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HYALURONIHAPON SPEKTROFOTOMETRISEN
MAARITYSMENETELMAN KEHITTAMINEN

Hyaluronaani eli hyaluronihappo on elimiston kudoksissa esiintyva luonnollinen
polymeeri, jota kaytetddn muun muassa kosteuttavana ja voitelevana ainesosa-
na silméan ja piilolinssien hoitonesteissa. Uuden silmatippavalmisteen laadun-
varmistukseen tarvittiin mittausmenetelma ennen tuotteen myynnin aloittamista.
Tassa tutkimuksessa kehitettiin menetelma hyaluronihappopitoisuuden maarit-
tamiseksi silméatippaliuoksessa.

Tutkimuksen lahtokohtana kaytetaan aikaisemmassa tutkimuksessa fermentoin-
tituotteen hyaluronihappopitoisuuden maarittamiseen kehitettyd menetelmaa.
Menetelma perustuu hyaluronihapon ja kationisen pinta-aktiivisen setyylitrime-
tyyliammoniumbromidin (CTAB) valiseen reaktioon, jossa muodostuu samea
suspensio. Suspension sameus (turbiditeetti) on suoraan verrannollinen hyalu-
ronihappopitoisuuteen ja sité voidaan mitata absorbanssin avulla.

Tietylla hyaluronihappopitoisuusalueella ja aallonpituudella spektrofotometri-
sessa mittauksessa saadaan lineaarinen absorbanssivaste. Seoksen on annet-
tava reagoida aina sama aika ennen mittaushetked, jotta saadaan toistettavia
tuloksia. Reaktioaikaa tutkittiin mittaamalla seoksen absorbanssia eri aikapis-
teissa.

Reagenssien lampdtilalla ei ollut vaikutusta mittaustuloksiin, kun reaktiota tutkit-
tiin kolmessa eri lampdotilassa. Myoskaan pH ei muutu reaktiossa. Ennen mitta-
usta seosta sekoittaessa on oltava tarkkana, silla suuret leikkausvoimat saatta-
vat vahingoittaa syntyneita ionisia sidoksia hyaluronaanin ja CTAB:n valilla.
Tutkimuksessa otettiin myés huomioon menetelman kaytannoélliseen suorittami-
seen ja mittausepavarmuuteen liittyvia tekijoita.
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spektrofotometria, absorbanssi, kyynelneste, piilolasit
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DEVELOPMENT OF SPECTROPHOTOMETRIC
METHOD FOR DETERMINATION OF HYALURON-
IC ACID

Hyaluronan or hyaluronic acid is a natural polymer of the body tissues. It is used
among others as a moisturizing and lubricating ingredient in eye care and con-
tact lens care solutions. Analysis method development was required for the
quality assurance of a new eye drop product. In this thesis, a method for the
determination of the hyaluronan concentration in eye drops was developed.

As the starting point for this study, a previous study for the determination of the
hyaluronan concentration of a fermentation product was used. The method is
based on a reaction between hyaluronan and cetyltrimethylammonium bromide
(CTAB), which is a cationic surfactant. The reaction forms a turbid suspension
the turbidity of which is directly proportional to the concentration of hyaluronan
and can be quantified by the absorbance.

Spectrophotometric measurement in a certain concentration range of
hyaluronan at a certain wavelength results in a linear absorbance response line.
The mixture should be allowed to react always at the same time before the
measurement so reliable results can be obtained. The reaction time was ana-
lyzed by measuring the absorbance at different time points.

The temperature of the reagents had no effect on the results when the reaction
was studied at three different temperatures. Also, the pH did not vary in the re-
action. The stirring of the mixture before measurements is one critical point be-
cause the high shear forces could break the ionic bonds between hyaluronan
and CTAB. The study also took into account the practicality and uncertainty of
the method.

KEYWORDS:

hyaluronan, cetyltrimethylammonium bromide, quality assurance, eye drop, turbidity, spectro-
photometry, absorbance, tear fluid, contact lenses
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KAYTETYT LYHENTEET JA SANASTO

Absorbanssi

CTAB

Ei-newtoninen

HA

Oftalmologia

Pseudoplastinen

Reologia

Spektrofotometria

Turbidimetria

Suure, joka kuvaa valon imeytymista aineeseen.

Setyylitrimetyyliammoniumbromidi eli setrimoniumbro-
midi (heksadekyylitrimetyyliammoniumbromidi) on ka-
tioninen pinta-aktiivinen aine.

Materiaalit, joiden viskositeetti (aineen sisaista kitkaa
kuvaava suure) riippuu leikkausnopeudesta tai muuttuu
ajan funktiona seka viskoelastiset materiaalit ovat ei-
newtonisia.

Hyaluronihappo (hyaluronic acid) on pitkaketjuinen gly-
kosaminoglykaani, jota esiintyy lahes kaikissa kudok-
sissa.

Silmatautioppi eli oftalmologia on |aaketieteen osa-alue.
Siihen kuuluu silméasairauksien ennaltaehkaisya ja hoi-
toa, silmakirurgiaa seka taittovirheiden hoitoa.

Ei-newtoninen ominaisuus, jossa viskositeetti laskee
lisattdessa leikkausnopeutta.

Tiede, joka tutkii materiaalin muodonmuutosta ja vir-
tauskayttaytymista. Reologisiin ominaisuuksiin vaikuttaa
aineen sisaiset ominaisuudet, rakenne, ulkopuolinen
voima ja lampétila.

Tutkii aineen kykya absorboida sateilyd eri aallonpi-
tuuksilla maarittamalla naytteeseen tulevan ja sen la-
paisevan sateilyn voimakkuuksien suhdetta.

Prosessi, jossa mitataan lapaisevan valon voimakkuu-
den alenemaa suspension partikkelien aiheuttamasta
sironnasta johtuen.



1 JOHDANTO

Hyaluronihappo on elimiston kudoksissa esiintyva luonnollinen polymeeri. Hy6-
dyllisten ominaisuuksiensa vuoksi sitd kaytetdan kosteuttavana ja voitelevana
ainesosana kosmeettisissa seka silman ja piilolinssien hoitonesteissa. Tutki-
muksen tarkoituksena on kehittda toimeksiantajan tuotanto-olosuhteisiin sovel-
tuva menetelm& hyaluronihappopitoisuuden maarittamiseksi kosteuttavasta sil-
matippaliuoksesta tuotannon ja laadunvalvonnan eri vaiheissa tehtavia maari-
tyksia varten.

Tutkimuksen lahtokohtana kaytetaan Chenin ja Wangin kuvaamaa menetelmaa
(1), jonka periaatteita sovelletaan hyaluronihapon mittaamiseen puskuriliuoksis-
ta ja silmatippatuotteesta. Menetelmdssa hyoddynnetddn hyaluronihapon ja
CTAB:n valista reaktiota, jossa muodostuu samea suspensio eli turbiditeetti,
joka absorboi laajalla aallonpituudella. Chenin ja Wangin menetelméassa turbidi-
teetin absorbanssia mitataan spektrofotometrilla aallonpituudella 400 nm antaen
seoksen reagoida ensin noin 10 minuuttia. Turbiditeetti mitataan reaktiotuotteen
absorbanssina, joka on suoraan verrannollinen hyaluronihappopitoisuuteen.

Tassa tutkimuksessa aikaisemman tutkimuksen (1) parametreja sdadetaan uu-
teen kayttotarkoitukseen soveltuvaksi. Toimeksiantajan tuote sisaltdd 0,2 %
hyaluronihappoa, ja menetelman avulla voidaan varmistaa tuotteen sisaltéavan
luvatun pitoisuuden ja seurata tuotteen sailyvyytta. Menetelm& on siis paaasi-
assa tarkoitettu laadunvalvontaan.

Samaa 0,2 % hyaluronihappopitoisuutta on kaytetty jo aikaisemmassa toimek-

siantajan tuotteessa ja yleisesti kaytossa olevien silméatippojen hyaluronihappo-
pitoisuus on noin 0,2 %, 0,18 % tai 0,15 %.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Miikka Rosten



2 TEORIA

2.1 Reagenssit

2.1.1 Hyaluronihappo

Hyaluronihappo eli hyaluronaani on haarautumattoman polysakkaridiketjun
muodostama polymeeri, joka lukeutuu glykosaminoglykaaneihin (Kuva 1). Hyalu-
ronaania esiintyy lahes kaikkialla elimistossa lahinn& soluvéleissa, joissa se
lisda solujen vélista tilaa seka helpottaa solujen liikkumista ja jakautumista. Hy-
aluronaani loydettiin alun perin silman lasiaisesta, minka lisdksi sita 16ytyy run-
saasti myds napanuorasta, rustosta, nivelnesteesta seka ihosta (2). Noin puolet
elimiston hyaluronaanista esiintyy ihokudoksessa (3).

Silman lasiainen (Kuva 2) on lapinakyva, variton hyyteléméinen massa linssin ja
verkkokalvon valissa ja muodostuu suurimmaksi osaksi vedesta (98-99 %) ja
pienistd maarista suoloja. Hyaluronaani yllapitaéa lasiaisen muotoa, tilavuutta ja
rakennetta. Hyaluronaania onkin pidetty luontevana valintana silmalaékevalmis-
teiden tayteaineeksi tai oftalmologisiin ladkinnallisiin laitteisiin. (4)

Hyaluronaania valmistetaan solukalvolla poiketen muista glykosaminoglykaa-
neista, joiden valmistus tapahtuu Golgin laitteella. (2)

Takakammio

Etukammio / {

O- OH OH s:lr:/:ls-’ ,.‘"
HO O /%
OH : e/

O
NH
)\ eli Pupill
O

n Varikalvo'y
eli Tiris

Verkkokalvo

| Nakshermo
Lasiainen

Kuva 1 Hyaluronaanin rakenteessa toistuva Kuva 2 Silman raken,ne
disakkaridiyksikko

Negatiivisen sahkovarauksensa johdosta hyaluronaani sitoo runsaasti vetta nat-
rium-ionien valityksella. Se pystyy sitomaan vetta jopa 100 kertaa oman pai-
nonsa verran muodostaen lapinakyvan, viskoosin geelin. (2)

Alun perin hyaluronaanin ainoaksi tehtavaksi luultiin tilan tayttdmista solujen
valilla, mutta silla on myds useita muita tehtavia elimistdssa. Nykydan tunne-
taan esimerkiksi useita proteoglykaaneja, jotka sitoutuvat hyaluronaanin kans-
sa. Naista ehka tarkeimpana ovat rustokudoksissa esiintyvat aggrekaanit, joille
hyaluronaani toimii erdanlaisena keskusrihmana. Liséksi hyaluronaani toimii
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solun viestinvalittdjana muun muassa sikidbnkehityksessa ja haavojen parantu-
misessa. Hyaluronaania tarvitaan siis erityisesti nopeasti kasvavissa, uusiutu-
vissa ja paranevissa kudoksissa. (2) Hyaluronaani mm. edistaa sarveiskalvo-
vammojen parantumista. (4)

Silm&ssa hyaluronaania l6ytyy lasiaisen lisdksi sidekalvolta, sarveiskalvon epi-
teeliltd ja kyynelrauhasista. Erinomaisten vedenpidattéavyysominaisuuksiensa
johdosta hyaluronaani lisda ja yllapitaa silman ulkopinnan kosteutta ja edistaa
sarveiskalvoseudun kyynelfilmin stabiilisuutta. (4) (5)

Hyaluronaanin ei-newtonisten ja pseudoplastisten ominaisuuksien johdosta sita
kaytetaan erilaisissa nestemaisissd ja geelimaisissa tuotteissa viskositeetin
vahventeena. Fysiologisessa (lahes neutraalissa) pH:ssa hyaluronihapon kar-
boksyyliryhmat ovat dissosioituneina eli menettaneet vetyatominsa. Dissosioi-
tumisen seurauksena koko molekyyli on negatiivisesti varautunut ja herkka ioni-
vahvuuden muutoksille. Hyaluronaanimolekyyli laajenee alhaisilla ionivahvuuk-
silla toisiaan hylkivien sahkovarausten johdosta, mika lisaa aineen viskositeet-
tia. (3) Korkean viskositeetin omaavat hyaluronaanipohjaiset silmanhoitovalmis-
teet saattavat kuitenkin aiheuttaa muun muassa silmien arsytysta sekéa hetkel-
listd nadn sumentumista. (4)

Tassa tutkimuksessa kaytettiin erikoispuhdasta, mikrobiologisesti tuotettua hy-
aluronaania (Hyasis®, Novozymes; Kuva 3), jonka reologisissa ominaisuuksissa
ja valmistuksessa on panostettu erityisesti kayttoturvallisuuteen, maksimaali-
seen mukavuuteen ja hyotyvaikukseen silméssa seka bioyhteensopivuuteen
oftalmologisissa sovelluksissa. (4)

NOVOZYMEes

Hyasis®

Hedehrang fyahmrs aced

Kuva 3 Novozymesin Hyasis® -tuotemerkilla markkinoima hyaluronaani on tarkoitettu erityisesti
silméanhoitotuotteisiin (4)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Miikka Rosten
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2.1.2 Setyylitrimetyyliammoniumbromidi, CTAB

Setyylitrimetyyliammoniumbromidi eli setrimoniumbromidi [C19H42BrN] on katio-
ninen pinta-aktiivinen aine (1), joka kuuluu alkyylimetyyliammoniumsurfaktant-
teihin (6). Kationi muodostaa CTAB-molekyylin hydrofiilisen paan (7) ja alkyyli-
ketju hydrofobisen paan (Kuva 4).

CHs Br-
HaC(H2C)15~N"-CHg
CHa
+
NN NSNS B
/\

Kuva 4 CTAB:n molekyylikaava ja rakenne

CTAB liukenee hyvin seké veteen etta alkoholeihin (8). CTAB:ta kaytetddn myds
antiseptina seka nukleiinihappojen ja mukopolysakkaridien saostajana seka
puhdistusaineena (8) (9).

CTAB:ta kaytetdaan yleensa 0,005-0,01 % pitoisuuksina ja se sisadltaa valmis-
tusmenetelmasta peréaisin olevia trimetyyliammoniumbromidin alkyyliketjuja.
Sen antiseptinen puhdistusteho on suurin neutraalilla tai lievasti emaksisella
pH-alueella, ja sen aktiivisuus paranee alkoholin lasné ollessa. CTAB on teho-
kas myo0s joitakin viruksia ja bakteerien itidita vastaan. (10)

Monet alkyylitrimetyyliammonium-yhdisteet muodostavat hyaluronihapon kans-
sa ionisidoksisia komplekseja, joissa hyaluronihappoketjut laskostuvat kampa-
maiseksi rakenteeksi alkyylitrimetyyliammonium molekyylin hydrofiilisiin paihin.
Nama rakenteet ovat veteen liukenemattomia ja saostuvat vesiliuoksissa vahi-
tellen (6). Todennékdisesti CTAB reagoi hyaluronihapon kanssa samalla periaat-
teella (Kuva 5).

- . i
A
> R

ﬁ“ﬁﬁﬁﬁﬁ

Kuva 5 CTAB:n todennékéinen ionireaktio HA-ketjujen kanssa
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2.1.3 Fosfaattipuskuri

Fosfaattia kaytetaan yleisesti puskurimolekyylina erilaisissa kuluttajatuotteissa
ja biokemiallisissa tutkimuksissa. Fosfaattipuskuri on kayttokelpoinen melko
laajalla pH-alueella, vaikkakin sen puskurikapasiteetti on parhaimmillaan neut-
raalissa pH:ssa. Laajan pH-alueen ansiosta fosfaattipuskurilla voidaan pusku-
roida erilaisia happamia, emaksisia ja neutraaleja liuoksia. Sekoittamalla kahta
fosfaatin suolaa eri suhteissa saadaan helposti valmistettua halutun pH:n
omaavia puskuriliuoksia. Lampétila vaikuttaa pH:hon vain vahan. Yleensa kay-
tetdan natriumfosfaatin (NaH,PO, & Na,HPO,) tai kaliumfosfaatin (K;HPO, &
KH2PO,) suolojen seosta. Kalsium ja erdat raskasmetallit voivat kuitenkin aihe-
uttaa sakkautumista. Fosfaatti saattaa estda joitakin biokemiallisia reaktioita
esimerkiksi estamalla tiettyjen entsyymien tai muiden katalyyttien toimintaa. (11)

2.1.4 Silmétippaliuokset

Silman pintaa verhoaa ohut, mutta monikerroksinen “voiteluaine”, kyynelneste,
jota erittyy ja poistuu silmasta jatkuvasti. Uloin lipidikerros sekéa voitelee etta
estaa vesikerroksen haihtumista. Jos kyynelnesteen maara vahenee heikenty-
neen tuotannon tai suurentuneen haihdunnan seurauksena tai sen koostumus
muuttuu, kyynelneste "katkeaa” liilan aikaisin, jolloin sarveiskalvon pinta kuivuu.
Kuivuminen aiheuttaa arsytystuntemuksia ja silmien rapyttelyn tarvetta. (12)

Silmien kuivumisen oireiden lievittamiseen kaytetdan kosteuttavia silméatippoja.
Joitakin valmisteita kutsutaan myos “keinokyyneliksi”. Silmatippoja voidaan
kayttaa koska tahansa oireiden mukaan, mutta paras vaikutus saadaan, kun
silméatippoja kaytetaan jo ennen oireiden ilmaantumista. (12)

2.2 Spektrofotometrin toiminta

Spektrofotometri pystyy erottelemaan eri aallonpituudet toisistaan ja mittaa-
maan niitd vastaavat intensiteetit. Aallonpituuksien erottamista kutsutaan dis-
persioksi, joka saadaan aikaan hilan avulla (Kuva 6). Eri aallonpituudet heijastu-
vat hilasta eri suuntiin, jolloin yksittaisia kapeita aallonpituuskaistoja voidaan
valita ja niiden intensiteettia pystytddn mittaamaan.

Sataily

Mayte

Eri aallonpit gt
arothisy at laisistasn

Kuva 6 Hilan toiminta
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Absorbanssilla kuvataan naytteeseen absorboituneen sateilyn maaraa. Absor-
banssia kaytetddnkin kvantitatiivisessa analyysissa, silla se on suoraan verran-
nollinen naytteen pitoisuuteen ja noudattaa Lambert-Beerin lakia (Kaava 1),

AL) =e(A)Ch @

jossa A(A) on absorbanssi, £(41) on ns. molaarinen absorptiokerroin, joka on
yksilollinen eri aineille ja aallonpituuksille, C on absorboivan aineen pitoisuus ja
b on sateilyn naytteessa kulkema matka. (13)

Sateilyn kulkiessa naytteen Iapi sen intensiteetti pienenee. Pienenemiseen vai-
kuttavat edella mainitun lain mukaisesti naytteen pitoisuus, naytekerroksen
paksuus seka sateilyn aallonpituus. Absorptiossa valohiukkasen eli fotonin
energia virittdad absorboivien atomien tai molekyylien elektroneja korkeam-
pienergiseen tilaan, jolloin fotoni itse héavidd. Absorbanssin ollessa alhainen
vuorovaikutus aineen kanssa on vahaista ja vain pieni osa sateilystd absorboi-
tuu naytteeseen. Absorbanssin taas ollessa korkea vain pieni osa sateilysta
tulee naytteen lapi. (13)

Absorbanssin mittaamiseksi valonsade valitulla aallonpituudella jaetaan me-
kaanisesti kahdelle eri kaistalle, mittaustielle ja referenssitielle. Mittaustiella on
nayteliuos kyvetissa, jolla on tarkka sisamitta (naytepaksuus). Referenssitielle
laitetaan samanlainen kyvetti, jossa on vertailunestetta ("nollaliuos”), esimerkik-
si vetta tai puskuriliuosta ilman absorboivaa naytettd. Vertaamalla lapaisseen
valon intensiteettien eroa laite laskee naytekyvetin sisaltaman naytteen absor-
banssin.
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3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Reagenssien valmistaminen

3.1.1 Hyaluronihappo

Tutkimuksissa kaytettiin sekd 0,2 % (2 mg/ml) etta 0,4 % (4 mg/ml) hyalu-
ronihapon vesiliuoksia ja niiden laimennoksia. 0,4 % hyaluronihappoa valmistet-
tiin liuottamalla 0,2 g puhdasta hyaluronaania 50 ml:aan puhdasta vetta. 0,2 %
hyaluronihappoa valmistettiin lisddmalla 0,2 g puhdasta hyaluronaania 100
ml:aan puhdasta vettd. Hyaluronihapon taydellisen liukenemisen varmistami-
seksi liuosta sekoitettiin yon yli ennen kayttéa. Valmista liuosta sailytettiin huo-
neenlammaossa.

3.1.2 Setyylitrimetyyliammoniumbromidi

CTAB-reagenssin valmistukseen kaytettiin aikaisemman tutkimuksen mukaista
ohjetta (1). CTAB:n ja hyaluronaanin turbidimetrista reaktiota varten valmistettiin
0,2 M NaCl-liuos (1,17 g NaCl + 100 ml H;0), johon liuotettiin 2,5 % (2,5 g)
CTAB:ta. Valmista CTAB-reagenssia sailytettiin huoneenlammaossa.

3.1.3 Fosfaattipuskuri

Laimennoksia ja silmatipan koeliuosten valmistusta varten valmistettiin puskuri-
liuosta alla olevan taulukon mukaisesti (Taulukko 1). Kaikki reagenssit lisattiin ve-
teen ja sekoitettiin kunnes kaikki olivat liuenneet. Puskuria sailytettiin huoneen-
lAmmadssa.

Taulukko 1 Fosfaattipuskurin reagenssit
Reagenssi Maara Pitoisuus
Dinatriumvetyfosfaatti

[Na,HPO, - 2y:|20] 0,500g | 1,09/
Natriumdivetyfosfaatti
[NaH,PO, - 2H,0]
Natriumkloridi

[NaCl]

Vesi

[H20]

0,165g | 0,33 ¢l

4,250g | 8,549/

500 ml
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3.1.4 Silmatippaliuokset

Alustavissa mittauksissa kaytettiin toimeksiantajan valmista pullotettua ja suo-
datettua silmatippaliuosta (0,2 % HA). Mybhaisemmassa vaiheessa silméatippa-
liuos valmistettiin itse fosfaattipuskuriin lisddmalla 0,2 g hyaluronihappoa 100
ml:aan fosfaattipuskuria (0,2 % HA). Tasta laimennettiin edelleen 0,01 %:ksi
liuokseksi lisdamalla 1 ml:aan 0,2 % silméatippaliuosta 19 ml fosfaattipuskuria.

Viimeisissa maarityksissa kaytettiin toimeksiantajan uutta pullotettua ja suoda-
tettua silmatippaeraa. Liuoksia sailytettiin huoneenlammadssa. Tasta tehtiin mit-
tauksia varten 1:25 (0,008 % HA) laimennos lisaéamalla 0,5 ml:aan silmatippa-
liuosta 12 ml puhdasta vetta.

3.2 Spektrofotometriset mittaukset

3.2.1 Mittauksissa kaytetyt parametrit

Spektrofotometrin (Lambda 40, PerkinElmer) lamppujen mittaustien ja referens-
sitien sateen energiat mitattiin jokaisena mittauspaivana ennen mittausten aloit-
tamista siihen tarkoitetuilla laitteen sisaisilla metodeilla.

Vesiliuoksia tai vedella laimennettuja naytteitd mitattaessa spektrofotometri nol-

lattiin (Autozero) vedella ja fosfaattipuskurilla laimennettuja naytteitd mitattaes-
sa fosfaattipuskurilla.

Alustavissa mittauksissa, jolloin optimaalista mittausaallonpituutta ei viela ollut
tiedossa, mitattiin naytteen spektria laajalla aallonpituusalueella (Taulukko 2).

Taulukko 2 Spektrofotometrin laiteasetukset

Scan Vaihdellen valilla 220-800 nm
Interval 1,0 nm

Number of cycles 1

Ordinate mode A

Lamp UV/VIS On

Scan speed 1920 nm

Smooth 0 nm

Slit 1,00 nm

Yksittaista mittausta varten pipetoitiin 2 ml CTAB-reagenssia 15 ml:n vetoiseen
muoviputkeen, johon lisattin 1 ml mitattavaa naytettd. Samalla kun nayte lisat-
tiin, ka&ynnistettiin sekuntikello ja seos sekoitettiin varovaisesti vortexilla. Noin 4
minuuttia naytteen lisayksestd sekoitettiin uudestaan varovaisesti vortexilla,
kaadettiin seos kvartsikyvettiin ja siirrettiin kyvetti spektrofotometriin. Tarkalleen
5 minuutin kohdalla k&ynnistettiin mittaus tietokoneelta.
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3.2.2 Taustahairiot

Tutkittiin mahdollisten muiden aineiden vaikutukset tuloksiin. Ensimmaisena
testattin CTAB-reagenssin vaikutus mittaamalla 1 ml vettd ja 2 ml CTAB-
reagenssia sisaltavan naytteen spektri ja pelkan 0,4 % hyaluronihappo-
vesiliuoksen spektri valilla 220-800 nm.

Toiseksi testattiin fosfaattipuskurin vaikutusta mittaamalla 1 ml vetta ja 2 ml
CTAB-reagenssia siséltavan naytteen spektri valilla 220—-800 nm ja 1 ml fosfaat-
tipuskuria ja 2 ml CTAB-reagenssia sisaltdvan naytteen spektri samoilla aallon-
pituuksilla.

3.2.3 Mittausaallonpituus ja lineaarinen maaritysalue

Menetelméassa kaytettava aallonpituus maaritettiin kayttamalla mittauksissa eri
hyaluronaanipitoisuuden omaavia naytteitd aallonpituuksilla 220-800 nm. Tu-
loksista tehtiin kuvaajat absorbanssin ja hyaluronaanipitoisuuden suhteesta.

Itse valmistetusta 0,2 % hyaluronihappoa sisaltavasta silmatippaliuoksesta val-
mistettiin 0,01 % laimennos lisddmalla 1 ml:aan silméatippaliuosta 19 ml pusku-
ria. Tasta valmistettiin edelleen laimennossarja (Taulukko 3).

Taulukko 3 Laimennossarja standardiliuokselle

HA-pitoisuus (%) | 0,01 % liuosta (ul) | Puskuria (pl)
0,0083 3000 600
0,0067 2800 1400
0,005 2000 2000
0,003 1400 2800
0,002 800 3200
0,0005 200 3800
3.2.4 Reaktioaika

Optimaalista ja kaytanndllista reaktioaikaa maaritettiin eri hyaluronihappopitoi-
suuksilla mittaamalla absorptiospektria eri aikapisteissa. Aluksi mitattiin 0,04 %
ja 0,004 % HA-vesiliuosta minuutista noin kahteen tuntiin aallonpituuksilla 300—
800 nm seka pitoisuuksilla 0,05 % ja 0,005 % minuutista viiteentoista minuuttiin
aallonpituudella 340 nm, jotta saadaan suuntaa reaktioajan pituudesta ja sopi-
vasta naytepitoisuudesta.

Tulosten perusteella absorbanssia mitattiin 1-10 minuutin reaktioajalla silmati-

pasta fosfaattipuskuriin valmistetuilla laimennoksilla pitoisuuksilla 0,01 %,
0,005 % ja 0,0005 % aallonpituudella 320 nm.
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3.25 Lampdtila

Lampoétilan vaikutusta mittaustuloksiin arvioitiin sailyttamalla reagensseja eri
lampdotiloissa ennen mittausta. Reagensseja sailytettiin huoneenlammaossa, jaa-
kaapissa (+4 °C) ja lampokaapissa (+35 °C) alla olevan taulukon (Taulukko 4)
mukaan.

Taulukko 4 Reagenssien sailytyslampétilan vaikutuksen maarittdmisessa

Mittaus Hyaluronihapon séilytys | CTAB-reagenssin sailytys
1 Huoneenldmpo Huoneenlampd
2 Jaékaappi Jédkaappi
3 Lampokaappi Lampokaappi
4 Jaakaappi Huoneenlampd

Huoneenlampoista CTAB-reagenssia kokeiltiin jaakaappikylm&éan hyaluroni-
happoliuokseen, koska CTAB-reagenssi jahmettyi jadkaapissa. Jaakaappikylméa
CTAB-reagenssi sulatettiin ennen kayttva huoneenlammaossa.

3.2.6 pH:n muutokset
Aikaisempien tutkimusten mukaan 0,2 % hyaluronaani-vesi -liuoksen pH vaihte-
lee valilla 5,5-7,5. (3)

pH mitattiin pH-mittarilla silmatippaliuoksesta eri pitoisuuksilla. Fosfaattipusku-
riin laimennettujen silmatippaliuosten pH CTAB reaktion jalkeen mitattiin laimen-
tamalla reaktiotuote 1:10 fosfaattipuskurilla lisadmalla 1 ml:aan reaktiotuotetta 9
ml puskuria ja sekoittamalla kevyesti.

3.2.7 CTAB/nayte -tilavuus-suhde

Suhteen vaikutusta maaritettdessa kaytettiin 1:25-laimennosta (0,008 % HA)
silmatippaliuoksesta. Lahtokohtana kaytettiin aikaisemmassa tutkimuksessa (1)
kaytettyd suhdetta (1 ml naytettd ja 2 ml CTAB-reagenssia). Tasta tehtiin muu-
toksia kumpaankin suuntaan alla olevan taulukon (Taulukko 5) mukaisesti.

Taulukko 5 CTAB/nayte tilavuus-suhteen maarityksessa kaytetyt suhteet

Mittaus Nayte (ml) CTAB (ml)
1 2 1
2 1 1
3 1 1,5
4 1 2
5 1 2,5
6 1 3
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3.2.8 Menetelman tarkkuus

Mittaustarkkuutta arvioitiin kymmenella rinnakkaisella silmé&tippalaimennoksella
kahtena perdkkaisend mittauspaivand (yhteensa 20 rinnakkaista mittausta).
Mittaukset tehtiin laimennoksilla 1:25 veteen (0,008 % HA) ja 5 minuutin reak-
tioajalla. Muut kaytetyt parametrit on esitetty alla (Taulukko 6).

Taulukko 6 Tarkkuus mittauksen parametrit spektrofotometrissé

Wavelength 320 nm
Number of cycles 1
Response 2s
Slit 1nm
3.2.9 Sekoituksen vaikutus

Hyaluronaanin reagoidessa CTAB:n kanssa se muodostaa oletettavasti ionisia
vetysidoksia (6) (Kuva 5). Reaktioseosta sekoittaessa seokseen syntyy ionisidok-
sia mahdollisesti hajottavia leikkausvoimia. Sekoituksen vaikutusta lopputulok-
seen tutkittiin kahdella eri sekoitustehokkuudella (vortexin asetuksilla 1 ja 6)
seka eri sekoitusajoilla (1, 4 ja 8 s).
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4 TULOKSET

4.1 Taustahairiot

CTAB ja hyaluronaani eivat absorboi aallonpituuksilla n. 250-800 nm (Kuva 7).

1,4 1 e CTAB ja vesi 3 —\/ES]
1,2 A e 0,4% HA-vesiliuos 25 e PUsSkuri
c
8 0,8 - @
= 915
@ 06 - ?
Q i
< 04 - g1
0,2 - 0,5 1
0 . . . 0 ‘ ‘ ‘
200 400 600 800 200 400 600 800
. Aallonpituus (nm)
Aallonpituus (nm)
Kuva 7 CTAB:n (2,5 %) ja hyaluronaanin Kuva 8 CTAB:n (2,5 %) absorptiospektri
(0,4 %) absorptiospektrit vedessa ja fosfaattipuskurissa

Kun verrataan CTAB-naytteitd, joissa toisessa kaytettiin vettd ja toisessa fos-
faattipuskuria, huomataan puskuria sisdltavan naytteen absorbanssin jaavan
alhaisemmaksi mittausaallonpituuksilla (Kuva 8).

4.2 Mittausaallonpituus ja lineaarinen méaaritysalue

Optimaalisen mittausaallonpituuden maarittamiseksi eri pitoisuuksia sisaltavien
hyaluronihappoliuosten annettiin reagoida CTAB-reagenssin kanssa. Hyalu-
ronihappopitoisuuteen 0,01 % saakka absorbanssivaste on likimain lineaarinen.
Yli taman pitoisuuden kuvaaja kaantyy selvasti ja muodostaa toisen suuntaisen
lineaarisen vastealueen (Kuva 9 ja Kuva 10).

L4 1 1,2 1 R2=0,9949 e 3000m
Rz = 0,9975 ® 320nm
12 14 Ezggzgggg ®  340nm
@ 14 — R2 = 0,9945 ® 360nm
0 9 0,8 1 R2=0,9924 380nm
& 0,8 A 400nm S 400nm
2 —0o— 380nm 206 Lin. (300nm)
30,6 1 —=— 360nm S Lin. (320nm)
2 04 —o— 340nm o 0,4 A Lin. (340nm)
' 320nm < Lin. (360nm)
0.2 1 —e— 300nm 0,2 1 Lin. (380nm)
Lin. (400nm)
0+ T T T T T T T T T 1 0+ T T .
0,00% 0,02% 0,04% 0,06% 0,08% 0,10% 0,000 % 0,005 % 0,010 % 0,015 %
Hyaluronihappo pitoisuus Pitoisuus
Kuva 9 Reaktioseoksen absorbanssi HA- Kuva 10 Reaktioseoksen absorbanssivas-
pitoisuuden (0,0005-0,1 %) suhteen eri mit- teen lineaarisuus HA-pitoisuuden (0,0005-
tausaallonpituuksilla 0,01%) funktiona eri mittausaallonpituuksilla
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Tarkasteltaessa absorbanssin vastetta hyaluronihapon vesiliuoksessa pitoi-
suusalueella 0,001-0,01 % paras lineaarisuus (suurin lineaarisen ratkaisufunkti-
on korrelaation selityskerroin R?) saadaan aallonpituudella 340 nm (Kuva 10).
Tata suuremmilla pitoisuuksilla paras lineaarisuus saataisiin aallonpituudella
400 nm (Kuva 11).

14 1 Re=09718 o 0.7 7y = 6429,5x - 0,0131
R2=0,9781 06 R2 = 0,9954
13 | R2=0,9903 07
> 1 R2=0,9948
- R2=0,9973 — 051
2 — 1)
@, R -0,9933 3 04 e 320
@ c ! o 340
= 2 :
811 2 %% i Sigi
‘ nm nm = n.

< L . gggnm : gignm < 012 ]

1’0 — ﬁ'zonTOO ° ﬁgon?BO

L. §3GOE$3 L. Esaoﬁ$§ 0,1 1 y =5925,6x - 0,0196
Lin. (320nm) Lin. (300nm) R2=0,996
0,9 T T T T 1 O T T 1
0,02% 0,04% 0,06% 0,08%  0,10% 0,000 % 0,005 % 0,010 % 0,015 %
Hyaluronihappo pitoisuus HA-pitoisuus
Kuva 11 HA-pitoisuuden (0,02-0,1%) suhde Kuva 12 Silmatippaliuoksen reaktioseoksen
absorbanssiin absorbanssivaste

Valmiista pullotetusta silméatipasta valmistetuista puskuriin tehdyista laimennok-
sista saadun absorbanssivasteen lineaarisuus (R?) ei huomattavasti muutu aal-
lonpituutta muuttamalla (Kuva 12). Aallonpituudella 320 nm suora kulkee kuiten-
kin lahempana origoa.

19 e VESI1905 y =8022,4x + 0,1171
2 —
0  PUSKURI 1905 R2=0,9701 A
T o084 Lin. (VESI 1905)
o ! i
S Lin. (PUSKURI 1905)
8/ o
— 0,6 -
7))
%)
C
(]
2 0,4 1
o
[%2]
o
< 02
1
%1 y = 6450,7x - 0,0406
R2 =0,9966
0,2 ‘ ‘ | | |

0,000% 0,002% 0,004% 0,006% 0,008% 0,010 %
HA-pitoisuus
Kuva 13 Veteen laimennetun ja puskuriin laimennetun naytteen vertailu
Veteen laimennettujen silméatippanaytteiden absorbanssi on korkeampi kuin
puskuriin laimennettujen naytteiden (Kuva 13). Tama tosin on selitettavissa jo ai-

emmin testatulla taustahairiolla, missd CTAB-reagenssin absorbanssi on korke-
ampi vedessa kuin puskurissa (ks. Taustahéiriét s. 15).
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Absorbanssivaste muodostaa loivasti S-kirjaimen muotoisen kayrédn (Kuva 12 ja
Kuva 13), joten vaste ei ole tdsmaélleen lineaarinen. Kuvaaja noudattaa melko
tarkasti 3. asteen polynomifunktiota (R?20,998). Mittaamisen kannalta ei olisi
kuitenkaan asianmukaista laskea naytteen pitoisuutta absorbanssivasteesta
monimutkaisen matemaattisen kaavan avulla. Tasta syysta jatkotutkimuksissa
keskityttiin pitoisuuden laskemiseen lineaarisella vastekertoimella, joka antaa
kaytanndllisen ja riittdvan suuren tarkkuuden.

4.3 Reaktioaika

Pienemmalla hyaluronihappopitoisuudella (0,004 %) turbiditeetti kehittyy tasai-
sesti jopa puolituntia (Kuva 14) kun taas suuremmalla pitoisuudella (0,04 %) re-
aktio tapahtuu nopeasti ja absorbanssi alkaa laskea erityisesti alhaisemmilla
aallonpituuksilla jo muutamien minuuttien jalkeen (Kuva 15). Sama efekti on ha-
vaittavissa myos pitoisuuksilla 0,005 % ja 0,05 % (Kuva 16).

} —. —— 2,5 1
0,5 800 600 400 300 ] 0,005% —— 0,05%
0,4 /—/—' § 2 \
< ]
@
7 03 7 1,5
< c
202 - S 11
2 2
Qo
0,1 // 205 1
0 r T ) 0 +—rr—rrrr—rrr
0 20 ) 40 60 012345678 910111213141516
Aika (min) Aika (mln)
0, I - . -
KU\./‘T" 14 0,004% hya_luromhappo Kuva 16 Hyaluronihappo-vesiliuoksen reak-
vesiliuoksen reaktioaika .
tioaika
18 800 —=— 600 400 —e— 300 1,2 0,0005% = 0,0050 %
1,6 _ ——0,0100 %
E 1 —
1,4 - §
12 & 08
2 7]
o —
é 0,8 5 0,4
0,6 2 0.2
0,4 . . .
0 50 100 150 0 ‘ T —

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Aika (min)
Kuva 17 Silmatipasta puskuriin tehtyjen
laimennosten reaktioaika

Aika (min)
Kuva 15 0,04% hyaluronihappo-
vesiliuoksen reaktioaika

Kun silmatippaliuoksesta valmistettiin laimennoksia puskuriin, oli hyaluronihap-
popitoisuudella 0,01 % optimaalinen reaktioaika, jolla absorbanssi ei enaa mer-
kittdvasti muutu, noin 5 minuuttia (Kuva 17).
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4.4 Lampotila

CTAB-reagenssi jahmettyy jadkaappilampdtilassa ja se tulee sulattaa huoneen-
lammaobssa ennen kayttda. Huomattavia eroja ei kuitenkaan synny kaytettdessa
jaékaappi- tai lAmpokaappilampdétiloissa olevia reagensseja (Kuva 18).

1 A ® RT 320nm

A RF 320nm (CTAB RF)

0,8 1 RF 320nm (CTAB RT)
% 06 | 35C 320nm (CTAB 35C)
@ ,
% Lin. (RT 320nm)
‘g 0,4 A Lin. (RF 320nm (CTAB RF))
3 Lin. (RF 320nm (CTAB RT))
< 0,2 - ,
Lin. (35C 320nm (CTAB
35C))
0 T T 1
0,0000 % 0,0050 % 0,0100 % 0,0150 %

HA-pitoisuus
Kuva 18 Reagenssien sdilytyslampdétilan vaikutus
(CTAB RF = Jaakaapista sulatettu CTAB-reagenssi)

4.5 pH:n muutokset
Veteen laimennettuna silméatippaliuoksen pH pysyttelee neutraalina kaikilla pi-

toisuuksilla. Huomattavaa vaihtelua ei ole, kun huomioidaan, ettd mittaukset
ovat yksittaisia ilman rinnakkaisia tuloksia (Taulukko 7).

Taulukko 7 Pullotetun silmatippaliuoksen pH

HA-pitoisuus (%) pH Lampdatila (°C)
0,4 6,90 | 22,8
0,2 7,11 1219
0,02 7,02 | 224
0,002 709 | 224

pH-mittari kalibroitu: asy 6,828 / slope 98,7%

Fosfaattipuskuriin laimennettujen tarkan pitoisuuden omaavien silméatippaliuos-
ten reaktiotuotteen pH pysyttelee tarkalleen 7,10 tienoilla, vaikka rinnakkaisia
mittauksia ei tehty (Taulukko 8).

Taulukko 8 Puskuriin laimennettujen silmatippaliuosten reaktiotuotteen pH

HA-pitoisuus (%) pH Lampdatila (°C)
0,01 7,10 21,8
0,0083 7,10 22,3
0,0067 7,10 22,6
0,005 7,10 22,3
0,0033 7,11 22,3
0,002 7,11 22,3
0,0005 7,11 22,6
Keskiarvo 7,10 22,3

pH-mittari kalibroitu: asy 6,818 / slope 98,64%
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4.6 CTAB/nayte -tilavuus-suhde

Kaytettaessa 1:25-laimennosta naytteesta paras tilavuussuhde olisi 1 ml nayte-
laimennosta ja 1,5 ml CTAB-reagenssia. Menetelman kannalta kuitenkin kay-
tannollisempi suhde on 1 ml nayteliuosta ja 2 ml CTAB-reagenssia, koska nay-
tekyvetin tilavuus on noin 3 ml. Talla suhteella reaktio on lahes kokonaan tapah-
tunut ja turbiditeetti (absorbanssi) pysyy stabiilina 5 minuutin jalkeen. Pienem-
malla maaralla CTAB-reagenssia reaktio jatkuu pidempdan ja suuremmalla
maaralla reaktio tapahtuu nopeammin (Kuva 19).

1,5 4
- 211
1,25 A — 11
B
@ 1:1,5
3
5 14 1:2
1)
Q
< 1:2,5
0,75 A
1:3
0,5 T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Aika (min)

Kuva 19 CTAB/nayte tilavuus-suhteen vaikutus reaktioaikaan

4.7 Menetelman tarkkuus
Samasta silméatippaliuoksesta kahtena perakkéisend mittauspéaivana tehtyjen

mittausten tulokset vaihtelevat valilla 0,78-0,89 absorbanssiyksikkda keskiar-
von ollessa 0,85 ja keskihajonnan 0,04 yksikk6& (Kuva 20).

0,95
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Kuva 20 Mittaustarkkuus pullotetusta silméatippaliuoksesta
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4.8 Sekoituksen vaikutus

Kun néaytteen ja CTAB:n reaktioseosta sekoitetaan liian rajusti ja liian pitkaan,
absorbanssi laskee (Kuva 21). [Imi6 viittaa siihen, etta syntynyt reaktiotuote hajo-
aa herkasti.
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Kuva 21 Sekoitustehon ja -ajan vaikutus reaktiotuotteen absorbanssiin
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5 PAATELMAT JA LOPPUTULOS

Fosfaattipuskuri mahdollisesti reagoi CTAB:n kanssa, jolloin absorbanssi jaa
alhaisemmaksi kuin veteen tehdyilla laimennoksilla (ks. Taustahairiét s. 15). Kaytet-
tdessa aina vesilaimennoksia saadaan kuitenkin luotettavia tuloksia, joita voi-
daan verrata vesilaimennoksista tehtyyn standardiin. Vesilaimennoksia kaytet-
taessa kustannukset ovat alhaisemmat ja fosfaattipuskurin kayttoikaa ei tarvitse
maarittaa erikseen.

Alhaisemmilla hyaluronihappopitoisuuksilla (0,0005-0,01 %) saadaan aallonpi-
tuudella 320 nm lineaarinen suora kun kaytetdan reaktioaikana 5 minuuttia.
Na&in ollen menetelmaa varten voidaan valita 0,2-prosenttisen silmatippavalmis-
teen sopivaksi laimennokseksi 1:25 (0,008 %), jolloin absorbanssi osuu lineaa-
risen vastealueen yldosaan, jossa optimaalinen reaktioaika on noin 5 minuuttia.

Reagenssien lampdtiloilla ei ole suurta vaikutusta, mutta toistettavuuden kan-
nalta on luotettavampaa kayttaa aina huoneenlampdisid reagensseja mittauk-
sissa. CTAB-reagenssia ei suositella sailytettavan jaakaapissa, koska se jah-
mettyy.

Paras ja kaytanndllisin tapa saada aikaan sopiva reaktio on kayttda mitattaessa
1 ml naytettd vesilaimennoksena ja 2 ml CTAB-reagenssia. Talléin naytetila-
vuus on naytekyvettiin sopiva ja reaktioaika on noin 5 minuuttia.

Laimennoksia tehtdessé ja reagensseja pipetoitaessa on oltava tarkkana, silla
pienetkin pitoisuuserot vaikuttavat tulokseen. Naytteitd sekoittaessa on varotta-
va syntyneiden reaktiosidosten hajoamista lilan kovien leikkausvoimien johdos-
ta, silla tama vaikuttaa tuloksiin merkittavasti. Toistettavuus on kuitenkin tulos-
ten mukaan hyva kun tilastollinen hajonta on vain noin 4 %.

Tulosten perusteella laadittiin yksityiskohtaiset ty6ohjeet, ja toimeksiantaja otti

menetelman validoinnin kautta kaytt6éoén uuden silméatippatuotteen laaduntark-
kailuun. Uusi tuote saatiin markkinoille vuoden 2015 alussa.
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