdyttdkelpoinen haavojen parantamisessa, ja korkeamman
molekyylipainon omaava fraktioc vastaavasti intraokulaarisis-
sa ja intra-artikulaarisissa injektioissa.



(57) Sammandrag

Uppfinningen avser ett férfarande for framstillning av en vidsentligen
ren hyaluronsyrafraktion. Enligt uppfinningen dehydrerar man
vivnad, som innehiller en tillg&nglig mingd hyaluronsyra,
varefter den dehydrerade vdvnaden underkastas enzymatisk
sénderdelning och den sdlunda erhdllna blandningen molekyl-
filtrering. Enligt uppfinningen utfdr man molekylfiltre-
ringen f&retriddesvis férst genom anvdndning av en membran,
vars exklusionsgrins enligt malekylvikt dr ca 30 000, varefter
man underkastar den blandning som retenterats pi membranen
en andra molekylfiltrering, varvid man anvdnder en membran
med en exklusiongrins pd ca 200 000. P8 detta sitt erhdller
man tvd hyaluronsyrafraktioner, vilkas medelmolekylvikter &r ca
50 000 - ca 100 000 respektive ca 500 000 - ca 730 000.
Hyaluronfraktionerna som isolerats enligt uppfinningen &r

farmaceutiskt aktiva. Fraktionen med ldgre molekylvikt &r an-

vindbar vid botande av sirnader och fraktionen med hdégre mole-

kylvikt pd motsvarande sitt i intraokuldra och intraartiku-
lira injektioner.
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Menetelm3 farmaseuttisen aktiivisuuden omaavien hyaluroni-
happofrakticiden valmistamiseksi

Tdmdn keksinndn kohteena ovat er#it sellaiset hyaluronihapon
(timdn jdlkeen HA:n) molekyylipainofraktiot, joita voidaan
kidyttdi terapeuttisesti ja joilla tdlldin ei ole tulehduksia
aiheuttavia ominaisuuksia. Eristd tdmidn keksinndén mukaista
HA-fraktiota voidaan kdyttdd haavojen parantumisen edistimi-
seen, toinen HA-fraktio taas sopii kdyttdvdksi intraokulaa-
risesti (silmin sisdisesti) endobulbaaristen nesteiden kor-
vaamiseen tai intra-artikulaarisessa (nivelensisdisessi)
injektiossa hoidettaessa vahingoittuneita luuliitoksia. HA-
fraktioiden on edelleen todettu olevan kiyttdkelpoisia apu-
aineina silmiliikkeissd, jolloin saadaan aikaan valmisteita,
jotka ovat yhteensopivia sarveiskalvoepiteelin kanssa ja
parantavat silmdldikkeiden aktiviteettid.

Hyaluronihappo on luonnossa esiintyvd heteropolysakkaridi,
joka koostuu D-glukuronihapon ja N-asetyyli-D-glukosamiinin
vuorottelevista tihteistid. HA on lineaarinen polymeeri, jol-
la on korkea molekyylipaino, yleisesti noin 8 - 13 miljoo-
naa, ja sitd on 1ldydetty solukuorissa, selkdrankaisten side-
kudosten solun ulkopuolisessa aineessa, nivelten nivelvoide-
nesteessi, silmin endobulbaarisissa nesteissd, ihmisen napa-
nuorakudoksessa ja kukon heltoissa.

Aikaisemmat HA:n kdytdn tutkimukset sisdltyvdt Balazsin tyd-
hén, US-patentti 4,141,973, ja niiden kohteena on HA:n frak-
tio, jota voidaan kdyttdi endobulbaaristen nesteiden korvaa-
miseksi samoin kuin muihin terapeuttisiin sovellutuksiin.
Mainittu patentti koskee kuitenkin erityisesti HA-fraktio-
ta, jonka keskimiddrdinen molekyylipaino on suurempi kuin
noin 750.000 ja mieluummin suurempi kuin noin 1.200.000.
Balazs esittii nimenomaan, etti HA:n fraktiot, joiden keski-
mddrdinen molekyylipaino on alle 750.000, eivdt ole tera-

peuttisesti kiyttdkelpoisia niiden tulehduksellisen aktivitee-
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tin johdosta. Balazs hylkd3d ndmd HA:n alhaisemman molekyyli-
painon omaavat fraktiot. Kuitenkin tdmi saa aikaan sen, ettd
noin 90 % koko kdytettdvissd olevan HA:n md3drdstd, jotka
voidaan saada l&hdekudoksista, hyldtdidn ja siten kdytetdidn

vain pieni md&rd (noin 10 %) kdytettdvissd olevasta HA:sta.

Pidinvastoin kuin Balazsin opit esilld olevan hakemuksien ha-
kija on todennut, ettd HA:n alhaisemman molekyylipainon
omaavilla fraktioilla on todella kdyttdkelpoinen farmaseut-
tinen aktiviteetti. Siten esilld olevan keksinndn mukaisesti
kdytetd3d3n noin 80 % erilaisista ldhteistd saatavaa HA:ta.
Etenkin hakija on 18ytdnyt yhden HA:n fraktion, jota voidaan
kdyttdd haavan parantumisen stimuloimiseen, ja toisen HA:n
fraktion, jota voidaan kdyttdi intraokulaarisissa injekti-
oissa endobulbaaristen nesteiden korvaamiseksi silmdssd ja
intra-artikulaarisissa injektioissa vahingoittuneiden 1lii-
tosten hoitamiseksi.

Kuvio 1 on kaavio, joka esittdd ne hyaluronihapon eri frak-
tiot, jotka keksijdt ovat tunnistaneet.

Kutenvyllé on esitetty, HA:n aikaisemmat tutkimukset, kuten
esimerkkind esitetty Balazsin patentti, ovat kohdistuneet
niiden korkean molekyylipainon omaavien fraktioiden kdyt-
t56n, joiden keskimidiriisend molekyylipainona on yli
750.000. Hakija on eristdnyt Jja karakterisoinut kaksi uutta
HA:n fraktiota, joista toisella on alhainen molekyylipaino
ja toisella on keskikokoa oleva keskimdd@rdinen molekyylipai-
no ja joiden katsotaan olevan olennaisesti puhtaita, koska
niilld on suuri puhtausaste eikd niilld ole tulehduksia ai-
heuttavaa aktiviteettid. Nim3d uudet HA:n fraktiot voidaan
‘saada erilaisista sidekudoksista, jotka sisdltdvdt uutetta-
vissa olevia midirii hyaluronihappoa. Keksinndn fraktiot
erotetaan molekyylisuodatustekniikkojen avulla.

Hakijan eristidmidi ensimmdistd fraktiota kutsutaan nimelld
HYALASTIINI ja sen keskimdidriinen molekyylipaino on noin
50.000 - noin 100.000. TAmAn HYALASTIINI-fraktion on to-
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dettu soveltuvan ihmisiin ja eldimiin kohdistuvaan terapeut-
tiseen kdyttddn sen haavoja parantavan aktiviteetin johdos-
ta. Hakijan eristdmii toista fraktiota kutsutaan nimelli
HYALEKRTIINI ja sen keskimddrdinen molekyylipaino on noin
500.000 - noin 730.000. Timi HYALEKTIINI-fraktio sopii kdy-
tettdvédksi silmdkirurgiassa endobulbaaristen nesteiden kor-
vaamiseksi ja eldinten ja ihmisten terapiaan nivelten trau-

maattisissa ja degeneratiivisissi sairauksissa.

HYALASTIINIA voidaan antaa joko intradermaalisena (ihon si-
séisend) injektiona tai sitd voidaan kdyttii paikallisena
aineena haavojen parantamiseksi. HYALEKTIINI on toisaalta
sopiva intraokulaariseen ja intra-artikulaariseen injekti-
oon.

Tdmdn keksinndn hakija on intensiivisesti tutkinut HA:n
erilaisia fraktioita ja on etenkin midrittdnyt huomattavasti
tarkemmalla tavalla kuin aikaisemmin HA:n terapeuttisesti
kdyttdkelpoiset fraktiot ja HA:n tulehduksia aiheuttavat

ja kdyttdkelvottomat fraktiot. Niiden tutkimusten tuloksena
hakija on tunnistanut HA-fraktioiden kaksi erityistd ominai-
suutta ja tutkinut niitd, nimittdin solumobilisaation
aktiviteettid ja sisdisti viskositeettii. Solumobilisaatio,
etenkin fibroblastien mobilisaatio, edistii eldinten haavo-
jen parantumisprosessia. Toisaalta solumobilisaatio- tai
uudiskasvuaktiviteettid (so. mytosis) on viltettivid suori-
tettaessa kirurgisia toimenpiteitd silmdmunassa. Niin on
etenkin kun suoritetaan leikkauksia verkkokalvon irtoamisen
korjaamiseksi, jolloin lisiintyneelld parantumisnopeudella
voi olla vahingollisia vaikutuksia.

HA-fraktion ominaisviskositeetti on myds tidrked parametri,
joka on otettava huomioon arvioitaessa fraktion hyddylli-
syyttd. Korkean ominaisviskositeetin omaava fraktio sopii
edullisesti kirurgiseen kidyttddn, luonteeltaan traumaattis-
ten tai degeneratiivisten nivelten sairauksien terapiaan ja
endobulbaaristen nesteiden korvaamiseen. Korkea viskositeet-

ti ei toisaalta ole toivottava ominaisuus sellaisissa frak-~
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tioissa, joita kdytetdédn l13ikeaineina haavojen paranemisen
edistimiseksi. Haavojen parantamiseen kiytettdvilld frakti-
oilla tulisi itse asiassa olla alhainen viskositeetti niin,

etti ne ovat helpommin ki#ytettdvissa kiytdnndn sovellutuk-
sissa.

Hakijan tunnistamalla HYALASTIINI-fraktiolla on todettu

olevan hyvd mobilisaatio- tai solujen wudiskasvuaktiviteetti
ja alhaiset viskositeettiominaisuudet. Siten HYALASTIINILLA
on ominaisuudet, joita toivotaan materiaalilta, jota voidaan

kiyttidd haavojen parantumisen edistdmiseen.

Samat ominaisuudet tekevdt HYALASTIINI-fraktiosta ei-toivot-
tavan intraokulaarisissa tai intra-artikulaarisissa injektio-
hoidoissa tapahtuvaan kdyttdon.

Hakijan tunnistamalla HYALEKTIINI-fraktiolla on todettu
olevan merkityksetdn solumobilisaatio- tai wudiskasvuaktii-
visuus, kun taas samalla silli on korkea viskositeetti.
Tisti syystd ndmd ominaisuudet tekevidt HYALEKTIINI-frakti-
osta kdyttdkelpoisen intraokulaarisiin ja intra-artikulaa-
risiin injektiokdsittelyihin. Toisaalta HYALEKTIINI ei kui-
tenkaan ole kidyttdkelpoinen haavojen parantamiskésittelyis-

si, koska tdlld fraktiolla ei ole solumobilisaatioaktiivi-
suutta.

Eristettidessid hyaluronihapon kiyttdkelpoisia fraktioita on
myds tdrkedd saada ne fraktiot, joilla ei ole tulehduksia
aiheuttavaa (eli inflammatorista) aktiivisuutta. Balazsin
yll3d mainitussa patentissa esitetddn, ettdi kun halutaan
saada hyaluronihappofraktiot, joilla ei ole inflammatorista
aktiivisuutta, on kdytettdva yksinomaan fraktioita, joiden
keskimiiriinen molekyylipaino on jli 750.000. Siten Balazs
hylkidia ne fraktiot, joiden keskimddrdinen molekyylipaino on
alle 750.000, katsoen niiden olevan kdyttdkelvottomia in-
flammatorisen aktiivisuutensa vuoksi. Pdinvastoin kuin mitad
Balazsin julkaisussa on esitetty, esilld olevan hakemuksen

hakija on todennut, etti se inflammatorinen aktiivisuus,
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jonka Balazs viitt#3d johtuvan fraktiosta, joiden keskimii-
rdinen molekyylipaino on alle 750.000, johtuu itseasiassa
epdpuhtauksista, joiden keskimdirdinen molekyylipaino on
alle 30.000. Esilli oleva keksint®d saa siten aikaan menetel-
mdn, joka kdsittdi useita molekyylisuodatusmenetelmii
yhdistettynd kemiallisiin menetelmiin ja jolla voidaan
poistaa inflammatorinen fraktio, jonka molekyylipaino on
alle 30.000.

Keksinndn mukaisilla menetelmilli on mahdollista saada hyal-
uronihapon kdyttdkelpoisia fraktioita, joilla ei ole inflam-
matorista aktiivisuutta ja jotka muodostavat yhdessi noin

80 %:n kokonaissaannon siiti hyaluronihappomiiristi, joka
voidaan saada kyseeseen tulevista liht8aineista. Timi
kdytettdvissd olevan hyaluronihapon 80 %:n saanto kisittii
yhdistetyn fraktion, joka on HYALEKTIINI- ja HYALASTIINI-
fraktioiden yhdistelmd ja jonka keskimiiriinen molekyyli-
paino on noin 250.000 - noin 350.000. Etenkin HYALEKTIINI-
fraktiota saadaan noin 30 $:n saantona kiytettivissi olevas-
ta HA:sta ja HYALASTIINI-fraktiota saadaan noin 50 $:n saan-
tona kdytettdvissi olevasta HA:sta lihtdkudoksista. Tami
tekijd on tdrkei parannus verrattuna ylli esitetyn Balazsin
patentin menetelmi3idn siind, etti esillid olevan keksinndn
keksijdt ovat havainneet, ettd kiytettivissid olevan hyal-
uronihapon merkitt#visti suuremmat miirit ovat farmaseutti-
sesti kdyttdkelpoisia. KRiyttimdlli vain fraktiota, jonka
keskimddriinen molekyylipaino on yli 750.000, Balazsin
menetelmd antaa vain noin 10 %:n saannon alkuperiisesti
eldinten elimisti perdisin olevasta hyaluronihaposta ja
hylkd3d noin 90 % kiytettdvissi olevasta hyaluronihaposta.
Siten esilld olevan keksinndn mukaisesti koko hyaluroniuut-
teen kdyttdkelpoisuus on lisiintynyt huomattavasti.

Suhteellisten saantojen vertailu hyaluronihapon eri frakti-
oiden uuttamisesta on esitetty taulukossa 1.
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Taulukko 1
Hyaluronihappo- g/100 g % Viite
tyyppi tuoretta kudosta

Kukonheltoista 0,8 100 Swann D.A. 1968,

saatava koko Biochim, Biophys.

hyaluronihappo Acta 156, 17-29

HA (Balazsin 0,08 10 UsS-patentti

esittdmid tyyppi) 4,141,973

HYALEKTIINI + HYALASTIINI 0,6 80 esill3d oleva
keksintd

HYALEKTIINI 0,2 30 esilld oleva
keksintd

HYALASTIINI 0,4 50 esilli oleva
keksintd

Inflammatorinen 0,16 20 esillid oleva

fraktio keksintd

Kuvio 1 esittd#d graafisesti eri HA-fraktioita, jotka t&mdn
hakemuksen hakija on tunnistanut. Ruvion 1 yhtendiselld vii-
‘valla piirretty kellonmuotoinen kdyrd esittdi lihtdkudokses-
ta saatavien HA-fraktioiden likimairiistd jakautumista.
Kuvion 1 alue "B" esittda HA-fraktiota, jonka Balazs on
tunnistanut US-patentissa 4,141,973 farmaseuttisesti kdyttd-
kelpoiseksi. Kuvion 1 alueet "a", I ja II ovat fraktiot,
jotka tdmén hakemuksen hakija on tunnistanut, jolloin alue

A on inflammatorinen fraktio, jonka keskimdidrdinen molekyyli-
paino on alle 30.000; alue I on HYALASTIINI-fraktio ja alue
II on HYALEKTIINI-fraktio. Tdstd kaaviosta voidaan ndhdd,
etti Balazsin menetelmd hylkdd suurimman osan kdytettdvissd
olevasta uutettavasta HA:sta eliminoimalla HA-fraktiot,
joiden keskimiiridinen molekyylipaino on alle 750.000. Esilld
oleva keksintd sallii toisaalta kiytettdvissd olevan HA:n
suuren osuuden fgrmaseuttisen kdiytdn, koska alhaisen mole-

kyylipaindn omaava hyaluronihapon fraktio, jonka keskimdd-
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riinen molekyylipaino on alle 30.000, saa aikaan inflammato-
risen aktiivisuuden, jota aikaisemmat tutkijat eivdt ole
havainneet HA:n erilaisilla uutteilla.

Esilld olevan hakemuksen hakija on havainnut, etti# suuri
prosenttimdird kiytettdvissd olevaa HA:ta voidaan itse asi-
assa kdyttdd terapeuttisiin tarkoituksiin, jos se erotetaan
tdmdn keksinndn oppien mukaisesti aina terapeuttisen sovel-
lutuksen mukaan. Vaikka Balazsin patentti esittii erityises-
ti vain kdytettdvissi olevan HA:n noin 10 $:n kdyttdd, esilld
oleva keksintd sallii kidytettivissi olevan HA:n noin 80 $:n
kdytdn joko HYALASTIINI-fraktion muodossa haavan parantamis-
sovellutuksissa tai HYALEKTIINI-fraktion muodossa intraoku-
laarisiin ja intra-artikulaarisiin kdyttdotarkoituksiin tai
yhdistetyn HYALASTIINI ja HYALEKTIINI-fraktion muodossa, jo-
ta voidaan myds kdyttid haavan parantamistarkoituksiin.

Tunnistettujen fraktioiden kemiallisia ja fysikaalisia omi-
naisuuksia on myds tutkittu esilli olevan hakemuksen hakijan
toimesta ja nidmi ominaisuudet on esitetty taulukossa 2.
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Biologisen ja farmaseuttisen aktiivisuuden arviointi

l. Hyaluronihappofraktioiden solumobilisaation biologinen
aktiivisuus:

Menetelmisi, joka koostuu fibroblastien kiinnitysaktiivisuu-
den mi3drityksesti viljelyssd, kdytettiin menetelmini HA-
fraktioiden solumobilisaatioaktiivisuuden mddrittimiseksi.

Hiiren BALB 3T3—solﬁja kasvatettiin Dulbeccon modifioidussa
Eagle-vdliaineessa, jota oli tdydennetty 10 $:sella vasikan-
seerumilla, penisilliinilli (250 yksikkdd/ml) ja streptomy-
siinilld (0,25 mg/ml), ja inkuboitiin kostutetussa 5 $:sessa
CO2:ssa, 95 %¥:sessa ilmassa 37°C:ssa. Koetarkoituksia varten
solut istutettiin rutiininmukaisesti ldpimitaltaan 60 mm
oleviin muovikudosviljelymaljoihin (6x105 solua/malija).

3T3-solujen yhtyvit yksiatomiset filmikerrokset dekantoitiin
jJa lis3dttiin tuoretta vdliainetta, joka sisilsi 2,0 mg/ml
HA:n eri fraktioita. M3drdtyin vdlein tutkittiin soluxrtoa-
mista seki mikroskooppisesti ettd laskemalla 1iikkuneet solut
Coulter-laskimessa.

Irtoamisanalyysi: Irtoamiskinematiikan mittaamiseksi solut
istutettiin muovimaljoihin ja niiden annettiin kasvaa 24
tuntia. Tdmdn ajan jdlkeen viljelyviliaine dekantoitiin ja
lisdttiin tuoretta viliainetta, joka sisilsi 2,0 mg/ml
HA:ta. Joka 24 tunnin kuluttua dekantoitiin kaksi maljaa,
yYksi testiviljely ja yksi kontrolliviljely ja sekid superna-
tantissa olevat solut etti kiinnittyneet solut laskettiin
Coulter-laskimessa.

Taulukko 3 esittdd tuloksia, jotka on saatu testeilli kiy-
tettdessi valmistusesimerkeissi 1 - 3 saatuja fraktioita.
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Taulukko 3

Mobilisaatiotutkimusten tulokset

Fraktio

79554

Konsentraatio Irronneiden % tehokkuus
(mg/ml) solujen mdad- (verrattuna
ri verrattuna vertailun
kontrolleihin fraktioon)
Vertailu 2 x 106
HYALEKTIINI
+ 2 3,5 x 106 75
HYALASTIINI
HYALEKTIINI 2 2,1 x 106 5
HYALASTIINI 2 5 x 106 150

Taulukon 3 arvot osoittavat, ettd HYALASTIINI-fraktiolla on

korkea solumobilisaatioaktiivisuus ja t&atd fraktiota

kiyttdd haavojen parantamiseksi.

diskasvua, kun fraktion farmaseuttista valm

vaurioituneella kudosalueella.

Toisaalta HYALEKTIINI-fraktiolla on hyvin vdhdn sol

aatiota ja uu-

istetta kdytetddn

umobili-

saatioaktiivisuutta eikda sitd voida siiti syystd kdyttdad

haavojen parannuksessa. HYALEKTIINI-fraktio o

n kuitenkin sen

korkean keskimddrdisen molekyylipainon ja luonteenomaisen

viskositeetin johdosta kiyttdkelpoinen okulaarisissa ja

intra-artikulaarisissa injektioissa jJa huomattavan solumobi-

lisaatioaktiivisuuden puute on hyvin tdrked HYALEKTIINI-

fraktion ominaisuus, mikd tekee siitd erittdin kiyttdkelpoi-

sen intraokulaarisissa ja intra-artikulaarisissa injektiois~-

Sa.

2. Hyaluronihappofraktioiden biologinen inflammatorinen ak-

tiivisuus:

voidaan
HYALASTIINIn t&md mobili-
saatioaktiivisuus stimuloi uusien solujen migr
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Titd arviointia varten k3ytetddn invasiivisen solulaskennan
menentelmidd, kun fraktioita on annettu intraokulaarisesti
kaneilla.

Menetelmi

Tissi testissd kdytettiin viittd New Zealand- tai Califor-
nia-kania, jotka painoivat noin 2 kg ja joilla on varmistet-
tu tiydellinen n#kd. Kanien ulkosilmi tarkistetaan inflamma-
toristen prosessien suhteen makroskooppisella tasolla ja
sisisilmi tarkastetaan oftalmoskoopilla. Jos silmdnpohja on
selvidsti ndhtdvissid ja normaali, testi voi edeti.

Valitut elidimet alistetaan paikallispuudutukseen oftalmolo-
giaa varten tiputtamalla muutama pisara sopivaa steriilid
puudutusainetta. Samoin tiputetaan muutama pisara oftalmo-
logisessa liuoksessa olevaa atropiinia.

Testi suoritetaan steriileissi olosuhteissa. Silmdmuna saa-
tetaan tydntymidn esiin paineen avulla, kunnes on mahdollis-
ta injisoida kovakalvon ldpi noin 5 - 6 mm reunuksesta lasi-
aisontelon keskikohdassa 100 pl liuosta kdyttdmdlla 26 G
neulaa. Toinen silmi otetaan kontrolliksi. Kaksi pisaraa an-
tibioottista liuosta tiputetaan kidsiteltyyn silmddn ja eldi-
met sijoitetaan sitten yksittdisiin hdkkeihin.

50 - 60 tunnin kuluttua testid voidaan jatkaa. Silmdt tar-
kistetaan samalla tavalla kuin ylld eldimien valintaa
varten. Eldimet tapetaan Pentothalin intravenddsiselld in-
jektiolla. Sitten ensin kerit#in vesipitoinen neste (noin
0,2 ml) insuliiniruiskun avulla 26 G neulalla. Silmdmunat
poistetaan sitten, vapautetaan kaikesta vieraasta aineesta,
pestdin suolaliuoksessa, kuivataan billbolous-paperilla ja
leikataan ja avataan petrilevyissi, erottamalla lasiaisneste
ja kerdimidlli se steriililld ruiskulla (noin 0,7 ml). Lasi-
aisneste sijoitetaan pieniin polyetyleenitestiputkiin ja 1li-
sitiin 50 pul hyaluronidaasia (100 U NF/ml). Seos pidetddn
sitten 37°C:n limp&tilassa noin 3 tuntia liuoksen pitdmisek-
si vihemmdn viskoosina.
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Leukosyyttilaskenta suoritetaan mikroskoopilla vaihekontras-
tilla (120 x) Burker-kammiossa. Laskentojen sarja suorite-

taan jokaisella niytteellid laskemalla keskiarvo ja esittd- -
milld tulos leukosyyttien miirini per mm3.

Testi katsotaan positiiviseksi, kun

1) tutkituissa silmissd ei ole mit&dn
vahingoittumismerkkejid jJja

2) leukosyyttien mi#drd kdsittelyn 5 silmdn vdhintddn
neljidn keskiarvo ei ole yli 200/mm3 ja jokaisen
kontrollisilmidn leukosyyttien keskimddrid ei ole yli
50/mm3 .,

Taulukossa 4 on esitetty tdstd arvioinnista saadut tulokset

kiytettiessi yllid valmistusesimerkeissd 1 - 3 saatuja HA-
fraktioita.

Taulukko 4

Inflammatorisen aktiivisuuden tutkimustulokset

Fraktio Invasiivisien solujen mdard
Kontrolli 25
HYALASTIINI + HYALEKTIINI 32
HYALASTIINI 20
BYALEKTIINI 22

Inflammatorinen fraktio

(keskim. molek.paino 30.000) 150
Kukon heltoista saatu koko

hyaluronihappo (RF. Swann D.A.

1968, B.B.A. 156, 17-29) 120

Taulukossa 4 esitetyt tulokset esittdvdt, ettd HYALASTIINI-
ja HYALEKTIINI-fraktioilla ei ole inflammatorista aktiivi-
suutta yli kontrollin ja yhdistetyilld HYALASTIINI- ja HYA-
LEKTIINI-fraktioilla on vain mitdtdn inflammatorisen aktii-
visuuden kasvu verrattuna kontrolliin. Siten HYALASTIINI- ja

-
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HYALEKTIINI-fraktiot ovat farmaseuttisesti kdyttdkelpoisia
ilman ettd niilld on ei-toivottuja inflammatorisia
sivuvaikutuksia. Nimid tulokset vahvistavat myds edelleen ha-
kijan havainnon, ettd HA-fraktio, jolla on alhainen noin al-
le 30.000 oleva keskimd&riinen molekyylipaino, on vastuussa
HA-valmisteiden inflammatorisesta aktiivisuudesta. Kukonhel-
toista saadulla hyaluronihapolla, joka on valmistettu kirjal-
lisuudessa esitetylld Swannin menetelmi#llid (Swann D.A. 1968,

B.B.A. 156, 17-29) on huomattava inflammatorinen aktiivi-
suus,

Siten on esitetty, ettd HYALASTIINI-fraktioclla, jonka keski-
mddrdinen molekyylipaino on noin 50.000 - 100.000, on korkea
solumobilisaatioaktiivisuus ja se on siten kdyttdkelpoinen
haavanparannussovellutuksissa, ilman ettd sillid on ei-
toivottuja inflammatorisia reaktioita. HYALEKTIINI-fraktio,
jonka keskimddridinen molekyylipaino on noin 500.000 -
730.000, on todettu sopivaksi okulaariseen ja intra-
artikulaariseen injektioon sen korkean molekyylipainon ja
luonteenomaisen viskositeetin johdosta ja samanaikaisesti se
ei stimuloi solumobilisaatiocaktiivisuutta eikd inflammatori-
sia reaktioita, jotka ovat ei-toivottuja sivuvaikutuksia,
joita tulee valttd3d farmaseuttisissa sovellutuksissa.

Etenkin HYALASTIINI-fraktio on todettu kiyttdkelpoiseksi
haavanparannusvalmisteissa seuraavien ominaisuuksien johdos-
ta.

l. valmiste edistdd huomattavasti lyhentynyttd parantu-
misaikaa verrattuna tavanomaiseen terapiaan, jolloin
vahingoittunut alue tasoittuu nopeasti, haavan reunat
tulevat sddnndllisiksi, jyvdiskudos kehittyy voimak-
kaasti, makrofagien ja fibroblastien solumigraatio
aktivoituu ja epitelisoituu aikaisin.

2. Valmiste edistdd lisddntynyttd mukautuvuutta rekons-
truktiivisen kirurgian suhteen vakavammissa tapauk-
sissa.

3. Arpikasvaimen tai kokoonvetiytyneen arpimuodostuksen
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puuttuminen, jolloin lopullinen arpisen kudoksen uu-
delleenmuotoutuminen tuottaa hyvdt kosmeettiset ja
toiminnalliset tulokset.

HYALASTIINI-valmiste on todettu kdyttdkelpoiseksi hoidettaes-
sa erilaisia haavoja mukaanlukien makuuhaavat, kudosravitse-
mukselliset haavat, palovammat, kivuttomat haavat, posttrau-
maattiset haavat, suonikohjuiset ja postplebiittiset haavat
laskimoveritdplistd, radionekroosi, ihovauriot, ihosiirrdn-
niiset ja herpes simplexin aiheuttamat ihovammat. Nditd
haavanparannuskdsittelyjd varten HYALASTIINI-valmistetta tai
sen natriumsuolaa voidaan antaa eri menetelmilld, kuten har-
sotyynyilld, voiteena, spraynd tai ampulleina intramediaali-
sia injektioita varten. Tooppisia sovellutuksia, kuten voi-
teena tai harsotyynylld HYALASTIINI yhdistetdin mieluummin
emulgointiaineen kanssa, joka absorboi tulehdusnesteen pal-
jaana olevalta alueelta ja antaa hyaluronihapon erinomaisen
diffuusion, ja veteen dispergoituvan tiyteaineen kanssa, niin
etti haavasidos on helposti poistettavissa.

HYALEKTIINI-fraktion on todettu olevan erittdin kdyttdkel-
poinen hevosten, etenkin kilpahevosten hoitamisessa, joilla
on nivelsairauksia ja -tauteja, jotka aiheutuvat akuutin tai
kroonisen trauman, infektioiden ja toistettujen intra-arti-
kulaaristen kortikosteroidisten injektioiden johdosta.
Erityisiid HYALEKTIINI1l&d kisiteltdvien sairauksien esimerk-
kejd ovat osteocartroosi joko inflammatoristen ilmididen
kanssa tai ilman, akuutti tai krooninen synoritis, degenera-
tiiviset prosessit nivelrustoissa ja kuiva niveltauti. N&di-
den sairauksien yleisimpii symptomeja ovat yleisesti kipu,
heikentynyt niveltoiminta ja vihentynyt niveltaipuminen.
Keksinndn mukaisen HYALEKTIINI-fraktion on todettu edistdvén
tillaisten sairastavien hevosten parantumisajan huomattavaa
lyhentymistd verrattuna tavanomaiseen terapiaan, edistdvén
niveltoiminnan aikaista ja kestdvaa parannusta ja vihentdvan
kipua ja raajarikkoisuutta. Niiti kliinisesti edullisia vai-
kutuksia uskotaan edistettdvén nivelvoidenesteen viskoelas-
tisuuden normaalistumisen ja kudoksen korvautumisprosessien

aktivoinnin ansiosta nivelrustoissa.
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Lisdksi kaikkia ylli olevia edullisia vaikutuksia edistetdin
HYALEKTIINI-fraktiolla ilman paikallisia ja/tai systeemisii
toksisia vaikutuksia. Toistettu HYALEKTIINIn antaminen ei
aiheuta allergisia reaktioita eikid mit&in haitallisia tai
kestdviid vaikutuksia. '

Lisdtutkimuksessa on tutkittu hyaluronihapon kykyid ja tehok-
kuutta apuaineena erilaisia molekyylejd varten, etenkin sen
kiyttdd apuaineena silmdliikkeiti varten, jotka takaavat
tdydellisen siedettivyyden ja yhteensopivuuden (so. ilman
herkistysilmisiti) sarveiskalvoepiteelin kanssa. Hyaluroni-
happoa pidetdin erittiin mielenkiintoisena oftalmisena
apuaineena. Kuten edelli esitettiin, HA on glykosaminogly-
kaani, joka on lisni erilaisissa sidekudoksissa ja biologisis-
sa nesteissd (kuten nivelvoidenesteessi ja erityisesti
lasiaisnesteessi), missi silld on sen kemiallisen ja fysi-
kaalisen luonteen ja sen huomattavien visko-elastisten omi-
naisuuksien johdosta perusteellista laatua oleva rakenteel-
linen ja biologinen merkitys.

Siten suoritettiin tutkimus erilaisia molekyylipainoja omaa-
vien HA-fraktioiden, etenkin hyalastiini- ja hyalektiini-
fraktion ja niiden seoksen kiytdn tutkimiseksi erilaisten
farmaseuttisten muotojen, kuten silmdveden, geelin, voitei-
den,kiinnittimien tai kuivien jauheiden valmistamiseksi.
Tdstd syystd erityyppisiid silmiliikkeitd tutkittiin tdm3n
biologisen polymeerin mahdollisen kdytdn selvittimiseksi sen
erilaisina fraktioina apuaineena.

Tdmidn jdlkeen esitettyjen tutkimusten tarkoituksena on mai-
rittdd, pystyvidtkd tiyteaineena hyaluronihappoa sisiltivit

valmisteet parantamaan apuainetta sisiltivien lddkeaineiden
bio-kiyttdKkelpoisuutta tai tuottamaan synergistisen vaiku-

tuksen yhdessi apuainetta sisiltivien liikeaineiden kanssa,
etenkin lddkeaineiden kanssa, joilla on oftalminen aktiivi-
suus tai kdytts.

Nditd mahdollisia HA:n kykyjd apuaineena tutkittiin kaniinin
silmdssd neljdlld erityyppiselli ja erilaisen toiminnan
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omaavilla silmdliikkeilld, etenkin pilokarpiininitraatilla,
triamkinoliinilld, epidermaalisella kasvutekijdlld (EGF) jJa
antibiootilla, kuten streptomysiinilld ja gentamysiinilla.
Kaikkien ndiden 1iikkeiden tiedetddn omaavan mioottinen,
anti-inflammatorinen, parantava ja anti-mikrobiaalinen
vaikutus. Lisdksi antibioottisen streptomysiinin aktiivisuu-
den arviointi, jossa on apuaineena hyaluronihappoa, on hyvin
tirkei, koska se on yksi laajimmin kiytetyistd antibiooteis-

ta silmidinfektioissa.

Tutkitut kokeelliset mallit ja suoritetut tutkimukset olivat

seuraavat:

1) apuaineena hyaluronihappoa sisiltividn pilokarpiini-
nitraatin mioottinen aktiivisuus kanin silmidsséd;

2) hyaluronihappoa apuaineena sisiltivin triamkinolo-
nin anti-inflammatorinen vaikutus kanin silmissé
dekstraanilla indusoidun tulehduksen mallissa;

3) hyaluronihappoa apuaineena sisiltdvidn epidermaali-
sen kasvutekijdn (EGF) parantava aktiivisuus kanin
sarveiskalvon epiteelivammassa;

4) hyaluronihappoa apuaineena sisiltdvian streptomysii-

nin antimikrobinen aktiivisuus Bacillus subtilis

6633:a vastaan agar-levyissa.

I. Hyaluronihappoa apuaineena sisdltdvdn pilokarpiininit-

raatin mioottinen aktiivisuus

Seuraavia aineita kdytettiin pilokarpiinin tiyteaineina eri-

laisia pilokarpiininitraatti-valmisteita varten:

- hyaluronihapponatriumsuolaa, hyalastiini-fraktiota
(molekyylipaino noin 100.000) 10 mg/ml:n ja 20 mg/ml:n
konsentraatiossa;

- hyaluronihapponatriumsuolaa, hyalektiini-fraktio
(molekyylipaino 500.000 - 730.000) 10 mg/ml:n ja
20 mg/ml:n konsentraatiossa;

-- 5%:sta polyvinyylialkoholia oftalmisena vertailu-

tiyteaineena.



17 79554

Erilaisia pilokarpiininitraatin 2%:n valmisteita (silmivettd
tai geelid) valmistettiin ja niihin lisdttiin apuaineeksi
HA-natriumsuolan kahta erilaista fraktiota 10 ja 20 mg/ml:n

konsentraatiossa. Seuraavat liuokset valmistettiin:

Valmiste 1 - suolaliuos pilokarpiininitraatin (PiNO3) (2%)
kanssa, jota k3ytettiin vertailuna.

Valmiste 2 - PiNO3:n (2%) liuos, jossa on apuaineena 5%:sta
polyvinyylialkoholia (kdytettiin vertailuna).

Valmiste 3 - PiNO3:n liuos (2%), jossa on apuaineena hyalas-
tiini-fraktion natriumsuolaa (10 mg/ml).

Valmiste 4 - PiNO3j:n liuos (2%), jossa on apuaineena hyalas-
tiini-fraktion natriumsuolaa (20 mg/ml).

Valmiste 5 - PiNO3:n liuos (2%), jossa on apuaineena

hyalektiini-fraktion natriumsuolaa (10 mg/ml).

Valmiste 6 - PiNO3j:n liuos (2%), jossa on apuaineena
hyalektiini-fraktion natriumsuolaa (20 mg/ml).

Kidytettiin Zealand-albiinokaneja (2 - 2,5 kg). Testattavat
valmisteet tiputettiin yhteen silmddn mikroinjektioruiskulla
(10 u1), toinen silmd toimi vertailuna. Pupillin ldpimitta
mitaitiin kaikissa tapauksissa sopivin aikavdlein. Jokainen
livuos testattiin vdhint#&n 8 kanissa. Kumpikin silmd kdsi-
teltiin korkeintaan kolme kertaa ja vdhintddn yhden viikon
loppujaksoa tarkkailtiin jokaisen kdsittelyn vdlilla.

Pupillin lipimitat mitattiin eri aikavdlein miocottisen ak-

tiivisuuden kdyrdn mddrittdmiseksi ajan suhteen. Seuraavat

aktiivisuusparametrit laskettiin td&mdn jdlkeen miooSi/aika-
kaavioista:

Inax = maksimiero pupillin lipimitassa kdsitellyn silmdn ja
vertailun vdlilla.
Huippuaika = aika Ipax:in saavuttamiseksi.

Kesto = aika perusolosuhteiden palauttamiseksi. Tasanne =
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absoluuttisen mioottisen aktiivisuuden kesto.

AUC = alue mioosi/aikakdyrdn alapuolella.

Testien tulokset on esitetty taulukossa 5. Voidaan ndhdd eri
parametrien arvoista, jotka on madritetty kaikkien testattu-
jen liuosten mioottisen aktiivisuuden aikakdyrdstd, ettd hy-
aluronihapon lisdys 2%:seen pilokarpiininitraattiliuckseen
lisdi lddkkeen miocottista aktiivisuutta. Itse asiassa 1l&3k-
keen bio-kiiyttdkelpoisuus voi olla jopa 2,7 kertaa suurempi
kuin 2% pilokarpiininitraattia (valmiste 1) sisdltdvdn vesi-
pitoisen liuoksen.

Tulisi myds huomata, etti esiintyy statistisesti merkittdva
aktiivisuuden kasvu, kun apuaineena kdytetddn hyaluronihapon
hyalektiini- fraktiota seki 10 ettd 20 mg/ml:n annoksessa
(valmisteet 5 - 6) verrattuna polyvinyylialkoholia apuainee-

na sisdltividin pilokarpiininitraattiliuokseen (valmiste 2).

Hyaluronihapon kdyttd apuaineena on erittdin mielenkiintoi-
nen, koska pilokarpiininitraatin mioottinen aktiivisuus
kestii kauemmin, kun se sisdltdi tdtd ainetta apuaineena.
TAmi tarkoittaa, ettd hyaluronihappoa sisdltdvien valmistei-
den kohdalla aika pupillin lipimitan palautumiseksi perusti-
loihin on korkeintaan 190 minuuttia (valmiste 6) verrattuna
yksiniin suolaliuoksessa olevan pilokarpiinin (valmiste 1)
110 minuuttiin.

II. Hyaluronihappoa apuaineena sisdltdvdn triamkinolonin an-

ti-inflammatorinen aktiivisuus

Seuraavia aineita kdytettiin:
- hyaluronihapponatriumsuola-hyalektiini-fraktion liuos,
molekyylipaino 500.000 - 730.000, 10 mg/ml suolaliuok-
sessa;

- triamkinolonin liuos (10% suolaliuoksessa).

Kokeet suoritettiin koiraspuolisilla New-Zealand-kaneilla
(keskimdiriinen paino 1,6 kg). 5 pdivdn sopeuttamisajan jdl-

_keen intraokulaarinen tulehdus indusoitiin kaneissa injek-
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toimalla intraokulaarisesti dekstraaniliuosta (10%, 0,1 ml).
Anto suoritettiin molempiin silmiin paikallispuudutuksessa
4%:sella novesinalla sovittamalla injektioruiskun neula 4 mm
etukammioon 2 mm:n etdisyydelld sarveiskalvon reunuksesta.
Testi suoritettiin 10 eldimelld.
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Kisittely suoritettiin jokaisessa eliimessi sekid oikeassa
ettd vasemmassa silmidssi tiputtamalla 3 pisaraa 3 kertaa
pdivissd kaikkiaan 6 piivdn ajan seuraavasti:
- triamkinolonin liuos (10% suolaliuoksessa) vasem-
massa silmd3ssid (LE);
- hyaluronihapponatriumsuolan.liuosta, hyalektiini-
fraktio (10 mg/ml) + triamkinolonia (10%) oikeassa
silmdssd (RE).

Anti-inflammatorinen vaikutus dekstraanilla indusoituun flo-
gistiseen (tulehdukselliseen) reaktioon arvioitiin tutkimal-
la silmdd rakolampulla seuraavin vilein: 0, 1, 3, 24, 48
tuntia, 3 pdivdd, 4 pdivdi, 5 pdivii ja 6 pdivai.

Aikavileissd silmin tutkimuksessa tehtiin seuraavat havain- -
not:

- sarveiskalvon ja sidekalvon tila hypermian, turvo-
tuksen mahdollisen esiintymisen suhteen ja etenkin
iiriksen tutkimus, joka on normaalisti herkki flo-
gistisen tulehduksen suhteen inflammatoristen ai-
neiden intraokulaarisen injektion jilkeen;

- Tyndall-vaikutus, jossa enemmidn tai vdhemmin inten-
siivinen sameus ("nubecula") on osoituksena hiuk-
kasmaisten (inflammatoristen) elementtien lisni-
olosta etukammiossa.

Tutkimuksen tulos esitettiin subjektiivisena vaotuksena (0 -
3) suhteessa havaitun vaikutuksen asteittaisuuteen.

Taulukossa 6 esitetyisti tuloksista voidaan nihdi, ettd tri-
amkinolonin antamisella on anti-inflammatorinen vaikutus ii-
rikseen ja se saa aikaan sameuden (Tyndalla-ilmi3) hiviimi-
sen etukamﬁiossa. Inflammatorinen prosessi, joka on selvi
ensimmdisestd...kolmannesta tunnista kolmanteen...neljdnteen
pdivddn asti, vdhenee asteittain, kunnes lihes normaalit
olosuhteet ovat palautuneet, jollein silmi on td#ysin kuula-
kas 6. pdivdnd. Toisaalta hyaluronihapponatriumsuolan,
hyalektiini-fraktion antaminen yhdessd triamkinolonin kanssa
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vihentdd yllid esitettyind aikoina havaittua intraokulaarista
tulehdusta suhteessa yksindén triamkinolonin antamiseen.
Timi tarkoittaa, ettd flogistisen jiriksessd esiintyvdn pro-
sessin ja etukammion sameuden nihdiin vihentyneen 24. tun-
nissa, progressiivisen vidhenemisen tapahtuessa 48 tunnissa
ja inflammatorisen reaktion koko poistumisen tapahtuessa
neljidnnestd pdivdstd alkaen.

gidekalvossa ja sarveiskalvossa ei havaittu olennaisesti mi-
tiin huomattavia reaktioita dekstraanin intra-okulaarisen
injektion Jjdlkeen.

Siten triamkinolonin antaminen yhdessa hyaluronihappo-frak-
tion kanssa paransi lddkkeen aktiivisuutta kuten ndhdddn ka-

nin silmdn nopeammasta regeneroitumisesta.
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III. Hyaluronihappoa apuaineena sisdltdvdn EGF:n parantava
aktiivisuus

Kiytettiin seuraavia aineita:

Valmiste A - EGF (epidermaalinen kasvutekijd) liuotettuna
suolaliuokseen (0,5 mg/5 ml). '

Valmiste B - hyaluronihapponatriumsuocla, hyalastiini-fraktio
(molekyylipaino noin 100.000) liuotettuna suolaliuokseen
(10 mg/ml).

Kokeet suoritettiin koiraspuolisilla New Zealand-albiinoka-
neilla (keskimd&@rdinen paino 1,8 kg). Eldimet alistettiin
noin 5 péivén sopeuttamisjakson jdlkeen sarveiskalvon epi-
teeliseen vammaan sopivissa Novesinalla suoritetun paikal-
lispuudutuksen olosuhteissa (4%). Vamma tehtiin leikkaamalla
yhdesti silmdstd pydred alue optisella alueella, joka ai-
kaansaatiin ter3dvilld kulmilla varustetulla koverolla
lasisylinterilld (¢ 3 mm).

Eliimet jaettiin ryhmiin, joissa kussakin oli 5 eldintd ja
jotka alistettiin farmakologiseen kdsittelyyn sidekalvotipu-
tuksella seuraavasti:

Ryhma Kdsittely

Ryhmd 1 (kontrolli) Suolaliuos

Ryhmd 2 EGF-liuos (valmiste A)

Ryhmd 3 Hyaluronihapponatriumsuolan,

hyalastiini-fraktion liuos +

EGF-liuos - valmisteen A + val-
misteen B yhdistelmd suhteessa
1:1 valmisteen C muodostamisek-

si

Kisittely suoritettiin oikeaan silmddn (RE) tiputtamalla si-
dekalvolle 2 pisaraa joka 8. tunti 3 koko antoa varten.



25 79554

Sarveiskalvon epiteelin paraneminen arvioitiin tutkimalla
silmdd ja valokuvaamalla rakolampulla eri aikavilein leik-
kauksen jdlkeen: 0, 8, 16, 24, 32, 40 ja 48 tuntia.

Taulukossa 7 esitetty oftalmologinen tutkimus 1 osoitti,
ettd kontrolleissa (ryhmi 1) tdydellinen paraneminen saatiin
aikaan (5/5 eldintd) 48 tunnin kuluttua vamman jdlkeen.
EGF:114 kisitellyissi elidimissi (ryhmd 2) paranemisprosessi
oli ilmeinen jo 24 tunnin kuluttua leikkauksen jdlkeen huo-
mattavalla tehokkuudella (4/5 eldinti). Valmisteella C, joka
sisdlsi hyaluronihapponatriumsuolaa, hyalastiini-fraktiota +
EGF:d, kisitellyissi eliimissi (rybmd@ 3) paranemisprosessi
oli tdydellinen kaikissa eldimissi (5/5) jo 16 tunnin kulut-
tua leikkauksen jilkeen. |

Namd tulokset osoittavat, ettd hyalastiini-hyaluronihappo-
fraktion kdyttd EGF:n apuaineena parantaa paranemisprosessia
edistdmdlld nopeampaa tehokasta sarveiskalvovammojen parane-
mista.



Taulukko 7

SARVEISKALVON EPITEELIN VAMMOJEN PARANEMINEN
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Ryhma Kisittely Tuntia leikkauksen jdlkeen
0 8 16 24 48
1 Suolaliuosta + + + + -
+ + + + -
+ + + + -
+ + + + -
+ + + + -
2 EGF + + + - -
(Valmiste A)
+ + + - -
+ + + - -
+ + + + -
+ + + - -
3 Hyaluronihappoa + + - - -
+ EGF (Valmiste C)
+ + - - -
+ + - - -
+ + - - -
+ + - - -

+
"

parantumaton silma

parantunut silma
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Iv. Hyaluronihappoa apuaineena sisdltdvin gentamysiinin
antimikrobinen aktiivisuus

Seuraavia aineita kdytettiin:
- suolaliuokseen liuotettua gentamysiinid (50 mg/ml)
- hyaluronihapponatriumsuolaa, hyalektiini-fraktiota
(2 mg/ml) |

Septinen tulehdus aiheutettiin 11 kanin molempiin silmiin
antamalla intraokulaarinen injektio titrattua Pseudomonas
aeruginosa-suspensiota (0,1 ml). Septisen tulehduksen omaa-
ville kaneille annettiin hyaluronihappoa, hyalektiini-frak-

tiota yhdessi gentamysiinin kanssa tiputtamalla oikeaan sil-
miin ja vasempaan silmiddn annettiin gentamysiinid puskuroi-
dussa suolaliuosapuaineessa. Risittely (3 pisaraa joka 6.
tunti) aloitettiin vdlittd3misti infektoivan aineen injektion
jilkeen ja sitd jatkettiin, kunnes infektio oli hdvinnyt.
Kanien silmii tutkittiin joka pdivd rakolampulla.

Kidsittely hyaluronihapon ja gentamysiinin yhdistelmdlla
tuotti septisen infektion nopeamman hividmisen verrattuna
yksindin antibiootin antamiseen. T&ma pddtelmd on selvd tau-
lukossa 8 esitetyistd arvoista.
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Taulukko 8

HYALURONIHAPON HYALEKTIINI-FRAKTIOTA APUAINEEN SISAL-

TEVEN GENTAMYSIININ VAIKUTUS INTRAOKULAARISEEN SEP-
TISEEN TULEHDUKSEEN

Kidsittely Paivdd tulehduksen kidynnistdmisestd

Gentamisiinid +

puskurisuola-

liuosta 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 36,3 100
Gentamisiinid +

hyaluronihapon

hyalektiini-

fraktiota 0,0 0,0 9,0+ 27,2+ 72,7+ 100 100

Arvot on esitetty prosenttimddrind (tulehduksesta parantu-

neiden silmien mi#ird kisiteltyjen silmien md&r&dn suhteen).

+ = merkittivi ero vs. puskuriapuaine (alle 0,05, Fischerin
tarkka T-testi). .
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Silmildikkeiden lisdesimerkkejd (vaikkakaan ei-rajoittavia),
joita voidaan k&ytt3d keksinndn mukaisten HA-fraktioiden
kanssa, ovat seuraavat:

antibiootit: kloramfenikoli
neomysiini
aureomysiini
myksiini ja polymyksiini
basitrasiini

mysetiinit

hormonit: nandroloni ja nandroloni-
sulfaatti

puudutusaineet (paikalliset): henoksinaatti ja sen hyd-

rokloridi

antiviraaliset aineet: jodideoksiuridiini

jodideoksisytidiini

anti-inflammatoriset aineet: deksametasoni ja sen

fosfaatti

vasopressorit ja
vasokonstriktorit: synefriini ja

neosynefriini

Perustuen ylli esitetyissd kokeissa saatuihin tuloksiin voi-
daan piddtelld, ettd hyaluronihapponatriumsuolan liuoksia
(sekd hyalastiini - etti hyalektiini-fraktioina) voidaan
kdyttii silmilidikkeiden apuaineena ja ne ndyttdvdt olevan
tehokkaita sellaisenaan erityyppisid lddkeaineita varten,
joilla on erilaisia biologisia vaikutuksia. Esimerkiksi
ldikkeitd, jotka sisdltdvdt anti-glaukooma-aineita, kuten
pilokarpiininitraattia, antiallergisia ja anti-inflammato-
risia aineita, kuten triamkinolonia, kudoksen parantamista
ja solukasvua edistidviid aineita silmidkudoksen paranemisen
edistimiseksi, kuten EGF:4 ja antibiootteja, kuten strepto-

mysiinid ja gentamysiinid, joiden mioottista, anti-inflam-
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matorista, parantavaa ja vastaavasti antimikrobista aktiivi-
suutta on selostettu, voidaan kaikkia antaa tehokkaasti
kdyttdmdlld apuaineena HA:ta.

Silmiliikkeiden valmisteet, joissa on apuaineena erilaisia
molekyylipainoja omaavia hyaluronihappofraktioita, ovat
osoittautuneet tehokkaasti siedettdvdksi ja ne sopivat yh-
teen sarveiskalvon epiteelin kanssa ilman, ettd ne aiheutta-
vat herkistymisilmi&itd.

Oon myds mahdollista todeta ylli esitetyistd arvoista, miten
timd biologinen tuote, hyaluronihappo, on tehokas apuaine,
joka pystyy parantamaan apuainetta sisdltdvien lddkkeiden

in vivo-biokiytettdvyyttd ja voimistaa t&llaisten lddkkeiden
farmakologista aktiivisuutta. Hyaluronihappo-fraktioiden

kiyttd lddikeaineen apuaineena saa etenkin aikaan:

- pilokarpiininitraatin mioottisen aktiivisuuden kas-
vun pidentden samalla liikkeen aktiivisuusaikaa;

- triamkinolonin anti-inflammatorisen aktiivisuuden
kasvun dekstraanilla indusoidussa tulehduksessa
ja flogistisen prosessin palautumisen lyhemmissa
ajoissa verrattuna yksin33n triamkinolonilla saa-
tuihin tuloksiin;

- epidermaalisen kasvutekijdn (EGF) suojatoiminnan
kasvun sarveiskalvon pintavammoissa ja selvdn sy-
nergismin ja vihenemisen paranemisajoissa verrat-
tuna yksindidn EGF:114 saatuihin regeneroitumis-
aikoihin; 3ja

- antibioottien, kuten gentamysiinin in vivo biologi-
sen aktiivisuuden kasvun.

Kuten ylli esitetyistd tuloksista k3y ilmi voidaan t&t&8 bio-
logista polymeeris, hyaluronihappoa, kdyttd3 luonteeltaan ja
vaikutusmekanismiltaan mit3d erilaisimpien li&keaineiden apu-
aineena. Tistid voidaan edelleen pditelld, ettd se soveltuu

kiytettiviksi apuaineena lukuisissa muissakin silmilddkkeissa.
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Hyaluronihappofraktioiden valmistus

Esimerkki 1: Menetelmi sellaisten HYALASTIINI ja
HYALEKTIINI-fraktioiden valmistamiseksi, joilla ei ole
tulehduksia aiheuttavaa ‘aktiivisuutta

Kananhelttoja, jotka ovat joko tuoreita tai pakastettuja
(3000 g), hienonnetaan lihamyllyssi ja sitten ne homogenoi-
daan huolellisesti mekaanisessa homogenointilaitteessa. Niin
saatu tahna sijoitetaan ruostumattomasta teriksestd (AISI
316) olevaan s§iliddn tai lasisdiliédn, jossa on 10 tila-
~vVuusosaa vedetdntd asetonia. RKoko sis#ltdi sekoitetaan sit-
ten 6 tuntia nopeudella 50 kierrosta minuutissa ja se jate-
tddn erottumaan 12 tunniksi, mink# jdlkeen asetoni imetidn
lapolla pois ja poistetaan.

Tdmd uuttamisprosessi toistetaan, kunnes poistettu asetoni
on saavuttanut oikean kosteustason (Karl-Fischer-menetelmi).

Saatava aine sentrifugoidaan sitten ja tyhjsdkuivatetaan so-
pivassa ldmp&tilassa 5 - 8 tunnin ajan. T#1l4 menetelmilli
saadaan noin 500 - 600 g kuivaa jauhetta kananheltoista.

300 g kuivaa jauhetta alistetaan sitten papaiinillid (0,2 g)
suoritettavaan entsymaattiseen hajotukseen puskuroidussa
vesipitoisessa vidliaineessa, jossa on fosfaattipuskuria,
kysteiinihydrokloridin sopivan m#iridn lisniollessa. Titi
seosta sekoitetaan sitten 24 tuntia nopeudella 60 kierrosta
minuutissa 60 - 65°C:n vakiolidmpdtilassa. Timi koko massa
jddhdytetdin 25°C:seen lisdimilli 60 g Celite ®-tuotetta
ja sekoitusta jatketaan vield tunnin ajan.

Saatavaa seosta suodatetaan, kunnes saadaan kirkas neste.
Tdmd kirkas neste alistetaan sitten molekyyliultrasuodatuk-
seen sellaisten kalvojen avulla, joiden molekyylien ekskluu-
sioraja on 30.000, niiden molekyylien pidittimiseksi kalvol-
la, joiden molekyylipaino on yli 30.000. 5 -~ 6 alkuperdis-
tilavuusosaa ultrasuodatetaan samalla, kun tislattua vettd
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lisdtain jatkuvasti tuotteeseen. Tislatun veden lisdys kes-
keytetdin ja tuotetta ultrasuodatetaan, kunnes sen tilavuus

on vihentynyt yhteen kolmasosaan alkuperdisestd tilavuudesta.

Jiinndsneste asetetaan 0,1 molaariseksi lisdidm#llid natrium-
kloridia ja 1lampdtila saatetaan 50°C:seen. 45 g setyyli-
pyridiniumkloridia lisitdin samalla, kun tuotetta sekoite-
taan nopeudella 60 kierrosta minuutissa. Titd seosta sekoi-
tetaan 60 minuuttia, minkd j&lkeen lisitddn 50 g Celite ®-
tuotetta. Sekoitettaessa tuotteen limpdtilaa alennetaan
25°C:seen ja muodostunut sakka otetaan talteen sentrifugoi-
malla. Niin saatu sakka suspentoidaan 0,01 molaariseen
natriumkloridi-liuokseen (5 litraa), joka sisdltdd 0,05 %
setyylxpyrldlnlumklorldla. giti sekoitetaan vield 60 minuut-

tia 50°C:ssa. Limpdtila alennetaan 25°C:seen ja sakka sentri-
fugoidaan.

Pesumenetelmi toistetaan kolme kertaa ja sakka kerdtddn lo-
puksi sdilidihin, jotka sisiltaviat 3 litraa 0,05 molaarista
natriumkloridiliuosta, Jjoka sisdltad 0,05 setyylipyridini-
umkloridia. T&t3d sekoitetaan nopeudella 60 kierrosta minuu-
tissa 60 minuuttia ja pidetddn 25°C:n vakiolidmpdtilassa 2
tuntia. Emdliuos poistetaan sentrifugoinnin avulla.

‘Menetelmd toistetaan sitten useita kertoja 0,1 molaarisella
natriumkloridiliuoksella, joka sisdltdid 0,05 % setyylipyridi-
niumkloridia. Tdmd seos sentrifugoidaan ja emdliuos poiste-~
taan. Sakka dispergoidaan 0,30 molaariseen natriumkloridi-
liuokseen, joka sisdltdd 0,05 % setyylipyridiniumkloridia

(3 1). Seosta sekoitetaan ja sekd sakka ettd kirkas liuos
otetaan talteen. Uuttaminen toistetaan sakalla vield 3 ker-

taa, joka kerta kdyttimilld 0,5 litraa samaa vesiliuosta.

Lopuksi jddnndssakka poistetaan ja kirkkaat liuokset yhdis-
tetiin yhteen ainoaan s3i1id8n. Nesteen ldmpdtila nostetaan
50°C:seen sekoittaen. Neste saatetaan sitten 0,23 molaari-
seksi natriumkloridilla. Lisdtddn 1 g setyylipyridiniumklo-
‘ridia ja jatketaan sekoitusta 12 tuntia. Seos jiihdytetddn
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25°C:seen, sitten se suodatetaan, ensin Celite ®-kerrosten
ja sitten suodattimen (1 am) l&pi.

Saatava seos saatetaan sen jdlkeen vield molekyyliultra-
~suodatukseen, jolloin kdytetdin kalvoja, joiden molekyyli-
ekskluusioraja on 30.000. Ultrasuodatetaan 3 alkutilavuus-
miirii lisdiimi11i 0,33 molaarista natriumkloridiliuosta.
Natriumkloridiliuoksen lisdys lopetetaan ja nesteen md&drd

vihennetdin neljdsosaan sen alkumddrdstd.

Niin konsentroitu liuos saostetaan kolmella tilavuusosalla
95 $:sta etanolia sekoittaen (60 kierrosta minuutissa)
25°C:n ldmpdtilassa. Sakka otetaan talteen sentrifugoimalla
ja eméliuos’poistetaan. Sakka liuotetaan 1 litraan 0,1 mo-
laarista natriumkloridiliuosta ja saostamiskdsittely toiste-
taan kolmella tilavuusosalla 95 %:sta etanolia.

Sakka otetaan talteen ja pestiin, ensin 75 %:1la etanolilla
(kolme kertaa), sitten absoluuttisella asetonilla (kolme
kertaa).

Niin saadun tuotteen (HYALASTIINI + HYALEKTIINI-fraktiot)
keskimidiriinen molekyylipaino on 250.000 - 350.000.

Hyaluronihapon saanto on 0,6 % alkuperdisestd tuoreesta ku-
doksesta.

Esimerkki 2 - Menetelmd HYALASTIINI-fraktion valmistamiseksi

esimerkissd 1 esitetylld menetelmdlld saadusta seoksesta:

Esimerkissi 1 esitetyllid menetelmilli saatu seos liuotetaan
pyrogeeni-vapaaseen tislattuun veteen, jolloin 1 ml:aan
vetti annostellaan 10 mg tuotetta. Ndin saatu liuos aliste-
taan molekyyliultrasuodatukseen kdyttdmidlld kalvoja, joiden
molekyyliekskluusioraja on 200.000, konsentrointitekniikalla
ja lisfimdttd vettd kalvolle. Kun ultrasuodatusprosessissa
kiytetiin kalvoa, jonka sulkuraja on 200.000, molekyyli-
painoltaan yli 200.000 olevat molekyylit eivdt pddse kalvon
‘ldpi, kun taas pienemmit molekyylit kulkevat sen ldpi veden



34 79554

kanssa. Suodatusprosessin aikana ei lisdtd vettd kalvon
yldpuolella olevaan osastoon. TAdstd syystd tamdn osaston
livosmdard vdhenee ja molekyylipainoltaan yli 200.000 ole-
vien molekyylien konsentraatio kasvaa. Ultrasuodatusta jat-
ketaan sitten kunnes tilavuusmddrd kalvolla on vdhentynyt
10 %:iin alkutilavuudesta. Kaksi tilavuusm3irii pyrogeeni-
vapaata kaksi kertaa tislattua vettd lisdtddn ja liuos
ultrasuodatetaan taas, kunnes tilavuus on vdhentynyt yhteen
kolmasosaan. Kisittely toistetaan vield kaksi kertaa.

Liuos, joka kulkee kalvon ldpi, saatetaan 1,0 molaariseksi
natriumkloridilla ja sitten se saostetaan neljdlld tilavuus-
osalla 95 $:sta etanolia. Sakka pestddn kolme kertaa

75 %:sella etanolilla ja sitten se tyhjdkuivataan.

Niin saadun tuotteen (HYALASTIINI-fraktio) keskim3drdinen
molekyylipaino on 50.000 - 100.000.

Hyaluronihapon saanto on 0,4 % alkuperdisestd tuoreesta ku-
doksesta.

Esimerkki 3 - Menetelmid HYALEKTIINI-fraktion valmistamiseksi:

Esimerkissd 2 selostetulta ultrasuodatuskalvolta, jonka
molekyyliekskluusioraja on 200.000, kerdtty konsentroitu
livuos siirretdin sdilddn, jossa sitd laimennetaan vedelld,
kunnes saadaan liuos, joka sisdltdd 5 mg/ml hyaluronihappoa
midritettynd kvantitatiivisella glukuronihapon md3dritykseen
perustuvalla analyysilla.

Liuokseen lisitiin natriumkloridia kunnes se tulee 0,1 mo-
laariseksi natriumkloridin suhteen ja sitten hyaluronihappo
saostetaan 4 tilavuusosalla 95 %:sta etanolia. Sakka pestdin
kolme kertaa 75 %$:sella etanolilla ja sitten se tyhjdkuiva-
taan.

Niin saadun tuotteen (HYALEKTIINI-fraktion) keskimd&drdinen
molekyylipaino on 500.000 - 730.000. Tamid vastaa erittdin
puhdasta hyaluronihapon fraktiota, jonka midritelty mole-
kyyliketjun pituus on noin 2.500 - 3.500 sakkaridiyksikkdad.
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Hyaluronihapon saanto on 0,2 % alkuper#isesti tuoreesta ku-
doksesta.

Farmaseuttiset valmisteet

Hakemuksen yleisessd osassa annettu selostus on osoittanut,
ettd8 HYALASTIINI- ja HYALEKTIINI-fraktioit soveltuvat akti-
viteetiltd8n hyvin farmaseuttisiin sovellutuksiin. Farma-
seuttisia valmisteita voidaan valmistaa yhdist&m#&l1l4 keksi-
j¥iden 18yt&m#t HYALASTIINI- ja HYALEKTIINI-fraktiot tai
niiden kalium- tai natriumsuolat farmaseuttisesti sopivien
kantoaineiden, laimentimien tai t&4yteaineiden kanssa ja eri-
laisina annostuksina valmisteen k#ytSn mukaan.

Haavan parantamiseksi HYALASTIINI-fraktion valmisteet
levitetddn vahingoittuneelle ihoalueelle jossakin yll4
esitetyssd annostusmuodossa, so. joko voiteena, sprayni,
harsotyynyll&, kuivana jauheena tai intradermaalisena injek-
tiona.

Intra-artikulaarista k8ytts8 varten HYALEKTIINIn valmisteet
annetaan yleensd kahden ml:n annostusnopeudella /nivel, joka
otetaan joko valmistetusta pienpullosta tai esitdytetystd
injektioruiskusta, kuten ylld on esitetty.

Hyaluronihapon, etenkin olennaisesti puhtaiden hyalektiini-
ja hyalastiini-fraktioiden on todettu olevan tehokas apuaine
tail tdyteaine kdytettldvéksi yhdessd erilaisten, oftalmisen
soveltuvuuden tai aktiivisuuden omaavien l&#keaineiden
kanssa. HA-fraktioita l&8keaineen apuaineena sisdltdvdt far-
maseuttiset koostumukset ovat erittdin k&yttdkelpoisia, kos-
ka HA-fraktioilla on hyvd siedettdvyys silmén suhteen ja
hyv8 yhteensopivuus sarveiskalvon epiteelin kanssa.
HA-fraktioiden k&8yttd saa lisdksi aikaan keinon silm¥l&&k-
keiden in vivo biologisen aktiivisuuden parantamiseksi to-
della. Erityisten hyalektiini- ja hyalastiini-HA-fraktioiden
kdyttd on lisdksi kdyttSkelpoista ja tdrkedd, koska ndilld
fraktioilla ei ole ei-toivottuja inflammatorisia sivureakti-
oita kdytettdessd niitd silmésséd.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd olennaisesti puhtaan, ei-inflammatorisen
hyaluronihappofraktion valmistamiseksi, tunnettu
siitd, ettd
- uutetaan molekyylipainoiltaan erilaisten hyaluroni-
happojen seos hyaluronihappoa sis#&lt&v&st8 kudosldhtd-
aineesta, ja
- alistetaan saatava seos molekyylisuodatukseen sellai-
sen hyaluronihappofraktion saamiseksi, jonka keski-
mé&rdinen molekyylipaino on n. 50.000 - 100.000,
n. 250.000 - 350.000 tai n. 500.000 - 730.000,
jolloin mainittu fraktio on olennaisesti vapaa hyal-
uronihapoista, joiden molekyylipaino on alle 30.000.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnet -
t u siiti, ettd hyaluronihapposeos alistetaan molekyyli-
suodatukseen, jossa kdytetddn kalvoa, jonka molekyylipainon
mukainen ekskluusioraja on 30.000, niiden molekyylien erot-
tamiseksi, joiden molekyylipaino on yli 30.000, jolloin
kalvolle j4%4 ensimmi8inen hyaluronihappofraktio, joka on
olennaisesti vapaa hyaluronihapoista, joiden molekyylipaino
on alle 30.000.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, tunnet -
t u siit4, ettd saatavan ensimm#isen hyaluronihappofraktion
keskimddrédinen molekyylipaino on 250.000 - 350.000.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelm8, tunnet -
tu siitd, ettsd
- ensimm#inen hyaluronihappofraktio alistetaan edelleen
molekyyli-ultrasuodatukseen, jossa k#dytetddn kalvoa,
jonka molekyylipainon mukainen ekskluusioraja on
200.000, niiden molekyylien erottamiseksi, joiden
molekyylipaino on yli 200.000,
- ultrasuodatusta jatketaan kunnes ultrasuodatukseen
alistettavan liuoksen tilavuus on pienentynyt 10 %:iin
alkutilavuudesta, ja
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- kalvon 13pi kulkeva seos kerit3sn sellaisen toisen
hyaluronifraktiotuotteen saamiseksi, jonka keskim#i-
rdinen molekyylipaino on 50.000 - 100.000.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelm3, tunnet -
t u siitd, ettd kerdtddn ultrasuodatusvaiheen j&lkeen kal-
volle j&38nyt seos kalvolla, jonka molekyylipainon mukainen
ekskluusioraja patenttivaatimuksessa 4 on n. 200.000, jol-
loin saadaan kolmas hyaluronihappofraktiotuote, jonka keski-
m&3r8inen molekyylipaino on 500.000 - 730.000.

6. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelm¥,
tunnettu siit¥, ettd hyaluronihapposeos saadaan
alistamalla l&ht&kudosaine liuotinuuttoon, esim. asetonilla
suoritettavaan liuotinuuttoon.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, tunnet -
t u siitd, ettd saatava hyaluronihapposeos saatetaan sitten
entsymaattiseen hajotukseen.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelm$, t unnet -
t u siitd, ettd entsymaattinen hajotus suoritetaan papa-
iinills4.

9. Menetelmd hyaluronihapposeoksen puhdistamiseksi tuleh-
duksia aiheuttavista aineista, tunnettu siits, ettd
hyaluronihappoa sis8ltdv¥ seos alistetaan molekyylisuodatuk-
seen sellaisen hyaluronihappofraktion tuottamiseksi, jonka
keskimd&rdinen molekyylipaino on n. 50.000 - 100.000,

n. 250.000 - 350.000 tai n. 500.000 - 730.000, joka on
olennaisesti vapaa hyaluronihapoista, joiden molekyylipaino
on alle 30.000, ja joka muodostaa olennaisesti puhtaan,
ei-inflammatorisen hyaluronihappofraktion.

10. Patenttivaatimuiksen 9 mukainen puhdistusmenetelmi, t un ne t -
t u siit¥d, ettd hyaluronihapposeos alistetaan molekyyli-

suodatukseen, jossa kdytetddn kalvoa, jonka molekyylipainon
mukainen ekskluusioraja on 30.000, niiden molekyylien erot-
tamiseksi, joiden molekyylipaino on yli 30.000, jolloin kal-
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volle jd&8 ensimmdinen hyaluronihappofraktio, joka on olen-
naisesti vapaa sellaisista hyaluronihapoista, joiden mole-
kyylipaino on alle 30.000.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen puhdistusmenetelmi,
tunnettu siit4, ettd ensimmdisen hyaluronihappo-
fraktion keskim8dr&inen molekyylipaino on 250.000 - 350.000.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen puhdistusmenetelmi,
tunnettu siit¥, ett4 ensimmiinen hyaluronihappo-
fraktio alistetaan edelleen molekyyli-ultrasuodatukseen,
jossa kH¥ytet&3n kalvoa jonka molekyylipainon mukainen eks-
kluusioraja on 200.000, niiden molekyylien erottamiseksi,
joiden molekyylipaino on yli 200.000, ultrasuodatusta jatke-
taan kunnes ultrasuodatukseen alistettavan liuoksen tilavuus
on pienentynyt 10 %:iin alkutilavuudesta, ja kalvon ldpi kul-
keva seos ker#t#3n sellaisen toisen hyaluronifraktiotuotteen

saamiseksi, jonka keskim#irdinen molekyylipaino on 50.000 -
100.000.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen puhdistusmenetelmd,
tunnettu siit¥, ett8 kerdts3n ultrasuodatusvaiheen
j8lkeen kalvolle j#&nyt seos kalvolla, jonka molekyylipainon
mukainen ekskluusioraja patenttivaatimuksessa 4 on n.
200.000, jolloin saadaan kolmas hyaluronihappofraktiotuote,
jonka keskim#4r&inen molekyylipaino on 500.000 - 730.000.
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Patentkrav:

1. F8rfarande f8r framst#llning av en v#sentligen ren,
icke-inflammatorisk hyaluronsyrafraktion, k & nn e -
tecknat av att
- en blandning av hyaluronsyror med olika molekylvikter
extraheras fran v#vnadsutgangs#mne som innehdller
hyaluronsyra och
- den erhdllna blandningen underkastas molekylfiltrering
f8r att erhdlla en hyaluronsyrafraktion, vars molekyl-
viktsmedelvdrde &r ca 50.000 - 100.000, ca 250.000 -
350.000 eller ca 500.000 - 730.000, varvid
n&mnda fraktion &r v3sentligen fri fran hyaluronsyra,
vars molelkylvikt understiger 30.000.

2. F8rfarande enligt patentkrav 1, k annetecknat
av att hyaluronsyrablandningen underkastas molekylfiltrering
med ett membran, vars molekylviktsexklusionsgrdns dr 30.000
f8r att avskilja de molekyler vars molekylvikt &r Over
30.000 och dirgenom kvarhalla p& membranet en f8rsta hyal-
uronsyrafraktion, som &r v&sentligen fri fran hyaluronsyra,
vars molekylvikt understiger 30.000.

3. F8rfarande enligt patentkrav 2, k annetecknat
av att den erhdllna f&8rsta hyaluronsyrafraktionen har ett
molekylviktsmedelv&rde pad 250.000 - 350.000.

4. F8rfarande enligt patentkrav 3, k 8 nnetecknat
av att

- den f¥rsta hyaluronsyrafraktionen underkastas en
ytterligare molekylultrafiltrering med ett membran,
vars molekylviktsexklusionsgréns &r 200.000 f8r att
utesluta molekyler med en molekylvikt Sver 200.000,

- ultrafiltreringen forts#tts tills volymen av den
blandning som underkastas ultrafiltrering &r reducerad
till 10 % av den ursprungliga volymen, och

- den blandning som passerat genom membranet samlas fdr
att dirgenom erhdlla en andra hyaluronsyrafraktions-
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produkt vars molekylviktsmedelvdrde &r 50.000 -
100.000.

5. Fdrfarande enligt patentkrav 4, k S nnetecknat
av att den blandning som kvarhdllits p& membranet samlas efter
ultrafiltreringssteget med ett membran, vars molekylvikts-
exklusionsgrdns 8r ca 200.000 i krav 4, varvid en tredje
hyaluronsyrafraktionsprodukt erhdlles, vars molekylvikts-
medelvdrde &r 500.000 - 730.000.

6. F8rfarande enligt ndgot av de fdregdende patentkraven,
k&8nnetecknat av att hyaluronsyrablandningen
erhdlles genom att underkasta utgdngsv#vnadsmaterialet
18sningsmedelsextraktion, till exempel l8sningsmedels-
extraktion utfdrd med aceton.

7. FOrfarande enligt patentkrav 6, k 8§ nnetecknat
av att den erhdllna hyaluronsyrablandningen underkastas
d3drefter enzymatisk s&nderdelning.

8. FOrfarande enligt patentkrav 7, k 8 nnetecknat
av att den enzymatiska s&nderdelningen utf8rs med papain.

9. Fdrfarande f8r rening av en hyaluronsyrablandning fran
inflammatoriska &mnen, k 8 nne t ecknat av att
- en hyaluronsyrablandning underkastas molekylfiltrering
f8r att erhdlla en hyaluronsyrafraktion, vars molekyl-
viktsmedelv8rde 4r ca 50.000 - 100.000, ca 250.000 -
350.000 eller ca 500.000 - 730.000, varvid
ndmnda fraktion &r vésentligen fri fran hyaluronsyror,
vars molelkylvikt understiger 30.000, och som bildar
en visentligen icke-inflammatorisk hyaluronsyrafrak-
tion.

10. Reningsfdrfarande enligt patentkrav 9, k 8 nn e -
tecknat av att hyaluronsyrablandningen underkastas
molekylfiltrering med ett membran, vars molekylvikts-
exklusionsgréns 4r 30.000, f8r att avskilja de molekyler
vars molekylvikt 8r 8ver 30.000 och dirgenom kvarhdlla pa
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membranet en f8rsta hyaluronsyrafraktion som 4r vdsentligen
fri fréan hyaluronsyra, vars molekylvikt understiger 30.000.

1l1. Reningsf&rfarande enligt patentkrav 10, k 8 nn e -
tecknat av att den erhdllna f¥rsta hyaluronsyrafrak-
tionen har ett molekylviktsmedelv&rde P& 250.000 - 350.000.

12. Reningsf¥rfarande enligt patentkrav 4, k S nn e -
tecknat av att den f¥rsta hyaluronsyrafraktionen
underkastas en ytterligare molekylultrafiltrering med ett
membran, vars molekylviktsexklusionsgrans dr 200.000 f&r
att utesluta molekyler med en molekylvikt st&rre in 200.000,
ultrafiltreringen forts4tts tills volymen av den blandning
som underkastas ultrafiltrering &r reducerad till 10 % av
den ursprungliga volymen, och den blandning som passerat
genom membranet samlas f8r att ddrgenom erhdlla en andra
hyaluronsyrafraktionSprodukt vars molekylviktsmedelvirde
dr 50.000 - 100.000.

13. Fdrfarande enligt patentkrav 12, k 8nneteck-
nat av att den blandning som kvarhallits pa& membranet
samlas efter ultrafiltreringssteget med ett membran, vars
molekylviktsexklusionsgrans dr ca 200.000 i krav 4, varvid
en tredje hyaluronsyrafraktionsprodukt erhdlles, vars
molekylviktsmedelvirde &r 500.000 - 730.000.
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