'TRE] ”e e "
e o .4 M

,ﬂ;4ﬂ29/‘ ok

717606

63.326/RAZ

KOZZETETELL PELDANY
KIVONAT

Kéros Osszendvést gatld szer

ASTRA AKTIEBOLAG, SODERTALJE, SE

A bejelentés napja: 1995.07.13.

Elsébbsége: 1994.07.19., 9402529-3, SE

A nemzetkdzi bejelentés szama: PCT/SE95/00856

A nemzetkdzi kOzzététel szama: WO 96/02258

A talalmany téargya kitozannak és egy, a heparin, heparan-
-szulfat és dextran-szulfat kozil valasztott, ionos vagy ko-
valens kotéssel ra immobilizalt poliszachafidnak a felhasznéa-
lésa olyan agens el6allitésara, amely képes megakadalyozni
vagy lényegesen csdkkenteni a sebgydgyulas kapcsan a karosult
szbvetnek a szomszédos vagy kornyezd szdvetekkel vald nem ki-
vanatos Osszendvését.

Az agens lehet film vagy membran, tubus vagy témld, gél,
por, aeroszol vagy oldat formdjédban.

A kitozadn N-acetilezettségi foka 1legfeljebb korilbelul
90%, eldnydsen legfeljebb korllbeliil 50% legyen.

A talalmany targyat képezi még a sebgydgyulds kapcsan a
kdrosult szdvetnek a szomszédos vagy kdrnyezd szovetekkel va-
16 nem kivanatos Osszendvésének megakadalyozdsdra vagy lénye-
ges csokkentésére szolgdlé eljaras is, amelynél a sebgydégyu-

lds helyére a fenti agens valamelyik formajat helyezik.
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A taldlmény térgyét kbéros Osszendvést gatld 0j szerek,
vagyis olyan termékek képezik, amelyek képesek a sebgybgyulds
soradn meggatolni a szbvetek nem kivant Osszendvését. A ter-
méknek meg van az a képessége is, hogy javitja a gydgyulds
minéségét a szdvetek regenerdldddsanak stimulalaséaval.

A taldlmdyn a szovetek ilyen nem kivanatos &sszendvésének
gatlasara szolgald eljaradsra is vonatkozik.

Eletiink min&sége szempontjdbdél rendkivil fontos, hogy ké-
pesek legylnk tetszés szerint és a kivanalmaknak megfelelBen
szabadon mozogni. Az izom-csontvaz (muszkuloszkeletdlis)
rendszer megfeleld funkcidja, szoros egylittmlikodésben féleg a
bérrel, nyadlkahartyaval és az idegi szévetgkkel, eléfeltétele
mozgasképességiinknek és oOnmagatodl igénylivazt, hogy a kilodn-
b6z& szerkezetek, igy a csontok, izmok és inak egymédshoz ké-
pest szabadon tudjanak elmozdulni. Az ilyen ténykedések egy-
mason csuszd zdédndkat, minimdlis surlddast és maximdlis elmoz-
dulédsi szabadsdgot igényelnek. Az optimalis mikdédéshez igy
szlkségesek példaul a szomszédos izmok és inak kozdtti, vala-
mint a bér és a szomszédos szdvetek kdzdtti elcstszd rendsze-
rek. Ugyanez vonatkozik a zsigeri szerkezetekre is, igy. a
gasztrointesztindlis csatornédra, a szivre, tidére, agyra és a
gerincagyra. Ezeket az egymason elcsuszd rendszereket laza
kotdszovetek vékony rétegei alkotjak, amelyeket a hasban, a
mellkas ilregében, a szivburok térségében és az agyban és ge-
rincagyban mezotelidlis sejtek hatarolnak. A paratenonok ha-
sonld szerkezetet mutatnak.

Ezek az egymdson elcsuszd rendszerek nagyon érzékenyek a
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gyulladéasra és sériilésekre. Kénnyen képzddnek forradédsos szd-
vetek, amelyek csokkent mikodést, sét a mikédés hidnyat ered-
ményezhetik. Osszendvések képzédhetnék a hasiregben, vagyis
rostok és a szomszédos és kornyezeti szerkezetek kézotti egy-
beolvadasok képzddése esetleg bélelzarddast eredményezhet,
ami az életet veszélyeztetd 4allapot. A sériiléseket ellatd,
daganatokat eltavolitdé vagy mas rendellenességeket kezeld
vagy helyreallitast végzd sebészi beavatkozdsok mindig hegek
képzddésével jarnak, és ezaltal a ,természetes és eredeti”
elcstszd rendszerek tobbé-kevésbé kiterjedt karosodasat okoz-
zak.

A bdér és a nyalkahdrtya-bevonatok sérU%éseinek gydgyulésa
komplikalt folyamat, egyrészt a kbtészévet korlatozott
regeneraldddképessége, masrést éretlen sarjadzd szdvetek kép-
z86dése miatt, amely utdbbiaknak korldtozott a normal szove-
tekhez hasonld érettség elérése iranti képessége. Igy sériulés
utan a bdr (irharétege) kevés kivétellel sem a fiatalokndal,
sem a felnétteknél nem Gjul meg. Az irha kismértékd és/vagy
felszini sérilései az elvesztett szdvetnek a szomszédoshoz
hasonldé tipust szerkezetek képzddésével és reaktiv sarjadéé
szovet kepzddésével torténd pdtlasa altal gydgyulnak. Kiter-
jedtebb szdvetveszteségek, igy a mély égések utani, harmadfo-
kil termalis sérililések és az irha egy részének elvesztése uta-
niak elkerilhetetleniil hegek képzddésével, a szdvet valtozd,
de maradandd veszteségével és megmaradé deformacidkkal
gyogyulnak. A hegszévet mechanikailag ellendlld komponensét

nagyrészt rovid rostok és alacsonyabbrendl szervez&dések III.
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tipusa kollagénje alkotja, és ezért a normédlis I. tipusu kol-
lagénhez képest alacsonyabbrendd mechanikai tulajdonsagokkal
rendelkezik. Az amorf, képlékeny alépanyag frakcidéja csok-
kent, akarcsak a szovet cellularitédsa. A vérerek szama id&vel
csokkent a normdl szdvetekéhez képest, és a vérerek eloszlésa
és tipusa megvéltozott. Gyakoriak a széles, vékony falu, a
megfeleld normalis vérerekhez képest gyengébb funkciodju vére-
rek, amilyenek az abnormdlis nyirokér-rendszerek. Az egymason
elcsUsz6 rendszereket igy végiil is merev, rostos kollagén k&-
t6szbvet valtja fel.

Egy tovabbi komplik&ld, nagyon fontos tényezdt jelent a
miofibroblasztok, vagyis az olyan ”kézéngéges” kotb8szoveti
sejtek (fibroblasztok) megjelenése, amelfhek, miként a makro-
fagok egy részének, megndvekedett szamban vannak izomprotein
citoplazma-kotegei, amelyek lehetdvé teszik a sejtek szamara,
hogy lassan és erételjesen OsszehUzddjanak, és ezt az Ossze-
htuzoédast hosszii ideig megtartsdk. Ez olyan zsugorodasokat
eredményezhet, amelyek tovadbb deformadlhatjdk az érintett szo-
vetet, és korlidtozhatjdk annak funkcidit. A miofibroblasztok
megnovekedett  jelenléte észlelhetd példaul a mellimb—
lantatumok korul [ szilikon protézis beliltetése mellmegnagyob-
bitas vagy mellhelyredllitds céljabdl; részletesebb leirés
talalhaté C.Lossig és H.A. Hansson cikkében: Plastic
Reconstr. Surgery, 91, 1277-1286 (1993)] és sebészeti varra-
tok és egyéb idegen anyagok implantdtumai kOrnyékén. A
miofibroblasztok megnovekedett gyakorisidggal elterjedtek bi-

zonyos reumatoid betegségekben az iziletek koérnyékén, és



okozhatjak az ujjak elgdrblilését és néha kificamodasat is. Ez
a sejt az a patogén tényezd, amely a Dupuytren-kontrakturés
betegek kézdeformicidit oquza. A miofibroblasztok, valamint
a kozonséges fibroblasztok a kollagén fonalakhoz specifikus
heterodimer receptorok utjan kapcsolddnak, amelyek egyik egy-
ségét mindig Bl-integrin alkotja. Az integrinek blokkolésa a
zsugorodasok megszilintetését eredményezi. A gyulladast csok-
kentd gyodgyszerek befolydsolhatjdk az integrinek kifejezddé-
sét.

A laza kotészovetben az egymédson elcsuUszd rendszerek, joél
definialt csuUszasi felllettel vagy anélkil, igy csak a mini-
malis gyulladés eseteiben &llnak helyre.iA sarjadzd szodovet
képz8dése azonban csak wvalamilyen gyuiladésos folyamattal
kapcsolatosan fordul eld, amely onmagdtdl eredményezi éretlen
sejtek és szoveti komponensek képzddését. A helyredllitasi
folyamat soran képzett 0j szOvetnek az arra vald képtelensé-
ge, hogy megkdzelitse a normdlis differencidldédési szinteket,
az oka annak, hogy a hegszdvet mennyiségileg és mindéségileg
alacsonyabbrendli az eredeti érett, de elvesztett szdvetnél. A
regeneralt szovet érése azt igényli, hogy hozz&jusson azokhbz
a novekedési faktorokhoz, amelyek szabdlyozzdk és el&segitik
a sejtek, rostok és az alapanyagok differenci&dlddésat.

Széleskorl kutatdst forditottak mar annak a probléménak a
megoldasara, hogy hogyan lehet elkeriilni a sebek, igy a sebé-
szetl vagasok, balesetek, gyulladdsok és daganatok &ltal oko-
zott sebek gydgyulasa kapcsan a szovetek nem kivadnatos Sssze-

novesét. A PCT/US/02406 szami szabadalmi iratban leirjak az



ezzel a specialis problémaval kapcsolatos technoldgiat, és
mellékelik a hattértudomany viszonylag terjedelmes ismerteté-
sét 1s. Az ebben a szabadalmi irétban szerepld technika
szendvics-szerkezetek hasznalatan alapszik, amelyek egy bio-
légiailag lebonthatd, bioldgiailag aktiv membrant és olyan
szemben lévd felileteket tartalmaznak, amelyek eltérd Sssze-
tétellek, és igy eltéré bioldgiai funkcidjuak. Az ennek meg-
feleld termékek azonban még nem latszanak kereskedelmileg el-
érhetdének.

Ennek megfeleléen, a taldlmény egyik tédrgya olyan Ossze-
noévést gatld szer rendelkezésre bocsidtasa, amelynek haszndla-
taval csak roévid ideig tartd, minimélis gyulladést valtunk
ki, amely szer ezenfelll bioldgiailag elfdgadhaté és bioldgi-
ailag lebonthaté, anélkiil, hogy zavard lebontdsi termékek ke-
letkeznének.

A talalmany egy masik térgya olyan Osszendvést gatld szer
szolgaltatasa, amelynek megvan az a képessége, hogy hatarfe-
lileteket képezzen, és példaul sebészi vagdsok egyszeriibb
mechanikai és technikai kezelését eredményezze.

Ismét masik targya a taldlmanynak olyan eljaréas rendelké—
zésre bocsétédsa, amely megakaddlyozza vagy lényegesen csdk-
kenti a sebgydgyulassal kapcsolatban a szomszédos vagy koér-
nyezeti szovetek és szervek nem kivanatos Osszendvését.

Ugyszintén targyat képezi a taldlmanynak a sebgyégyulas-
sal kapcsolatban a szdvetek regenerdlddasénak stimuldlésa.

Ezen és az alabbi koOzlésekben megvilédgitott okokbdédl kifo-

lydlag, a taldlmany altal rendelkezésre bocsatjuk a kitozan-
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nak és egy ra immobilizalt, a heparin, hepardn-szulfat és
dextran-szulfat koézll valasztott poliszacharidnak Gj felhasz-
nalasat. Ennek az anyagnak a hasznélaféval eldéallithatunk egy
olyan szert, amelynek megvan az a képessége, hogy kikiiszdbdl-
je vagy lényegesen csOkkentse a sebgybdgyuldssal kapcsolatban
a karosult szovetnek a szomszédos vagy kérnyezd szovetekkel
vald nem kivénatos Osszendvését.

Az alkalmazott poliszacharidot a kitozénra lényegileg héa-
rom kilénbdzé médon immobilizalhatjuk. Igy, az immobilizacid
megvaldsulhat ionos kétéssel, kovalens kdOtéssel vagy oldatbédl
vald kicsapédssal a kitozanba vald mechanikai bezdrassal. Az
illetd poliszacharidnak aminocsoportokat Egrtalmazé szubszt-
ratumhoz valdé kovalens kdtésére szolgélé‘éljérést ismertetnek
az US 4,613,665 szami amerikai egyesilt &llamokbeli szabadal-
mi leirédsban. Poliszacharidként kiildénésen elényds heparint
vagy heparan-szulfdtot alkalmazni, minthogy ezek az anyagok a
piacon kuldonbdzd gyartdktdl hozzaférhetdk. Természetesen, a
poliszacharid részlegesen hidrolizalt formdi is hasznalhatdk,
feltéve, hogy megmaradt a bioldgiai aktivitésuk.

A talalmdny szerinti, Osszendvést gatld szer kulénbdéé
fizikai formakban lehet jelen, igy példadul filmek vagy memb-
ranok, gélek, tubusok vagy tomldék, porok, aeroszdlok vagy ol-
datok formajaban. A megfeleld formAt természetesen az illetd
kdrosodashoz igazitjuk. A legtobb esetben a filmek hasznialha-
tok, mig a tubusok vagy gélek specidlis esetekben hasznalha-
tok, peéldaul megnyult, bezadrt szoveteknél, igy izmoknal is

inaknal.
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A kitonaz B-D-gliikbéz-amin egységekbdl felépiild linearis,
1,4-kotésd poliszacharid. A kitozant a kitinnek, az egyebek
ko6zott a rovarok és kagylék héjat alkﬁté polimerek az N-deza-
cetilezésével allitjdk eld. A kereskedelemben kaphaté kitint
a haléaszati ipar melléktermékét képezd rakok és garnélarikok
héjabél nyerik. A kitinek lugos kezelésének szabalyozasaval
valtozd N-acetilezettségi fokl kitozénokat 4allithatunk eld. A
kitint témény lGggal, &ltaldban nadtrium-hidroxiddal kezelve,
az N-dezacetilezés végbemegy, vagyis az acetil-amino-csopor-
tok atalakulnak aminocsoportokkd, és kitondz képzddik.

A kitozan felhaszndlhatdsdgdt befolydsold fizikai tulaj-
donsagai az N-acetilezettség fokatdl, a mo%ekulatémegtél és a
homogenitastdél fliggnek. A kitozan biolégiailag lebonthatd,
mind az emésztdrendszer kitindza, mind a lizozin és a szerve-
zet nedveiben 1évé egyéb enzimek &ltal.

A talalményban vald felhasznalds szempontjdbdl eldényds,
ha a kitozdn N-acetilezettségi foka legfeljebb koriilbeliil
90%, eldényosebben legfeljebb korilbelil 50%. Kiildndsen eld-
nyos, ha az N-acetilezettségi fok kisebb koériilbelil 25 %-nal.

A taldlmdny eljarast is bocsdt rendelkezésre a sebgyé—
gyulédssal kapcsolatban a szovetek nem kivédnatos Osszendvésé-
nek megakadalyozédsdra vagy lényeges mértékd csokkentésére. Ez
az eljaras abbbél 4&ll, hogy a sebgydgyulds helyére egy
kitozant és a heparin, hepardn-szulfat és dextrin-szulfat ko&-
zil valasztott, r4d immobilizalt poliszacharidot tartalmazd
agenst alkalmazunk.

Az érintett seb jellegétdl fiuggben, ezt az agenst alkal-



mazhatjuk film vagy gél formédjdban vagy tubus vagy témlé for-
majaban. Hogy az alkalmazashoz melyik terméket valasszuk, az

kéonnyen elddntheté példaul az illetd sebészi eljaras alapjan.

Az elényds megvaldsitasok példai

A talalményt a tovabbiakban az oltalmi kort semmiképp sem
korlatozd példakkal szemléltetjik. A példakban szerepld vala-
mennyi filmet 54 cm’ feliileti teriiletd Petri-csészékben ké-

szitjuk.

1. példa:

Kitozanfilm készitése .

5 g kitozan-hidroklodis sot (50% acetilezettségi foka;
Pronova) oldunk 0,5 1liter desztillalt wvizben; igy 1 to-
meg/térfogat %-os oldatot kapunk. A kapott oldat 10 ml-ét
Petri-csészébe visszik, és 70 °C-os szaritdszekrényben 24
bras Dbeparlassal és szaritassal kitozanfilmet képeziink. Az
igy kapott filmet azutédn 0,2 M (9,0 pH-jO) natrium-foszfat-
-puffer hozziadésidval semlegesitiik. A filmet szobahdémérsék-

leten 2-4 6rédn &t a Petri-csészében, ebben a pufferben &4llni

hagyjuk, majd vizzel 3-4-szer mossuk, és hagyjuk megszaradni.

2. példa:

Kitozanfilm készitése

5 g kitozén-hidroklorid sé6t (20% acetilezettségi foku;
Pronova) oldunk 0,5 liter 2 %-os ecetsavoldatban; igy 1 toé-

meg/térfogat %$-os oldatot kapunk. Az oldatot autoklavban 125
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°C-on, 1 6éran &t sterilezziik. Leh{ilés utdn Petri-csészében
filmet készitiink, ez alkalommal 20 ml oldatot hasznalva. A
filmet azutéan szobahémérsékleten hag?juk megszaradni, és 0,2
M (9,0 pH-ju) nétrium-foszfat-puffer hozzdadaséval semlege-
sitjik. A filmet ebben a pufferben, szobahémérsékleten A&llni
hagyjuk, majd 3-4-szer mossuk desztillalt vizzel, és ismét

hagyjuk megszaradni.

3. példa:

Heparin salétromsavas lebontasa

1 g heparint oldunk 300 ml vizben. Az oldatot jeges viz-
ben 0 °C-ra lehlitjiik és hidegen tartjuk. El8sz6r 10 mg natri-
um-nitritet (NaNO,-t) adunk hozza; majdlkeverés kozben 2 ml
ecetsavat adunk az oldathoz. A reakcidelegyet 2 oéran keresz-
til 0 °C-on tartjuk, dializaljuk és liofilizaljuk. Igy 0,7 g

lebontott heparint kapunk.

4. példa:

Heparin perjodatos oxidacidja

Natrium-perjodadttal oxiddlt heparin-ndtrium oldatot a ké—
vetkezd mdéddon készitink. 1 g natrium-perjodatot (NaJdo,) ol-
dunk 200 ml desztilldlt wvizben. A natrium-perjodadt-oldathoz
10 g heparin-natriumot adunk, és egy éjszakan at sotétben ke-
verjik. A keletkezdé oldatot 10 ml glicerin hozzdadésa és 2
brai keverés utan vizzel szemben dializadljuk. A vizet dbréan-
ként cserélijik. Ez perjodattal oxidé&lt heparint tartalmazd

oldatot eredményez, korilbeldl 19 mg/ml koncentrécidban.
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5. példa:

Kovalensen kétott (végpont-kapcsoldédasu) heparint tartal-

mazé kitozanfilm készitése |

Az 1. példa szerint készitett, semlegesitett kitoza&nfilm-
hez 20 ml olyan oldatot adunk, amely 4,4 g ndtrium-kloridot
tartalmazé 0,5 liter vizben oldott, a 3. példdban leirtak
szerint készitett, nitrittel lebontott 125 mg heparint tar-
talmaz. Az oldathoz 15 mg natrium-{ ciano-trihidrido-borat] -
(I-)-et adunk. Az oldat pH-jat 0,5 M sésavoldattal vagy méas
sav oldataval 3,9-re 4llitjuk. A kitozanfilmet tartalmazé ol-
datot szobahémérsékleten 14 6ran &t &llni hagyjuk, majd a ke-
zelt filmet azutdn 3-4-szer mossuk vizzel,,és hagyjuk megsza-

radni.

6. példa:

Kovalensen kotott (tobbpont-kapcsolédasu) heparint tar-

talmazé kitozanfilm készitése

A 2. példa szerint készitett, semlegesitett kitozanfilmet
24 O0réan keresztil &llni hagyjuk az aldbbi oldat 20 ml-ében:

4,4 g natrium-kloridot és a 4. példédban leirtak szeriht
készitett, perjodattal oxidalt 125 mg heparint oldunk 0,5 1li-
ter vizben, és a pH-t 0,5 M sésavoldattal 3,9-re &llitjuk. Az
oldathoz 15 mg natrium-[ ciano-trihidrido-borat] (1-)-et adunk,
és 10 Oran keresztiil szobahdémérsékleten tartjuk. Az igy ke-
zelt filmet azutéan vizzel 3-4-szer mossuk, és hagyjuk megsza-
radni. A heparin kovalens kotési technik&janak részleteit il-

letden hivatkozunk a fent emlitett US 4,613,665 szadml ameri-
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kai egyesilt allamokbeli szabadalmi leirésra.

7. példa:

Ionosan kétott heparint tartalmazé kitozanfilm készitése

Semlegesitett kitozanfilmet készitiink a 2. példédban leir-
tak szerint. Hozzdadjuk heparin 4,4 g nadtrium-kloridot 1is
tartalmazd 0,5 1liter wvizzel késziilt oldatat, majd azzal
egyitt 3 6ran 4t szobahdémérsékleten tartjuk, és utdna a fil-

met 2 x 0,5 liter vizzel Oblitjik és megszaritjuk.

8. példa:
Bioldégiai vizsgadlat, kontroll .

A 2. példa szerint készitett filmet éz alabbi allatkisér-
letben a kéros Osszendvést gatld membranként hasznaljuk.

Egy patkany hasfaldt megnyitjuk, és a szagittdlis vonal
mindkét oldalan sebészi uton koriilbelil 12 x 10 mm-es sebet
ejtink. Az egyik defektust fedjik egy koériilbeldl 18 x 15 mm-
es, a 2. példa szerint készilt filmmel, mig a madsik defektust
nyitva hagyjuk. A membrant Dexon®7-0-val Osszevarrjuk oly mébé-
don, hogy a varrat ne &lljon ki a hasiiregben.

Az eredményeket 2 és 4 hét elteltével értékeljik. Ezzel
kapcsolatban csekély Osszendvés észlelhetdé a membrannal a
hasliregben, viszont erds Osszendvések mutathatdédk ki, ha a
szovetdefektus nincs fedve filmmel.

A film alatti defektus lényegileg hegszdvet képzddésével
gydgyul, és a film koril gyulladdsos reakcid és tok képz&dé-

sének jelei lathatdk.
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9. példa:

Bioldégiai vizsgdlat, a talalmany szerint

Az alabbi 4llatkisérletben a 3. ?éldéban leirtak szerint
készitett filmet haszndljuk a kéros OGsszendvést gatld memb-
ranként.

Egy patkany hasfalat megnyitjuk, és a szagittdlis vonal
mindkét oldalan sebészi Uton korllbeldl 12 x 10 mm-es sebet
ejtink.

Az egyik defektust fedjik egy kOriilbelil 18 x 15 mm-es
filmmel, mig a masik defektust nyitva hagyjuk. A membréant
Osszevarrjuk a 8. példadban leirtakkal azonos médon.

A nyitva hagyott sebfelilet mutat néhégy Osszendvést, el-
lentétben a filmmel fedett sebbel, amelyﬁél nagyon kevés 0O6sz-

szendvés lathatd, vagy egyaltaldn nem lathatd dsszendvés.

10. példa:

Ionosan koététt heparint tartalmazé kitozanfilm készitése

Kitozan-hidroklorid sé6 5 g-jat (acetilezettségi fok 45%;
Pronova) oldjuk 0,5 liter vizben; igy 1 témeg/térfogat $%$-os
oldatot kapunk. Az oldatot sterilizdlas céljabdédl autoklavban
1 6rén keresztil 125 °C-on tartjuk. Leh(ités utdn Petri-csé-
szében filmet készitink, ez esetben az oldat 20 ml-éb&l. A
filmet azutan szobahdémérsékleten hagyjuk megszaradni, és 125
mg heparin 0,5 liter vizzel készitett oldatdt adjuk hozza, és
azzal egyutt 3 o6ran keresztil szobahémérsékleten tartjuk,

majd a filmet 2 x 0,5 liter vizzel 6blitjik és megszaritijuk.
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11. példa:

Kitozanfilm készitése

Kitozén-hidroklorid sé_5 g-jat (écetilezettségi fok 45%;
Pronova) oldjuk 0,5 liter vizben; igy 1 témeg/térfogat %-os
oldatot kapunk. Az oldatot sterilizdlas céljabdél autoklavban
1 o6ran keresztiil 125 °C-on tartjuk. Lehiités utdn Petri-csé-
szében filmet készitliink, ez esetben az oldat 20 ml-éb&él. A
filmet azutan szobahdmérsékleten hagyjuk megszaradni, és a
Petri-csészéhez adott 0,2 M (9,0 pH-ju) natrium-foszfat puf-
feroldattal semlegesitjik. A filmet szobahémérsékleten 2-4
6rén keresztiil ebben a pufferben &4llni hagyjuk, majd desztil-

lalt vizzel 3-4-szer mossuk, és ismét hagyjuk megszéaradni.

12. példa:

Bioldégiai vizsgdlat, a taldlmany szerint

A fenti 10. példaban leirtak szerint készitett kitozan-
-heparin-filmekkel fedjik a fentiek szerint, a parietdlis
hasfalon ejtett 10 x 12 mm-es és 1 mm mélységli sebeket. Egy
azonos sebet ejtink a hasfal kontralateralis oldalédn, és fed-
jik a 11. példdban leirtak szerint készitett kitozénfilmmei.
A koéros Osszendvések képzddésének eldforduldsédt 2 hét eltel-
tével értékeljik ki. A heparin-kitozdn-filmmel fedett sebnél
nincsenek kéros oOsszendvések, mig a sima kitozanfilmmel fe-
dett seb mutat néhany, csekény fokld Osszendvést. A heparin-
—kitozan-filmmel fedett seb fénymikroszkdpos vizsgdlata a seb
jobb gyégyuldsat mutatja, beleértve a mezotelidlis-szerd

sejtekkel vald boritds mértékét és azt, hogy kevésbé kiter-
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jedt a gyulladadsos sejteknek a beszlirédése a heparin-kitozan-
-film és a sebes hasfal szovetei kozti érintkezési feliileten,

mint a sima kitozdnfilmmel boritott, megfeleld terileten.

13. példa:

Kitozan-heparin-filmek készitése

Kitozan-hidroklorid s6 5 g-jat (az acetilezettség foka
16%; Pronova) oldjuk 500 ml 2 %-os ecetsavoldatban (igy 1 to-
meg/térfogat %-os oldatot kapunk). Az oldatot sterilizalds
céljabol autoklavban 1 o6ran at 125 °C-on tartjuk. Lehdtés
utédn Petri-csészében filmet készitink, ez alkalommal az oldat
20 ml-ével. A filmet azutédn 70 °C-os szaritészekrényben 16
bra alatt szaraza parclijuk, majd 0,1 M ﬁétrium—hidroxid ol-
dattal 3 oran keresztiil szobahémérsékleten tartjuk, és utdna
desztilldlt vizzel 3-4-szer mossuk, és Ujbdél hagyjuk szaradni
2 6ran at 70 °C-on. Az igy kapott filmet azutan atvissziik egy
Petri-csészébe, és sertés-nyadlkahdrtydbdl nyert nativ heparin
(Kabivitrum) 0,2 M (6,4 pH-ju) foszfatpufferrel készitett 1
tomeg/térfogat %$-os steril oldatdnak 30 ml-ét adjuk hozza. A
filmet egy éjszakan &t szobahémérsékleten tartjuk, majd sté—
ril vizzel &blitjik, és LAF padon megszaritjuk. Négy tovabbi
filmet is készituink, azzal a mbédositéassal, hogy azokat 0,5 %-
os, 0,1 %-os, 0,01 %-os és 0,00 %-o0s heparinoldattal kezel-
juk. A heparinnal kezelt filmekbdl elemanalizist végziink, ami
azt mutatja, hogy a filmek 1,2%, 0,9%, 1,3%, 0,23% és 0,007%
ként tartalmaznak. Ezek az értékek megfelelnek 9,2%, 7,7%,

10,8%, 1,9% és O

o\

heparintartalomnak, hat csoportba osztott,
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tiz biopsziaval.

14. példa:

Sebek in vitro készitése

Steril emberi bért a mell m{téti eltavolitasanak
(mastectomia) mintdibdél nyeriink. Minden egyes kisérletben
csak egyetlen donortdl szarmazdé bdért haszndlunk. Steril ko-
rilmények kozdtt biopszia-vagdéval (Stiefel Laboratories, UK)
6 mm atmérdjd kordket vagunk ki. Minden egyes darab kdzepén,
az epidermalis oldalon, egy részleges sebet ejtiink 3 mm-es
biopszia-vagodval, és azutdn a darabokat &tvisszik 12 1lyukas
Costar-lemezekre, a felfelé forditott ep%germélis oldallal.
Minden egyes lyukat megtdltink Dulbecco—féle médositott Eagle
taptalajjal (Dulbecco’ s Modified Eagles Medium = DMEM) az
epidermalis szintig, igy a sebet a géz/folyadék érintkezd fe-
lileten tartva. 2% borjumagzat szérumot (Fetal Calf Serum =
= FCS) és antibiotikumokat (50 pg/ml-es penicillin- és 50

pg/ml-es sztreptomicinoldatot) adunk minden egyes mintahoz.

15. példa:

A gyoégyulds in vitro vizsgdlata

A 14. peldaban leirt in vitro sebeket &t csoportba oszt-
juk, minden egyes csoportban tiz biopszidval. Minden egyes
sebet fedunk a 13. példaban leirtak szerint készitett, hepa-
rinnal kezelt filmmel. A k&zegeket naponta cseréljik. Hét nap
elteltével a darabokat neutrdlisan pufferolt 4 %-os formalde-

hiddel fixaljuk, etanol-xilecl sorozaton atvive dehidrataljuk,
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és paraffinba agyazzuk. 10-20 mm vastagsagu keresztmetszete-
ket hematoxilinnal és eozinnal festiink meg, és az Ujbéli ham-
képzd&dés (reepithelisatio)}fokét fénymikroszképos vizsgalat-
tal becsiljik meg. Csak a keratinocitdkkal teljesen fedett
sebeket tekintjik gydégyultnak.

Miként az 1. abrabdél nyilvanvald, a 2% alatti heparintar-

talmi filmek nem stimuldljdk a sejtburjanzast.

16. példa:

Gélkészitmények eldallitasa

Az alébbi négy gélkészitmény elballitasandl 0,9% natrium-
-klorid-tartalmi vizet hasznadlunk.

A = 2% metil-celluldz;

B = 2% metil-celluldz + 0,2% heparin-ndtrium;

C = 0,5% metil-celluldz + 1% kitozan (16% acetilezettség-

gel);
D = 0,5% metil-celluldz + 1% kitozén (16% acetilezettség-

gel) + 0,2% heparin-natrium.

17. példa:

A gyoégyulads in vitro vizsgalata

A 14. példéban leirtak szerint in vitro készitett sebeket
hat csoportba osztjuk, minden egyes csoportban tiz biopszia-
val. A csoportok kozil Otben 1évé minden sebet fedink a 16.
példaban leirt gélkészitménnyel. Az utolsd csoportot csupdn a
2% FCS-t tartalmazd kozeggel kezeljik. A kozegeket naponta

cseréljuk. Hét nap elteltével a darabokat neutrdlisan puffe-
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rolt 4 %-os formaldehiddel fix&ljuk, etanol-xilol sorozaton
atvive dehidratdljuk, és paraffinba &agyazzuk. 10-20 mm vas-
tagsagu keresztmetszeteket hematoxiliﬁnal és eozinnal megfes-
tink, és az ujboli hamképzddés fokat fénymikroszképos vizsga-
lattal megbecsiljik. Csak a keratinocitdkkal teljesen fedett
sebeket tekintjik gydégyultnak.

Miként a 2. abrabdl nyilvanvald, a kitozadn és heparin
kombindcidjat tartalmazd gél jobban gyégyitja a sebeket, mint

a csak kitozant vagy csak heparint tartalmazd gélek.

18. példa:

Biolégiai vizsgalat, a talalmany szerigt

A 9. példat megismételjik a 7. példéban leirtak szerint
készilt film haszndlataval.

Miként a fent leirt bioldgiai kisérletekbdl vilagos, a
talalmény szerinti technikd&dk haszndlata lényegesen Jjobb
gyogyulasi korilményeket tesz lehetdvé a meggatolt kbdéros Ssz-
szendvés és a stimulalt novekedés tekintetében a taldlmany
nem korlatozdéddik a fent megadott példakra, és a taldlmany
oltalmi korét csupdn a mellékelt igénypontok korlatozzik.

A talalmény alkalmazasaval kapcsolatban megemlithetjiik,
hogy a fentiek szerint készitett filmeket, membrénokat, géle-
ket vagy porokat, tovabba oldatokat hasznalhatjuk a kovetkezd
szervekben vagy szerveken és szerkezetekben 1évé sebekre és
defektusokra: hasfal, mellkasfal, tudé, szivburok, kézponti
véredények, bélcsatorna, hugy-ivarszervi csatorna, agyhartya,

gerincagy, inak, idegek, izmok, csont, nyalkahértya, szaru-



.y sedy s Geee
. .

.
v e .
0 » w ®tee oo
.
o

19 elee ot. o

hértya, bdr, stb.

Tubusok vagy témld8k vagy gélek formajdban 1évé termékek
felhasznalhatdk vezetékként a stimulélt novekedésnél és egy-
idejlleg egymason csUszd feliileteket tarthatunk fenn azaltal,
hogy a kornyezettel vald Osszendvés ki van kiiszdbdlve. Az
ilyen termékek felhasznalhatdk az idegekkel, inakkal, insza-
lagokkal, a bélcsatornaval, a hugy-ivarszervi csatornaval, a
véredényekkel, stb. kapcsolatban.

A gybgyulds mindségének valdszinlileg még jobb stimulalésa
érhet6 el a taldlmanynak novekedési faktorokkal vald kombina-

laséaval.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Kitozéannak és egy, a hepaiin, heparan-szulfat és
dextran-szulfat koézil valasztott, réd immobilizdlt poliszacha-
ridnak a felhasznadlasa olyan agens el8allitdsara, amely képes
megakadalyozni vagy lényegesen csokkenteni a sebgydgyulés
kapcsan a kérosult szOvetnek a szomszédos vagy kdrnyezd szd-—
vetekkel vald nem kivanatos dOsszendvését.

2. Az 1. igénypont szerinti felhaszndlas, azzal jelle-
mezve, hogy a poliszacharid a kitoz&nhoz ionos kotéssel van
immobilizalva.

3. Az 1. igénypont szerinti felhaszgélés, azzal jelle-
mezve, hogy a poliszacharid a kitozénhéi kovalens kotéssel
van immobilizalva.

4. Az el8z8 igénypontok barmelyike szerinti felhaszna-
lads, azzal Jjellemezve, hogy a poliszacharid heparin vagy
hepardn-szulfat.

5. Az elbz86 igénypontok barmelyike szerinti felhaszna-
las, azzal jellemezve, hogy az agens film vagy membrdn formi-
jaban van.

6. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti felhaszné-
las, azzal jellemezve, hogy az &agens tubus vagy toémlé forma-
jéban van.

7. A 6. igénypont szerinti felhaszndlas, azzal jelle-
mezve, hogy az agens gél formaban van.

8. A 6. igénypont szerinti felhasznaléds, azzal jelle-

mezve, hogy az agens por, aeroszol vagy oldat formdjaban van.
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9. Az el&z86 igénypontok barmelyike szerinti felhaszna-
las, azzal jellemezve, hogy a kitozan N-acetilezettségi foka
legfeljebb korilbelul 90%( elénydseﬁ legfeljebb kérilbelil
50%.

10. Eljarés a sebgydgyuldssal kapcsolatban a szdvetek
nem kivanatos &sszendvésének megakaddlyozdsara vagy lényeges
csOkkentésére, azzal Jjellemezve, hogy a sebgydgyulds helyére
egy kitozanbdél és a heparin, hepardn-szulfat és dextran-szul-
fat koézil valasztott, ré& immobilizAlt poliszacharidbél 4116
agenst helyezlnk.

11. A 10. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve,
hogy az &genst film vagy membran formaban alkalmazzuk.

12. A 10. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve,
hogy az agenst gél formédban alkalmazzuk.

13. A 10. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy az agenst tubus vagy témldé formdjadban alkalmazzuk.

14. A 10. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,

hogy az agenst por, aeroszol vagy oldat formdban alkalmazzuk.

A ghatalmazott:

‘ ’
~ Rathonyi Zgltdn
szabadalmi dgyvivé
azS.B.G. & K. Nemzetkszi
Szabadalmi Iroda tagja

H-1062 Budapest, Andrdssy it 113.
Tetefon: 34-24-950, Fax: 34-24-323
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1 = kitozan + 1,9% heparin; 2 =kitozan +10,8% hepa.rin;
3 = kitozan + 7,7% heparin; 4 =kitozan +9,2% heparin
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A = 2% metil-celluléz;
B = 2% metil-cellul6z + 0,2% heparin;
C = 0,5% metil-celluléz + 1% kitozan:
D = 0,5% metil-cellul6z + 1% kitozan + 0,2% heparin
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