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Beschreibung
Gebiet der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft in Wasser unldsliche Gele, bestehend aus Hyaluronsaure, die ver-
netzt ist mit bifunktionellen L-Aminosauren, L-Aminoestern oder deren Mischungen, ein Verfahren zu ihrer Her-
stellung und ihre Verwendung in pharmazeutischen, kosmetischen und medizinischen Gebieten.

Stand der Technik

[0002] Hyaluronsaure ist ein Mucopolysaccharid, bestehend aus alternierenden Einheiten von D-Glucuron-
saure und N-Acetylglucosamin, aneinander gebunden durch $1-3- und B1-4-Bindungen (1).

o CHZOH

NHCOCH3

M

[0003] Hyaluronsaure wird in der Natur in der Gelenkflissigkeit von Gelenken, im Glaskdrper von Augen, in
der Nabelschnur und im Bindegewebe gefunden; es kann erhalten werden durch Extraktion aus tierischen Ge-
weben wie Hahnenkdmmen oder Nabelschniiren, oder kann aus der Fermentierbriihe spezifischer Streptococ-
cen zurlickgewonnen werden.

[0004] Die Entwicklung der Biotechnologie erlaubt die Optimierung und Verbesserung des letzten beschrie-
benen Herstellungsverfahrens von Hyaluronsaure (Zuriickgewinnung aus Fermentationsbrihen) und wird
heutzutage als einfachste und lohnendste angesehen.

[0005] Die wesentliche Rolle, die Hyaluronsaure im menschlichen Koérper spielt, beruht auf den besonderen
viskoelastischen, Schmier- und hydrophilen Eigenschaften ihrer wassrigen Lésungen.

[0006] Die Anwendungen von Hyaluronsaure in verschiedenen Gebieten, den chirurgischen, pharmakologi-
schen oder allgemeinen biologischen, sind in der Literatur ausfihrlich beschrieben, siehe z. B. Balazs et al.
"Hyaluronan Biomaterials: Medical Applications", Handbook of Biomaterials and Applications, Hrsg., DL Wise
et al., 1995, 2719-2741; US 5,559,104, 1996; Pape, Balazs, Ophthalmology, 87, Nr. 7, 1980; Iwata, Clin. Or-
thop., 289, 285-291; 1993; US 5,128,326; US 4,500,676; US 5,840,046; US 5,795,584; US 6,010,692; US
5,658,331.

[0007] Auferdem beschreibt eine umfangreiche Literatur verschiedene Verbindungen, erhalten durch Vernet-
zen von Hyaluronsaure mit z. B. Formaldehyd (Balazs, US 4,713,448, 1987), Divinylsulfon (Balazs, US
4,582,865, 1986), Aziridin, Alkoholen (Della Valle, US 4,851,521, 1989) und monofunktionellen Aminosauren
(Hamilton, US 4,937,270, 1990).

[0008] Wie aus Obigem ersichtlich, kann Hyaluronsaure chemisch modifiziert werden, um ihre Eigenschaften
zu verandern und Produkte zu erhalten, die fiir verschiedene Anwendungen geeignet sind.

[0009] Die Wichtigkeit zur Bereitstellung neuer Verbindungen, die die Verwendung von Hyaluronsaure in be-
kannten oder neuen Gebieten erweitern oder verbessern kdnnen, ist deshalb offensichtlich.

Ausflhrliche Beschreibung der Erfindung

[0010] Die vorliegende Erfindung betrifft in Wasser unldsliche Gele, hergestellt durch Vernetzen von Hyalu-
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ronsaure mit bifunktionellen Aminosauren oder L-Aminoestern oder ihren Mischungen.

[0011] Die Einflihrung von kleinen biokompatiblen Molekilen wie den a-L-Aminosauren in die Hyaluronsau-
reketten, unter besonderen Reaktionsbedingungen, erlaubte die Herstellung von Gelen mit einem charakteris-
tischen farblosen und transparenten Erscheinungsbild und hochbiokompatiblen und viskoelastischen Eigen-
schaften.

[0012] Die Produkte gemaR der vorliegenden Erfindung kénnen in einem organischen Losungsmittel herge-
stellt werden, wie Dimethylformamid (DMF) und Dimethylsulfoxid (DMSO) oder in Wasser in der Gegenwart
von Carbodiimid gemaf einem bekannten Verfahren (siehe z. B. Tomihata, J. Biomed. Mater. Res., 1997, 37
(2), 243-251; Danishefsky, Carbohydrate Res., 1971, 16, 199-205).

[0013] Diese Reaktion wird in zwei aufeinander folgenden Schritten durchgefiihrt: Der erste Schritt betrifft die
Aktivierung von Hyaluronsaure und der zweite die Bildung von Bindungen zwischen Hyaluronsaure und dem
Vernetzungsmittel.

[0014] Wahrend dem Aktivierungsschritt reagieren die Carbonsauren von Hyaluronsaurenatriumsalz mit der
Aktivierungsverbindung, wodurch ein neues chemisches Produkt gebildet wird mit einem erhdhten elektrophi-
len Charakter der Carbonsauregruppen.

[0015] Im folgenden Schritt wird ein Vernetzungsmittel zugegeben, wobei dieses Mittel zwei nukleophile
Funktionen umfasst, die die aktivierten Carbonsauregruppen binden kénnen, wodurch Vernetzungen, d. h.
Briickenbindungen zwischen den Hyaluronsauremolekiilen, erzeugt werden. AuRerdem beglinstigen die guten
anregenden Eigenschaften des Aktivierungsmittels die Reaktion.

[0016] Die Aktivierungsmittel sind die in der Literatur fir diesen Zweck ublicherweise verwendeten, und ins-
besondere die wasserldslichen Carbodiimide; gemaf der vorliegenden Erfindung ist N-3-Dimethylaminopropy-
lethylcarbodiimidhydrochlorid besonders bevorzugt.

[0017] Gemal der vorliegenden Erfindung sind die Vernetzungsmittel bifunktionelle a-L-Aminosauren, d. h.
sie weisen eine zweite funktionelle Gruppe neben der Aminosauregruppe auf, oder L-Aminoester oder Mi-
schungen davon. Besonders bevorzugt sind L-Lysin, L-Serin, L-Lysinethylesterdihydrochlorid und L-Serinme-
thylesterhydrochlorid oder Mischungen davon.

[0018] Die Verwendung von Aminoestern anstelle von Aminosauren erlaubt das Schiitzen der Carbonsaure-
funktionen von Aminosauren, bezogen auf eine mdgliche Aktivierung und Beteiligung in sekundaren Reaktio-
nen.

[0019] Das gesamte Herstellungsverfahren wird wie nachstehend beschrieben ausgefiihrt.

[0020] Die Reaktion wird durch Verwenden eines Glasreaktors, versehen mit einem Rihrsystem und einem
Temperaturregler, durchgefihrt. Das kommerziell erhaltliche Hyaluronsadurenatriumsalz wird gemaf den Ei-
genschaften des Endprodukts in Wasser in einer Konzentration zwischen 0,5 und 2,5% (G/G) geldst. Zum Bei-
spiel werden, um kompakte und dicke Gele zu erhalten, hohe Konzentrationen benétigt, z. B. Konzentrationen
von 2 bis 2,5%; wohingegen bei Konzentrationen zwischen 0,5 und 1% fluide Gele erhaltlich sind.

[0021] Die Temperatur ist eine wesentliche Bedingung zum Erhalt der erfindungsgemafien Produkte, und sie
muss sich zwischen 0°C und 25°C und vorzugsweise zwischen 0°C und 10°C befinden.

[0022] Die Reaktionsmischung wird dann angesauert durch Zugabe einer verdiinnten Saure, wie Salzsaure
0,5-1 M, bis ein pH-Wert zwischen 3 und 6, vorzugsweise 5, erreicht wird. Ein Aktivierungsmittel, das die Car-
bonsduregruppen von Hyaluronsaure fir das Vernetzen aktivieren kann, wird dann zugegeben. Das Aktivie-
rungsmittel wird vorzugsweise in einer Menge zwischen 0,2 und 2 Aquivalenten pro Aquivalent Monomerein-
heit der Ausgangs-Hyaluronsaure zugegeben.

[0023] AnschlieRend wird das Vernetzungsmittel in einer Menge vorzugsweise zwischen 0,1 und 2 Aquiva-
lenten pro Aquivalent Monomereinheit der Ausgangs-Hyaluronséure zugegeben.

[0024] Nach obigen Zugaben wird die Reaktionsmischung fiir eine Zeit zwischen 5 Minuten und 48 Stunden
und vorzugsweise zwischen 15 Minuten und 5 Stunden gerlhrt.
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[0025] Nach Vervollstandigung der Reaktion wird ein Volumen einer 1 M NaCl-Lésung zugegeben, die Mi-
schung einige Minuten gerihrt, dann wird eine Reinigung geman bekannten Verfahren durchgefiihrt, wie Dia-
lyse und/oder Ausfallen mit organischem Lésungsmittel und/oder unter Vakuumverdampfen und/oder Gefrier-
trocknen.

[0026] Die Reaktion kann in einem organischen Losungsmittel, wie DMSO oder DMF, oder einer Mischung
von Wasser/organischem Losungsmittel in verschiedenen Verhaltnissen durchgefiihrt werden; die Verwen-
dung von Wasser als Reaktionsmittel ist zweifellos bevorzugt, aber manchmal ist es notwendig, organische
Lésungsmittel flr spezifische Anwendungen der vorliegenden Produkte zu verwenden.

[0027] Somit wird die Reaktion durch anschlieRende Zugabe einer Lésung des Aktivierungsmittels in einem
organischen Lésungsmittel durchgefuhrt, vorzugsweise 2-Chlor-1-methylpyridiniodid, und eine Suspension
der Vernetzungsaminosaure, zu einer Losung des Hyaluronsauresalzes von Tetrabutylammonium im organi-
schen Losungsmittel oder in einer Mischung des organischen Lésungsmittels und Wassers, in der Gegenwart
von Triethylamin und unter Riihren, wobei die Temperatur auf unter 5°C gehalten wird.

[0028] Die so erhaltene Mischung wird zwischen 5 Minuten und 48 Stunden, und vorzugsweise zwischen 15
Minuten und 5 Stunden gerlhrt. Das Produkt wird dann zuriickgewonnen und gereinigt gemal oben genann-
ten Verfahren. Das feste Produkt kann wieder in Wasser oder in einer physiologischen Lésung, in unterschied-
lichen Konzentrationen zum Erhalt von viskosen Lésungen, Gelen, diinnen Filmen usw., geldst werden.

[0029] In den folgenden Beispielen werden beide Herstellungsverfahren veranschaulicht.

[0030] Die Verhaltnisse von Hyaluronsaure-/Aktivierungsmittel/\Vernetzungsmittel, ausgewabhilt fir die Synthe-
se, hangen von dem gewulinschten Vernetzungsgrad und den viskoelastischen Eigenschaften ab.

[0031] Die Eigenschaften des Endprodukts werden durch die Art der Ausgangs-Hyaluronsaure beeinflusst.
Als eine Tatsache ist es offensichtlich, dass unter den gleichen Bedingungen eine Hyalurons&ure mit héherem
Molekulargewicht ein viskoseres und kompakteres Gel erzeugt, bezogen auf das Gel, erhaltlich ausgehend
von Hyaluronsaure mit einem niedrigeren Molekulargewicht.

[0032] Gemal einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung wird eine Hyaluronsaure mit einem Mole-
kulargewicht zwischen 100.000 und 2.000.000 verwendet, und die erhaltenen Endprodukte weisen ein Mole-
kulargewicht zwischen 200.000 und 2.500.000 auf.

[0033] Die Endprodukte zeigen einen Vernetzungsgrad zwischen 10 und 40% und eine intrinsische Viskositat
zwischen 300 und 1.500 mg/l.

[0034] Das Aktivierungsmittel ist vorzugsweise ein in Wasser losliches Carbodiimid, insbesondere
N-3-Dimethylaminopropylethylcarbodiimidhydrochlorid.

[0035] Das Vernetzungsmittel ist vorzugsweise L-Lysin oder L-Serin oder Ester davon, vorzugsweise Ethyl-
oder Methylester.

[0036] Die Erfindung wird angesichts folgender Beispiele besser verstanden werden.

Beispiel 1
[0037] 1 g Hyaluronsaurenatriumsalz (2,5 mmol) werden in 80 ml vollentsalztem Wasser gelést. Die Tempe-
ratur wird durch ein thermostatisches Bad auf 20°C gehalten, und der pH-Wert wird durch Zugabe von HCI 0,75
M auf 5 gebracht.

[0038] 0,58 g (1,2 Aq) N-3-Dimethylaminopropylethylcarbodiimidhydrochlorid und 0,44 g (1,2 Aq) L-Lysin wer-
den zugegeben.

[0039] Nach 2 Stunden werden 80 ml NaCl-Lésung 1 M zugegeben, und die L6sung mit destilliertem Wasser
dialysiert; das Produkt wird mit Aceton ausgefallt, wieder in Wasser geldst und schliel3lich gefriergetrocknet.
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Beispiel 2

[0040] 1 g Hyaluronsaurenatriumsalz (2,5 mmol) werden in 80 ml vollentsalztem Wasser gelést. Die Tempe-
ratur wird durch ein thermostatisches Bad auf 20°C gehalten, und der pH-Wert wird durch Zugabe von HCI 0,75
M auf 5 gebracht.

[0041] 0,58 g (1,2 Aq) N-3-Dimethylaminopropylethylcarbodiimidhydrochlorid und 0,74 g (1,2 Aq) L-Lysine-
thylesterdihydrochlorid werden zugegeben.

[0042] Nach 1 Stunde werden 80 ml NaCl-Lésung 1 M zugegeben und die Lésung 3 Mal dialysiert und
schliel3lich gefriergetrocknet.

Beispiel 3

[0043] 1 g Hyaluronsaurenatriumsalz (2,5 mmol) werden in 80 ml vollentsalztem Wasser gelést. Die Tempe-
ratur wird durch ein thermostatisches Bad auf 4°C gehalten, und der pH-Wert wird durch Zugabe von HCI 0,75
M auf 5 gebracht.

[0044] 0,48 g (1,0 Aq) N-3-Dimethylaminopropylethylcarbodiimidhydrochlorid und 0,62 g (1,2 Aq) L-Lysine-
thylesterdihydrochlorid werden zugegeben.

[0045] Nach 3 Stunden werden 80 ml NaCl-Lésung 1 M zugegeben und die Losung 3 Mal dialysiert und
schliel3lich gefriergetrocknet.

[0046] Die 'H-NMR-Analyse des so erhaltenen Produkts zeigte die folgenden charakteristischen Signale (L6-
sungsmittel D,0):

1,2 ppm (t, 3H, J = 10,6 Hz, CH,-CH,CH,O-Lys)
1,4 ppm (m, 2H, CH, & Lys)

1,6 ppm (m, 2H, CH, y Lys)

1,7-1,9 ppm (m, 2H, CH, B Lys)

1,9-2,0 ppm (m, 3H, CH,-CONH Hyaluronsaure)
2,9 ppm (t, 2H, J = 11,2 Hz, CH, € Lys)

3,0-3,9 ppm (m, CHOH Hyaluronsaure)

4,0 ppm (t, 1H, J = 9,6 Hz, CH a Lys)

4,2 ppm (q, 2H, J = 10,6 Hz, CH,-CH,O-Lys)

Beispiel 4
[0047] 1,0 g Hyaluronsaurenatriumsalz (2,5 mmol) werden in 80 ml vollentsalztem Wasser geldst. Die Tem-
peratur wird durch ein thermostatisches Bad auf 4°C gehalten, und der pH-Wert wird durch Zugabe von HCI

0,75 M auf 5 gebracht.

[0048] 0,24 g (0,5 Aq) N-3-Dimethylaminopropylethylcarbodiimidhydrochlorid und 0,62 g (1,0 Aq) L-Lysine-
thylesterdihydrochlorid werden zugegeben.

[0049] Nach 3 Stunden werden 80 ml NaCl-Lésung 1 M zugegeben und die Lésung 3 Mal dialysiert und
schlie3lich gefriergetrocknet.

Beispiel 5
[0050] 1,0 g Hyaluronsaurenatriumsalz (2,5 mmol) werden in 80 ml vollentsalztem Wasser geldst. Die Tem-
peratur wird durch ein thermostatisches Bad auf 4°C gehalten, und der pH-Wert wird durch Zugabe von HCI

0,75 M auf 5 gebracht.

[0051] 0,24 g (0,5 Aq) N-3-Dimethylaminopropylethylcarbodiimidhydrochlorid und 0,62 g (1,0 Aq) L-Lysine-
thylesterdihydrochlorid werden zugegeben.

[0052] Nach 20 Minuten werden 80 ml NaCl-Lésung 1 M zugegeben und die Losung 3 Mal dialysiert und
schliel3lich gefriergetrocknet.

5/7



DE 601 31522 T2 2008.10.23
Beispiel 6
[0053] 1,0 g Hyaluronsaurenatriumsalz (2,5 mmol) werden in 80 ml vollentsalztem Wasser geldst. Die Tem-
peratur wird durch ein thermostatisches Bad auf 20°C gehalten, und der pH-Wert wird durch Zugabe von HCI
0,75 M auf 5 gebracht.

[0054] 0,58 g (1,2 Aq) N-3-Dimethylaminopropylethylcarbodiimidhydrochlorid und 0,47 g (1,2 Aq) L-Serinme-
thylesterhydrochlorid werden zugegeben.

[0055] Nach 3 Stunden werden 80 ml NaCl-Lésung 1 M zugegeben, und die L6sung mit destilliertem Wasser
dialysiert; das Produkt wird mit Aceton ausgefallt, wieder in Wasser geldst und schliel3lich gefriergetrocknet.

Beispiel 7
[0056] 1,0 g Hyaluronsaurenatriumsalz (2,5 mmol) werden in 80 ml vollentsalztem Wasser geldst. Die Tem-
peratur wird durch ein thermostatisches Bad auf 5°C gehalten, und der pH-Wert wird durch Zugabe von HCI

0,75 M auf 5 gebracht.

[0057] 0,47 g (1,0 Aq) N-3-Dimethylaminopropylethylcarbodiimidhydrochlorid und 0,19 g (0,5 Aq) L-Serinme-
thylesterhydrochlorid werden zugegeben.

[0058] Nach 3 Stunden werden 80 ml NaCl-Lésung 1 M zugegeben und die Losung 3 Mal dialysiert und
schliel3lich gefriergetrocknet.

Beispiel 8
[0059] 1,0 g Hyaluronsaurenatriumsalz (2,5 mmol) werden in 80 ml vollentsalztem Wasser geldst. Die Tem-
peratur wird durch ein thermostatisches Bad auf 0°C gehalten, und der pH-Wert wird durch Zugabe von HCI

0,75 M auf 5 gebracht.

[0060] 0,24 g (0,5 Aq) N-3-Dimethylaminopropylethylcarbodiimidhydrochlorid und 0,19 g (0,5 Aq) L-Serinme-
thylesterdihydrochlorid werden zugegeben.

[0061] Nach 15 Minuten werden 80 ml NaCl-Lésung 1 M zugegeben und die Losung 3 Mal dialysiert und
schlie3lich gefriergetrocknet.

Beispiel 9

[0062] 0,5 g Hyaluronsauretetrabutylammoniumsalz werden in 45 ml DMF unter Riihren und bei einer Tem-
peratur von 5°C geldst.

[0063] Sobald das Salz sich vollstandig gelost hat, werden 200 pl Triethylamin, 0,20 g 2-Chlor-1-methylpyri-
diniodid und 0,5 g L-Lysin zugegeben.

[0064] Das resultierende Gel wird filtriert, mit Wasser gewaschen und gefriergetrocknet.
Beispiel 10

[0065] 0,3 g Hyaluronsauretetrabutylammoniumsalz werden in 30 ml DMF unter Riihren und bei einer Tem-
peratur von 5°C geldst.

[0066] Sobald das Salz sich vollstandig gel6st hat, werden 120 ml Triethylamin, 0,12 g 2-Chlor-1-methylpyri-
diniodid und 0,21 g L-Serin zugegeben.

[0067] Das resultierende Gel wird filtriert, mit Wasser gewaschen und gefriergetrocknet.
[0068] Analog werden Gele von Hyaluronsaure hergestellt unter Verwendung der Vernetzungsmittelmischun-
gen von L-Lysin und L-Serin, L-Lysinethylesterdihydrochlorid und L-Serinmethylesterhydrochlorid oder Mi-

schungen von Aminosaure/veresterte Aminosaure, wodurch dann Produkte mit Eigenschaften, die zu den
oben beschriebenen Produkten analog sind, erhalten werden.
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Patentanspriiche

1. Wasserldsliches Gel bestehend aus Hyaluronsaure, die vernetzt ist mit bifunktionellen Vernetzungsmit-
teln, worin die bifunktionellen Vernetzungsmittel L-Aminoséuren, L-Aminoester oder Mischungen davon sind.

2. Gel gemal Anspruch 1, worin die bifunkionellen Vernetzungsmittel L-Lysin, L-Serin, L-Lysinethylester-
dihydrochlorid, L-Serinmethylester-hydrochlorid oder Mischungen davon sind.

3. Gel gemal Ansprichen 1 bis 2, worin die Hyaluronsaure ein Molekulargewicht zwischen 100.000 und
2.500.000 und eine intrinsische Viskositat zwischen 300 und 1.500 ml/g aufweist.

4. Verfahren zur Herstellung des Gels wie beschrieben in Anspruch 1, worin:
a) das Hyaluronsaurenatriumsalz in Wasser unter Rihren geldst wird und die Reaktionsmischung dann durch
Zugabe einer verdiinnten Saure angesauert wird, bis ein pH-Wert zwischen 3 und 6 erreicht wird;
b) ein Aktivierungsmittel und dann ein Vernetzungsmittel zur Lésung unter Rihren gegeben werden;
c) sobald die Reaktion beendet ist, zur resultierenden Mischung eine Lésung von NaCl 1 M unter Rihren ge-
geben wird, dann das Trennungs- und Reinigungsverfahren des so erhaltenen Produkts durchgefiihrt wird.

5. Verfahren gemafR Anspruch 4, worin die Temperatur zwischen 0 und 25°C ist.
6. Verfahren gemafR Anspruch 5, worin die Temperatur zwischen 0 und 10°C ist.

7. Verfahren gemaR Anspriichen 4 bis 6, worin das Aktivierungsmittel ein in Wasser I8sliches Carbodiimid
ist.

8. Verfahren gemafR Anspruch 7, worin das Aktivierungsmittel N-3-Dimethylamino-propylethylcarbodii-
mid-hydrochlorid ist.

9. Verfahren gemaR Anspriichen 4 bis 8, worin das Vernetzungsmittel eine Aminosaure gemafl Anspri-
chen 1 und 2 ist.

10. Verfahren gemaR Anspriichen 4 bis 9, worin die Hyaluronsaurelésung in Wasser eine Konzentration
zwisg_:hen 0,5 und 2,5% (G/G) aufweist, das Aktivierungsmittel in einer Menge zwischen 0,2 und 2 Aquivalenten
pro Aquivalent monomerer Einheit von Hyaluronsdure zugegeben wird und das Vernetzungsmittel in einer
Menge zwischen 0,1 und 2 Aquivalenten pro Aquivalent monomerer Einheit von Hyaluronsaure zugegeben
wird.

11. Verfahren gemaf Anspruch 10, worin die Reaktionszeit zwischen 5 Minuten und 48 Stunden ist.

12. Verfahren gemafl Anspruch 11, worin die Reaktionszeit zwischen 15 Minuten und 5 Stunden ist.

13. Verwendung des Gels wie in Anspriichen 1 bis 3 beschrieben in der Chirurgie, im pharmakologischen
Gebiet oder allgemein im biomedizinischen Gebiet.

Es folgt kein Blatt Zeichnungen
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