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Referatas:

ISradimas priskiriamas kompozicijy, turingiy naujus deprotonuotus hialurono rugsties su periodinés
lentelés ketvirto periodo 3d metalo jonais asociatus kaip aktyvius komponentus arba neSiklius, gavimo badui.
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Pasiulytos kompozicijos naudojamos kaip farmacinés arba kosmetinés priemonés, jos jgalina pagerinti
kiino ploteliy epitelizacijos procesa, kiuby opy, praguly ir t. t. uzgijima.
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ISradimas priskiriamas naujy deprotonuotos hialurono ragsties asociaty (kompleksy)
su periodinés lentelés ketvirto periodo 3d metaly jonais ir juos turiniy kompozicijy gavimo
badui.

Pagal geriausig Sio iSradimo realizavimo varianta, vandeniniai tirpalai, turintys naujus
deprotonuotos hialurono ragsties asociatus su periodinés lentelés 3d metaly jonais,
betarpisSkai gaunami i$ natrio hialuronato vandeninio tirpalo.

Pagal §j iSradima nauji asociatai didzigja dalimi yra cinko ir kobalto hialuronatai.
Kompozicijos, turinios Siuos asociatus, gali béti naudojamos kaip farmacinés (terapinés)
arba kosmetinés priemonés. Kompozicijy, turiniy naujus asociatus, panaudojimo sritis-pagal
§j iSradimg taikoma, pavyzdziui, kiino daliy epitalizacijos proceso pagreitinimui, kluby opy,
praguly uzgijimui, didziaja dalimi negyjanCioms Zaizdoms, nudegimams, radiacijos ir Siluminio
poveikio pasekmeéms, riebaliniy liauky uzdegimams, o taip pat jie naudojami ir kitose srityse.

Hialurono rtigstis yra makromolekulé. Ji buvo gauta daugiau nei pries penkiasdeSimt
mety, ir pirmg kartg jg aprasé Mejeris (J. Biol. Chem. 107, 629 (1934), J. Biol. Chem. 114,
689(1936) ). Veismanas pateiké struktiiros aprasymg (J. Am. Chem. Soc. 76, 1753 (1954) ).
Hialurono rtgstis yra gamtinis didelio klampumo gliukozaminglikanas, turintis gliukurono
ragstj ir B,.4 gliukozaming su besikeiiangiu komponenty santykiu; jos molekuliné mase yra
nuo 50000 iki keleto (nuo 3 iki 13) milijony. Hialurono ragsties iSkyrimas - senas (uidavinys,
ypatingai Svarios hialuroho rligSties iSskyrimas ir vartojimas apzvelgiamas JAV patenty Nr.
4141973 ir 4303676 iSradimo aprasyme ir Europos patento Nr. 0144019 iSradimo aprasyme.
Iki dabartinio laiko hialurono rtgstj naudojo natrio druskos pavidale, pavvzdziui, pagrindinai
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terapijoje, oftalmologijoje, chirurgijoje ir kosmetologijoje. Hialurono rigsties druskos, turin¢ios
Sarminiy ir Zemés Sarminiy metaly jonus, magnio, aliuminio, amonio arba amonio dariniy, gali
blti naudojamos kaip nesikliai, promotuojantys vaisty absorbcijg (Zr. Belgijos patento Nr.
904547 isradimo apraSymg). Hialurono rugsties sunkiyjy metaly druskos (kuriose prie
"sunkiyjy” metaly priskiriama periodinés lentelés 5, 6 ir 7 periodo elementai) ir sidabro
druskos naudojamos kaip fungicidinés medziagos, tuo tarpu aukso druskos naudojamos
artrito gydymui (Zr. patento WO Nr. 87/05517 iSradimo aprasyma). '

Naudojant jvairius strukttros aiSkinimo bidus, buvo jrodyta, kad antriné struktira, t. y.
hialurono rigsties konformacija, kinta priklausomai nuo metaly jony (W. T. Winter ir A.
Sruther: J. Mol. Biol. 517, 761 (1977); |. K. Shechan ir E. D. T. Atkins: Int. Biol. Macromol. 5,
215 (1983); ir N. Figueroa ir B. Chakrabarti: Biopolymers 17, 2415 (1978) ). Zymy
molekulinés struktiros pakitimg, kaip rodo palyginamasis rentgenostruktirinis kalio ir natrio
hialuronaty tyrimas, gali nulemti netgi panasiy metaly jonai (A. K. Mitra ir kiti: J. Macromol.,
Sci. Phys. 824, 1ir 21 (1985) ).

Literatiroje negalima rasti jokiy nuorody, priklausan¢iy hialurono rgsties asociatams
(kompleksams), turintiems periodinés lentelés ketvirtojo periodo 3d metaly jonus; i$ tikryjy
pagal chromatografinés analizés, filtruojant gelj, duomenimis, hialurono rugstis negali prijungti
cinko jony, ne taip kaip heparinas (R. F. Parish ir W. R. Fair: Biochem. J. 193, 407 - 410
(1981) ).

Neziurint | tg fakta, kad pagal literatirinius duomenis hialurono ragstis (arba jos natrio
druska) negali prijungti cinko jony, Sio iSradimo autoriai sprendé problemg - tyré tarpusavio
sgveikos tarp hialurono rugsties ir periodinés Ientelés ketvirto periodo 3d metaly jony, didZiaja
dalimi apimanCius cinko ir kobalto jonus, cheminius procesus. Kadangi pramoningje
gamyboje hialurono rugstis gaminama tiktai natrio druskos pavidale, §i druska yra pagrindiné
medziaga, tiriant hialuronatus. Todél tyrimas buvo pradéti nuo natrio jony ir hialuronato
sgveikos proceso tyrimo. Tuo tikslu laisvy natrio jonq' aktyvumas vandeniniuose natrio
hialuronato tirpaluose buvo-nustatytas su natriui selektyvaus stiklo elektrodo pagalba. Pagal
tyrimy duomenis vienareikSmiSkai buvo nustatyta, kad ne daugiau kaip 60 % natrio jony,
jvesty ekvivalentiniu santykiu kartu su hialuronato karboksilinéms grupéms, vandeniniuose
tirpaluose yra laisvy jony pavidalu, tuo tarpu liké 40 % sudaro rysj su hialuronatu.

Pagal matavimus buvo nustatyta, kad didinant natrio jony koncentracija, chemiskai
sujungty natrio jony kiekis gali biti padidintas iki 50 - 55 %, skaiCiuojant visoms
karboksilinems grupéms. Tokiu bldu, buvo iSaiSkinta, kad neZigrint | bendras visy drusky
charakteristikas, natrio hialuronatas vandeniniame tirpale disocijuoja nepilnai.

Kitoje tyrimy stadijoje vandeninis natrio hialuronato tirpalas buvo nutitruotas cinko

chlorido tirpalu, naudojant natrio jonams selektyvy elektroda, paminétg anksciau, aprasant
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laisvy natrio jony aktyvumo kitimo sistemoje nustatymg. Charakteringa kreivé, aprasanti
procesg, pateikiama Fig. 1. Suprantama, kad chemiSkai sujungti su hialuronatu natrio jonai
atsilaisvina, veikiant cinko jonams. Pagal matavimy rezultatus bendra natrio jony koncentracija
padideja deka ekvivalentinio cinko kiekio, faktas, tvirtai jrodantis, kad cinko jonai sudaro su
hialuronatu stipresnj rysj, negu natrio jonai. Tokiu blidu, ankstesnis tvirtinimas, kad hialurono
ragStis negali prijungti cinko jony (R. F. Parish ir W. R. Fair: Biochem. J. 193, 407 - 410
(1981) ), eksperimentikai buvo sugriautas.

Pagal atlikty tyrimy duomenis tampa aiSku, kad dé! ekvivalentiniy natrio hialuronato ir
cinko jony (cinko chlorido) kiekiy sgveikos vandeniniame tirpale susidaro stechiometrinés
sudeties cinko hialuronato asociatas. Po atitinkamos izotonizacijos gautas tirpalas gali biti
tiesiogiai panaudotas terapiniams tikslams, ir cinko junginio kietu pavidalu nereikia gauti
atskiru budu. Preliminariy tyrimy, naudojant kobalto ir kity 3d metaly jonus, realizavimas
duoda analogiSkus rezultatus.

Kietu pavidalu buvo gautas kompleksas junginiy savybiy tyrimui, o tiesioginis cinko
jony apsupimas buvo iStirtas smulkiy struktlry, sugeriant rentgeno spindulius, gavimo
metodu. Buvo nustatyta, kad cinkas apsuptas keturiais anglies atomais vidingéje koordinacinéje
sferoje. RySio Zn-0 ilgis 199 pm, tuo tarpu du anglies atomai yra 241 pm atstumu nuo cinko
atomo.

Pagal tyrimus cinko hialuronatas skiriasi nuo analogiSko vario komplekso, kuris turi
keturias ekvatorines ir dvi adines jungtis Cu-O 194 ir 243 pm ilgio atitinkamai. Atstumas tarp
vario atomo ir dviejy anglies atomy lugus 258 pm. Kobalto komplekso struktiira panasi j cinko
komplekso struktiirg, o ne j vario.

Tuo bidu, iSradimas apima kompozicijas, turinCias kaip aktyvy komponentg arba
neséjg deprotonuotos hialurono riigsties asociatg (kompleksa) su periodinés lentelés ketvirto
periodo 3d metalo jonais, nebatinai sudétyje su kitais aktyviais komponentais ir/arba priedais.

leinantys | kompozicijos sudeétj kompleksai gaunami tokiu btdu:

a) vandeninio tirpalo, turinio ekvivalentinj druskos, geriausiai vieno i§ periodinés
lentelés ketvirto periodo 3d”metalo chlorido, kiekj, pridéjimg j vandeninj natrio hialuronato ar
kitos hialuronato druskos (Sarminio arba Zemés Sarminio metalo, norint sidabro druskos)
tirpalg; arba

b) asociato, sudaryto iS hialurono rtgsties su ketvirtinio amonio druska vandeninés
suspensijos, iStirpinimas tirpikliy misinyje, turinCiame vandeninius periodinés lentelés ketvirto
periodo 3d metalo tirpalg ir tirpiklj, dalinai besimaiSantj su vandeniu, geriausiai N-butanolj; po
to !

- asociato (komplekso), gauto iS hialurono rigsties su periodinés lentelés ketvirto

periodo 3d metalo jonu, nusodinimas Zinomu biidu, naudojant alkanolj arba alkanong, arba
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- nuosédy iSskyrimas is tirpalo ir po to, norint,

- iSdziovinimas Svelniomis sglygomis.

Metaly asociaty aukdCiau nurodytu bidu gavimo procese pH lieka lygus 5. 0,2 sv./tiir.
% hialuronato tirpale atveju, pH pasiekia 5,4, tuo tarpu kai 0,5 sv./tlir. % tirpale atveju, pH
lygus 5. Esant bitinumui, pastarojo tirpalo pH galima pakeisti nuo 5,5 iki 5,6, pridedant keletg
izotoninio natrio acetato tirpalo lasy.

Dviejy tipy tirpalai, turintys cinko hialuronatg kaip aktyvy komponentg, gali biti gauti
aukscCiau nurodytu bidu. "

1. lzotoninis cinko hialuronato tirpalas gaunamas, pridedant cinko chlorido pertekliy.

Atsizvelgiant | tai, kad laisvas cinko chloridas gali blti panaudotas dermatologijoje,
cinko hialuronato tirpalo osmoso slégis buvo sulygintas su izotoniniu slégiu cinko chlorido
pagalba. Tirpalas, gautas tokiu btdu, visai neturi laisvo hialuronato (nesujungto su cinku), bet
sistemoje kartu su cinko hialuronatu yra cinko chlorido perteklius.

2. lIzotoninis cinko hialuronato tirpalas gaunamas, pridedant monosacharidg arba
karbohidratinj alkohol;.

Terapiniams tikslams, kai cinko jony nesujungty su hialuronatu buvimas neaptariamas,
izotoninis tirpalas, turintis ekvivalent] hialuronatui cinko jony kiekj, gaunamas naudojant
daugiaatomj alkoholj (karbohidratinj alkoholj, geriausiai sorbitolj) arba mono- arba disacharida
(geriausiai gliukoze). Laisvy cinko jony ir laisvo hialuronato kiekis Sioje sistemoje nesiekia 5 %
viso cinko ar hialuronato kiekio atitinkamai.

Asociaty panaudojimo pagal iSradimg procese ilgainiui gali prireikti kompozicijy,laisvy
nuo jony. Tai yra, auk$Ciau nurodytu blidu gauti asociatai, paprastai turi natrio chloridg ar kita
druskg, sudarytq i$ pradinio hialuronato katijono ir 3d metalo druskos jono.

Du skirtingi btido variantai gali bati panaudoti hialurono riigsties asociato su 3d metalo
jonu, neturincio druskos, gavimui.

a) ketvirtinio amonio druskos tirpalas porcijomis sudedamas | Zinoma hialuronato,
geriausiai natrio hialuronato, tirpala. I1Svalius SvieZiai nusodintas ketvirtines amonio druskas,
asociatas iStirpinamas intensyviai maiSant dviejy tirpikliy miSinyje, susidedaniame i3
periodinés lentelés ketvirto periodo 3d metalo jono vandeninio tirpalo ir tirpiklio, dalinai
besimaiSancio su vandeniu, geriausiai n-butanolio. Dvi fazes galima atskirti, po to hialuronato
asociatas nusodinamas, pridedant | vandeninge faze alkanolio arba alkanono. Nuosédos
atskiriamos ir praplaunamos; arba

b) jdéjus maiSant nuo 2 iki 3 tdriy C,_5 alkanolio arba C;_, alkanono j cinko hialuronato
tirpalg, atitinkantj neizotoniniam tirpalui, turintj cinko chloridg ekvivalentiniu hialuronatui kiekiu,

nusodintas cinko hialuronatas nufiltruojamas ir praplaunamas alkanoliu arba alkanonu,
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atitinkamai panaudotu nusodinimui. Esant bdtinumui, cinko hialuronatas istirpinamas tik
vandenyije ir pakartojamas nusodinimo procesas.

Kai butina gauti kietg cinko hialuronatg, neturintj laisvy jony, nuosédos iSdziovinamos
po slégiu Svelniose sglygose. Tuo atveju, jeigu reikia cinko hialuronato tirpalo, neturindio
laisvy jony, geriausia iStirpinti cinko hialuronata, gautg is tirpiklio.

Pagal bet kurj i$ abiejy proceso varianty kieta arba iStirpinta medziaga, neturinti laisvy
jony, gaunamia bet kokiu Svarumu, priklausanCiu nuo pradinio cinko hialuronato kokybés.

Kompozicijy, turiniy cinko hialuronatg pagal iSradimg kaip aktyvy komponenta, kliniko
- farmakologiniy tyrimy rezultatai (13 pavyzdys) paaiSkinami kluby opos gydymo pavyzdziu,
naudojant junginius kiino pavirSiaus, neturinio epitelio, epitelizacijai. Kompozicija, turinti
natrio hialuronata, buvo panaudota kaip kontrolinis pavyzdys.

Sis tyrimas buvo atiiktas su 12 ar 14 pavyzdziy atitinkamai 8 - 12 pacienty, kendianciy
del kluby opos, pagalba. Abiejy grupiy pacienty pasiskirstymas pagal Iytj ir amziy, o taip pat
ligos prigimtj buvo toks.

Aktyvus Pacienty | Moterys | Vyrai | Vidutinis | ISgydyty opy | Opos charakteris*
komponentas skaicius amzius | skaidius A \ M
Cinko hialuronatas 12 10 2 63,9 14 2 9 1
Natrio hialuronatas 8 6 2 65,7 12 - 7 1

* A - arterijy; V - veny; M - misri

Gydymas buvo numatytas tokiu bilidu, kad i§ anksto buvo atliekamas terapinis
apdorojimas priklausomai nuo Kklinikinio opos blivio. Gydymas su cinko arba natrio
hialuronatu, atitinkamai, buvo pradetas ant apdoroty opy arba opy su Zymiai sumaZejusiais
randais. Gydymas buvo atliekamas kiekvieng dieng taip, kad vieng kartg per dieng ant opos
pazeisto pavirSius buvo uZtepamas plonas drékinandiy zaizdg vaisty sluoksnis.

Junginys buvo naudojamas keturias savaites. Gydymo pradZioje ir po to karta per
savaite buvo uzpildomas gydymo rezultaty uzrasy lapelis ir nufotografuojamos paciento opos
paZeistos odos dalys. Buvo atliekama bakteriologiné pavyzdzio analizé.

Charakteristikos ir epitelio pazeidimo laipsnis buvo atZymeétas Zemiau esandiais

pazymejimais ir uzrasais.
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Charakteristikos Pazeidimo laipsnis
Plotelis (a)
0 0
maziau 10 cm? 1
tarp 10 cm? ir 25 cm? 2
virs 25 cm® - 3
Inifekavimas (b)
kliniSkai Svarus 0
padengtas 50 % 1
padengtas 100 % 2
Nekrozé (c)
(tiktai arterinés opos atveju)
neigiama 0
Zemiau 10 % 1
tarp 10 % ir 15 % 2
100 % 3
nekrozes nera 4

lvertinimas

Ivertinimui buvo nustatytos atskiry charakteristiky reikdmés, ir bendras pazeidimo
laipsnis buvo paskaiCiuotas pagal formule: S = \/a__ﬁ

Klinikiniy - farmakologiniy tyrimy rezultatai iliustruojami Fig. 2. Gydymo cinko
hialuronatu rezultatai parodyti kreivéje, pazymétoje kryziukais, o natrio hialuronatu - kreivéje,
pazymétoje kvadratéliais, kéip savaiCiy, kuriy metu buvo atliekamas gydymas, skaiGiaus
funkcija. PaZeidimo laipsnio dydis parodytas ordinatéje, kuri yra bendras pazeidimo rodiklis,
skaiCiuojamas pagal nurodytg auks$diau formule.

Teisingesniam natrio hialuronato ir cinko hialuronato palyginimui Fig. 3 pateikiamas
santykinis pazeidimo laipsnio reikSmés su 100 % santykiu su pradinémis pazeidimo laipsnio
reikSmeémis.

Santykiniy reikdmiy kitimas buvo statistiskai jvertintas kaip savaigiy skaigiaus (nuo 1 iki

4) funkcija. Gydant cinko ir natrio hialuronatu buvo iStirta opy, mazéjandiy iki 90 %, 80 %,
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!
70 % ir 60 % nuo pazeidimo laipsnio santykinés reikSmeés po 1, 2, 3, ir 4 savaiCiu, atitinkamai.

Rezultatai susumuoti 1 lenteléje.

1 lentelé
Aktyvus kompozicijos | 1 - 0ji savaité 2 - Oji savaite 3 - 0Oji savaité 4 - oji savaité
komponentas
santykines pazeidimo laipsnio reik§meés iSplitimas
90 % 80 % 70 % 60 %

zem. | auk8C. | Zem. | auksC. | Zem. | aukSC. | Zem. | auksq.
Cinko hialuronatas 12 2 11 3 11 3 11 3
Natrio hialuronatas 4 8 7 5 6 6 3 9

Pagal 1 lenteles duomenis gali biti nustatyta, kad gydymas cinko hialuronatu kiekvieng
savaite buvo efektyvesnis, lyginant su rezultatais, gautais su natrio hialuronatu, naudotu kaip
kontroliné medziaga.

Statistiné gauty duomenuy analize parodé, kad cinko hialuronato junginio pranaSumas
buvo reikdmingas (99 %), lyginant su natrio hialuronatu.

Tolesniuose statistiniuose apibendrinimuose buvo detaliau istirta paZzeidimo laipsnio

kaip gydymo laiko funkcijos santykiniy reikSmiy pasiskirstymas. Gauti rezultatai susumuoti 2

lenteléje.

2 lentele
Aktyvus kompozicijos Opos pazeidimo laipsnio skaiCius ir reikSme
komponentas daugiau 90 % | tarp 90 ir 70 % | tarp 70 ir 50 % Zzemiau 50 %
1 savaite
Cinko hialuronatas 2 7 5 0
Natrio hialuronatas 8 3 0 1
2 savaite
Cinko hialuronatas 0 6 7 1
Natrio hialuronatas 4 3 5 0
3 savaite
Cinko hialuronatas 0 1 8 2

Natrio hialuronatas 2 5 5 "
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Cinko hialuronatas 2 1 7 3
Natrio hialuronatas 1 5 3 3

2 lenteles duomenys taip pat patvirtina cinko hialuronato panaudojimo pranasuma.
Detalesni sta_tistiniai tyrimai rodo zymy pazeidimo laipsnio, priklausan¢io nuo gydymo laiko,
sumazeéjima.

ISvada: jvertinant klinikinius - farmakologinius tyrimus, didelis cinko hialuronato
panaudojimo efektyvumas gali biti jrodytas dargi nedideliu opy skaiGiaus pavyzdZiu, $is
pranasumas gali bati ypac iSreikStas pradinéje gydymo stadijoje.

ISradimas detaliau iliustruojamas Zemiau pateiktais neribojanciais pavyzdziais.

Proteino kiekis hialuronate (HA) buvo nustatytas O. M. Lowry metodu (J. Biol. Chem.
193 (1951) ); hialuronato klampumas iSmatuotas Ostvaldo viskozimetru fiziologiniame

druskos tirpale 25 °C temperatlroje. Charakteringo klampumo reik§me, ekstrapoliuota j “0”

c 0%

koncentracijg, t. y. [n]3..  pateikta Zemiau. HA kiekis nurodytas Bitter metodu (Anal.

Biochem. 4, 330 (1962) ).

1 PAVYZDYS

Cinko hialuronato tirpalo pagaminimas

40,18 natrio hialuronato istirpinama 20,0 m! dukart distiliuoto vandens. Tokiu bidu,
pradine hialurono rugsties koncentracija sudaro 2,009 mg/ml, ekvivalentine tirpalo
koncentracija - 4,241 - 107 mol/l (Na® arba hialurono rugsties dimeras). Matavimy metu
cinko chlorido 0,05154 mol/l koncentracijos tirpalas supilamas i reakcijos misinj per
mikrobiurete. 1§ pradziy tirpalas pridedamas maZomis porcijomis (0,05 ml), o po to didelémis
(nuo 0,1 iki 0,2 ml). Tirpalo potencialo kitimas matuojamas tiksliu skaitmenine indikacijg
turin€iu potenciometru, natriui selektyviu stiklo elektrodu ir sidabro/sidabro chlorido
elektrodu. Titruojama tol, kol matuojamas potencialas nebekinta pridejus kitg titravimo tirpalo
porcijg (matavimo sistema buvo sukalibruota sglygose, analogiskose praktinic matavimo
sglygom).

Selektyvus jon-selektyvaus elektrodo veikimas buvo stebimas ir esant Zn?* jonams
tam, kad kontroliuoti potencialo kitimg praktiniuose matavimuose, kurj sukelia laisvi Na* jonai,
o ne Zn" jonai, jdedami j tirpalg. Natrio chlorido 2,00 - 10° M koncentracijos tirpalas buvo
nutitruotas su cinko chlorido ‘tirpalu analogiSkomis anksCiau aprasytomis sglygomis. Didéjant

zn** koncentracijai nuo 0 iki 4 - 107 mol/l potencialo padidéjimas sudaré 2 mV, tuo tarpu
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praktiniai matavimai analogiS8komis sglygomis parodé potencialo pokytj apie 20 mV. Tokiu
budu jvertinimas nesudaro sunkumy. Matavimo eigoje natrio jony aktyvumo padidéjimas,
skaiCiuojamas remiantis matavimy duomenimis, nurodo kiekybinj cinko asociato susidarymag.

Cinko chlorido tirpalo pagaminimas

Kadangi tirpalas, turintis tikslios koncentracijos cinko chlorida, negali buti gautas

tiesiogiai ats\/eriant, i pradziy gaunamas apytiksliai norimos koncentracijos tirpalas. Sio
tirpalo pagaminimui nereikia naudoti rugsties, todél gali taip atsitikti, kad atsvertas cinko
chloridas pilnai neistirps. Po netirpiy nuosédy sedimentacijos (apie 30 minugiy) matavimo
kolba pripildoma iki Zymés ir tirpalas filtruojamas per filtravimo popieriy.

Tiksli filtrato  koncentracija nustatoma kompleksonometrinio titravimo bidu,
panaudojant buferj 10 ir eriochromo juodajj T indikatoriy. Tikslios koncentracijos 0,100 mol/I
cinko chlorido tirpalas gaunamas skiedziant §j tirpala.

Natrio hialuronato, naudojamo tirpalo gavimui, charakteristikos:

Molekuliné mase : 1850000
Proteino kiekis 0,07 sv. %
UV-absorbcija ALY : 0,133

Alz';/; : 0,075
Klampumas [n] on : 13,7 dl/g
HA* kiekis : 98,12sv. %

*HA - hialurono rugstis (auk$¢iau nurodytas sutrumpinimas)

2 PAVYZDYS

Tirpalo dermatologiniams ir kosmetologiniams tikslams gavimas

12,5 ml 0,100 mol/l koncentracijos cinko chlorido tirpalo dejonizuctame vandenyje
pridedama j 0,50 g atsvertdhialuronato 100 ml matavimo kolboje (gali bliti panaudotas kitos
koncentracijos tirpalas, taciau jo kiekis turi likti ankstesnis). Natrio hialuronatas palaikomas
iSbrinkinimui (12 valandy) tirpale, po to pripildo iki Zymés vandeniu, kad gauty 0,5 sv./tir. %
cinko hialuronato tirpala.

Natrio hialuronato, naudojamo anksc¢iau minéto tirpalo gavimui, charakteristikos.

Klampumas [n] {22 : 16,5 di/g

25°C

Proteino kiekis : 50,8 sv. %
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3 PAVYZDYS

Cinko hialurornato tirpalo, naudojamo injekcijy tirpalui, gavimas

Siame pavyzdyje aprasytas procesas turi biti atliktas steriliose sglygose.

0,5 ml 0,100 mol/l cinko chlorido tirpalg dukart distiliuotame vandenyje (vanduo
injekcijoms, pirogeniniams preparatams, sterilus), pridedama j 0,20 g natrio hialuronato (gryni
milteliai), atsverto 100 ml matavimo kolbutéje. Po to dukart distiliuotu vandeniu praskiedziama
iki 50 ml. Viéa naktj natrio hialuronatas laikomas iSbrinkimui, po to iStirpinamas. purtant, ir
tirpalas iki Zzymes praskiedziamas dukart distiliuotu vandeniu. Gautas tirpalas nufiltruojamas
pro membraninj filtrg (pory dydis 0,45 um), gaunant 0,2 sv./tir. % cinko hialuronato tirpalg.

Natrio hialuronato, naudojamo aukscCiau nurodyto tirpalo gavimui, charakteristikos.

Kokybé . gryni, neturintys pirogeniniy medziagy, sterilGs milteliai
Molekuliné masé : 1850000
Proteino kiekis : 0,07 sv. %
UV-absorbcija A} : 0,138
% : 0,075
A1280
HA kiekis 1 98,12sv%
Klampumas [n] 55" 1 13,7 dl/g
4 PAVYZDYS

Cinko hialuronato, neturincio laisvy jony, gavimas

600 ml analizinio Svarumo etanolio pridedama maiSant j 200 ml 0,50 sv./tir % cinko
hialuronato tirpala, gautg pagal 2 pavyzdj. Nusodintas cinko hialuronatas nufiltruojamas per
stiklo filtrg. Dukart praplaunama tos pacios kokybés etanoliu, o po to dziovinama sumazinus
slégj. Tokiu bidu gaunama 0,88 g cinko hialuronato, kuris naudojamas 0,50 sv./tlr. % cinko
hialuronato tirpalo gavimui pagal 2 pavyzdyje nurodytg biidg. Gautas cinko hialuronato tirpalas
neturi natrio chlorido, susidarancio reakcijos tarp natrio hialuronato ir cinko chlorido rezultate,

taigi, jis praktisSkai neturi |aiqu jony.

5 PAVYZDYS

Cinko hialuronato arba jo tirpalo terapiniams tikslams, neturinéiy laisvy jony,
gavimas

Siame pavyzdyje aprasSytas procesas atliekamas steriliomis sglygomis.

1500 ml etanolio (aukSCiausio Svarumo) porcijomis maisant sudedama j 500 m! cinko
hialuronato tirpala, gautg pagal 3 pavyzdj. Sudéjus miSinys 30 minuciy purtomas, nusodintas

cinko hialuronatas nufiltruojamas per stiklo filtrg, tris kartus praplaunamas, naudojant iki 100
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m! etanolio (auksdiausio Svarumo) ir dZiovinamas sumazinus slégj steriliose ir Svelniose

sglygose.

6 PAVYZDYS

Cinko hialuronato be laisvy jony gavimas

200 ml 10 SV. % Hiamino" 1622 (benzildimetil/-2-2-p-(1,1,3,3-
tetrametilbutil)fenoksi/etoksi/etil/amonio chlorido) tirpalo maiSant sudedama j tirpala, turintj
1 g natrio hialuronato 400 ml dukart distiliuoto vandens. Susidare nuosédos, t. y hialurono
rigsties ketvirtinio amonio asociatas, iSskiriamos centrifuguojant, du kartus praplaunamas,
naudojant po 100 ml distiliuotu vandens ir vél centrifuguojama. Praplautos nuosédos
iStirpinamos tirpikliy misinyje, susidedanCiame iS 400 mi 2 sv./tir. % cinko chlorido
vandeninio tirpalo (pH nuo 5,0 iki 5,4) ir 400 m! n-butanolio. Palaikoma, kol susidaro dvi
fazés; vandens sluoksnis, turintis iStirpintg cinko hialuronatg, nufiltruojamas per membraninj
filtrg (pory dydis 0,45 um), po to cinko hialuronatas nusodinamas pridedant tris tir. dalis
etanolio, nufiltruojamas per stiklo filtrg, praplaunamas etanoliu ir dZiovinamas azoto
atmosferoje Svelniomis sglygmis, gaunant 0,82 g cinko hialuronato.

Esant batinumui, 0,50 sv./tur. % tirpalas gaunamas i$ cinko hialuronato, kuris véliau
gryninamas 4 pavyzdyje nurodytu bidu.

Natrio hialuronato, naudojamo pradine medziaga, charakteristikos:

Klampumas [1] Sa : 16,5 dl/g

25°C

Proteino kiekis : 0,18 sv. %

Cinko hialuronatas gali buti gaunamas auks&iau nurodytu btidu i§ asociaty, sudaryty i$
ketvirtiniy amonio drusky. Bitinos Siam tikslui ketvirtinés druskos:

a) karbotetradeciloksimetil-trimetilamonio chloridas (Zr. Vengrijos patento Nr. 188.537
iSradimo aprasyma),

b) heksadecilpiridinio chloridas,

c) cetilpiridinio chloridas,

d) trimetilamonio chloridas ir panasts junginiai.

7 PAVYZDYS

Kobalto hialuronato gavimas
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Kobalto hialuronato gavimo bidas atitinka 6 pavyzdyje nurodytam, iSskyrus, kad
hialurono ragsties ketvirtinio amonio asociatas istirpinamas tirpikliy misinyje, susidedanciame

i$ 2 sv./tdr. % vandeninio cobalto(ll) chlorido * 6H,0 tirpalo ir n-butanolio

8 PAVYZDYS

Vandeninio tirpalo, turinCio 0,50 sv./tir. % cinko hialuronato, ir izotoninio tirpalo
gavimas su -cinko chloridu

Apie 50 ml 0,110 mol/l koncentracijos cinko chlorido tirpalo pridedama | O,SO g natrio
hialuronato 100 ml matavimo kolbutéje ir paliekama visai nakdiai iSbrinkimui. Po to, natrio
hialuronatas iStirpinamas purtant ir kolba uzpildoma iki Zymes 0,110 mol/l koncentracijos
cinko chlorido tirpalu.

Gauto tirpalo osmoso slegis yra ekvivalentiSkas 0,149 mol/l NaCl tirpalo slégiui, pH
dydis lygus 5,0. Esant butinumui, pH dydj padidinamas iki 5,5 - 5,6, pridédant 2,00 mi 0,150
mol/l natrio acetato tirpalo. Pasiekus tam tikrg pH reikSme, tirpalo osmoso slégis tampa lygus
0,1489 mol/l koncentracijos NaCl tirpalo slégiui.

Cinko hialuronato tirpalas gaunamas iS ypatingai Svaraus natrio hialuronato, aprasyto 3
pavyzdyje, ir du kartus distiliuoto vandens steriliose sglygose. Po to tirpalas filtruojamas per
membraninj filtrg (pory dydis 0,45 um). |

Gautas tirpalas gali biti taip pat panaudotas kaip injekcijy medziaga.

9 PAVYZDYS

Vandeninio tirpalo, turinCio 0,20 sv./tir. % cinko hialuronato, ir izotoninio tirpalo su

cinko chloridu gavimas

Galutiniam 100 m! tdriui gauti pasveriama 0,20 g natrio hialuronato ir iStirpinama 0,120
mol/l koncentracijos cinko chlorido tirpale.

Cinko chloridas istirpinamas ir 0,120 mol/l koncentracijos tirpalas gaunamas 1
pavyzdyje nurodytu biadu (keiciant cinko chlorido kiekius).

Tirpalo osmoso slégis ekvivalentiskas 0,154 mol/l koncentracijos natrio chlorido tirpalo

slégiui; pH lygus nuo 5,3 iki 5,4.

HA kiekis : 1,96 mg/mli
Klampumas : 15,9 dl/g
Proteino kiekis : 0,015 mg/mi
Tirpalo svarumas* - Al = 0,015

660

¢

*Remiantis Sviesos sugérimo matavimu ties 660 nm, naudojant 1 cm kiuvete
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Tirpalas gaunamas su natrio hialuronatu, apraSytu 2 pavyzdyje, ir visy pirma,

naudojamas kompozicijy, vartojamy dermatologijoje ir kosmetikoje, gamybai.

10 PAVYZDYS

Vandeninio tirpalo, turin€io 0,50 sv./tlir. % cinko hialuronato, ir izotoninio tirpalo su

gliukoze gavimas

Tirpalés turi natrio hialuronatg ir paskaiciuotg ekvivalentinj cinko chlorido kiekj.

12,5 ml 0,100 mol/l koncentracijos natrio chlorido tirpalo pridedama j 0,50 g natrio
hialuronatg, atsvertg 100 ml matavimo kolbutéje (gali buti panaudotas kitos koncentracijos
cinko chlorido tirpalas, bet cinko chlorido turi biti tiek pat). Natrio hialuronatas laikomas 12
valandy isbrinkinimui cinko chlorido tirpale, praskiesto vandeniu iki 50 ml, po to purtant
iStirpinama. Po to pridedama 24,5 ml 1,00 mol/l koncentracijos gliukozés tirpalo ir vandeniu
praskiedziama iki Zymés.

Tirpalo osmoso slégis ekvivalentiSkas 0,1495 mol/l koncentracijos natrio chlorido
tirpalo slégiui; pH reikdme lygi 5,4. Bendra cinko koncentracija = 1,25 * 10”2 mol/I.

Tirpalas gaunamas su natrio hialuronatu, aprasytu 2 pavyzdyje, ir, visy pirma,

naudojamas kompozicijy, vartojamy dermatologijoje ir kosmetikoje, pagaminimui.

11 PAVYZDYS

Vandeninio tirpalo, turinCio 0,20 sv./tir. % cinko hialuronato, ir izotoninio tirpalo su

gliukoze gavimas

Tirpalas turi natrio hialuronatg ir paskaiciuotg ekvivalentinj cinko chlorido kiek;.

5,0 ml 0,100 mol/I koncentracijos_ natrio chlorido tirpalo pridedama | 0,20 g natrio
hialuronatg, atsvertag 100 mi matavimo kolbutéje, po to praskiedziama dejonizuotu vandeniu iki
50 ml. ISbrinkinus natrio hialuronatg visg naktj, purtant istirpinama, pridedama 27,0 m! 1,00
mol/l koncentracijos gliukozés tirpalo ir iki Zzymés kolba pripildoma vandeniu.

Tirpalo osmoso slégis ekvivalentiSkas 0,151 mol/l koncentracijos natrio chlorido tirpélo

slégiui; pH reikSmé lygi nuo 5,6 iki 5,7. Bendra cinko koncentracija = 5 107 mol/I.

12 PAVYZDYS

Vandeninio tirpalo, turin€io 0,50 sv./tir. % cinko hialuronato, ir izotoninio tirpalo su

sorbitoliu gavimas

Cinko hialuronato tirpalas gaunamas steriliose saglygose iS didelio Svarumo natrio
hialuronato, aprasSyto 3 pavyzdyje, ir distiliuoto vandens. Tirpalas turi ekvivalentinj cinko

chlorido kiekj, apskaiCiuotg natrio hialuronatui.
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Gavimo procesas realizuojamas 10 pavyzdyje nurodytu budu, iSskyrus tai, kad vietoj
gliukozés | cinko hialuronato tirpalg pridedama 23,5 ml 1,00 mol/I koncentracijos sorbitolio
tirpalo (182,19 g D-sorbitolio 1 litre).

Gautas tirpatas nufiltruojamas per membraninj filtra (pory dydis 0,45 um). Sis tirpalas
gali bti panaudotas bet kokiems tikslams, iSskyrus injekcijas.

Tirpalo osmoso slégis ekvivalentiSkas 0,1520 mol/l koncentracijos natrio chlorido

tirpalo slégiui';‘ pH reikSmeé lygi 5,5. Bendra cinko koncentracija = 1,25 1072 mol/l.

13 PAVYZDYS

Vandeninio tirpalo, turindio 0,20 sv./tur. % cinko hialuronato, ir izotoninio tirpalo su

sorbitoliu gavimas

Tirpalas turi ekvivalentinj cinko chlorido kiekj, apskai€iuota natrio hialuronatui.

Cinko hialuronato tirpalas gaunamas steriliose salygose i$ didelio Svarumo natrio
hialuronato, kaip nurodyta 3 pavyzdyje, ir dukart distiliuoto vandens.

Gavimo procesas realizuojamas 12 pavyzdyje apraSytu biidu, iSskyrus tai, kad 0,2 g
natrio hialuronato istirpinama 5 ml 0,100 mol/I koncentracijos cinko chlorido tirpale, po to
pridedama 26,50 ml 1mol/l koncentracijos sorbitolio tirpalo ir praskiedziama iki 100 mi.
Gautas tirpalas nufiltruojamas per membraninj filtrg (pory dydis 0,45 um). Sis tirpalas gali biti
panaudotas jvairiais tikslais, iSskyrus injekcijas.

Tirpalo osmoso slégis ekvivalentiSkas 0,1501 mol/l koncentracijos natrio chlorido

tirpalo slégiui; pH reikSmé lygi 5,6. Bendra cinko koncentracija = 5 - 107 mol/l.

Hialuronato kiekis : 2,03 mg/ml
Klampumas : 16,1 dl/h
Proteino kiekis : 0,016 mg/ml
Tirpalo $varumas* : Agm =0,010

*Remiantis Sviesos sugérimo matavimu ties 660 nm, naudojant 1 cm kiuvete

14 - 26 PAVYZDZIAI

Siuose pavyzdziuose jvairiy kompozicijy komponentai (farmacijai ir kosmetikai)
pateikiami pagal misy parinktg receptirg. lzotoniniy cinko hialuronato tirpaly gavimas
aprasytas auk$éiau pateiktuose pavyzdziuose. Cia terminas “distiliuotas vanduo injekcijoms”

atitinka atitinka dukart distiliuotg steriliose sglygose vanden;.
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1_Injekciniai tirpalai
Medziagos, pateiktos 14 - 17 pavyzdZiuose, naudojamos poodinéms injekcijoms, o 18
pavyzdyje - akiy injekcijoms. 3 pavyzdyje apraSytas aktyvus komponentas naudojamas Siuose

pavyzdziuose.

14 PAVYZDYS
Aktyvus cinko hialuronato komponentas 2,0 mg
Sorbitolis - 48,3 mg

Galutinis vandeninio tirpalo turis, gautas su distiliuotu vandeniu injekcijoms 1,0 ml

15 PAVYZDYS
Aktyvus cinko hialuronato komponentas 5,0 mg
Sorbitolis 48,3 mg

Galutinis vandeninio tirpalo tiris, gautas su distiliuotu vandeniu injekcijoms 1,0 ml

16 PAVYZDYS

Aktyvus cinko hialuronato komponentas 2,0 mg
Propil-para-hidroksibenzoatas 0,05 mg
Metil-para-hidroksibezoatas 0,5 mg
Gliukozé 48,6 mg

Galutinis vandeninio tirpalo taris, gautas su distiliuotu vandeniu injekcijoms 1,0 ml

17 PAVYZDYS

Aktyvus cinko hialuronato komponentas 5,0 mg
Propil-para-hidroksibenzoatas 0,05 mg
Metil-para-hidroksibezoatas 0,5 mg
Gliukoze 44,1 mg

Galutinis vandeninio tirpalo tiris, gautas su distiliuotu vandeniu injekcijoms 1,0 ml

18 PAVYZDYS

Aktyvus cinko hialuronato komponentas 10,0 mg
Kalio sorbatas 1,0 mg
Sorbitolis 41,0 mg

Galutinis vandeninio tirpalo tlris, gautas su distiliuotu vandeniu injekcijoms 1,0 ml
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Medziagos, pateiktos 19 - 28 pavyzdZiuose, pagrinde naudojamos dermatologijoje ir

kosmetikoje. Siuose pavyzdziuose naudojamas 2 pavyzdyje pateiktas aktyvus komponentas.

Il. Tirpalai vietiniam_vartojimui
19 PAVYZDYS
Aktyvus cinko hialuronato komponentas 5,0 mg
Kalio sorbatas 1,0 mg
Natrio acetatas 24,6 mg

Galutinis vandeninio tirpalo injekcijoms, gauto su distiliuotu vandeniu, taris 1,0 ml

20 PAVYZDYS

Aktyvus cinko hialuronato komponentas 2,0 mg
Kalio sorbatas 1,0 mg
Sorbitolis 48,3 mg

Galutinis vandeninio tirpalo injekcijoms, gauto su distiliuotu vandeniu, taris 1,0 ml

21 PAVYZDYS

Aktyvus cinko hialuronato komponentas 20,0 mg
Akrilo ragsties polimerizatas 200 mg
Natrio hidroksidas (30 % koncentracijos) 50 mg
Kalio sorbatas 10 mg
Distiliuotas vanduo iki 10,0 mg
22 PAVYZDYS

Aktyvus cinko hialuronato komponentas ‘ 20,0 mg
Akrilo rigsties polimerizatas 200 mg
Natrio hidroksidas (30 % koncentracijos) 50 mg
Kalio sorbatas 10 mg
Distiliuotas vanduo iki 10,0 mg

IV. Pastos ir tepalai vietiniam vartojimui

23 PAVYZDYS

Aktyvus cinko hialuronato komponentas 50 mg
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Kalio sorbatas 10 mg
MinksStas baltas vaskas 125 mg
Sorbitanoleatas 150 mg
Cetilo stearilo alkoholis 840 mg
Glicerinmonostearatas 110 mg
Propilenglikolis 475 mg
Distiliuotas vanduo iki 10 g
24 PAVYZDYS

Aktyvus kobalto hialuronato komponentas 50 mg
Kalio sorbatas 10 mg
Minkstas baltas vaskas 125 mg
Sorbitanoleatas 150 mg
Cetilo stearilo alkoholis 840 mg
Glicerinmonostearatas 110 mg
Propilenglikolis 475 mg
Distiliuotas vanduo iki 10 g
25 PAVYZDYS

Aktyvus cinko hialuronato komponentas 50 mg
2-fenoksietanolis 100 mg
Natrio laurilsulfatas 100 mg
Cetilpalmitatas 400 mg
Stearinas 400 mg
Stearilo alkoholis 450 mg
Cetilo alkoholis 450 mg
Baltas vazelinas : 500 mg
Propilenglikolis 550 mg
Glicerinas 600 mg
Distiliuotas vanduo iki 10,0 g
26 PAVYZDYS

Aktyvus kobalto hialuronato komponentas 50 mg
2-fenoksietanolis 100 mg
Natrio laurilsulfatas 100 mg

Cetilpalmitatas 400 mg
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Stearinas
Stearilo alkoholis
Cetilo alkoholis
Baltas vazelinas
Propilenglikolis
Glicerinas

Distiliuotas vanduo

27 PAVYZDYS

Aktyvus cinko hialuronato komponentas
Mikrokristalinis parafinas
Propilenglikolis

Sorbitolis

Gyvulinis vaskas (acetilintas)

Baltas vazelinas

LT 3873 B

iki

iki

400 mg
450 mg
450 mg
500 mg
550 mg
600 mg
10 g

50,0 mg
250 mg
500 mg
400 mg
500 mg
10g

V. Kompozicijos dezinfekcijai ir piiliuojanéiy Zaizdy bei nudegimy_surandéjimui

28 PAVYZDYS

Aktyvus cinko hialuronato komponentas
Kalio sorbatas

Hidrofilinis koloidinis silicio dioksidas

Sorbitolis

iki

10 mg
1,0 mg
50 mg
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Kompozicijos gavimo biidas, sumaiSant aktyvy komponentg su jprastais priedais
irfarba nesSikliais, besiskiriantis tuo, kad kaip aktyvus komponentas naudojamas
deprotonuotos hialurono rugsties asociatas su periodinés lentelés ketvirto periodo 3d metalo
jonais.

2. Kompozicijos gavimo bidas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad aktyvus
komponentas yra deprotonuotos hialurono riigsties asociatas su cinko jonais.

3. Kompozicijos gavimo btdas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad aktyvus

komponentas yra deprotonuotos hialurono riigsties asociatas su kobalto jonais.
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