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. Rie3i spdsob pripravy frakcii kyseliny hy-

alurdnovej (HA) alebo jej'soli o definova-
nej molekulovej hmotnosti. Postup spo&iva

v tom, Ze na roztok HA alebo jej soli s
vyhodou o koncentrécii 0,01 aZ 1,00 % hmot.
sa posobi ultrazvukom o frekvencii 14 aZ
450 kHz, po dobu 1 az 90 min. Pred a/alebo
po posobeni ultrazvuku sa roztok ldtky s
vyhodou nechd prechddzat cez vrstvu ionto-
meniCa, s vyhodou 20 skupiny derivdtov kar-
boxymetylcelulozy. Charakterizécia distrij-
bicie molekulovych hmotnosti sa robi meto-
dou HP GPC. Produkt nie je kontaminovany
cudzou latkou. Posobenie ultrazvuku Je
homogénne a okam%ité. Postup umoZnuje vy-
uZjtie v preparativnom i v analytickom
meritku.
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Vyndlez sa tyka sposobu pripravy frakcii kyseliny hyaluronovej alebo jej solil o defi-
novanej molexulovej hmotnosti.

Kyselina hyaluronovid (HA) resp. Je) soli v&ieobecného vzorca I

COOR H_COH 00R H,COH ‘
- 0
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H HNCOCH, . CH _Jn HNCOCH,

kde R je vodik, sodik, draslik alebo iny kation pripadne ré6zné katiény, je polysacharid

glykozaminoglykdn s opakujicimi sa hednotkami glukorondtu a N-acetylglukazami (Balazs E.A.
US patent 4141973, 1979). Tieto lédtky sd endogénne polymérne produkty pritomné v spojivo-
vych tkanjvdch organizmov i mikroorganizmov. HA resp. jej soli je moiné ziskat z tkaniva
kohdatich hrebienkov, z ludskej pupo&nej 3niry, zo skluvca alebo z priedudnice hoviadzieho
dobytka, alebo z bakterii Streptococcus zooepidemicus. Kyselina hyaluronovs alebo jejd

soli jzolované z ktoréhokolvek zdroja sd Ztrukturédlne identické, md¥u viak byt jzolované

s variabilnym stupnom Cistoty i polymerizainého stupma.

Jednym z rozhodujucich faktorov uspeiného pouZitia izolovanej kyseliny hyalurdnovej
v humdnne) medicine jJe popri jej nizkej toxicite a tolerabilite organizmu &loveka (neboli
pozorované ziadné vedlajSie U€inky imunitné, zdpalové anij alergické) vyznamnd i molekulov§
nmotnost biopolyméru. V o&nej chirurgii, reumatolégii a8 1. siU poZadované vzorky s moleku-
lovou hmotnostou rddovo 5 x 106 daltonov (Holmberg A.S., Philipson B.T.: Ophthalmology
91, 53-59, 1904, Pape L.G., Balazs E.A.: Ophthalmology 86, 109, 1979; Miller D., Stegmann
R.: Ophthalmology 86, 109, 1979; HealonR (sodium hyaluronate) Technical Information and
Clinjcal Experience, Pharmacia, Sweden 1985). Naopak pre aplikécie v kozmetike, dermato-
logii, pricadne v njektorych veterindrnych indikdciach sd potrebné biopolyméry s molekulo-
vou hmotnostou radovo 105 daltonov i menej (Van Brunt J.: Biotebhnology 4, 780-782, 1906).

Bezpetné pouzitie HA a jej soli v klinickej i veterinarnej medicine, ako i v inych
humannych aplikdciach vyZaduje poulitie definovanych frakcii a teda kontralu molekulovej
hmotnostj resp. kontrolu distribicie molekulovych hmotnosti. Pre charakterizdciu distrij-
bucie mol. hmotnosti, ako aj pre stanovenie priemerov malekulovych hmotnostf polymérov
sa dnes vo svete najfrekventovane)jsie pouziva metoda vysuxoug€innej gélove) permeaine]
chromatografiz (H® GPC).

Metoda HP GPC nie je absoldtnou fyzikdlno-chemickou metadou, a preto dané experimen-
tdlna zarisdenic je potrebné xalibrovatl definovanymi frakciami kyseliny hyaluronovej resp.
je3 soli. Izolovanie frakcii KA alebo Jej soli z biologického materislu Jje samozrejme moZ-
né, aviax ziskané frakcie sy do roznej miery kontaminované a v praxi prakticky nepouzij-
teIné. Jednym z moinych riedeni je zvolit ako zdroj vychodiskovej HA alebo jej soli defi-
nované 7ivoli3ne tkanivo, kde reprodukovatelnym bjotechnologickym postusom sa z{ska biopo-
lymér o definovanej &istute, z «torého sa potom depolymerizéciou ziskajd vhodné frakcie.

V sucasnosti ako jeden 2 najprogresivneisich zdrojov HA je tikanivo kohidtich hrebien-
kov. Z tychto je HA jzolovansd postupom podla patentov a autorskych osved&en{ (Balazs £.A.:
US Patent 414 1973, 1979; &s. autorské asvedéenie &. 247 079) o definovane) Diologicke}
Cistote. Tymto postupom ziskana xkyselina hyaluronavd ma velmi vysoxli molekulovd hmotnost -
radovo 1 az 5 x 10° daltonov (Beaty N.B., Tew W.P., Mello R.J.: Analyt.Biochem. 147, 307-
-395, 1985; Oark W.A.: Am.Lab./Fairfield Comn./ 20/8A/, 22, 1988; Bathner H., Waaler T.,
Wik 0.: Int.J.Biol.Macromol. 10, 287-291, 1988). '



CS 275626 B 6

Pre pripravu frakcii HA alebo je) soli z tohto biopolyméru boli v analytickom meritku

publikované v zdsade dva postupy: fyzikdlno-chemicky a biologicky (enzymaticky).

Enzymaticky postup (Beaty N.B., Tew W.P., Mello R.J.: Analyt.Biochem. 147, 387-395,
1985; Turner R.I., Lin P., Cowman M.K.: Arch.Biochem.Bioonys. 265/2/, 484-495, 1985;
Iwata S.: Folia Ophthalmol.Jdpn. 38, 927-935, 1987) je pre pripravu frakcii kyseliny hyalu-
ronovej s niz3imi molekuluvymi hmotnostami v zdsade pouZitelny, oviem limitujdicim faoktorom

je separaciu vznjknutych frakcii biopolyméru od pouZitého enzymu-hyaluronidazy.

Fyzixdlno-chemickeé postupy obchdadzajl potrebu separaZno-purifikacnych oostupov vy-
sledného biopolyméru od pouZitého enzymu pri biologickom postupe tym spdsobom, e fyzikdl-
no-chemicky agens nezvy3uje komplexitu vysledne) vzorky. Na depolymerizidciu HA a jej soli
boli pouZité rdzne fyzikdlno-chemické agensy:

1. P6sobenie zvySenej teploty v autokldve (Beaty N.B., Tew W.P., Meloo R.J.: Analyt.
Biochem. 147, 3B7-395, 1985; Bother M., Waaler 7., Wik 0.: Int.J.Biol.Macromol. 10,
287 291, 1988).

2. Oziarenie UV svetlom alebo tokom elektronov (Balazs E.A., Laurent T.C., Howe A.F., Var-
ga L.: Radiat.Res. 11, 149, 1958; Balazs E.A., Davies J.V., Philips G.0., Young M.D.:
Radiat.Res. 31, 243, 1967).

3. Kysld alebo alkalickd hydrolyza (Cleland R.L.: Biopolymers 23, 647, 1984; Cleland R.L.:
Arch.Biochem.Biophys. 180, 57-68, 1977).

4. G&inky volnych radikalov (Wong S5.F., Halliwell B., Richmond R., Skowroneck W.R.: J.
Inorg.Biochem. 14, 127, 1981; L4l M.: J.Radiocanal.Nucl.Chem. 92, 105, 1985).

Uspesné pouzitie hareuvedenych postupov je vSak znalne limitované vzhladom na fakt
nehomogenity kineticky riadenych reakcii (ako je napr. prestup tepla vzorkou pri termicke]
degraddcii alebo difuzia radikédlov pri depolymerizalnych GEinkoch radikdlov), ktord je
zv13st vyraznd, popri analytickych postupoch, najmd v aplikdciach v semipreparativnom a

preparativnom meritku.

Uvedené nevyhody v3etkych doteraz navrhovanych a pou%ivanych postupev odstrafuje
spOsob pripravy frakcii HA alebo jej soli s definovanou molekulovou hmotnosfou podla vy-
ndlezu, ktorého podstatou je, Ze sa na roztok kyseliny hyalurénovej alebo jej soli, s vyho-
dou o koncentrdcii 0,01 a% 1,00 % hmot. pésobf ultrazvukom o frekvencii 16 az 450 kHz,
po dobu 1 a? 90 mindt. Pred a/alebo po posobeni ultrazvuku sa roztok litky aspon jeden-
krdt prefisti prechodom cez vrstvu jontomenila, s vyhodou zo skupiny derivdtov karboxy-
metylcelulozy, prednostne pred posobenim ultrazvuku.

Vyhodou pouZitia ultrazvuku Je, Ze sa vzorka diopolyméru nekontaminuje dalsim chemic-
kym, pripadne biochemickym &inidlom. U&j nok vysoko energetického elektromagnetického Zia-
renia nie je limitovany efektivnymi kinetickymi faktormi, pdsobenie ultrazvuku je homo-
génne a okamiité, &o umoZnuje jeho vyuZitie ako v analytickom, tak aj v preparativnom
meritku. Reakcia depolymerizdcie kyseliny hyalurénovej alebo je) soli ultrazvukom je ener-
geticky, pristrojovo a materidlne mdlo ndroénd, €istd a jednoducha.

Balej uvedené priklady ozrejmujﬁ navrhovany postup, pricom nijako neobmedzuju rozsah
ochrany, na ktoré sa navrhovany vyndlez md vztahovat.

Priklad 1

0o 1 ml 0,05 % hmot. roztoku horeénato-sodnej saolj kyseliny hyalurdnovej v 0,1

vodnom NaNO,, predfisteného na separa&nej minikaolonke s vrstvou karboxymetylcelulozy, sa

}1
ponorila ultrazvukovd sonda s frekvenciou 20 kHz a3 energio«l00 W po dobu S min. Pdsobenim
ultrazvuku klesla molekulovéd hmotnosf hyalurondtu sodného z pdvodnych ﬂp = 1,26 x 106 Dana

5
6,67 x 10

lovej permealnej chromatografie (HP GPC) na dvoch kolonach, naplnenych sorbentom hydroxy-

Da. Molekulové hmotnosti biopolymérov boli stanovené metodou vysokouZinnej gé-
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etylmetakrylatom (Separon HEMA-S 1000 a Separon HEMA-S 300), zapojenych v sérijj. Mobilny
fazu tvoril 0,1 M vedny roztok dusiénanu sodného NaND} 3 na detekciu bol poulity refrakto-
metricky detektor.

Priklad 2

0o 1 ml 0,05 % hmot. roztoku horecnato-sodnej soli kyseliny hyalurdnovej v 0,1 M
vodnonm NaNO}, predtisteného na separacnej minikolanke s vrstvou karboxymetylceluldzy,
Sa ponorila ultrazvukovsd sonda s frekvenciou 40 XHz 2 energiou 150 W po dobu 75 min. Po-
sobenim ultrazvuku poklesla molekulovd hmotnost hyaluronitu sodného z pdvodnych M_ = 1,13
X 106 Oana 2,16 «x 105 Da. Molekulové hmotnosti hyalurondtu sodnéha sa stanovili ueedenou
metodou HP GPC.

Priklad 3

Na 10 ml 0,5 % hmot. roztoku sodnej soli kyseliny hyalurdnovej v 0,1 M vodnom NaNOB,
predCisteného na separalnej minikolonke s vrstvou karboxymetylceIUIOZy, sa pbsobilo ultrg-
zvukom s frekvenciou 150 kHz a energiou 400 W po dobu 24 min. PAsobenim ultrazvuku na
uzatvorenp vzorku sa zmenila molekulovd hmotnost hyaluronétu sodného z 2,05 x 106 Da na

5,66 x 105 Da. Malekuloveé hmotnosti biopolymérov sa stanovili uvedenou HP GPC metddou.

Priklad ¢

Do 1 m1 1,0 % hmot. roztoku kyseliny hyaluronovej v 0,1 M vodnom NaNDB, pred€istene-
ho na separafne) minikalonke s vrstvou karboxymetylcelulozy, $3 ponorila ultrazvukovs son-
da s frekvenciou 20 kHz g energiou 150 W po dobu 15 min. Posobenim ultrazvuku poklesla
mol. hmotnostkyseliny hyaluronovej z hodnoty ﬂp = 1,49 x 10% pa na hodnotu 3,32 x 10° Da.
Molekulové hmotnosti HA bolj merané uvedenou HP GPC metodou.

PouZivané ultrazvukové zariadenia majd vykon v rozsahuy 40 az 400 W, priéom s vyhodou
Sa pouZiva zariadenie o vykone okolo 150 W.

PATENTOVE NAROKY

1. Spésob pripravy frakcii kyseliny hyalurdnovej alebo jej solf o definovanej molekulovej
hmotnosti, vyznaCujici sa tym, ?e sa na roztok kyseliny hyalurdnovej alebo jej soli pé-
sobi ultrazvukam o frekvencii 16 az 450 kHz, po dobu 1 aZ 90 min.

2. Spbésob pripravy podla bodu 1, vyznadujdci sa tym, Ze pred a/alebo po pbsobeni ultrazvu-
ku sa roztok létky aspon jedenkrat nechd prechddzat cez vrstvuy iontomeniga, s vyhodou
20 skupiny derivdtov karboxymetylceluldzy.

3. Spésob pripravy podla bodu 1, vyznadujuci sa tym, ze sa pouZije roztok kyseliny hyalurd-
novej alebo jej soli o koncentrécij 0,01 az 1,00 % hmot.
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