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(57) Kivonat

A talalmany (j bioanyagokra vonatkozik, amelyek lé-
nyegében részlegesen vagy teljesen észterezett hialu-
ronsavszarmazékokat vagy a hialuronsav keresztkap-
csolt szarmazékait Gnmagukban vagy egymassal alko-

A leiras terjedelme 28 oldal (ezen beliil 10 lap abra)

tott keverék formajaban vagy szintetikus anyagokkal
kombinacidban tartalmazzak, és a sebészet terliletén,
klléndsen a miitét utani letapadasok megelézésére al-
kalmazhatok.
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A jelen taldlmany Uj bioanyagokra vonatkozik, amelyek
lényegében észterezett hialuronsavszarmazékokat
vagy a hialuronsav keresztkapcsolt szarmazékait tar-
talmazzak, és a sebészet teriiletén, kiilbnésen a mitét
utani letapadasok megeldzésére alkalmazhaték.

A miitét utani letapadas kialakulasa az alhasi vagy
medencesebészetben altalanos komplikacid, amely je-
lentds szdmban vezet megbetegedéshez. A letapadas
kifejlédését sok tényezd befolyasalhatja, a mechanika
trauma, a kémiai szerek, a savéhartya szaradasa a
vérrel kombinaciéban, az ischaemia, a fert6zés és az
idegen anyag mindegyike ismert arrél, hogy fokozza a
letapadas képzédését. Tovabbi okokként az alhasi
gyulladasos betegségeket és a pangasos abnormalita-
sokat emlitjik. A patofiziologiai mechanizmus még
nem tisztazott, azonban egy olyan kdzponti folyamatot
feltételeztek, amelyben a peritonedlis fibrinolizis jatszik
fontos szerepet.

A szbvet miitéti traumaja egy savas-véres valadek
képzddéset véltja ki, amely rostas hidat képez, és ez
tobb napig fennmarad, mialatt sejtndvekedés torténik.
Ha a véladék ezalatt az idészak alatt nem szivddik fel
vagy lizaladik, benétt fibroblaszita valik, és az ezutan
bekdvetkezé kollagénlerakddas permanens var képzé-
déséhez vezet, amely a két szomszédos fellletet
Osszekapcsolja, ezt nevezik letapadasnak. Kovetke-
zésképpen a letapadas kialakuldsa egy gyulladdsos
valasz eredményének latszik.

Ebben az utébbi esetben a kutatasok féként clyan
biolégiailag felszivodd anyagokra iranyultak, amelyek
rovid in vivo tartdzkodds alatt gatként hatnak a letapa-
das kialakuldsaval szemben, amig a gyégyulés bekd-
vetkezik; hogy ily médon a fel nem szivéd6 anyagok
(fertézés, az implantatum kalcifikalédasa, varképzddés
stb.) altal okozott problémakat megel6zzék.

Egy kiilondsen igéretes palimer a hialuronsav (HA),
az extracelluldris matrix egy olyan komponense, amely
mindeniitt eléfordul az emberi testben. A hialuronsavol-
datokrol kimutattak, hogy csdkkentik a mitét utani leta-
padas kialakulasat abdominalis (Urman B. et al., Effect
of Hyaluronic Acid on Postaperative Intraperitoneal Ad-
hesions Formation in the Rat Model, Fertil. Steril. 1991;
56:563; Shushan A. et al., Hyaluronic Acid for Preven-
ting Experimental Postoperative-intraperitoneal Adhe-
sions, J. Reprod. Med. 1994; 39:398) és ortopédiai m{-
tét (Hagberg L., Gerdin B., Sodium Hyaluronate as an
adjunctive in adhesion prevention after flexor tendon
survery in rabbits, J. Hand. Surg. 1992; 17A:935) utan.

A Fidia Advanced Biopolymers olyan hialuronsav-
szarmazékokat, azaz belsé esztereket (ACP sorozat)
és nem aktiv alkoholokkal alkotott észtereket (HYAFF
sarozat) fejlesztett ki [Rastrelli A. et al., Hyluronic Acid
Esters, A New Class of Semisynthetic Biopolymers:
Chemical and Physico-chemical Praperties, Clinical
Implant Materials, Advanced in Biomaterials, G. Heinri-
ke, V. Sollz and AJC Lee (Eds), Elsevier, Amsterdam
1990; 9:199-205], amelyek a hialuronsavtél (HA) elterd
fizikai-kémiai tulajdonsagokat mutatnak (azaz hosszabb
a tartdzkodasi idejlk és eszkdzdket lehet beldlik elSalli-
tani, azonban az elviselhetéseglk és a biokompatibilita-
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suk az eredeti biolégiai polimerre jellemz8). Emellett
ezek a szarmazékak kémiai és toxikoldgiai szemponthdl
is jellemzésre Kertiltek.

A jelen taldimany célja ACP-gélek kifejlesztése volt,
hogy a letapadas megelézésében mutatott hatast érté-
kelni lehessen.

A letapadasok vagy rostos tdmegek létrejdtte, ame-
lyek szomszédos, mltétet kévetden traumassa vagy
ischaemiassa valt szovetek kozétt alakulnak ki, sza-
mos sebészeti eljarasban még mindig az egyik legsu-
lyosabb komplikacio. Ilgen sok madszert javasoltak mar
ennek a komplikacidnak az elkerlilésére, azonban a
probléma gyakorlatilag megoldatlan maradt.

Egyik ilyen ajanlott médszer dextran szuszpenzidk
miitét utani alkalmazasa (diZerega G. S., ,Contempo-
rary adhesion prevention’, Fertility and Sterility, Vol.
61., No. 2, February’ 94), a szuszpenzidkat a perito-
nedlis Gregbe injektaljak. Az ilyen dextranoldatok alkal-
mazasanak klinikai eredményei nagymértékben szér-
nak. Emellett a dextranoldatok alkalmazasat gyakori
komplikaciok, igy 6déma, alhasi fajdalom és nehéz lég-
zés kisérte.

A gatlok meghatarozott szerkezetek (példaul szitak,
membranok) (diZerega G. S., ,Contemporary adhesion
prevention” Fertility and Sterility, Vol. 61. No. 2. Feb-
ruary '94) vagy viszkdzus gélek (Genzyme, 4 937 270
és 5017 229 szamu amerikai egyesllt allamokbeli
szabadalmi leirasok) formajaban vald alkalmazasat,
amelyeket a sériilt szervek kozé helyeznek, szintén ja-
vasoltak. Azonban ezek a gatlék éltaldban hatastalan-
nak bizonyultak, mivel ischaemiat vagy gyulladasos
reakciokat valtottak ki az idegen testek jelenléte miatt.
Csupén azok az anyagok mutatkoztak klinikai célra
hasznalhatoknak, amelyek egy oxidalt regeneralt cellu-
l6zalappal (Interceed®) és expandalt politetrafluor-
etilén-alappal (e-PTFE) (Goretex® — 4 478-665 és
4 482 516 szamu amerikai egyesiilt llamokbeli szaba-
dalmi leiras) vagy polietilén- vagy polipropilénalappal
rendelkezd elvalasztélapok (gatak).

Amellett a tény mellett, hogy az ilyen gatak haté-
konysaganak klinikai vizsgalatai nagyon kilénb6zé
eredményeket mutattak, azt is meg kell jegyezni, hogy
mindkét fentebb emlitett anyag jelentdés kontraindika-
ciokkal tarsul. Az e-PTFE vagy polietilén vagy polipro-
pilén alkalmazasa szintetikus anyag belltetését foglal-
ja magaban, amely az emberi test szamara idegen test
és bioldgiailag nem lebonthats, es amely egy masodik
sebészeti beavatkozast igényelhet az elvalasztémemb-
ran eltavolitdsara vagy repozicidjara a nemkivanatos
gyulladas tipusy reakcidk miatt.

A preklinikai és klinikai modellekben az oxidalt re-
generalt cellulézalappal rendelkezé szitak hatékonynak
bizonyultak a letapadasok kepzédésének megelézesé-
ben, azonban csak akkor, ha alkalmazasukat alapos
vérzescsillapitas elézte meg.

A nagy molekulatémeg( hialuronsav (HA) viszké-
Zus oldatainak alkalmazasat ezért mar karabban ajan-
lottak a letapadas megelézésének segitésére (Grain-
ger D. A. et al., ,The use of hyaluronic acid palymers to
reduce postoperative adhesions”, J. of Gynecol. Surg.



1 HU 226 962 B1 2

Vol. 7, No. 2., 1991; Hurman B. Et al., ,Effect of hyalu-
ronic acid on postoperative intraperitoneal adhesions
formation in the rat model”, Fertility and Sterility, Vol.
56, No. 3., September 1991; Shushan A. et al., ,Hyalu-
ronic acid for preventing experimental postoperative
intraperitoneal adhesion:, J. of Reproductive Med., Vol.
39, No. 5. May 1994; Mitchell J. D. et al., ,Reduction in
experimental pericardial adhesions using a hyaluronic
acid bioabsorbable membrane”, Eur. J. Cardio-thorac.
Surg., 8, 149-152, 1994). A hialuronsavat magat azon-
ban nagyon gyors felszivodasi idé jellemzi, amely nem
felel meg a letapadds megakadalyozésahoz sziiksé-
ges tartézkodasi idének. Emellett a természetes hialu-
ronsav nem dolgozhaté fel, és mint ilyen nem alakitha-
to bioanyag formava. A lebomlasi idejének meg-
hosszabitasa és kiilonféle fizikai formakka vald alakit-
hatésaga érdekében, amelyek kiilonféle sebészeti te-
riileteken hasznalhatdk, hialuronsav-észtereket, és ke-
resztkapcsolt hialuronsavszarmazékokat fejlesztettlink
ki. Olyan hialuronsav-eszterek el6éllitasat, amelyekben
a karboxilcsoportok mindegyike észterezett, olyan ke-
resztkapcsolt hialuronsavszarmazékok eldallitasat,
amelyekben a karboxilcsoportok egy része keresztkap-
csolast hoz létre, és ezek gydgyaszati, kozmetikai és
sebészeti terlileteken és bioldgiailag lebonthaté md-
anyagokban valo alkalmazasat a 4 851 521 és a
4 956 353 szamu amerikai egyeslilt allamokbeli és a
0216 453 és a 0 341 745 szamu eurdpai szabadalmi
leirdsokban ismertetik.

A jelen talalmany sebészeti szOvetletapaddsok
megakadalyozdséra szolgald kompozit bioanyagot bo-
csat rendelkezésre, amely bioanyag hialuronsav-ben-
zil-észtert tartalmaz, ahol a hialuronsav karboxilcso-
portjainak 75-88%-a benzilcsoporttal észterezett, és a
karboxilcsoportok legfeliebb 25%-a 10-20 szénatomos
alifas alkohol alkilcsoportjaval észterezett, azzal a
megkdtessel, hogy a karboxilcsoportok legalabb
80%-a észterezett, és a bicanyag gél, membran, szita
vagy sz6tt vagy nemszétt szévet formaju vagy ezek
kombinaciéja.

A jelen talalmany olyan kompozit bioanyagot is ren-
delkezésre bocsét, amelynél a hialuronsav karboxil-
csoportjainak 0,5-20%-a ugyanazon vagy mas hialu-
ronsavmolekula hidroxilcsoportjahoz van keresztkap-
csolva, és a bioanyag gél, membran, szita vagy sz6tt
vagy nemszétt szévet formajl vagy ezek kombinacidja.

A fentebb meghatarozott bioanyagokat mdtét utani
szbvetletapadas megakadalyozasara szolgalo készit-
meény el6allitasara hasznaljuk fel.

Az 1-10. abrak patkany allatmodellekben végzett
letapadasvizsgalatok eredményeit mutatjak.

A jelen talalmany ezért hialuronsav-benzil-észteren
vagy keresztkapcsolt hialuronsavszarmazekokon ala-
puld, gyogyaszati es sebészeti cikkek el8allitasat irja
le, amelyek 6nmagukban vagy egymassal alkotott ke-
verék formajaban hasznalhaték, és amelyeket nagy
biokompatibilitas és fizikai formakka torténd atalakitha-
tésag jellemez, ami alkalmassa teszi ezeket az anya-
gokat a sebészet kiilonféle terlletein, t6bbek kbzbtt la-
paraszkopias sebészetben vald alkalmazasra. Az
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anyagok bioldgiailag telijes mértékben lebonthaték, és
nincs szlkség az alkalmazasi helyrél valé eltavolita-
sukra, igy egy masodik sebészeti beavatkazas elker(il-
hetd. Amikor gél formajaban allitjuk elé, a keresztkap-
csolt szdrmazékok jelentdsen nagyobb viszkozitasu
anyagokat képeznek, mint a nem maédositott palimer,
és véltozd a lebomlasi idejik. Emellett mind a jelen ta-
lalmany szerinti benzil-észteren alapuld anyagokbdl,
mind a jelen taldlmany szerinti keresztkapcsolt szarma-
zékokon alapulé anyagokbél készitheték membranok,
szbtt szovetek vagy szitak és nemszétt szdvetek (a
4851521, a 4 956 353 szamu amerikai egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi leirasokban; a WO 93/11804, a
WO 93/11803 és a WO 94/17837 szdmon kdzzétett
nemzetkdzi szabadalmi bejelentésben, valamint a
0 341 745 sz&mU eurdpai szabadalmi leirasban ismer-
tetett médon) és a kdvetkezé miszaki jellemzékkel
rendelkeznek:

— a membranok vastagsaga 10 pm és 1,5 mm ko-

z6tt, kilondsen 20 és 50 um kodzdtt valtozik;
— a szbvetek vagy szitak vastagsaga 200 um és
1,5 mm kozott véltozik;

— a nemszétt szdvetek lényegében egy alaptémeg-
gel jellemezhetdk, amely 20 g/m?2 és 500 g/m?2 kd-
ZOtt valtozik, és vastagsaguk 0,2 mm és 5 mm
kozotti, kiildndsen <1 mm.

Ezek az anyagok énmagukban vagy egymassal
vagy mas, szintetikus polimerek alkotta anyagokkal
egyutt (példaul keresztkapcsolt hialuronsavalapl gél
és palipropilén vagy lényegében észterezett hialuron-
savszarmazékokbdl és polipropilénbdl allé membranok
vagy észterezett hialuronsavszarmazékokbdl allé és
auto-keresztkapcsolt hialuronsavgéllel bevont memb-
ranck formajaban) hasznalhatok.

A jelen talalmany kompozit anyagok alkalmazésara
is vonatkozik gelek (keresztkapcsolt szdrmazékok),
membranok, sz6tt vagy nemszétt szdvetek alakjaban,
amelyek lényegében a hialuronsav benzil-észter- vagy
keresztkapcsolt szarmazékaibdl és bioldgiailag le nem
bonthaté anyagokbdl, példaul e-PTFE, polietilén, poli-
propilén, poliészter (Dacron®) polimerekbd| &llé szitak
vagy membranck vagy széit szévetek. A jelen talal-
many ezért a gyogyaszati €s sebészeti cikkek egy Uj
csaportjara vonatkozik, amelyek a sebészet teriiletén a
m(itét utani letapadasok megelézésére hasznalhatok.

Amint fentebb emlitettlik, a jelen talalmanyt olyan
anyagok jellemzik, amelyek hialuransavszarmazékaok-
bdl, kiildndsen benzil-észter-szarmazékokbdl és belsé-
leg keresztkapcsolt szarmazékokbdl allnak.

A ,hialuronsav” (a kés&bbiekben HA formajaban is
utalunk ra) kifejezést az irodalomban egy savas, kilon-
b6z& molekulatémegl poliszacharid jelGlésére hasz-
naljak, amely D-gliikuronsav-maradékckbdl és N-ace-
til-D-gliikozamin-maradekokbdl all, a természetben a
cellularis fellleteken, a csigolyak kotésziveteinek ext-
racelluléris alapanyaga, az izlletek izlleti folyadeka-
ban, a szem csarnokvizében, az emberi kdlddkzsinor
szdveteben és a kakastaréjban talalhaté.

A hialuronsav fontos szerepet jatszik a bioldgiai
szervezetben, elsdsorban sok szdvet, igy a bér, az in,
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az izmok és a porc sejtieinek mechanikai tAmaszaként,
és ezért az extracellularis matrix f§ komponense.
Azonban a hialuronsav a bioldgiai folyamatokban mas
feladatok elldtdsaban is részt vesz, ilyen a szdvetek
hidrataciéja, cellularis migracié, sejtmlikddés és diffe-
rencialdédas (lasd példaul A. Baldzs et al., Cosmetics &
Toiletries, No. 5/84, 8-17). A hialuronsavat a fentebb
emlitett természetes szovetekbdl, igy a kakastaréjbdl
vagy bizonyos baktériumokbél extrahalhatjuk. Manap-
sdg a hialuronsavat mikrobiolégiai mddszerekkel is elé-
allithatjuk. Az extrakcidval kapott egész hialuronsav
méltdmege a 8 és 13 millié kozotti tartomanyban van.
Azonban a poliszacharid molekulalancat egész
kénnyen, kiilonbdzé fizikai és kémiai tényezdkkel, igy
mechanikai rahatdssal vagy sugarzassal, hidrolizissel,
oxidaciéval vagy enzimatikus szerekkel lebonthatjuk.
Emiatt gyakran az eredeti extraktum kdzdnséges tiszti-
tasi eljarésaiban alacsonyabb molekulatémegUl lebom-
lott frakciékat kapunk (lasd Balazs et al., a fentebb idé-
zett cikk). A hialuronsavat, a molekula frakcioit és a
megfeleld sokat gyodgyszerként hasznaljak és alkalma-
zasukat kozmetikumaokban is javasoljak (lasd példaul a
fentebb emlitett Balazs és munkatarsai altal irt cikket
és a 2478468 szamu francia szabadalmi leirast).

Noha a ,hialuronsav’ meghatarozast altalaban nem
megfeleld értelemben haszndljak, amint az a fentiek
alapjan lathatd, a D-gllikuronsav- és az N-acetil-D-gli-
kozamin-maradékok valtakozasaval felépild polisza-
charidok egész sorozatat, amelyek molekulatdmege
valtozd, vagy még azoknak is a lebontott frakcioit jelen-
ti, és bar a tobbes szamu forma, ,hialuronsavak” meg-
felelébbnek latszik, a leiras tovabbi részében is az
egyes szamu alakot hasznaljuk, amely a kilénb6zé for-
maban levd hialuronsavra, ezen beliil annak molekula-
frakcidira utal, és ezen a gy(ijtéfogalom leirasara gyak-
ran alkalmazzuk a ,HA” roviditést.

1. A benzil-észter-szarmazékok

A taldimany szerinti elsésorban elényben reszesi-
tett anyag a hialuronsav-benzil-észteren alapul, kils-
ndsen a 80-100%-o0s észtereken, ahol a HA karboxil-
csoportjainak a 80—100%-a észterezett. Azok a benzil-
észterek, amelyekben a HA karboxilcsoportjainak
80-99%-a benzilcsoparttal észterezett, részleges ész-
ter™-ként utalunk, mivel a karboxilcsoportoknak csak
egy része van észterezett formaban, és a megmaradé
karboxilcsoportok vagy szabad vagy alkali- vagy alkali-
foldfémmel, igy natriummal, kalciummal vagy kalium-
mal alkotott s6 formajaban vannak.

A talalmany szerinti bioanyagok szempontjabél a
legel6ny&sebbek az Ugynevezett teljes benzil-eszterek,
ahol a HA mindegyik karboxilcsoportjia észterezett.
Ezekben a teljes észterekben a HA karboxilcsoportjai-
nak mindegyike benzilcsoporttal észterezett (ezekre
HYAFF 11-ként is utalunk) vagy egy része (75-99%)
lehet benzilcsoporttal észterezve, és a megmarado
karboxilcsoportok egy 10-20 szenatomos alifas alko-
hol alkilcsoportjaval/lipid lancaval észterezett, és az
ilyen termeékre ,vegyes” észterként hivatkozunk. Ezen
alifas alkoholok k6zll a palmitil-alkohal (C4g-hexadecil)
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és sztearil-alkohol (C,g-oktadecil) a legeldnydsebb.
Ezek a vegyes észterek lehetnek részleges észterek is,
olyan szarmazékok, amelyekben a karboxilcsoportok
egy része (75-99%-a) benzilcsoporttal és valamennyi,
de nem minden megmaradé karboxilcsoport a
10-20 szénatomos alifas alkohollal észterezett. Ezek
kézll legelénydsebbek azok, amelyekben 75% benzil-
alkohollal és legaldbb 5% C;o—C, szénatomos alifas
alkohollal észterezett.

A taldlmany szerinti hialuronsav benzil-észtereket
onmagaban ismert madon, a karbonsavak észterezé-
sére ismert eljdrasokkal, példaul agy allithatjuk eld,
hogy a szabad hialuronsavat az alkohollal (benzil-
és/vagy 10-20 szénatomas alkohollal) katalizélé anya-
gok, példaul erés szervetlen savak vagy savtipusu ion-
csereldk jelenlétében reagaltatjuk, vagy a kivant alko-
holos maradék bevitelére képes éterezdszerrel vissziik
reakcioba szervetlen vagy szerves bazis jelenlétében.

A benzil-hialuronsav-észterek azonban elénydsen
az EP 0 216 453 szamu eurdpai szabadalmi leirasban
ismertetett specialis eljarassal allithaték eld. Ez abban
all, hogy a hialuronsav egy kvaterner ammoniumsojat
egy éterezdszerrel, eldnydsen aprotikus szerves oldo-
szerben reagaltatjuk.

A benzil-észterek elballitdsara barmilyen eredetl
hialuronsavat, példaul a fentebb emlitett természetes
kiindulasi anyagokbdl, példaul kakastaréjbdl extrahalt
hialuronsavat hasznalhatunk. Az ilyen savak eléallita-
sat az irodalomban leirjak; elénydsen tisztitott hialuron-
savakat alkalmazunk. A taldimany szerint kiléndsen
olyan hialuransavakat hasznalunk, amelyek a szerves
anyagok extrakcidja sordn kézvetlenll kapott dsszes
sav molekulafrakcigit tartalmazzak, amelyek molekula-
tdmege tag hatarok kézott, példaul kériilbelil 90-80%-
tol (M=11,7-10,4 millid) 0,2%-ig (M=30 000), elbényd-
sen 5% és 0,2% kozdtt valtozik az egész sav 13 milliés
molekulatdmegére vonatkoztatva. Az ilyen frakcidkat
kllénféle, az irodalomban leirt eljarasokkal, igy hidrali-
Zissel, oxidaciéval, enzimatikus vagy fizikai modsze-
rekkel, példdul mechanikai vagy besugarzasos eljara-
sokkal kaphatjuk. Primordiélis extraktumok ezért gyak-
ran képzdédnek a tisztitasi eljarasok alatt (példaul lasd
Baldzs és munkatarsai fentebb idézett cikkét a ,Cos-
metics & Toiletries” cimd folydiratban). A kapott mole-
kulafrakcidk elvalasztasa es tisztitdsa ismert mddsze-
rekkel, példaul molekulasz(iréssel tértenik.

Egy a taldimany szerinti alkalmazasra megfelel
tisztitott HY frakcié példaul az a ,nem gyulladaskelt&-
NIF-NaHA” natrium-hialuronat, amelyet Balazs irt le a
.Healon” cim{ ismertetében — A guide to its use in
Ophtalmic Surgery, D. Miller & R. Stegmann eds. John
Wiley & Sons, N. Y. 81983: p 5.

A benzil-észterek szdmara kiiléndsen fontos kiindu-
lasi anyag a hialuronsavbdl kaphatd két tisztitott frak-
ci6, példaul az, amelyet kakastaréjbél extrahalnak, és
LHyalastine” és ,Hyalectin® néven ismert. A Hyalastine
frakcié atlagos molekulatémege kdrtlbelll 50 000 és
100 000 kdzotti, mig a Hyalectin atlagos molekulatd-
mege kérllbelll 500 000 és 730 000 kozotti. Ezen ket
frakcié egyesitett frakciojat szintén elkildnitették és ko-
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rilbelll 250 000 és korllbelll 350 000 kdzétti atlagos
molekulatdmeggel jellemezték. Ez az egyesitett frakcié
az adott kiindulasi anyagban levé dsszes hialuronsav-
bél 80%-0s hozammal, mig a Hyalectin 30%-0s ho-
zammal és a Hyalastine 50%-0s hozammal kaphaté.
Ezen frakciék elallitasat az EP 0138 572 szdmu
eurdpai szabadalmi leirdsban ismertetik.

A kdvetkezd példakban a HA benzil-észtereinek
el6allitasat irjuk le.

1. példa

A hialuronsav (HY) benzil-észterének eldallitasa

12,4 g HY-tetrabutil-amménium-sdt, amelynek mo-
lekulatomege 170 000 és 20 mekvivalens monomer-
egysegnek felel meg, 620 ml dimetil-szulfoxidban
25 °C-on oldunk, 4,5 g (25 mekvivalens) benzil-bromi-
dot és 0,2 g tetrabutil-amménium-jodidot adunk hozz3,
és az oldatot 12 dran at 30 °C-on tartjuk.

A kapott elegyet lassan, alland6 keverés kdzben
3500 ml etil-acetatba ontjlik. A képzdétt csapadékot ki-
sz(irjtk, és négy alkalommal 500 ml etil-acetattal mos-
suk, végll vakuumban 24 6ran at 30 °C-on szaritjuk.

9 g cim szerinti benzil-észter terméket kapunk. Az
észtercsopartok kvantitativ meghatarozasat a Siggia S.
és Hann J. G. ,Quantitative organic analysis via func-
tional groups” cim(i konyvének (4th edition, John Wiley
and Sons) 169-172. oldalan leirt modon végezziik.

2. példa

A hialuronsav (HY) benzil-észterének el6allitasa

3 g HY-kdlium-sét, amelynek molekulatémege
162 000, 200 ml dimetil-szulfoxidban szuszpendalunk,
és a szuszpenzidhoz 120 mg tetrabutil-ammadnium-jo-
didot és 2,4 g benzil-bromidat adunk.

A szuszpenzidt 48 oran at 30 °C-on keverjik. A ka-
pott elegyet lassan, allandé keverés kézben 1000 ml
etil-acetatba dntjlik. A képz&dott csapadékot kisz(rjlk,
és negy alkalommal 150 ml etil-acetattal mossuk, végll
24 4ran at 30 °C-on szaritjuk.

3,1 g cim szerinti benzil-észtert kapunk. Az észter-
csoportok kvantitativ meghatarozasat a Siggia S. és
Hanna J. G. ,Quantitative organic analysis via functio-
nal groups” cimii kényvének (4th edition, John Wiley
and Sons) 169-172. oldalan leirt médon végezzik.

3. példa

Hialuronsavszarmazék elballitasa, amelyben a

karboxilcsoportok 75%-a benzil-alkohollal és a

fennmaradé 25%-a oktadecil-alkohollal [sztearil-

alkohollal, GHs—(CH»)1e~CH,—OH] van észterezve

6,21 g hialuronsav-tetrabutil-amménium-sét,
amelynek molekulatdmege 180 000 dalton (10 mekvi-
valens) 248 ml dimetil-szulfoxidban szabahémérsékle-
ten oldunk.

Ezt az oldatot 0,89 ml benzil-bromiddal (7,5 mekvi-
valens) egészitjlk ki, és az oldatot 12 6ran at 30 °C-on
hagyjuk allni. Ezutdn szobah&mersékletre hdtjlk, és
0,83 g (2,5 mekvivalens) oktadecil-bromidot adunk hoz-
za. Az oldatot 24 éran at 30 °C-on melegitjlik. Ezt kve-
téen 2,5 tdmeg%-os vizes natrium-klorid-oldatot adunk
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hozz4, és a kapott elegyet keverés kézben 750 ml ace-
tonba &ntjlik. A képz8détt csapadékot kisz(rjik, és ha-
rom alkalommal 100 ml aceton:viz=5:1 térfogataranyu
eleggyel, harom alkalommal 100 ml acetonnal mossuk,
majd nagyvakuumban 24 éran at 30 °C-on szaritjuk. lly
mddon 5,1 g kivant terméket kapunk. A benzil-alkohol-
és oktadecil-alkohol-tartalmat lugos hidrolizis utan gaz-
kromatografidsan vizsgaljuk. Az ésszes észtercsoport
kvantitativ meghatarozasat a ,Quantitative organic
analysis via functional groups” cimd kényv (4th edition,
John Wiley and Sons) 169-172. oldalan leirt elszappa-
nositasi modszerrel végezzik.

4. példa

Hialuronsavszarmazék eléallitasa, amelyben a

karboxilcsoportok 75%-a benzil-alkohollal és a

fennmaradé 25%-a hexadecil-alkohollal

[cetil/palmitil-alkohol, CH3—(CH,)1,~CH>—OH]

észterezett

6,21 g hialuronsav-tetrabutil-ammonium-sét, amely-
nek molekulatémege 180 000 dalton (10 mekvivalens)
248 ml dimetil-szulfoxidban szobahdmérsékleten ol-
dunk.

Ezt az oldatot 0,89 ml benzil-bromiddal (7,5 mekvi-
valens) egészitjlik ki, és 12 dran at 30 °C-on hagyjuk
allni. Ezutan szobahdmérsékletre hitjlk, és 0,76 ¢
(2,5 mekvivalens) hexadecil-bromidot adunk hozza. Az
oldatot 24 6ran at 30 °C-on melegitjlik. Ezt kdvetden
2,5 tomeg%-os vizes natrium-klorid-oldatot adunk hoz-
Za, és a kapott elegyet keverés kdzben 750 ml aceton-
ba Ontjlk. A képzddott csapadékot kisz(rjiik, &s harom
alkalommal 100 ml aceton:viz=5:1 térfogataranyu
eleggyel, harom alkalommal 100 ml acetonnal mossuk,
majd nagyvakuumban 24 éran at 30 °C-on szaritjuk. lly
madon 5 g kivant terméket kapunk. A benzil-alkohol-
és hexadecil-alkohol-tartalmat ligos hidrolizis utan
gazkromatografidsan vizsgaljuk. Az 6sszes észtercso-
port kvantitativ meghatérozasat a ,Quantitative organic
analysis via functional groups” cim(i kényv (4th edition,
John Wiley and Sons) 169-172. oldalan leirt elszappa-
nositasi madszerrel végezzUk.

2. Belsd keresztkapcsolast

hialuronsavszarmazékok

A keresztkapcsolt hialuronsavszarmazékokat, ame-
lyeket a jelen taldlmany szerinti anyagokban haszna-
lunk, az EP 0 341 745 szam( eurépai szabadalmi le-
irasban ismertetik. Ezek a keresztkapcsolt szarmaze-
kok a hialuronsav inter- és/vagy intramolekularis észte-
rei, amelyekben a karboxilcsoportok egy része ugyan-
azon molekula és/vagy kilénb&zé hialuransavmoleku-
lak hidroxilcsoportjaival van észterezve, igy lakton-
vagy intermolekularis eszterkitéseket képez. Ezek a
Joelsd” észterek, amelyek képzésében mas alkcholok
hidroxilcsoportjai nem vesznek részt, ,auto-keresztkap-
csolt hialuronsav’™nak is nevezheték, mivel a mono-
vagy polimolekularis keresztkapcsolédds a fentebb
emlitett belsé észterezés kévetkezménye. A kereszt-
kapcsolt” jelz8 a hialuronsavmolekulak karboxil- s hid-
roxilcsoportjai kdzotti keresztkapcsolatokra utal.
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Az auto-keresztkapcsolt termékek kildnds parcidlis
bels§ észterek, amelyekben a keresztkitések” %-a
elénydsen 0,5 és 20% kdzott, kiildndsen 4,5 és 5,0%
kézétt valtozik a hialuronsav karboxilcsoportjaira sza-
mitva. Az eléallitasi eljarasban a HA molekula karboxil-
csoportjait olyan anyagok hozzdadasaval aktivaljuk,
amelyek ilyen aktivalasra alkalmasak. Az aktivalasi
reakcidval kapott instabil kdzbensd termékek kataliza-
tor hozzaadasa ésfvagy a hdmérséklet emelése utan
spontan elkdlénlilnek, a fentebb emlitett belsé észter-
kotéseket hozvan létre ugyanazon vagy egy masik hia-
luronsavmolekula hidroxilcsoportjdval. Attél fiiggden,
hogy milyen mérték(i belsd észterezést kivanunk, az
dsszes karboxilcsoportot vagy csak azok egy részét
aktivaljuk (az egy részt gy kapjuk, hogy az aktivald-
anyagokat feleslegben alkalmazzuk vagy mas megfe-
lelé adagolasi médszert hasznalunk).

A belsd észterré alakitandd karboxilcsoportokat
Ugy aktivalhatjuk, hogy szabad karboxilcsoportokat tar-
talmazoé hialuronsavbdl indulunk ki, vagy elénydsen
olyan HA-bdl, amely séva alakitott karboxilcsoportokat,
peldaul fémsok, eldnydsen alkali- vagy alkalifoldfémso
formajaban és mindenekelbtt kvaterner ammoniumso
formajaban levé karboxilcsoportokat tartalmaz, mint
azok, amelyeket a késébbiekben irunk le. A szerves
bazisokkal, igy aminokkal alkotott sok szintén hasznal-
hatdk kiindulasi anyagkeént.

A szabad formaban vagy sé formajaban levé karbo-
xilcsoportok aktivélasa dnmagaban ismert, killéndsen a
peptidszintézis terliletén, és a szakemberek kdnnyen
meg tudjak hatarozni, melyik mddszer a legmegfeleldbb,
kiléndsen azt, hogy a kiindulasi anyagokat szabad for-
maban vagy sé formdjaban alkalmazzék. Azok az akti-
valasi eljarasok, amelyek a peptidek szintézise esetén
dnmagaban ismertek, a jelen taldimany szerinti eléallita-
sokban hasznalhatok, példaul a Bodanszky M., In
search of new methods in peptide synthesis, Int. J. Pep-
tide Protein Res., 25, 1985, 449-474; és Gross E. et al.,
The Peptides, Analysis Synthesis, Biology, Academic
Press, Inc. 1979, Vol. 1. Chapter 2 irodalmi helyeken
vannak leirva. Az ilyen eljdrasok szerint egy karboxil-
komponenst aktivalunk, azaz egy karboxilkomponenst
egy reakciokepes formava alakitunk. Az ilyen aktivalas
jellemzdéen egy sav és egy aktivaloszer kézétti reakciét
foglalja magaban az alabbi reakciévézlat szerint:

R-COOH—-R-C(=0)-X,

ahol X egy elektronszivé molekularészt jelent. A kar-
bonsavak legaktivaltabb szarmazékai ezert a vegyes
anhidridek, ezen bellll — tAgabb értelemben — a savazi-
dok és savkloridok, amelyek a hidogén-azid és a hidro-
gén-klorid mint aktivaloszer vegyesanhidridjének te-
kinthetdk. Emellett a karboxilkomponens aktivalasa
kézbensd ,aktivalt észterek” kepzésével is megvaldsit-
hatd. Ezek az ,aktivalt eszterek” kiilénbdzd tipusuak le-
hetnek, de a kilondsen hasznos ,aktivalt észterek”
azok, amelyek diciklohexil-karboxiimid alkalmazasaval
késziilnek, a p-nitro-fenil-észterek, a triklér-fenil-észte-
rek, a pentaklor-fenil-észterek, és a hidroxil-aminok
O-acil-szarmazékai, kilénésen az N-hidroxi-szukcini-
mid észterei.

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

Az aktivalasi eljarasok ezen kiildnbdzé tipusainak
mindegyike haszndalhatd a jelen talalmany szerinti ke-
resztkapcsolt HA eldallitdsara, mivel mindezen eljara-
sokra jellemzd, hogy egy karboxilcsoport és egy aktiva-
l6szer reakcidjat foglalja magaban, aminek eredmé-
hyeként lényegében egy olyan helyettesitd csoport
képzddik, amely egy hidroxilesoporttal kénnyen reak-
cidba Iép, igy a talalmany szerinti termékekre jellemzé
belsb észterkotés kdnnyen kialakul; a belsd észterré
alakitandé karboxilcsoportok szama az aktivalt karbo-
xilcsoportok szamaval aranyos, és ez a szam az alkal-
mazott aktivaldszer minéségétdl fligg.

A keresztkapcsolt HA eléallitasara alkalmas el6-
nyos eljarasra jellemzé, hogy szabad vagy sdova alaki-
tott karboxilcsoportokat egy karboxilcsoportot aktivalo
szerrel, lehetdleg egy a kozbensé aktivalt szarmazékok
képzddésének kedvezd kisegité szer éslvagy egy ter-
cier szerves vagy szervetlen bazis jelenlétében az
elegy melegitése vagy besugarzasa (kilonésen UV
fénnyel torténd besugarzasa) kdzben reagaltatunk, és
kivant esetben a szabad karboxilcsoportokat séva ala-
kitjuk vagy a sé formaban levd karboxilcsoportokat fel-
szabaditjuk. A karboxilcsoportok aktivalasara alkalmas
anyagok kozll az irodalomban leirt hagyomanyos
anyagokat alkalmazhatjuk, példaul azokat, amelyeket
altalaban peptidek szintézisénél hasznalnak, kivéve
azonban azokat, amelyek a kiinduldsi HA molekula-
szerkezetét megvaltoztatiak vagy tonkreteszik, mint
amilyeneket példaul a karboxil-halogenidek eldallitasa-
ra alkalmaznak. Az aktiv észterek képzédéséhez veze-
td elényds anyagok példaul a karbodiimidek, a diciklo-
hexil-karbodiimid, a benzil-izopropil-karbodiimid, a ben-
zil-etil-karbodiimid; az etoxi-acetilén; a Woodward-rea-
gens (N-etil-5-fenil-izokazélium-3-szulfonat) vagy az
alifas, cikloalifas vagy aromas szeénhidrogének halo-
génszarmazeékai vagy heterogylriis vegylletek halo-
génszarmazékai, ahal a halogénatomot egy vagy tébb
aktivalécsoport mozgékonnya teszi, ilyenek a klér-ace-
tonitril és klilondsen a 2-kiér-N-alkil-piridin séi, példaul
a 2-klér-N-metil-piridin  kloridja vagy mas al-
kilszarmazékaok révidebb alkilcsoportokkal, igy példaul
legfeljebb hat szénatomos alkilcsoportokkal. A klorid-
szarmazékok természetesen mas halogénszarmazé-
kokkal, igy bromidszarmazékokkal helyettesithetdk.

Ezt az aktivalasi reakciét szerves olddszerekben,
kildndsen aprotikus olddszerekben, példaul dialkil-
szulfoxidokban, dialkil-karboxil-amidokban, igy kilénd-
sen kevés szénatomos dialkil-szulfoxidokban, kiléno-
sen dimetil-szulfoxidban, polimetilén-szulfoxidokban,
igy tetrametilén-szulfoxidban, dialkilekben vagy
polimetilén-szulfonokban, igy tetrametilén-szulfonban,
szulfoldnban és keves szénatomos alifas savak kevés
szénatomos alkilcsoportot tartalmazé  dialkil-
amidjaiban, ahol az alkilcsoportok legfeljebb 6 szénato-
mosak, igy példaul dimetil- vagy dietil-formamidban
vagy dimetil- vagy dietil-acetamidban végezhetjik. Mas
oldészerek szintén hasznalhatok, és ezeknek nem kell
mindig aprotikusnak lenniiik, ilyenek az alkoholok, éte-
rek, ketonok, észterek, példaul a kevés szénatomos
alifas dialkil-oxi-szénhidrogének, igy a dimetoxi-etan és
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kiléndsen az alifas vagy heterociklusos alkoholok és
ketonok, amelyek alacsony forraspontliak, ilyenek a
kevés szénatomos N-alkil-pirrolidonok, példaul az
N-metil-pirrolidon vagy az N-etil-pirrolidon, a hexafluor-
izopropanol és a trifluor-etanol. Amennyiben halogén-
szarmazékokat hasznalunk karboxilaktivalé anyagként,
kildndsen sok formajaban, mint a fentebb emlitett
2-klér-N-metil-piridinium-klorid, jobb, ha a kiindulasi po-
liszacharid fémséjat vagy szerves bazissal alkotott so-
jat alkalmazzuk, kiléndsen a késébbiekben leirt kva-
terner ammédniumsok egyikét, példaul a tetrabutil-am-
ménium-sot. Ezeknek a séknak a kiilénds elénye, hogy
azokban a fentebb emlitett szerves olddszerekben,
amelyekben a keresztkapcsolasi reakcid legjobban
végbemegy, |4l oldédnak, és igy kitiné hozamot garan-
talnak. Tanacsos az elegyhez egy savmegkotd rea-
genst, példaul szerves bazisaokat, karbonatakat, hidro-
gén-karbonatokat vagy alkalifém- vagy alkaliféldfém-
acetatokat vagy szerves bazisokat, és kilondsen ter-
cier bazisokat, igy piridint és homoldgjait, példaul kolli-
dint, vagy alifas aminbazisokat, igy trietil-amint vagy
N-metil-piperazint adni.

A kvaterner ammdniumsok alkalmazasa kiléndsen
elényods eljarast képvisel. Az ilyen ammoniumsék jél is-
mertek és ugyanugy allihatdk eld, mint mas ismert sok.
Ezek elénydsen 1-6 szénatomos alkilcsoportokat tar-
talmaznak. A tetrabuti-ammaénium-sok hasznalatat re-
szesitjlk elényben. A kvaterner ammoniumsé alkalma-
zésat magaban foglald eljarasok egyik valtozata szerint
egy alkalifémsét, példaul natrium- vagy kaliumsét rea-
galtatunk katalitikus mennyiség( kvaterner ammanium-
s6, igy tetrabutil-ammanium-jodid jelenlétében.

A karboxilcsoportok aktivalasat katalizalé anyagok-
rol, amelyeket az aktivalészerekhez adunk, az iroda-
lomban szdmolnak be, és ezek szintén elénydsen bazi-
sok, amelyeket kordbban mar emlitettiink. Igy példaul
amikor karboxilcsoportokat izotiazolinsékkal aktiva-
lunk, elényds, ha kevés trigtil-amint adunk a reakcio-
elegyhez.

Az aktivalt kézbensd termékek, példaul és kiilong-
sen észterek elballitasi reakcigjat az irodalomban ajan-
lott h6mérseékleten végezzik, ez a hémérséklet valtoz-
tathatd, amennyiben a kérliimények szlkségessé te-
szik, és a szakember dltal kdnnyen meghatarozhato.
A belsd észter kitések képzddése igen széles hGmér-
séklet-tartomanyban, példaul 0 °C és 150 °C kdzdtti hé-
fokon, el6nydsen szobahdmérsékleten vagy kevésse a
felett, példaul 20 °C és 75 °C kozott megy végbe. A hé-
merséklet emelése, valamint a megfelelé hullam-
hosszUsagu, példaul ultraibolya sugarakkal valé besu-
garzas is kedvez a belsé észterkdtések kialakulasanak.

A hialuronsavszubsztrat barmilyen eredetli, és a
fentebb emlitett kilonbdzd tipusok barmelyike lehet.
Az elényds HA kiindulasi anyagok azok, amelyek atla-
gos molekulatémege 150 000 és 730 000, kiildndsen
150 000 és 450 000 dalton kdzotti.

Emellett a belsd keresztkapcsolas mennyisége val-
tozhat, de a taldlmany szerinti elényds anyagokban a
keresztkapcsalt karboxilcsopartok szama 4,5 és 5,0%
kozott.
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A kévetkezd példakban a taldlmany szerinti anya-
gok készitésére hasznalhaté keresztkapesolt HY ter-
mékek eldallitasara alkalmas eljarast irunk le.

5. példa

1%-ban keresztkapcsolt hialuronsav (HY)

elBallitasa

A termék leirdsa

A karboxilcsoportok 1%-at hasznaljuk a belsé ész-
terezéshez.

A karboxilcsoportok 99%-at natriumséva alakitjuk.

6,21 g HY tetrabutil-ammaénium-sét, amelynek mo-
lekulatomege 170 000, és 10 mekvivalens monomer-
egységnek felel meg, 248 ml dimetil-szulfoxidban
25 °C-on oldunk, és az oldathoz 0,01 g (0,1 mekviva-
lens) trietil-amint adunk.

6. példa

5%-ban keresztkapcsolt hialuronsav (HY)

elGallitasa

A termék leirasa

A karboxilcsoportok 5%-at hasznaljuk a bels6 ész-
terezéshez.

A karboxilcsoportok 95%-at natriumséva alakitjuk.

6,21 g HY tetrabutil-amménium-sét, amelynek mo-
lekulatomege 85 000, és 10 mekvivalens monomer-
egységnek felel meg, 248 ml dimetil-szulfoxidban
25 °C-on oldunk, és az oldathoz 0,051 g (0,5 mekviva-
lens) trietil-amint adunk, majd a képzdédott oldatot
30 percig keverjik.

0,128 g (0,5 mekvivalens) 2-klér-1-metil-piridinium-
jodid 60 ml dimetil-szulfoxiddal késziilt oldatat lassan,
1 dra alatt a fenti oldathoz csepegtetjiik, és az elegyet
15 6ran at 30 °C-on tartjuk.

2,5 g natrium-klorid 100 ml vizzel készllt oldatat
adjuk ezutan hozz4, és a kapott elegyet lassan, folya-
matos keverés kdzben 750 ml acetonba 6ntjik. A kép-
z0d6tt csapadékot Kisz(lrjlk, €s harom alkalommal
100 ml aceton:viz=5:1 térfogataranyl eleggyel, majd
harom alkalommal 100 m| acetonnal mossuk, végll
24 dran at 30 °C-on szaritjuk.

3,95 g cim szerinti vegylletet kapunk, az észtercso-
portok kvantitativ meghatarozasat a ,Quantitative Or-
ganic Analysis Via Functional Groups” cim(i kdnyv (4th
Edition, John Wiley and Sons) 169-172. oldalan leirt
elszappanositasi médszerrel végezzik.

7. példa

10%-ban keresztkapcsolt hialuronsav (HY)

elGallitasa

A termék leirasa

A karboxilcsoportok 10%-at haszndljuk a belsd
észterezéshez.

A karboxilcsoportok 90%-at natriumséva alakitjuk.

6,21 g HY tetrabutil-ammaonium-sét, amelynek mo-
lekulatémege 620 000, és 10 mekvivalens monometr-
egységnek felel meg, 248 ml dimetil-szulfoxidban
25 °C-on oldunk, és az oldathoz 0,101 g (1,0 mekviva-
lens) frietil-amint adunk, majd a képzdédétt oldatot
30 percig keverjlk.
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0,255 g (1,00 mekvivalens) 2-klér-1-metil-piridi-
nium-jodid 60 ml dimetil-szulfoxiddal készllt oldatat
lassan, 1 6ra alatt a fenti oldathoz csepegtetjlik, és az
elegyet 15 6ran 4t 30 °C-on tartjuk.

2,5 g natrium-klorid 100 ml vizzel készllt oldatat
adjuk ezutan hozza, és az elegyet lassan, folyamatos
keverés kdzben 750 ml acetonba 8ntjik. A képzddbtt
csapadékot kiszlrjik, és harom alkalommal 100 ml
aceton:viz=5:1 térfogataranyu eleggyel, majd harom
alkalommal 100 ml acetonnal mossuk, végll 24 éran at
30 °C-on szaritjuk.

3,93 g cim szerinti vegyUletet kapunk, az észtercso-
portok kvantitativ meghatarozasat a ,Quantitative Or-
ganic Analysis Via Functional Groups” cim( kdnyv (4th
Edition, John Wiley and Sons) 169-172. oldalan leirt
elszappanositasi médszerrel végezzUk.

8. példa

10%-ban keresztkapcsolt hialuronsav (HY)

elGéllitasa

A termék leirasa

A karboxilcsoportok 10%-at hasznaljuk a belsé
észterezéshez.

A karboxilcsoportok 90%-at natriumsdva alakitjuk.

6,21 g HY tetrabutil-ammdnium-sét, amelynek mo-
lekulatomege 170 000, és 10 mekvivalens monomer-
egységnek felel meg, 248 ml dimetil-szulfoxidban
25 °C-on oldunk, és az oldathoz 0,118 g (1,0 mekviva-
lens) piridin-klaridot adunk, majd a képz6détt oldatot
30 percig keverjlik.

0,16 g (1,00 mekvivalens) N-benzil-N-etil-karbodi-
imid 20 m! dimetil-szulfoxiddal késziilt oldatat lassan,
1 éra alatt a fenti oldathoz csepegtetjiik, és az elegyet
45 6ran at 30 °C-on tartjuk.

2,5 g natrium-klorid 100 ml vizzel készllt oldatat
adjuk ezutan hozza, és az elegyet lassan, folyamatos
keverés kézben 750 ml acetonba dntjik. A képz6dott
csapadékot kisz(irjik, és harom alkalommal 100 mi
aceton:viz=5:1 térfogataranyl eleggyel, majd harom
alkalommal 100 ml acetonnal mossuk, végul 24 éran at
30 °C-on szaritjuk.

3,9 g cim szerinti vegylletet kapunk. Az észtercso-
portok kvantitativ meghatarozasat a ,Quantitative Or-
ganic Analysis Via Functional Groups” cim( kdnyv (4th
Edition, John Wiley and Sons) 169-172. oldalan leirt
elszappanositasi modszerrel vegezziik.

3. Bioanyagok elballitasa

A kdvetkezd példakban a taldlmany szerinti sebé-
szeti/gyogyaszati termekek eldallitasat irjuk le, ame-
lyek a HA teljes benzil-észterét vagy egy auto-kereszt-
kapcsolt HA-szarmazekot vagy ezek kombinacidjat tar-
talmazzak. Amint az el6z6ekben emlitettik, a membra-
nok, szbtt szovetek, szétt szitak és nemszétt szovetek
eléallitasara alkalmas eljarast a 4 851 521 es a
4 956 353 szamu amerikai egyestlt allamokbeli szaba-
dalmi leirasokban, a WO 93/11804, a WO 93/11803 és
a WO 94/17837 szamon kézzétett nemzetkdzi szaba-
dalmi bejelentésekben, valamint a 0 341 745 szamu
eurdpai szabadalmi leirasban ismertetnek.
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9. példa

HYAFF 11-en+polipropilénszitan alapulé termék

elBallitasa

HYAFF 11-b8l dimetil-szulfoxiddal 110 mg/ml kon-
centracioju oldatot készitiink. Amikor az oldédas telje-
sen végbement, az oldatot 20 pm-es szlrGanyagon at-
szlrjlk, és gazmentesités céljabdl vakuumban 2 éran
at alini hagyjuk. Az oldatbél 5 ml-t egy Gveglemezre én-
tiink, és azon elteritlink, majd a polipropilénszitat (el6-
nydsen 6x11 cm méret(it) a lemezre helyezzlk, és a
szitéra tovabbi 10 ml oldatot dntlink. Ezt egyenletesen,
a teljes mennyiség megdrzése mellett teritjiik el a szi-
tan.

Az iveglemezt etanal és viz 90:10 térfogataranyd
elegyét tartalmazo firdébe meritjlik, és 5 oran at hagy-
juk, hogy a készitmény koagulaljon és a lemeztdl elval-
jon; a készitményt ezt kdvetéen abszolut etanol flirds-
be meritjik 16 4ran at, majd egy talcan vakuumban
63 °C-on 30 percig szaritjuk.

10. példa

HYAFF 11 szétt széveten alapulo, HYAFF

11 filmmel bevont termék elééllitasa

HYAFF 11-b4l dimetil-szulfoxiddal 110 mg/ml kon-
centracioju oldatat készitlink. Amikor az oldddas telje-
sen végbement, az oldatot 20 um-es sz(rbruhan at-
szlrjlk, és gazmentesités céljabdl vakuumban 2 éran
at alini hagyjuk. Az oldatbdl 5 ml-t egy (iveglemezre dn-
tink, és azon elteritiink, majd HYAFF 11 gézt
(10x20 cm méret(it) helyezlnk a tetejére vigydzva arra,
hogy gy(lirédés- és légbuborékmentesen tapadjon,
majd tovabbi 10 ml oldatot éntiink ré. Ezt egyenlete-
sen, a teljes mennyiség megdrzése mellett teritjlik el a
gézen.

Az (iveglemezt etanolfiirdébe meritjlk, és 30 percig
hagyjuk, hogy a készitmény koagulaljon és a lemezt6l
elvaljon. A készitményt ezt kovetéen abszoldt etanol-
ban hagyjuk 16 éran at allni, majd egy talcan vakuum-
ban 63 °C-on 30 percig szaritjuk.

11. példa

HYAFF 11 membran HYAFF 7 er6sitéssel

Egy kompozit membrant allitunk elé HYAFF 11 hia-
luronsav-benzil-észterbdl, azaz benzil-alkohollal 100%-
osan észterezett hialuronsavbél, egy szitaer8sitéssel,
amely hialuronsav-etil-eszterbdl, azaz HYAFF 7-bdl,
etil-alkohollal 100%-osan eszterezett hialuronsavbél
all, amelynek alaptémege 14 mg/cm?, vastagsaga
0,25 mm, a minimdlis hizészilardsaga, illetve nyllasa
széraz allapotban 400 kg/cm?, illetve 7%, a minimalis
huzoszilardsaga, illetve nyllasa nedves allapotban
50 kg/cm?, illetve 55%, a szakitési szilardsaga szara-
zon 90 kg/cm? és nedvesen 50 kg/cm?, az alabbi elja-
rassal.

A HYAFF 7 szitat ugy dllituk eld, hogy HYAFF
7-bdl dimetil-szulfoxiddal 125 mg/ml koncenctraciéju
oldatot készitlink. Az oldatot egy fogaskerék adagold-
szivattyuval egy nedves extrudalasra alkalmas fonéfej-
be taplaljuk, amelyen 100 darab 65 mikron atmérdjli
lyuk van.
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A sokszalu extrudalt anyagot egy abszolut alkoholt
tartalmazd koagulacids flrdébe vezetjik, és szallitd-
hengerek segitségével hdrom egymast kdveté mosd-
flrdébe juttatjuk, amelyek szintén abszolut etanolt tar-
talmaznak. A harmadik henger (Ill) és az elsd henger
(I) sebességének ardnyat hizasi aranynak nevezzik,
amelynek értéke 1,05, mig az egyes hengerek sebes-
sége: 23 rpm (l. henger), 24 rpm (. és lll. henger),
25 rpm (IV. henger). Miutan a sokszoros szl atjutott az
ablitsfirdékén, meleg levegdvel 45 °C-on szaritjuk, és
egy keresztcsévélé gépen fonjuk (8). A szal finomsagi
szama (deniere) 237. A sokszoros szalat azutan méte-
renként 135 alkalommal csavarjuk, és egy szovégépen
sima kotott textiliava szdjjik 14-es fonals(riiséggel.
A szdvigéprdl a textilidt egy kalenderbe taplaljuk,
amely levékonyitja. A 2. abra mutatja azt a szitat, ame-
lyet ezen eljaras eredményeként kaptunk.

A polimer matrixra két légkefe segitségével HAYFF
11 dimetil-szulfoxiddal késziilt, 40 mg/ml koncentracio-
ju oldatat permetezzilk. Az igy bepermetezett szitat ab-
szolUt alkoholt tartalmazé koagulacios flirdébe, majd
tiszta desztillalt vizet tartalmazé oblitékamraba és vé-
gll specialis szaritbkamraba juttatiuk, amelynek hé-
mérséklete 50 °C (17).

12. példa

Nemszott HYAFF 11 textilia

HYAFF 11 hialuronsav-benzil-észterbél 40 g/im? to-
meg(, 0,5 mm vastagsagu nemszétt textiliat a kovetke-
z8 eljarassal allitunk eld.

HYAFF 11-bdl dimetil-szulfoxiddal 135 mg/ml| kon-
centracioju oldatot készitiink egy tartalyban, és fogas-
kerék adagolodszivattylval nedves extrudalasra alkal-
mas fondfejbe taplaljuk, amelyen 3000 darab 65 mikro-
nos lyuk van.

Az extrudalt szalakat egy abszollt etanolt tartalma-
Z6 koagulacios flirdébe vezetjik. Ezutan szallitbhen-
gereken két egymast kdvetd mosdfirdébe vezetjik,
amelyek abszollt etanolt tartalmaznak. Az elsé henger
hizasi aranyat 0-ra, mig a tébbi hengerét 1,05-re allit-
juk. Amikor az anyag a mosoflirdékén atjutott, a szal-
gombolyagot meleg levegével 45-50 °C-on szarazra
favatjuk, és egy vagdszerkezettel 40 mm-es szélakra
vagjuk.

Az igy kapott szaltdmeget egy csuszdara boritjuk,
amely egy kartolé/keresztrétegzé gépbe vezet, és ab-
bél az anyag 1 mm vastag és 40 mg/m? tdmeg(i szdve-
dékként jon ki. A szdvedéket azutan HYAFF 11 dimetil-
val lepermetezziik, etanolos koagulacios flirdébe he-
lyezzlik, majd mosdkamraba, végll szaritékamraba jut-
tatjuk.

Az anyag végsd vastagsaga 0,5 mm.

13. példa

HYAFF 11-b6l és HYAFF 7-b6l készlilt nemszdtt

textilia

HYAFF 7 hialuronsav-etil-észtert, és HYAFF
11 hialuronsav-benzil-észtert azonos mennyisegben
tartalmazé keverékb8l hemszétt, 200 g/m? témeg( és
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1,5 mm vastagsagu textiliat allitunk elé a kdvetkezé el-
jarassal.

3 mm hosszisagu HYAFF 7 és HYAFF 11 széla-
kat, amelyeket a 10. példa szerinti médon kaptunk, egy
spirdl keverében alaposan &sszekeveriink. A szalak
keverékét kartoldgépbe taplaljuk, amelybdl 1,8 mm
vastagsagl, 200 g/m2 tdmegl szévedék formajaban
tavozik.

A szdvedéket egy tlis lyukasztogépen vezetjlik at,
amely 1,5 mm vastagsagu nemszétt, 200 g/m?2 tdmeg(i
textiliava alakitja at, amelyben a két anyag tokéletesen
van Osszekeverve.

14. példa

Részleges és teljes benzil-észterbdl késziilt

nemszétt textilia

HYAFF 11 hialuronsav-etil-észtert és HYAFF
11p75 részleges hialuronsav-benzil-észtert azonos
%-ban tartalmazé keverékbdl nemszétt, 40 g/m tome-
g és 0,5 mm vastagsagu textiliat allitunk el6 a kdvet-
kezd eljarassal.

HYAFF 11p75-6t az alabbiak szerint allitunk el6.
10 g hialuronsav-tetrabutil-ammonium-sébdl, amelynek
molekulatdmege 620,76, és amely 16,1 nmol-nak felel
meg, N-metil-pirrolidon és viz 90:10 térfogataranyu ele-
gyeével 2,5 tdmeg%-os oldatot készitiink, igy 400 ml ol-
datot kapunk. Az oldatot 10 °C-ra hitjik, azutan
30 percig tisztitott nitrogént buborékoltatunk at rajta.
Ezt a sot azutan 1,49 ml (12,54 mmol) benzil-bromiddal
észterezzilk. Az oldatot 60 dran at 15-20 °C-on gyen-
géden razzuk.

A tisztitast Ugy végezzik, hogy etil-acetatos kicsa-
pas és telitett natrium-klorid-oldat hozzaadasa utan
etil-acetat és abszolut etanol 80:20 térfogataranyu ele-
gyével mossuk a terméket. A szilard fazist sz(réssel el-
valasztjuk, és vizmentes acetonnal kezeljik. 6,8 g ter-
meket kapunk, ami kérilbelll 95%-0s hozamnak felel
meg.

40 mm hosszusagu, az 1. példaban leirt eljarassal
kapott HYAFF 11 és HYAFF 11p75 szélakat egy spirél
kever8ben alapasan &sszekeverink.

A szalak keverékét kartologépbe taplaljuk, amely-
bél az 1 mm vastag, 40 g/m? témeg(i szévedék forma-
jaban tavozik. A szévedéket azutan HYAFF 11 dime-
til-szulfoxiddal készUlt, 80 mg/ml koncentracioju olda-
taval permetezzik, majd etanolos koagulaciés flrdé-
be, azutan vizet vagy viz és 10-95% etanol keveréket
tartalmazé mosdékamraba, végll szaritékamraba
visszlk.

Az anyag végsé vastagsaga 0,5 mm, és benne a
HYAFF 11 és a HYAFF 11p75 szalak t6kéletesen van-
nak Gsszekeverve és egymashoz tapadva.

15. példa

HYAFF 11-alapu tébbrétegli nemszéit szvet

Egy HYAFF 11 hialuronsav-benzil-észter réteghdl
és egy nemszétt viszkdza (Jettex 2005, ORSA) reteg-
bél allé 80 g/m? tdmeg(i, 2 mm vastagsagu és 560 to-
meg% vizabszarpcidji tobbrétegli nemszétt textiliat
kapunk a kdévetkezs eljarassal.
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A bérrel kapcsolatba ker(ilé réteg HYAFF 11 sza-
lakbdl készil, amelyet nedvesfonasi technikaval
30 g/m?2 témeg(i lap forméajaban allitunk eld. A szalakat
lapokka alakitjuk.

Ezt a réteget Sltésekkel egy nemszétt viszkdzaszd-
vet altal alkotott masodik réteghez kapcsoljuk, amely-
nek alaptémege 30 g/m2.

Az igy készillt nemszétt végtermék két tdkéletesen
dsszetapadt rétegbdl all, amelynek az dssztomege
80 g/m2, vastagsaga 2 mm, és vizabszorpcidja 560 t3-
meg%.

16. példa

HYAFF 11-alapti t6bbrétegii nemszétt szvet

HYAFF 11 hialuronsav-benzil-észtert és kalcium-al-
ginatot 1:1 aranyban, valamint egy erdsitd nemszétt
polipropilénszovetet (fondssal Gsszekotott nemszoit
alap, 50 g/m2, NEUERBERGER) tartalmazo, 70 g/im?
tdmegl, 1,5 mm vastagsagi és 450 tdmeg% vizab-
szarpcioju tdbbrétegl nemszott szdvetet allitunk el6 a
kévetkezd eljarassal.

40 mm hosszusagu HYAFF 11 és kalcium-alginat-
szalakat, amelyeket nedvesfond technikaval kaptunk,
dsszekeveriink, 20 g/m? 16meg( lappéa alakitunk, és 8l-
tésekkel egy fonassal dsszekotdtt nemszott szovethez
rogzitiink, amelynek alaptémege 50 g/m2.

A kapott anyag két nemszdtt szbvetréteghdl all,
amelynek a teljes alaptdmege 70 g/m2, vastagsaga
1,5 mm és a vizabszorpcidja 450 tomeg%.

17. példa

HYAFF 11-alapu tébbrétegli nemszétt szbvet

HYAFF 11 hialuronsav-benzil-észter-réteghdl és
egy poaliuretdnhab-réteghdl, példaul LYOBEND (DEL-
CON) retegh8l allo tébbretegli nemszétt szévetet,
amelynek alaptdmege 100 g/m2, vastagsaga 6 mm és
vizabszorpcidja 860 tdmeg%, a kdvetkezd eljaréssal
allitunk eld.

A bérrel érintkezésbe kerllé réteget nedvesfonési
technikaval keszllt HYAFF 11 szalak alkotjak, amelye-
ket 45 g/m? alaptdmeg(i lappa alakitunk, és 6ltésekkel
kapcsolunk egy masadik, poliuretanhab-réteghez.

A kapott nemsz6tt termék két tdkeletesen dsszeta-
padt réteghél all, amelynek dsszalaptémege 100 g/m2,
vastagsdga 6 mm és vizabszorpcidja 860 tdémeg%.

18. példa

Membran elBéllitasa olyan

hialuronsavszarmazékbdl, amelyben a

karboxilcsoportok 80%-a benzil-alkohollal

(C¢Hs—CH>—OH) van észterezve, a

karboxilcsoportok 10%-a belsd észterkbtéseket

alkot és a fennmarad6 10% natriumsé formajaban

van jelen

6,21 g (10 mekvivalens) hialuronsav-tetrabutil-am-
maénium-s6t, amelynek molekulatdmege 180 000, kor-
nyezeti hémersékleten 248 ml dimetil-szulfoxidban ol-
dunk, az oldathoz 0,951 ml (8,0 mekvivalens) benzil-
bromidot adunk, és az oldatot 12 éran at 30 °C-on
hagyjuk allni. Ezutan 0,101 g (1,0 mekvivalens) trietil-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

10

amint adunk hozza, és az oldatot 30 percig keverjik.
Ezt kévetben 0,255 g (1,00 mekvivalens) 2-kl6r-1-me-
til-piridinium-jodid 60 ml dimetil-szulfoxiddal készilt ol-
datat adjuk az oldathoz, és az elegyet 15 6ran &t
30 °C-on tartjuk.

2,5 témeg%-0s vizes natrium-klorid-oldatot adunk
ezutan hozza, és az elegyet keverés kdzben 750 ml
acetonba ontjiik. A képzddétt csapadékot kiszrjlk, és
harom alkalommal 100 ml aceton:viz=5:1 térfogatara-
nyu eleggyel, majd harom alkalommal 100 ml aceton-
nal mossuk, végll 24 6ran 4t 30 °C-on szaritjuk.

4,5 g kivant terméket kapunk, a benzil-alkohol-tar-
talom kvantitativ meghatarozasat ligos hidrolizist ko-
vetden gazkromatografidsan végezzik. Az 0sszes ész-
tercsoport-tartalmat a ,Quantitative Organic Analysis
Via Functional Groups” cimii konyv (4th Edition, John
Wiley and Sons) 169-172. oldalan leirt elszappanosi-
tasi médszerrel hatarozzuk meg.

Az ily mddon eléallitott észterszarmazékbdél dimetil-
szulfoxiddal 30 °C-on 150 mg/ml koncentracioju oldatot
készitlink. Az oldott szarmazékot egy 20 mikronos szi-
tan atsz(rjlik, és egy extrizios reaktorba helyezziik,
amely <1 mm vastagsagu filmet eléallitd extruderrel
van Osszekapcsolva. A terméket egy olyan olddszert
tartalmazod koagulaciés flrddbe extrudaljuk, amely le-
hetévé teszi a dimetil-szulfoxidnak a termékbdl vald
extrahalasat (ilyen példaul az etanol), és a filmextru-
derbdl kapott anyagot egy hengersorra visszlk, amely
ventilatorral van ellatva a membran szaritasara.

Preklinikal vizsgélatok

A kdvetkezé vizsgalatok alyan eredmeényekrdl sza-
molnak be, amelyek a talalmany szerinti termékek
hasznalhatdésagat mutatjak m(itét utani letapadasok
megel6zésében, és a korabban |étezé termékekhez vi-
szonyitva ezekre a termékekre vonatkozoan jobb ered-
menyekrdl tandskodnak.

1. vizsgalat

Ez a vizsgalat patkanymajban indukalt sebmadell-
ben megfigyelt sebészeti letapadés nagymeértek( elé-
fordulasat szemlélteti, amelyet pozitiv kontrollként hoz-
tunk létre a HA-bdl szarmazé gydgyaszati es sebészeti
cikkek letapadaskialakulast megel&zd hatasanak
dsszehasonlité vizsgalatahoz.

Ezekhez a kisérletekhez Sprague-Dawley-patka-
nyckat hasznaltunk, amelyek testtémege 275 és 300 ¢
kdzétt valtozott. 21 allatban idéztlink eld sértilést.

Mindegyik allatot steril kérilmények kdzott készi-
tett, higitott formaban levé és intramuszkularisan injek-
talt 100 mg/kg ketaminnal és 11 mg/kg xilazinnal ér-
zestelenitettiik, majd alhasfelmetszést végeztiink.

A majat megkerestiik és feltartuk; horzsolast hoz-
tunk létre az alsé lebenyén Ugy, hogy vér megjelené-
seig steril tamponnal enyhe nyomast fejtettlink ki ra.
A sérlilt felUleten végzett vérzéscsillapitas utan a hasat
3,0-s selyemmel kész(ilt &ltesekkel lezartuk. Az allato-
kat 7-21 nap eltelte utan megdltik.

A letapadast az alapjan értékeltiik, hogy milyen
kénnyen lehetett a szomszédos (also és felsé) lebeny-
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fellleteket sebészcsipesszel egymastél eltavolitani,
ehhez a kdvetkez8 skalat alkalmaztuk:

0 nincs letapadas — a két fellilet elkUl6nithetd;

1 enyhe—kdzepes letapadas, a fellletek csipesszel

mazékokbdl allé6 (HYAFF 11+polipropilénszita) gyégya-
szati cikkek letapadaskialakulast megel6z8 hatasanak
dsszehasonlitd vizsgalatadhoz.

Osszesen 24 (12 kontrall, 12 vizsgalt) allatban indu-

valé hizassal egymastdl eltavolithatdk; 5 kaltunk sériilést.

2 figyelemre méltd a letapadas a két felllet kdzott, Mindegyik allatot steril kérllmények kdzbtt készi-
barmilyen elvélasztasi kisérlet a szdvetek szakada- tett, higitott formaban levd és intramuszkularisan injek-
sat okozza. talt 100 mg/kg ketaminnal és 11 mg/kg xilazinnal ér-
Ebben az allatmodellben a 2 pontszamot kapott le- zéstelenitettliik, majd alhasfelmetszést végeztlink.

tapadasokat klinikailag szignifikansnak tekintettik. 10 A metszés bal oldali lebenyét két sebészeti csi-
Ebben a pozitiv kontrollcsoportban (letapadas ki- pesszel felemeltiik az alhasi fal feltarasara. Sebészeti

alakulasa) a 21 allatbdl 17 esetében (80,9%) a letapa- olléval a peritonealis felllletbdl 1,5%1,5 cm-es teriiletet
das képzddése 2 ponttal volt értékelhetd. eltavolitottunk, amig valadék jelent meg, anélkiil, hogy
az izomkoteget eltavolitottuk volna. A kontrollcsoport-

2. vizsgalat 15 ban sziikséges volt egy polipropilénszitat (amelynek te-

Ez a vizsgélat a letapadas kialakulasanak szignifi- rilete a sériilés terlletének kétszerese) 6,0-os méretli
kans csokkenését szemlélteti, amikor keresztkapcsolt bioldgiailag felszivddo Vycil-6ltéssel a sériilt fellilet folé
hialuronsavbél (ACP) késziilt gelt vagy HYAFF 11- varrni az alhasfal feszitési ellenallasanak biztositasara.

(HA-benzil-észter) alapi gézt dnmagaban vagy vér- Az anyag alkalmazasa el6tt a sériilt fellileten alapos

zsécsillapité Surgicel™-lel és 50 IU/ml heparinnal kom- 20 vérzéscsillapitast végeztlink.

binacidban alkalmaztunk. Az ACP-gélt a kezelend§ fe- 14 nap elteltével, ami az 1. példaban megadott idé-

[Uletre teritettUk. tartomany kdzepére esik, az allatokat ledltlik, a letapa-
Az 1. példaban leirt sebészeti protokollt hasznaltuk dast a kovetkezd skala szerint értékeltilk;

dllatmodellként az adhézid képzddésének kivaltasara. 0 nincs letapadas;

A maj bal lebenyének két szomszédos felllete kd- 25 1 enyhe letapadas, de nincs érképzédés, kdnnyen el-
z0tti letapadas kialakulasanak szignifikans csokkeng- valaszthato;

sét az 1. tablazat szemlélteti. 2 kozepes letapadas érképzédés nélkil, manualisan

o széthizhatd;
1. tablazat 3 erds letapadas, 4tlatszatlan és eresedett, nehéz el-
] 30 valasztani, csontkaparé sziikséges hozza;
Anyag Allatok sza- | A szignifi- 4 nagyon erds letapadas, vastag, atlatszatlan és ere-
ma kéns (2-es N . s . s ..
pontszamd) sedett, csalf sebészeti dlloval vaghaté szét a széve-
letapadAsok tek roncsolasa mellett.
%-a A 2-nél nagyobb pontszaml letapadasckat szignifi-
35 kéansnak tekintettilk.
HYAFF 11 sz6tt szovet 0% A pozitiv kontrollcsoportban (letapadas kialakulasa)
HYAFF 11 sz6tt sz6- 16% a 12 allatbol 12-ben (100%) alakult ki 2-nél nagyobb
vet+Surgicel™ pontszammal értékelhetd letapadas; mig a jelen talal-
HYAFF 11 sz6tt szo- 6 16% many szerinti termék alkalmazasa esetén az alhasfal
vet+Surgicel™ +heparin 40 és a belsd szervek kézotti letapadas kialakulasanak
HYAFF 11 sz6tt s26- 6 33%, el&fordulasa szignifikAnsan csokkent, amint az a 2. tab-
vet+heparin lazatban lathaté.
HYAFF 11 membran 11 36% 2 tablazat
(20 mm vastag)
HYAFF 11 nemsz6it 6 33% . Anyag Allatok A szignifi-
sz6vet+Surgicel™ . .
szama kans (2-es
ACP 24 20% pontszama)
. , .. letapadasok
Nyilvénvald, hogy ezeknek a biolégiailag lassan le- %-a

bomlé bicanyagoknak a gyulladasos sejtek szamara at 50

nem ereszté gatakként valé alkalmazasa a két szom- HYAFF 11+polipropilén- 12 25%

szédos felllet kézott csdkkenti a letapadasok kialaku- szita

lasat az 1. példéb’ar? Ie|:rt kontrqllcsopc')rtnél megfigyelt Kontroll+polipropilénszita 12 100%

80,9%-o0s letapadasi aranyhoz viszonyitva.

55 Nyilvanvald, hogy a talalmény szerinti fenti HYAFF

3. vizsgalat 11 anyag (a gyulladasos sejtek szamara at nem ereszté)

Ez a példa patkanyckban az alhas falan indukalt gatként valé alkalmazasa a sértilt, belsé felllet (alhasfal)

sebészeti sérlilés modellben megfigyelt sebészeti leta- és a szomszédos szervek kozott csékkenti a letapadas

padas kialakuldsanak gyakori eléforduldsdt mutatja, kialakulasat a csak poliprapilénszitaval kezelt kontrollcso-
amelyet pozitiv kontrallként hoztunk létre a HA-szar- 60 portban megfigyelt 100%-0s letapadashoz viszonyitva.

11



1 HU 226 862 B1 2

4. vizsgalat

Ez a vizsgalat az auto-keresztkapcsolt hialuronsav-
gél formaban és bevonatként valé alkalmazasanak a
sebészeti letapadds kialakuldsat csbkkentd képessé-
gét szemlélteti patkany vakbélben indukalt sériilésmo-
dellben.

Ez a tipusu sérlilés letapadas kialakuldsat idézi eld,
amikor a mitét utdn csak sdoldatos mosast és vérzés-
csillapitast végziink, ahogy azt a kdvetkezdkben leir-
juk.

Amint az 1. példaban is, 275-300 g testtdmegl
Sprague-Dawley-patkanyokat alkalmaztunk. Mind-
egyik allatot steril kdrilmények kdzott készitett, higitott
formaban levé és intramuszkularisan injektalt
100 mg/kg ketaminnal és 11 mg/kg xilazinnal érzéste-
lenitettik, majd alhasfelmetszést végeztiink. A vakbe-
let megkerestiik és feltartuk. A bél feliletén hé okozta
sérlilést hoztunk Iétre szilard testtel, 1 cm atmérdjli réz-
koronggal, amelyet elektronikusan 69,5 °C-ra allitott
forrasztékésziilékhez kapcsoaltunk. Ezt a korongot a bél
falaval 15 masodpercig tartottuk érintkezésben. lly mo-
don jol meghatarozott sériilést okoztunk és valadék-
képzddést indukaltunk. A sérllt teriletet séoldattal
mostuk, a vérzést Surgicel™-lel csillapitottuk, az alhast
3,0-s méretli selyemmel 0sszedltve lezartuk.

14 nap elteltével, az 1. példaban emlitett iddinter-
vallum kdzepén az allatokat megdltlk, a letapadést a
kbvetkezd skala alapjan értékeltiik:

0 nincs letapadas;

1 enyhe letapadas, de nincs érképzddés, kénnyen el-
véalaszthato;

2 kdzepes letapadas érképzddes nelkiil, manudlisan
széthuzhatd;

3 er8s letapadas, atlatszatlan és eresedett, nehéz el-
vélasztani, csontkaparé szikséges hozza;

4 nagyon erés letapadds, vastag, atlatszatlan és ere-
sedett, csak sebészeti olloval vaghatd szét a szi-
vetek elroncsolasa mellett.

A 2-nél nagyobb pontszamu letapadasckat szignifi-
kénsnak tekintettilk.

A gatként haszndlt ACP-gel alkalmazasakor nyil-
vanvalé csokkenés kivetkezett be a letapadas kialaku-
lasaban a s6oldattal mosott és csak a vérzés csillapita-
saval kezelt kontrollokhoz viszonyitva (3. tablazat).

3. tdblazat
Anyag Allatok A szignifi-
szama kans (2-es
pontszama)
letapadasok
%-a
Kontroll (sdoldat+vérzés- 17 70%
csillapitas)
ACP 11 40%

Nyilvanvald, hogy a fenti anyag gatkent valé alkal-
mazasa csdkkenti a letapadas kialakulasat a séoldattal
mosott és csak a vérzés csillapitasaval kezelt kontroll-
hoz viszonyitva.
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5. vizsgalat

A HYAFF-7 és HYAFF

11p75 hialuronsavszarmazékok hatésa a majlézié
patkanymodellben a miitét uténi letapadésok
megel6zésében

Allatmodell

Him Harlan SD patkany, testtémege 250 ¢.

A sériilés tipusa

Az alhasi teriletet jédoldattal alaposan megtisztitot-
tuk, majd kordlbelil 3 cm hosszisédgban az alhast felmet-
szettlik a mj feltarasara. A maj jobb lebenyét felsértet-
tiik, és steril faspatulaval a vér megjelenéséig horzsoltuk.

Vizsgalandé anyagok
1. kisérlet
HYAFF 11p75, a hialuronsav 75%-0s részleges
benzil-észtere géz és nemszott szdvet alakja-
ban.
2. kisérlet
HYAFF 7, a hialuronsav teljes etil-észtere géz
és nemszétt szovet alakjaban.
Az anyag alkalmazasa
Egy szokasos hemosztatikummal végzett vérzés-
csillapitds utdn a vizsgalandd és kontrollanyagokat a
maj alsé (sebes terlilet) és felsé lebenye (érintkezéfell-
let) kdzé helyeztik Oltések nélkil, ugy hogy egy gatat
képezzen és megakadalyozza letapadas kialakulasat.

Ertékelések és megfigyelések

A mitét utdn hét és 21 nap kdzétti id6ben végez-
tink megfigyeléseket. A kialakult letapadasokat a k&-
vetkez§ vizualis skala szerint értékeltik:

0 ningcs letapadas,
1 enyhe letapadas,
2 figyelemre mélto letapadas.

A letapadasra adott pontértékek mellett a gyulladas
mertékét is megéllapitottuk mikroszkopikus megfigye-
léssel (az anyag alkalmazasara adott szvetreakcio), a
hisztolégiai mintdk hematoxilinnel/eozinnal és Mallory-
féle tripla festékkel tdrtend festésével.

Eredmények

1. kisérlet

Az 1. kisérletben a HYAFF 11p75-6n, a hialuronsav
részleges benzil-észterén alapulé anyagokat onma-
gukban, Surgicel vérzéscsillapitéval kombinaciéban és
a verzéscsillapitéval és heparintelitéssel (1,00 Uml)
egyltt alkalmaztuk. Ezek az eljarasok altalanosak a se-
bészeti gyakorlatban.

Az 1. dbra olyan grafikon, amely a bicanyagok ak-
kor kifejtett hatdsat mutatja, amikor azokat énmaguk-
ban alkalmaztuk. A HYAFF 11p75-alapu és Interceed
bioanyagok alkalmazasa esetén nem figyeltlink meg
letapadast megel6zé hatast, és megha a trend jobbnak
is latszott, bar szignifikansan nem k(ilénbdz6étt az utob-
bi esetben, a majlebenyek teljesen dssze voltak tapad-
va, és szignifikans gyulladasos reakcié volt lathaté.
Ugyanezt figyeltilk meg a biopsziak hisztolégiai vizsga-
latanal, ahol gyulladasos sejtek, neutrofilek és makro-
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fagok figyelemre mélté jelenléte volt észlelhets, és
érett kollagén szalak voltak lathatok.

A 2. és 3. abran az anyagok Surgicellel és Surgicel-
lel és heparinnal kombinaciéban voltak alkalmazva. Az
1. &brédn megfigyelt trendet a HYAFF 11p75-alapu
anyagok bizonyitottdk, mig a heparinnal telitett Inter-
ceed lathatéan jobb hatast fejtett ki. Ezt a helyzetet
erfsitették meg a hisztoldgiai megfigyelések.

Kovetkezésképpen a HYAFF 11p75-alapu anyagok
nem hasznalhaték a mitét utan letapadasok megeld-
zésében, mivel a gyulladaskelté hatas feltehetéen kis
molekulatomeg( hialuronsavoligomerek felszabadula-
sanak koszonhetd, a termékek rendkiviil rovid lebomla-
si ideje kovetkeztében.

2. kisérlet

A 2. kisérletben HYAFF 7 hialuronsav-etil-észteren
alapuld bioanyagokat vizsgaltunk Surgicellel és Surgi-
cellel és heparinnal kombinacidban. Egyik esetben
sem mutatkozott a m(itét utani letapadasokat megeld-
z8 hatas. Az Interceed Surgicellel és heparinnal egyiitt
alkalmazva mutatta a legpozitivabb hatast (4. abra).

A mikroszkopikus megfigyelések igazoltak ezeket
az adatokat, és jelentés mennyiségl gyulladasos sejtet
és kollagén szalat mutattak a HYAFF 7-tel végzett ke-
zelésnél. Ebben az esetben, a HYAFF 7-en alapuld
bioanyagok nem haszndlhatok mitét utani letapadasok
megelézésében, mivel feltehetéen fokozddd mennyi-
ségben adnak le etanalt a szervezetbe.

6. vizsgalat

HYAFF 11-alapu bioanyagok hatékonysaga miitét

utani letapadas megelézésében két kiilénb6z6

allatban indukalt sebmodeliben: 1) intrahepatikus
sérillés patkanyban: 2) alhasfal Iéziéja patkanyban

1. allatmodel!

Az alhasi terlletet jéddal és etanollal fertétlenitet-
tik, majd egy median metszést végeztiink a mdj felta-
rasara.

Ebben az allatmodellben a mgj alsé lebenyének
belsé feliiletet addig kapartuk, amig valadék képzddeé-
se indult meg. A sérlilés verzését Tabotamppal (Ethi-
caon) gondosan csillapitottuk, és az anyagot a ser(ilt fe-
IGleten hagytuk varras segitsége nélkdl, mivel a termék
nagymertékben tapadt a nyalkahartyahoz.

Két HYAFF 11-alapl termeket vizsgaltunk, mindkett
egy 20 um vastag, folytonos membran kereskedelmi val-
tozata, a nevilk Transprocess és Hyalobarrier 20. A m(-
tét utan 14 nappal makroszkapikus értékelést végeztiink
a fentebb leirt pontrendszer alapjan, hogy meghataroz-
zuk a letapadasokat. Ertékeltiik tovabba a 2 pontos leta-
padasu allatok szazalékat is (szignifikans letapadas).

Eredmények

Az 5. abra olyan grafikon, amely a kisérletben ka-
pott letapadasi pontszamokat mutatja. A Hyalobarrier
20 cstkkenti a letapadas kialakulasanak eléfordulasat
a nem kezelt kontrollokhoz és a két nagy és kis mole-
kulatémeg( hialuronsavhoz viszonyitva. Hasonl6 trend
volt megfigyelhet, bar statisztikusan nem szignifikans
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kiilbnbségekkel a masik HYAFF 11 alapu anyag, a
Transprocess esetében is. A 6. abra az egyes kezelési
csoportokban 2 ponttal értékelt letapadasok %-at mu-
tatja (sebészetileg szignifikans letapadas). Az el6z8
gorbe altal mutatott tendenciat bizonyitja ez az eset is,
a 2-es pontértéki letapadas csékkenése kisebb mint
50% a Hyalobarrier 20-szal és a Transprocess-szel
végzett kezelés hatasara.

2. éllatmodel!

Miutan az alhasi terliletet joddal és etanollal fertét-
lenitettiik, egy median metszést végeztiink korllbelll
5 cm hosszlsagban az alhasfal és a peritoneum felta-
rasa érdekében.

Egy 2 cmx2 cm méret( kimetszést végeztiink
csontkapardval, és azutan a peritoneumot és az izom-
réteget eltavalitottuk. Az ilyen tipust mlitétben a meg-
sertlt terliletre olyan anyagot kell varratokkal rogziteni,
amely eléseqiti a szdvetndvekedest, mikozben megfe-
lel6 feszitési szilardsagot biztosit ahhoz, hogy a perito-
nedlis fal dsszeesését elkeriiljik. Altaldban polimer
matrixi nem lebonthaté anyagokat alkalmazunk, ilyen
példaul a polipropilén, poliészter vagy expandalt
politetrafluor-etilén-szita. Az ilyen anyagok dnmagaban
valé alkalmazédsa azonban nem elegendd a bélhurkok-
hoz val¢ letapadas elkeriléséhez, aminek eredménye-
ként bélelzarddas és kronikus fajdalom alakul ki.

A mutét utdn 14 nappal makroszkdpos becsléseket
végeztlink 0-tél 4-pontig terjedd letapadasi skéla alkal-
mazasaval. Meghatdroztuk tovabba azon allatok %-at,
amelyek a letapadasra 2-nél nagyobb pontszamot kap-
tak szignifikans letapadas).

Eredmények:

Ez a kisérlet azt szemlélteti, hogy egy szintetikus
Prolene szitara (polipropilénszita, széles kdrben alkal-
mazzék az alhasi sebészetben) felvitt HYAFF 11 bevo-
nat és HYAFF 11 lemez egy Prolene szitén varrattal
rogzitve csékkentheti a muitét utani letapadas kialakula-
sat. A 7. abra a Hyalobarrier Plus kombinalt termek
(HYAFF 11 prolénre felvive és koagulalva) és a Hyalo-
barrier film prolénre varrva szignifikansan csokkenti a
letapadasokat a prolénszitahoz magahoz hasonlitva.
A 8. abra igazolja ezt a trendet, mivel a 2-nél nagyobb
pontszammal értekelt letapadasok szazaléka kisebb a
HYAFF 11-es kezelest kéveten, mint amit a prolénszi-
ta dnmagaban valo alkalmazasa utan megfigyeltiink.

7. vizsgélat

ACF gél bioanyagok hatasa miitét utani letapadéas

kialakulasanak megelGzésében a 14. napon

patkanymajsériilés modellben és

patkanybélsériiiés modellben

Ennek a vizsgalatnak a célja az ACP gél-alapu bio-
anyagok hatekonysaganak ertékelése mitét utani leta-
padasok kialakulasanak csdkkentését vagy megelszé-
set illetéen. A vizsgalt anyagok hatasat a nagy moleku-
latémeg( hialuronsavehoz és a kereskedelemben kap-
haté bioanyagéhoz, az oxidalt regeneralt cellulézéhoz
(TC 7 Interceed*) hasonlitottuk, amelyeket az alhasi
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és ndgydgyaszati sebészetben alkalmaznak letapadas Kontroll- ] ) 3
kialakulasanak megelézésére. anyagok
Patkanymajsériilés modellt és patkanybélsériilés mo-
dellt alkalmaztunk, mivel ezek jellemzett kisérletes leta- Sarzsszam 2710TCM | 0108 st 1195
padés indukciés modellek. A vizsgalt és kontrollanyagok- 5 Lejarati idé 11-97 05-97 -
hak a mitét utani letapadast megelézé hatasat a 16zid Tarolas 30°C alatt | 30°C alatt | 8 °C alatt
helyének szabad szemmel torténd megfigyelése alapjan P - - -
letapadasi pontszam megallapitasaval értékeltiik. Ovintézkedés nincs nincs
Patkanymajsériilés modellt (1. kisérlet) és patkany-
bélsériilés modellt (2. kisérlet) alkalmaztunk, mivel 10 Az Interceedet steril kérliimények kézétt vagtuk fel,
ezek standardizalt és reprodukalhaté modelljei a kisér- onmagaban és heparinnal (500 U/ml) telitve alkalmaz-
letes letapadas indukaldsanak. Az ACP-alapu bioanya- tuk Ugy, hogy a majlebenyek két érintkezé fellletét ki-
gokat a sérllés utan gatként alkalmaztuk a majlebeny 16n tartsa, és olyan méretben, hogy néhany mm-rel tal-
és a belsd szervek érintkez6 felllete kdzott. érjen a sérlilt terllet hatarain. A HYAL-t, a nagy mole-
Mindkét kisérletben az ACP-gélek letapadaskialaku- 15 kulatémeg( hialuronsavat (vizzel késziilt 10 mg/ml
last megeléz6 vagy csokkentd hatasat a TC7 Interceed- koncentracigju oldat formajaban) és a Thermogelt steril
del, a felszivadé oxidalt cellulozletapadasi gattal, amelyet fecskenddben kiszerelve vasaroltuk.
a Klinikai gyakorlatban széles korben alkalmaznak, egy Az Interceedet kbzvetlenll, sebészeti varras nélkdl
»Thermagel” nevli kopolimer oldattal, egy nagy molekula- alkalmaztuk. A HYAL hialuronsavat és a Thermogelt a
tdmeg( hialuronsavval és kezeletlen allatok (nem valédi 20 vérzéscsillapitds utan fecskendébél bevonatként vittik
operaltak) egy csoportjaval dsszehasonlitva vizsgaltuk. fel a sérllt fellletre. Mindegyik allat a m(tét utan,
o i o egyetlen adag forméjaban elegendé mennyiséget ka-
1. kisérlet — Patkanymajserdles pott az anyagokbdl ahhoz, hagy azok teljesen bevonjak
vagy befedjék a sériilt terliletet.
Vizsgalt anyagok 1 2 25
Termeékkod SMK 0002 | SMK 0002 Kisérlettervezés ,
- 275-300 g testtdmegli Sprague-Dawley-patka-
Altalanos név ACP-gél ACP-gél nyokat alkalmaztunk ehhez a kisérlethez. Az elézé ki-
Kereskedelmi név Hyalogel Hyalogel sérleteknél szerzett tapasztalatok alapjan a 14 napos
Barrier Barrier 30 id8szakot elegendé hosszinak talaltuk a letapadés ki-
Szallitd FAB FAB alakulasanak értékelésére ebben az allatmodellben.
SarzsszAm 101/96 104196 A; ehhe'z a vizsgélath'oz s"zi]kféges éllato'k s'zénja
miatt az allatokat egymast kdvetd napokon készitettiik
Lejérati id6 20-02-96 | 20-02-96 eld.
Tarolas 30°Calatt | 30°Calatt | 35 Osszesen 78 4llatat hasznaltunk a kévetkezé séma
Ovintézkedés nincs nincs szerint:
Az ACP-géleket vizben szuszpendaltuk 60 mg/ml Csoport Kezelés Az &llatok szama
koncentracidban. A vizsgalt anyagokat autoklavozassal
sterilezett formaban és 5 ml-es fecskendében bocsatot- 40 | Nem valédi kezeletlen 12
tak rendelkezésre, és az akalmazas is steril koriilmé- operaltak
nyek kdzott tortént. Az ACP-géleket a megsebesitett Kontrollok TC7 Interceed™ 12
maijlebeny fellletére vittiik fel Tabotamp®-pal torténd magaban
vérzéscsillapitas utan. Mindegyik allat a sérlilt terllet Kontrollok TC7 Inter- 6
telies bevonasahoz elegendd mennyiséget (korllbelll 45 ceed ™+heparin
2 ml-t) kapott a mitétet kévetéen, egyetlen adagban. Kontrollok HYAL® 12
Kontroll- 1 2 3 Kontrollok Thermogel 12
anyagok Kezelt ACP 5% 12
Kereskedelmi TC7 HYAL | Thermogel | 50 (sarzsszam:
név 101/96)
Eléallits/ Johnson & | FAB BASF Kezelt ACP 5% 12
Szallits Johnson Pharma (sarzsszam
Patent Care 104/96)
New Bruns- 55
wick NJ Az éllatok el6készitése
Leiras oxidalt rege- | hialuronsav | pluronsav Az allatokat intramuszkularisan beadott ketamin
nerélt cellu- | (mdltémeg: (Gellini Pharmaceutical)/xilazin (Bayer) injekcioval ér-
16z valaszto-| 800 000) zéstelenitettlk, megborotvaltuk, majd jodoldattal és
lemez 60 etanallal fert6tlenitettlk. A bal oldalon hasfelmetszést

14
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végeztlink, a maj bal lebenyét felforditottuk, és a bal és
kézépsé lebenyének belsd fellletét fa applikatorral
gyengéden dorzsdltik, amig vér vagy szérumvaladék
jelent meg.

Az anyagok adagolasa

Surgicel®-lel vagy Tabotamp™-pal végzett vérzés-
csillapitds utdn az anyagokat a két lebeny felllete kzé
helyeztik gy, hogy fedje a két sérillt terlletet és gatat
képezzen a lebenyek kdzdétt.

A miitét helyét két rétegben 3,0-as selyemoltések-
kel zartuk le.

A mitét végén antibiotikumot (Procacillint,
30 000 IU/patkany mennyiségben szubkutan) és fajda-
lomcsillapitét (Temgesicet 0,05 mg/kg mennyiségben
intramuszkularisan) adagoltunk 4 napon at.

A letapadas mértéke

14 nappal a miitét utdn az allatokat CO,-dal megdl-
tiik.

A letapadas mértékét szabad szemmel végzett
megfigyelés alapjan értékeltlk. A kdvetkezd pontérté-
keket alkalmaztuk:

0 =nincs letapadas,

1 =kis—kdzepes mérték(i letapadds. A két majlebenyt
sebészetileg valasztottuk el csipesszel torténdé me-
chanikai széthlizassal,

2 =jelent8s letapadas, a két majlebeny teljesen
Osszetapadt, barmilyen elvalasztasi kisérlet a szo-
vet elszakadasat okozta.

Az anyagok reszorbealddd képességét az anyagok
jelenlétének vizualis értékelésével becsiiltlik, tovabba
a kezelés helyérdl fényképfelvételt készitettlink.

A szemrevetelezés utdn magat a majat sebészeti
Uton eltavolitottuk, és 48 orara 10%-os pufferezett
formalinoldatba helyeztik. A fixalas utan a maj-
bél boncoldkéssel 2,0 mm-es metszetet készitet-
tink, amely magaban foglalta a sérdlt terlletet, és
az igy kapott mintat hisztoldgiai analizisnek vetettiik
ala.

A szbvet analizise

Hisztolbgiai analizis

A mintat semleges, pufferelt 10%-os formalinoldat-
ban fixaltuk, majd dehidrataltuk, és standard médszer-
rel paraffinba agyaztuk; 8 um-es metszetet Masson-fé-
le Trichnome-mal (a szdvet gyulladasos reakcidjanak
kimutataséra) és sziikséges esetben toluidinkekkel
(anyagmaradékok jelenlétenek megallapitasara) fes-
tettlink.

2. kisérlet: Patkanybelen okozott égési sériilés

Vizsgalt anyagok 1 2
Termékkod SMK 0002 | SMK 0002
Altalanos név ACP 5% ACP 5%

nagy mole-
kulatémegd
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Vizsgalt anyagok 1 2
Kereskedelmi név Hyalogel Hyalogel
Barrier Barrier
Szallitd FAB FAB
Sarzsszam 3194 ACP 5%
101/94
Lejarati id6 07/95 07/95
Térolas 30°Calatt | 30 °C alatt
Ovintézkedés nincs nincs

A nagy molekulatomegl ACP 5% gélt (sarzsszam
3/94) 20 mg/ml koncentraciéban, az ACP 5%-os
gélt (sarzsszam 101/94) pedig 50 mg/ml koncentra-
ciéban vizben szuszpendéltunk. Mindegyik vizsgalati
anyagot autokladvozassal sterilezett formaban és
5 ml-es fecskenddben kiszerelve kaptuk, és az alkal-
mazas is steril korilmények kozétt tortént. Tabo-
tamp®-pal végzett vérzéscsillapitas utan a megégett
belfelszint az ACP-gélekkel bevantuk. A m(itét utan
mindegyik allat egyetlen alkalommal a sériilt teriilet
bevonasahoz elegendd mennyiséget (korllbelll
2 ml-t) kapott.

Kontrollanyagok

Kereskedelmi név TC7 HYAL Thermogel
Eléallito/Szallité | Johnson & FAB BASF
Johnson Pharma
Patent Care
New Bruns-
wick NJ
Leiras oxidalt re- | hialuronsav | pluronsav
generalt | (mdltdmeg:
celluldz va- | 1 200 000)
lasztélemez
Sarzsszam 2710TCM 0108 st 1194
Lejarati idé 11-97 05-97 -
Tarolas 30 °C alatt | 30 °C alatt | 8 °C alatt
Ovintézkedés nincs nincs

Az Interceedet steril korlilmények kdzott vagtuk fel,
Onmagaban és heparinnal (500 U/ml) telitve alkalmaz-
tuk gy, hogy a majlebenyek két érintkezé felliletét ki-
[6n tartsa, és olyan méretben, hogy néhany mm-rel tdl-
érjen a sérlilt terilet hatarain. A HYAL-t, a nagy mole-
kulatomegl hialuronsavat (vizzel késziilt 10 mg/ml
koncentracidju oldat formajaban) és a Thermogelt steril
fecskend8ben kiszerelve vasaroltuk.

Az Interceedet kdzvetlenll, sebészeti varras nélkil
alkalmaztuk. A HYAL-t, a hialuronsavat és a Thermo-
gelt a vérzéscsillapitas utan fecskendébdl bevonatként
vittlk fel a sérlilt fellletre. Mindegyik allat a m(itét utan,
egyetlen adag formajaban elegendd mennyiséget ka-
pott az anyagokbdl ahhoz, hogy azok teljesen bevonjak
vagy befedjek a sérllt terlletet.
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Kisérlettervezés

275-300 g testtémegl Sprague—Dawley-patkanyo-
kat alkalmaztunk ehhez a kisérlethez. Az eléz6 kisérle-
teknél szerzett tapasztalatok alapjdn a 14 napos id8-
szakot elegendd hosszunak talaltuk a letapadas kiala-
kuldsdnak értékelésére ebben az allatmodellben. Az
ehhez a vizsgalathoz sziikséges allatok szama miatt az
allatokat egymast kéveté napokon készitettiik elb.

Osszesen 59 allatot hasznaltunk a kivetkezé séma
szerint:

Csoport Kezelés Az dllatok szama
Nem valddi kezeletlen 10
operaltak
Kontrollok TC7 Interceed™ 6
Kontrollok hialuransav molté- 12

meg 1200 000
Kontrollok Thermogel 13
Kezelt ACP 5% 12
(sarzsszam:
101/94)

Kezelt ACP 5% nagy 6

molekulatémeg(

(sarzsszam: 3/94)

Az dllatok el6készitése

Az allatokat intramuszkulérisan beadott ketamin
(Gellini Pharmaceutical)/xilazin (Bayer) injekcidval ér-
zéstelenitettilk, megborotvaltuk, majd jédoldattal és
etanollal fertétlenitettlk. A bal cldalon a kdzépvonal
mentén hasfelmetszést végeztiink a bér- és izomszd-
veten keresztlll a bél feltdrasara. Egy elektromosan
szabélyozott fités( (1 cm atméréjd) rézkoronggal stan-
dard nyomason 15 mésodperc alatt 158 °F-on
(69,3 °C-on) a vakbelen égési sériilést okoztunk.

Az anyagok adagolasa

Surgicel®-lel vagy Tabotamp®-pal végzett vérzés-
csillapitas utan a vizsgalandé és kontrollanyagokat a
bél felllletére varras nélkll helyeztlik Ugy, hogy fedje a
telies égett teriiletet és gatat képezzen a peritoneum
és a belsd szervek kdzétt.

Az izomhashartya réteget folyamatos 3-0-as se-
lyem Oltésekkel, a bérréteget bérkapcsokkal és meg-
szakitott 3—0-as selyem Gltésekkel zartuk le.

A mitet végen antibiotikumot (Procacillint,
30 000 IU/patkany mennyiségben szubkutan) és fajda-
lomcsillapitét (Temgesicet 0,05 mg/kg mennyiségben
intramuszkularisan) adagoltunk 4 napon at.

A letapadas mértéke

14 nappal a m(tét utan az allatokat CO,-dal meg-
oltik.

A letapadas mértekét szabad szemmel vegzett
megfigyelés alapjan ertékeltiik. A kévetkezd pontérté-
keket alkalmaztuk:

0 =nincs letapadas,
1 =kis letapadas, avaszkularis, kdnnyen szétvalaszt-
haté,
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2 =kdzepes letapadas, avaszkularis, folyamatos, ma-
nualisan szétvalaszthato,

3 =atlatszatlan, vaszkularis, nehéz szétvalasztani,
csontkaparé sziikséges hozza,

4 =s(r(, atlatszatlan, vaszkularis, csak sebészolldval
és a szovet megsértésével valaszthatd szét.
Az anyagok felszivodoképességét az anyagok je-

lenlétének vizudlis becslésével értékeltiik; tovabba a

kezelés helyérdl fényképfelvételt készitettiink.

Eredmények

1. kisérlet

Egy allat elpusztult az altatas alatt, a bioanyagok be-
helyezése konnyen megvaldsithatd volt. Az anyagokndl
észleltlik, hogy az als6 majlebeny szdvetéhez tapadtak.
Az ACP-vel kezelt dllatokban a miitét utan nem észleltik
klinikai jelét betegségnek vagy szenvedésnek.

Két allat, amelyet hialuronsavval kezeltlink, a mitét
utan két nappal elpusztult. A nekroszkopikus vizsgalat
belsd vérzést mutatott.

A letapadas kialakulasanak értékelése

A szdvetsérllést kdvetéen a majlebeny két érintke-
z6 fellilete kdzdtt a letapadas kialakulasat 14 nap eltel-
tével értékeltlik. Minden kezelésre hasznalt lebomlott a
megfigyelés idejére; a letapadasi pontszam (9. abra)
az ACP 5% (sarzsszam: 104/96) bicanyaggal kezelt al-
latokban szignifikdnsan alacsonyabb, mint barmelyik
kontrollanyag és a kezeletlen kontroll esetében. Az
ACP 5% (sarzsszam 101/96) anyaggal végzett keze-
Iésben a letapadas csokkenése felllmulta a heparinnal
telitett TC 7 Interceed esetében bekdvetkezd csékke-
nést, de a kiildnbség nem volt statisztikus; mégis mind-
két kezelés szignifikdns kilénbséget mutat (p<0,05),
ha a kontrollokhoz és a kezeletlenekhez hasonlitjuk.

Hisztomorfologial megfigyelések

A mltét utan 14 nappal veégzett mikroszkdpos vizs-
galat soran az ACP kezel6anyagokat nagyon biokom-
patibilisnek talaltuk, és nagyon kis mérték( gyullada-
s0s reakcidt figyeltiink meg, kdzelebbrdl nehany gyul-
ladasos sejt, igy neutrofil és oridssejtek voltak jelen, a
két lebeny kdzétti hézagban ezen sejtek vandorlasa
vagy feldusulasa nem volt megfigyelhetd, a TC 7 Inter-
ceed* szOvetreakciot sok esetben azért mutatott, mert
a majfellletek részlegesen Osszeragadtak; a szkopos
megfigyelés szervezett kollagen szalak jelenlétéet emel-
te ki, a gyulladasos reakcié csékkenni latszik, ha a ke-
zelést heparinoldattal telitett anyaggal végezzik. A le-
mezek tdbbségében a bicanyagok bicldgiailag teljesen
lebomlottnak tlintek. A kezeletlen kontroll kdze-
pes—nagy gyulladasos reakciot mutatott.

2. kisérlet

Osszesen 2 allat pusztult el az érzéstelenitd beada-
sa soran, a biocanyagok behelyezése egyszerlien volt
megoldhatd, és ezek a behelyezés utan nem mozdul-
tak el. Az allatok ACP kezelési csoportjaban a m(itét
utan betegségnek vagy szenvedésnek klinikai jele nem
volt észlelhetd.
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Négy 1,2x108 méltdmegii hialuronsavval &s harom
Thermogellel kezelt allat pusztult el a mitét utani ma-
sadik és 6tédik nap kozott. A nekroszképikus vizsgalat
belsd vérzést mutatott ki mindegyik allatban.

A letapadas kialakuldsénak értékelése

Ebben a kisérletben, 14 nappal a mitét utan
(10. &bra), a 101/94 és 3/94 sarzsszdmu ACP 5% gé-
lek csékkentették a mitét utani letapadas kialakulasat
az 1,2x108 maltdmegl hialuronsavval kezelt és a ke-
zeletlen kontrollhoz képest, az ACP gélek hatasa egy
heparinnal telitett Interceed gatéval volt dsszemérhetd,
statisztikus kiilonbség volt kimutathaté ezen kezelések
és a kezeletlen kontrollcsoportok kdzott (P<0,05);
mindegyik kezeléshez és kontrollhoz hasznalt anyag
teljesen felszivodott.

Hisztomorfoldgiai megfigyelés:

A 14. napon végzett megfigyelés soran az ACP ke-
zelések alacsony szdvetgyulladasi reakcidt mutattak, a
sarjszdvet vastagsaga nagyon kicsiny volt, és a bélen
kedvezdtlen reakcio, igy a szomszédos peritonedlis fe-
lUlethez val6 tapadés nem volt észlelhetd. A kollagén
szalak szervezddni kezdtek, és a gydgyulasi folyamat
teljessé valt. Egy gyulladasos reakciét figyeltliink meg a
hialuronsavas kezelésekben, ahol jelentds mennyiseg
kollagén szal volt jelen, amely letapadast indukalt; egy
vastag sarjszdvet volt lathatd. Ugyanilyen hisztomorfo-
l6giai megjelenést figyeltiink meg a kezeletlen kontrol-
lokban.

Megbeszélés

A letapadas kialakuldsa az alhasi sebészeti m(itéte-
ket kGveté betegségek vezetd okai kézé tartozik, amely
gyakran vékonybél-elzarédashoz és mas fontos pato-
l6giakhoz vezet. Amikor a hasi szervek ebben részt
vesznek, ezek a letapadasok tokéletlen fiziolégiai mi-
kédést és terméketlenséget, eredményezhet. A mitét
utani letapadas kialakuldsanak es Ujrakepzédésének
mechanizmusa tovabbra is alig érthetd. A kisérleti bizo-
nyiték feltételezi, hogy letapadasok két sebészetileg
sérlilt felllet kdzott a természetes lerakédasban a gyo-
gyulasi folyamat soran alakulnak ki, mivel hatékonyabb
két szdvetreparalasi helyet egyetlen gydgyulasi hellyé
egyesiteni, ami a két szomszédos felllet kézott Gssze-
olvadé letapadasokat eredményez.

Ebben a vizsgalatsorozatban azt talaltuk, hogy ha-
gyomanyos sebészeti vérzéscsillapitd szerek (Surgi
cel®) miitét utani alkalmazasa és ezt kévetSen biolo-
giailag lebonthatd hialuronsavszarmazekbdl készilt
gat behelyezése megel6zi a letapadasok kialakulasat.
Emellett az anyagok fibrinolitikus szerekkel egyitt is al-
kalmazhaték. A letapadas csbkkenése kedvez8bb,
mint az oxidalt regeneralt cellulé6z TC 7 Interceed”
anyag alkalmazasa esetében.

A HYAFF® 11 bioanyagok j6 biokompatibilitast és
nagyon kis mértékl gyulladast mutattak. A vizsgalt
FAB bioanyagok lebomlasanak mértéke eltérs volt, és
a kezelésre hasznalt anyag kilénbézé fizikai formajatal
filggott; a HYAFF 11® bioanyagok t&bb hétig megma-
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radtak. A szabalyozott lebomlasi sebesség tartomanya,
amely ezekkel a hialuronsavszarmazékokkal elérhetd,
jol kihasznalhaté lehet kilénbézé anatémiai helyek és
alkalmazasok esetében, példaul négybgyaszati és al-
hasi terlileteken a mitét utani letapadasok megelézé-
sére.

Az eredmények azt feltételezik, hogy a hialuronsav-
szarmazékok (HYAFF® 11 géz &s membranok) szere-
pet jatszanak a miitétet kovetd letapadas kialakulasa-
hak megelézésében.

A taldimany, amelyet ilyen formaban irtunk le, nyil-
vanvaléan sokféleképpen véltoztathatd. Az ilyen vélto-
zatokat nem tartjuk a taldlmany szellemétél és korétdl
eltavolodénak, és minden olyan mdédositast, amely a
szakember szdmara nyilvanvald, a kovetkezd igény-
pontok altal meghatarozott kdrbe tartozénak tekintiink.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Kompozit bioanyag szdvetek sebészeti letapada-
sanak megelézesére, amely hialuronsav-benzil-észtert
tartalmaz, ahol a hialuronsav karboxilcsoportjainak
75-99%-a benzilcsoporttal észterezett, és a karboxil-
csoportok legfeliebb 25%-a 10-20 szénatomos alifas
alkohol alkilcsoportjaval észterezett, azzal a megkdtés-
sel, hogy a karboxilcsoportok legalédbb 80%-a észtere-
zett, és a bioanyag gél, membran, szita vagy szétt vagy
nemszétt szovet formaju vagy ezek kombinacidja.

2. Az 1. igénypont szerinti kompozit bioanyag, ahal
a szarmazeék olyan benzil-észter, amelyben a karboxil-
csoportok 80%-a benzilcsoporttal észterezett.

3. Az 1. igénypont szerinti kompozit bicanyag, ahal
a szarmazeék olyan benzil-észter, amelyben a karboxil-
csoportok 75%-a benzilcsoporttal észterezett, és a kar-
boxilcsoportok fennmaradd 25%-a 10-20 szénatomos
alifas alkohol alifas csoportjaval észterezett.

4. A 3. igénypont szerinti kampozit bioanyag, ahol
az alkohol sztearil- vagy palmitil-alkchol.

5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti kompo-
zZit bioanyagnak vagy hialuronsav belsé keresztkap-
csolt szarmazékat tartalmazé kompozit bioanyagnak,
ahol a hialuronsav karboxilcsoportjainak 0,5-20%-a
ugyanazon vagy mas hialuronsavmolekula hidroxilcso-
portjahoz van keresztkapcsolva, és ahol a bioanyag
gél, membran, szita vagy sz6tt vagy nemszétt szévet
formaju vagy ezek kombinacidja, a felhasznalasa ma-
tet utani szdvetletapadasok megakadalyozasara szol-
galod keszitmény elballitasara.

6. Az 5. igenypont szerinti felhasznalas, ahol a bel-
s0 keresztkapcsolt szarmazékban a hialuronsavmole-
kula karboxilcsoportjainak 4,5-5%-a van keresztkap-
csolva.

7. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti kompo-
Zit anyag vagy az 5. vagy 6. igénypont szerinti felhasz-
nalas, ahol a kompozit anyag biolégiailag le nem bont-
haté szintetikus polimert is tartalmaz.

8. A 7. igénypont szerinti kompozit anyag vagy fel-
hasznalas, ahol a szintetikus polimert a polipropilén, poli-
etilén, poliészter es poli(tetrafluor-etilen) kézll valasztjuk.
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4. abra

A letapadds mérléke a palkdny mdjsériilés model lben (7-21 nap)
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5. abra

A letapadds mériéke a patkdny méjsériilés modeliben (7-21 nap)

HU 226 962 B1
Int. Cl.: AG1L 17/00

*
*
} e §

02 "qO1pkH

(v6/101
wpZsszJies)

%G 4oV

vH pbaug)
einjagou Abeu

"qQo} +
$s320udsundyy

$59004dsuniy

(v6/Z0L
wpzsszJies)

%S 4OV

(v6/101
wgzsszies)

%S dV

vi pbaug]
[Myajow ST

ua[jarazay
b

ewezsjuod sgpede}al-y

22

o

Kezelés



amelyekben 2-es

azon &llatok %-a,
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