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Zpiisob &igténi kyseliny hyaluronové o vysoké molekulové hmotnosti

Oblast techniky

Vynilez se tyka zpiisobu &isténi kyseliny hyaluronové o vysoké molekulové hmotnosti nebo jeji
soli.

Dosavadni stav techniky

Kyselina hyaluronova je mukopolysacharid biologického plivodu v pfirodé znatné rozsifeny. Je
napriklad znamé, %e kyselina hyaluronova je obsazena v zivosidnych tkanich jako v pupecni
Sfiiife, synovialni tekuting, ve sklivci, v kohoutim hfebenu a v riiznych pojivovych tkénich jako
v kiiZi a v chrupavce.

Chemicky patii kyselina hyaluronova mezi glykosaminoglykany a obsahuje stfidajici se a opaku-
jici se jednotky D-glukuronové kyseliny a N-acetyl-D-glukosaminu tvofici lineami fetézec
o molekulové hmotnosti az do 13 x 10° Daltonil.

Vyraz ,kyselina hyaluronova o vysoké molekulové hmotnosti“ pouZivany v piihlasce tohoto
vynélezu znamen4 kyselinu hyaluronovou o molekulové hmotnosti, jejiz hodnota neni men3i neZ
asi 0,5 x 10° Daltond.

Je zapottebi upozomit na skute&nost, Ze vyraz ,kyselina hyaluronova“ uvadény v popisu vyna-
lezu i v patentovych ndrocich miize znamenat bez rozlifovani jak kyselinu hyaluronovou ve své
kyselé form&, nebo miZe znamenat jeji sul napiiklad natriumhyaluronat, kalium-hyaluronat,
magnesium-hyaluronat, kalcium-hyaluronat nebo dalsi.

Kyselina hyaluronovéa o vysoké molekulové hmotnosti je viskézni a je schopna si zachovavat
gelovity stav, ma lubrikacni G¢inky a zabrafiuje invazi bakterii a zadrZuje vodu.

Diky témto vlastnostem kyselina hyaluronova umoziiuje zachovavat tonicitu a elasticitu kiZze.
V literatufe existuji obsahlé iidaje o farmaceutickém pouziti kyseliny hyaluronové nebo jeji soli.

Protoze kyselina hyaluronova je neimunogenni sloudenina a ma viskézné-elastické a hydrofilni
vlastnosti, pouziva se jiZ n&kolik let jako nahrada sklivce nebo kioubniho mazu nebo jako nosné
médium v ofni chirurgii jak je popsané napfiklad v US-A 4 141 973, Balazs.

V kloubnich mazech puisobi roztok kyseliny hyaluronové jako kluzny prostfedek poskytujici
buiikdm ochranné prosttedi, a proto se pouziva pro lé¢bu zanétu kolennich klouby.

V EP-A 0 781 547, Chemedica S. A, je popsany oftalmicky pfipravek obsahujici natrium-
hyaluronat pro pouZiti v o¢ni chirurgii.

V EP-A 0 719 559, Chemedica S. A, jsou popsané viskdzni roztoky natrium-hyaluronatu vhodné
jako maskovaci tekutiny pfi terapeutické fotokeratektomii pomoci ,.excimer—laseru®.

V EP-A 0 875 248, Chemedica S. A, je popsané pouZiti kyseliny hyaluronové nebo nékteré
z jejich farmaceuticky pijatelnych soli pro piipravu vodnych roztokd vhodnych jako tekutiny pro
intraartikuiarni vyplachy.

V EP-A ( 698 388, Chemedica S. A, je popsany oftalmicky pfipravek slouzici jako ndhrada slz,
ktery obsahuje hyaluronat jako prostiedek pro zvy3eni viskozity.

Diky své vysoce hydrofilni podstat&, je moZné kyselinu hyaluronovou pouzit také v kosme-
tickych produktech jako v plefovych vodach a krémech.
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Pro farmaceutické pouziti kyseliny hyaluronové nebo jeji soli se vyzaduje, aby uvedené slozky
byly ve vysoce &isté formé.

Kyselinu hyaluronovou lze extrahovat a ziskat pie¢idténim napfiklad z pupeéni $niry, z kohou-
tich hfebinkil nebo ze streptokokil skupiny A a C jak je popsané naptiklad v US-A 4 141 973,
Balasz a v US-A 5 559 104, Romeo a sp.

Pripravu kyseliny hyaluronové s pouzitim streptokokl poprvé popsali Forres a sp., v roce 1937
(J. Biol. Chem., 118, 61 (1937) a pozd&ji bylo prokdzané, Ze kyselina hyaluronova ziskana ze
zvifecich zdroji je totozna s kyselinou hyaluronovou ziskanou z mikrobiologickych zdroji.

Zptisoby ptipravy kyseliny hyaluronové z mikrobiclogickych zdrojl jsou zaloZené na vlastnosti
streptokokd, Ze jejich bunééna sténa obsahuje jako hlavni slozku kyselinu hyaluronovou.

Uvedene mikroorganismy jsou schopneé transformovat glukosu obsazenou v jejich Zivotnim
prostiedi na D-giukuronovou kyselinu a N-acetyl-G—glukosamin a jako sekundarmi metabolit
produkovat kyselinu hyaluronovou pro tvorbu své ochranné stény.

Biosyntéza kyseliny hyaluronové je popsand naptiklad v US-A 4 897 349, Swann a sp.

Pro ziskdvani kyseliny hyaluronové nebo jeji soli z mikrobiologickych zdroji ve farmaceutické
Cistoté je znamych vice zplisobi.

Napfiklad v US-A 4 780 414, Nimrod a sp., US-A 4 517 295, Bracke a sp., a v US-A 5 563 051,
Ellwood a sp., jsou uvedené zpisoby ziskdvani kyseliny hyaluronové kontinudlni fermentaci
bakterii rodu Streptococcus s naslednym predisténim az na farmaceutickou &istotu.

Nicméné ve viech uvedenych procesech zplisoby ¢isté€ni kyseliny hyaluronové zahrnuji vysrazeni
kyseliny hyaluronové z mikrobiologického prostfedi s pouzitim velkych mnoZstvi organickych
rozpoustédel jako je ethanol, aceton, isopropanol atd.

Jsou také znadmé nékteré zplisoby Cisténi kyseliny hyaluronové z mikrobiologickych zdroji s pou-
zitim kvarternich amoniovych soli (US-A 4 517 295, Bracke a sp.) nebo s pouZitim aniontovych
nebo kationtovych povrchové aktivnich prostfedkd (US-A § 316 926, Brown a sp.).

Nicméng vyse popsané zplsoby jsou veelku slozité, coz vede k vysoké cené produkti.

Jsou také znamé zpisoby Cisténi, kde roztok kyseliny hyaluronové se zpracuje diafiltraci s pouZi-
tim filtru s nominalni hodnotou separace molekulové hmotnosti 10 000, 20 000 nebo 30 000
Daltond, popsané naptiklad v US-A 5 563 051, Ellwood a sp., a v US-A 4 517 295, Bracke a sp.

Nicméné, vzhledem k nizké hodnoté separa¢niho limitu molekulové hmotnosti 1ze vySe uvedené
diafiltralni zplsoby pouZit pouze k odstranéni velmi malych molekul a diafiltrovany roztok
obsahujici kyselinu hyaluronovou musi byt dale zpracovan zpisoby zahmujicimi rizné zpiisoby
sraZeni, coZ vede k tomu, Z¢ uvedené zpisoby zistavaji i nadale slozité.

Cilem pfedlozeného vynalezu je poskytnout zpisob ziskavani kyseliny hyaluronové nebo jeji soli
o vysoké molekulové hmotnosti majici farmaceuticky pfijatelnou ¢istotu z biologickych zdroja,
zvlasté z mikrobiologickych zdroji, ve vysokém vytéiku, pfi pomémé nizkych nakladech a
vyhodné bez pouziti organickych rozpoustédel nebo bez p¥idavku daliich prostredki.

Podstata vynalezu

Vyse uvedeny cil lze podle vynalezu docilit zpisobem ¢idténi kyseliny hyaluronové o vysoké
molekulové hmotnosti z biologického zdroje charakterizovanym tim Ze zahrnuje nésledujici
stupné:
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a) stupei Upravy pH vodného roztoku obsahujiciho kyselinu hyaluronovou o vysoké moleku-
lové hmotnosti pochazejici z biologického zdroje na pH v rozmezi 1,7 az 3,3 s naslednou diafil-
traci uvedeného roztoku pfi stejné hodnoté pH s pouZitim filtru o velikosti pord s nominalnim
separaénim limitem molekulové hmotnosti od 100 000 Daltonii do 0,45 um;

b) stupett odstranéni bun&k z vodného roztoku obsahujiciho kyselinu hyaluronovou o vysoké
molekulové hmotnosti pochazejici z biologického zdroje, kde uvedeny stupefi se provede pfed
stupném (a) nebo po stupni (a);

c) stuper sterilizace.

Vyie uvedenym zpiisobem zahrnujicim stupefi diafiltrace pfi pH v rozmezi od 1,7 do 3,3 a stupeni
odstranéni bunék Ize tak vyhodn& pFedistit kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové
hmotnosti z biologického zdroje a zejména z mikrobiologického zdroje a ziskat tak kyselinu
hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti nebo jeji sil ve farmaceuticky pfijatelné Eistoté a
ve vysokém vytézku.

Ve stupni (a) zpisobu podle vynilezu se kyselina hyaluronové zpracuje diafiltraci s pouZitim
filtru nomin4lniho limitu separace molekulové hmotnosti nebo velikosti poril umoZiiujiciho recir-
kulaci kyseliny hyaluronové a priichod viech ostatnich sloZek obsaZenych v roztoku nebo v plidé
filtrem.

Zpiisob podle vynalezu Ize provést s pouzitim jakéhokoliv biologického zdroje kyseliny hyaluro-
nove.

Zpiisobem podle vynalezu Ize kyselinu hyaluronovou ve farmaceuticky piijatelné Eistoté vyhodné
pfipravit bez stopovych pritvodnich mno¥stvi organickych rozpoustédel nebo dalSich pfidava-
nych slozek, proto¥e zpiisob ¢isténi podle vynalezu nezahmuje sraZeni organickymi rozpoustédly
nebo daldimi prostfedky, nybrz kyselina hyaluronova zistiva vcelém pribéhu uvedeného
zplisobu udrzovana v roztoku.

Dalsi cile, vlastnosti a vyhody vynalezu budou ziejmé z ndsledujiciho podrobného popisu.

Zpiisobem podle vynalezu je moZné pietistit kyselinu hyaluronovou z jakéhokoliv biclogického
zdroje aZ na farmaceuticky ptijatelnou Eistotu.

Napiiklad vodny roztok kyseliny hyaluronové obsahujici kyselinu hyaluronovou o vysoké mole-
kulové hmotnosti uréeny k prvotnimu zpracovani bud’ ve stupni (a) podle vyndlezu nebo ve
stupni (b) podle vynalezu miZe byt vodny roztok obsahujici kyselinu hyaluronovou ziskany
extrakei pupedni 3iiliry, kohoutich hfebinki nebo jinych zdroji.

Nicméné ve vyhodném provedeni podle vynalezu je vodny roztok kyseliny hyaluronové obsahu-
jici kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti uréeny nejprve ke zpracovéni bud' ve
stupni (a) podle vynilezu, nebo ve stupni (b) podle vynalezu vodna pida obsahujici kyselinu
hyaluronovou z mikrobiologického zdroje.

Mikrobiologicky zdroj je vyhodné& mikroorganismus rodu Streptococeus produkujici kyselinu hy-
aluronovou o vysoké molekulové hmotnosti, a jesté vyhodnéji se mikrobiologicky zdroj zvoli ze
skupiny zahrmujici Streptococcus zooepidemicus, Streptococcus equi a Streptococcus pyogenes.

Pidy obsahujici kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti Ize pfipravit kterymi-
koliv zplisoby v oboru dobfe znamymi, zahmujicimi fermentaci kultury Streptococcus ve vhod-
ném vodném médiu a za vhodnych podminek za tvorby kyseliny hyaluronové o vysoké
molekulové hmotnosti. Uvedené zpiisoby jsou popsané napiiklad v US-A 4 780 414, Nimrod a
sp., US-A 5 563 051, Ellwood a sp., nebo v US-A 5 316 916, Brown a sp.

Zplisob ptipravy vodné piidy obsahujici kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti
podle vynalezu Ize provést naptiklad nasledovné:
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Na konci obvykle pouzivaného fermentaéniho zpisobu se pida majici pH asi 7,4 obsahujici
kyselinu hyaluronovou pievede do nadrze opatfené systémem pro automatické fizeni teploty.

Teplota se pak udrzuje na hodnoté v rozmezi od 15 do 25 °C, vyhodné na 20 °C.

Vodny roztok kyseliny hyaluronové nebo piida obsahujici kyselinu hyaluronovou se pak zpracuje
zplsobem ¢isténi podle vynalezu.

Odstranéni vekerych proteinii a dal3ich rozpustnych slozek obsazenych ve vodném roztoku se
pak provede ve stupni (a) diafiltraci roztoku ziskaného z biologického zdroje o pH v rozmezi od
1,7 do 3,3 s pouzitim filtru o velikosti porii v rozmezi od separaéniho limitu nominalni moleku-
lové hmotnosti 100 000 Daltonii do 0,45 pm.

Predpoklada se, Ze kdyz se pH roztoku kyseliny hyaluronové upravi na hodnotu v rozmezi od 1,7
do 3.3, dojde ke vzniku ur&itého typu zesiténi, kde molekuly kyseliny hyaluronové vytvofi sit’,
ktera se za podminek jinych hodnot pH rozpadne.

V rozmezi hodnot pH od 1,7 do 3,3 tato sit' neprochazi filtrem o velikosti péril v rozmezi veli-
kosti od separacniho limitu nominalni molekulové hmotnosti 100 000 Daltond od 0,45 um,
zatimco ostatni sloZky prochazeji filtrem, coz umoZiuje separaci kyseliny hyaluronové od veske-
rych rozpusténych slozek obsaZenych v roztoku.

Ve stupni (a) se pH vodného roztoku vyhodné upravi na hodnotu v rozmezi od 2,0 do 2,7 a pak
se provede diafiltrace pfi uvedené hodnoté pH.

Jesté vyhodnéji se ve stupni (a) pH vodného roztoku upravi na hodnotu v rozmezi od 2,3 do 2,7 a
pak se provede diafiltrace pit uvedené hodnoté pH.

Ve stupni (a) se pH vyhodng upravi pomoci vodného roztoku HCL.

V prvnim vyhodném provedeni podle vynalezu, se stupeii (b} zahrnujici odstranéni bunék prove-
de aZ po stupni (a) zahrnujicim diafiltraci, kde pH vodného roztoku nebo pidy obsahujici kyse-
linu hyaluronovou z biologického zdroje se nejprve upravi na hodnotu v rozmezi od 1,7 do 3,3,
vyhodné na hodnotu v rozmezi od 2,5 do 2,6, vyhodné vodnym roztokem kyseliny chlorovodi-
kové.

Pti uvedenych hodnotach pH, se vodny roztok nebo pida obsahujici kyselinu hyaluronovou
pievede na viskozné-elasticky vodny roztok nebo pidu obsahujici kyselinu hyaluronovou
o vysoké molekulové hmotnosti v zesiténém stavu.

Takto ptipraveny vodny roztok nebo pida obsahujici kyselinu hyaluronovou o vysoké moleku-
lové hmotnosti se pak podrobi diafiltraci, vyhodné diafiltraci s pfiénym rozvodem toku, za
udrzovani hodnoty pH na konstantni hodnoté béhem celého diafiltratniho stupné.

Zvlasté vyhodné je, kdyz filtr pouzity ve stupni (a) rafinaéniho zpiisobu podle prvniho vyhod-
ného provedeni vynalezu ma velikost port 0.2 pm.

V uvedeném stupni (a) zahmujicim diafiltraci, se viskozné—elasticky vodny roztok nebo plda
obsahujici kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti ¢erpa do filtraéni komory
s pfitnym rozvodem toku opatfené vhodnym poltem filtraénich viozek o velikosti pori
v rozmezi od separaéniho limitu nominalni molekulové hmotnosti 100 000 Daltont do 0,45 pum,
vyhodné velikosti porti 0,2 um za privodu apyrogenni destilované vody do zasobniku obsahuji-
ciho viskozné-elasticky roztok cbsahujici kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové
hmotnosti stejnou rychlosti jakou se odvadi filtrdt aby byl zachovan konstantni objem.
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Ve stupni (a) rafinaéniho procesu podle prvniho vyhodného provedeni vynalezu se viskozné—
elasticky roztok nebo pida obsahujici kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti
vyhodné diafiltruje tak dlouho, dokud odstrafiovany filtrdt neméa absorbanci {optickou hustotu,
OD) pii vinové délce 280 nm rovnou nebo niZii nez 0,02. V tomto pfipadé by absorbance filtratu
pfi uvedené vinové délce méla byt sledovana b&hem celého diafiltraéniho procesu.

Podle uvedeného prvniho vyhodného provedeni vynélezu, po stupni (a) zahmujicim diafiltract
nasleduje stupeti (b), zahrnujici odstranéni bunék, vyhodné stupeii (b) ktery zahmuje odstfed'ova-
ni k odstran&ni veskerych bunék nebo proteinti obsaZenych v diafiltrovaném roztoku nebo pide.

V piipadé mikrobiologického zdroje miiZe stupefi odstfed'ovéni zahrnovat napiikiad dpravu pH
diafiltrované pidy na pH na rozmezi od 3,5 do 5,0, vyhodné na 4,0 a potom odstfedéni diafiltro-
vané vodné pidy za ziskani supernatantu obsahujiciho kyselinu hyaluronovou o vysoké moleku-
lové hmotnosti.

Vyhodné se hodnota pH diafiltrované pidy upravi pomoci vodného roztoku NaOH. Nicméné je
moZné pouZit i jiné alkalické roztoky.

Podle uvedeného prvniho vyhodného provedeni, po stupni (b) zahrnujicim odstranéni bun¢k se
provede sterilizagni stupei (c).

Podle druhého vyhodného provedeni zplsobu podle vynilezu se stupefi (b) zahrnujici odstranéni
bunék provede pred stupném diafiltrace (a).

V uvedeném druhém vyhodném provedeni se stupeii (b) odstranéni bunék vyhodné provede
v diafiltratnim stupni s pfiénym rozvodem toku.

V uvedeném diafiltraénim stupni odstrafiovani bunék (b) se pH vodného roztoku kyseliny hyalu-
ronové nebo pidy ziskané z biologického zdroje nejprve upravi na 3,5 vyhodné vodnym rozto-
kem HCI, a potom se ziskany vodny roztok nebo pida diafiltruje pfi uvedeném pH s pouZitim
filtru o velikosti 0,2 pm.

V uvedeném diafiltraénim stupni (b) odstrafiovani bunék se vodny roztok nebo pida obsahujici
kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti éerpa do filtratni komory s pfi€nym roz-
vodem toku opatfené vhodnym poctem filtraénich viozek o velikosti porG 0,2 pm za plivodu
sterilni apyrogenni destilované vody do zasobniku obsahujiciho vodny roztok obsahujici kyselinu
hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti stejnou rychlosti jakou se odvadi filtrat aby byl
zachovén konstantni objem.

Pfi uvedené hodnoté pH umoiuje filtr o velikosti périd 0,2 um recirkulaci bunék a priichod
kyseliny hyaluronové filtrem.

Ve stupni (b) rafinaéniho zpisobu podle druhého vyhodného provedeni se vodny roztok obsahu-
jici kyselinu hyaluronovou vyhodné o vysoké molekulové hmotnosti diafiltruje aZz do dosazeni
pfidavku 10 ekvivalentnich objemil apyrogenni destilované vody.

Ve stupni (a) uvedeného druhého vyhodného provedeni se pH vodného roztoku kyseliny
hyaluronové v podstaté prosté bunék ziskané ve stupni (b) nejprve upravi na 1,7 aZ 3,3, vyhodné
na 2,4, vyhodné pomoci vodného roztoku HCI.

Pfi uvedené hodnoté pH se vodny roztok kyseliny hyaluronové prevede na velmi viskozné—
elasticky roztok obsahujici kyselinu hyaluronovou v zesiténém uspofadani.

Takto ziskany vodny roztok obsahujici kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti se
pak diafiltruje, vyhodné v procesu s pfiénym uspofadanim toku, pficemz hodnota pH se udrzuje
na konstantni vy$e uvedené hodnoté béhem celého pribehu diafiltrace.
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Ve stupni (a) uvedeného rafina¢niho zpilisobu podle vynalezu podle druhého vyhodného prove-
deni, se pouzije filtr se separaénim limitem nominalni molekulové hmotnosti 300 000 Dalton.

V uvedeném diafiltradnim stupni (a) se viskozné—elasticky vodny roztok obsahujici kyselinu hy-
aluronovou o vysoké molekulové hmotnosti derpa do filtraéni komory opatfené vhodnym poctem
filtraénich vloZek o velikosti périi v rozmezi od separaéniho limitu nominalni molekulové hmot-
nosti 100 000 Daltond do 0,45 um, vyhodné s nominalnim separainim limitem molekulové
hmotnosti 300 000 Daltont, za zahu§téni a pfivodu apyrogenni sterilni destilované vody do za-
sobniku obsahujiciho viskozné—elasticky roztok obsahujici kyselinu hyaluronovou o vysoké mo-
ekulové hmotnosti stejnou rychlosti jakou se odvéadi filtrat aby byl zachovan konstantni objem.

Ve stupni (a) rafinaéniho zplisobu podle druthého vyhodného provedeni vynélezu se viskozné-
elasticky vodny roztok obsahujici kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti vyhod-
né diafiltruje az do dosaZeni ptidavku 15 ekvivalentnich objemii apyrogenni sterilni destilované
vody. Filtrat se pak odstrani.

Pfi pouziti druhého vyhodného provedeni vynalezu je vyhodné, Ze je vynechano odstfedovani.

Podle uvedeného druhého provedeni za stupném (a) zahrnujicim diafiltraci nasleduje stupefi (c)
zahrujici sterilizaci.

Steriliza¢ni stupeit ve zpasobu podle vynaiezu se vyhodné provede sterilizaéni filtraci.
Podle vynalezu je mozné sterilizaci filtraci provést standardnim zplsobem sterilizace filtraci.

Podle uvedeného prvniho provedeni se stupeii sterilizace filtraci provede Gpravou pH super-
natantu ziskaného ve stupni (b) odstfedénim na hodnotu 7,0 a naslednou filtraci supernatantu pies
fiitr o velikosti pért 0,2 um.

Podle uvedeného druhého provedeni se stupeil sterilizace filtraci provede upravou pH diafiltro-
vaného roztoku obsahujiciho kyselinu hyaluronovou ziskaného ve stupni (a) na hodnotu 7,0 a
naslednou filtraci supernatantu pies filtr o velikosti porti 0,2 pm.

V uvedenych dvou vyhodnych provedenich se pH vyhodné upravi pomoci vodného roztoku
NaOH. Nicméné je mozné pouzit i jiné vodné alkalické roztoky.

Potom je moiné sterilni roztok zahustit s pouzitim filtru se separaénim limitem nominalni
molekulové hmotnosti 5 000 az 10 000 Daltoni.

Po zahuiténi je moZné sterilizovany roztok vysusit vymrazenim za ziskani kyseliny hyaluronové
nebo jeji soli ve formé& suchého prasku.

Kyselina hyaluronova nebo jeji sil pFipravena zplisobem Cisténi podle vynalezu ma farmaceu-
ticky pfijatelnou &istotu a jeji vytézek v uvedeném procesu je asi 70 az 90 % hmotnostnich
vzhledem k obsahu kyseliny hyaluronové v roztoku suroviny.

Kyselina hyaluronova nebo jeji siil, piipravena zpisobem ¢isténi podle vynalezu je pozoruhodna
nepfitomnosti pyrogennich slozek a tim Ze nevykazuje zanétlivé G¢inky.

Kyselina hyaluronova nebo jeji sal, pfipravena zpisobem ¢isténi podle vynalezu obsahuje od 90
do 95 % hmotnostnich kyseliny hyaluronové obsahujici D—glukuronovou kyselinu a N-acetyl--
D—glukosamin v poméru 1:1, od asi 3 do 5 % hmotnostnich vody, méné nez 0.2 % hmotnostnich
proteinii, méné nez 0,3 % hmotnostnich nukleovych kyselin a méné nez 0,3 % hmotnostnich
neutralniho cukru.

Zpiisob podle vynalezu je velmi jednoduchy a je velmi vyhodny z ekonomického a z ekologic-
kého hlediska, protoZe nezahrnuje pouZiti jinych prostfedkii nez HCI nebo NaOH.
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Pii poutziti zpusobu &isténi podle vynalezu ziskana kyselina hyaluronova nebo jeji sil neobsahuje
Zadné stopy organickych rozpoustédel.

Nasledujici ptiklady provedeni zpusobu piipravy kyseliny hyaluronové o vysoké molekulové

hmotnosti nebo jeji soli o farmaceuticky pfijatelné distoté podle vynalezu jsou uvedené pouze pro
znazomnéni vynalezu a Zadnym zplsobem neomezuji rozsah vynalezu.

Priklady provedeni vynalezu

Ptiprava vodné pidy obsahujici kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti z mikro-
biologického zdroje

Buiiky Streptococcus equi se kuitivuji pfi teploté 37 °C ve vhodném médiu nasledujiciho sloZeni:

glukosa 60 g
Soytone 15¢g
extrakt z kvasnic 5g
dihydrogenfosfore¢nan draselny 25¢g
siran hofeénaty heptahydrat 12¢g
precisténd apyrogenni voda 1000 ml

Deset litrii média se vysterilizuje a inokuluje se 1 az 2 % kultury Streptococcus equi o optické
hustoté (OD) asi 7 stanovené pft vinové délce 650 nm.

Béhem fermentace se pH plidy automaticky udrzuje na hodnoté 7,4 ptidavky NaOH 5 mol/l).
Provadi se vzduchovani v davce | objemu vzduchu na jeden objem média za minutu, a béhem
celého pritbéhu fermentace se pida promichava rychlosti 250 ot./min.

Za 20 hodin se plida sklidi a pfevede se do vhodné nidrze majici objemovou kapacitu 50 litri.
Zplsob &idténi podle prvniho vyhodného provedeni vynalezu.

Hodnota pH pidy piipravené vy3e popsanym zplisobem se za kontinualniho michani upravi na
2,5 pomoci HCI (6 mol/l) a ziska se tak velmi viskézni pida kterda ma vzhled husté kapkovité
tekutiny.

Tato vodna pida se pak cerpa do filtradni komory s pfi¢nym rozvodem toku opatfené tfemi
filtra¢nimi vlozkami 0,2 um umisténymi na sobé. Pouziji se filtradni viozky SARTOCON
cassette, Mod. No. 302 186 07 06 W—SG vyrabéné firmou SARTORIUS s velikosti porii 0,2 pm.

Na podatku zavadéni vodné pady do filtraéniho systému se ventil pro odvod filtratu uzavie aby
vodna pida mohla nékolik minut recirkulovat a docililo se stability systému a systém se zbavil
bublin obsaZenych v systému s recirkulujici tekutinou.

Pak se ventil pro odvod filtratu otevie a do nadrze obsahujici vodnou pidu se zatne zavadét
stejnou rychlosti jakou se odvadi filtrdt sterilni apyrogenni destilovana voda aby se zachoval
konstantni objem vodné pudy. Vstupni tlak se udrzuje na hodnoté v rozmezi 0,1 az 0,3 MPa (1 az
3 bar) vvhodné 0,2 MPa (2 bar).

Diafiltrace se ukondi, kdyZ absorbance filtratu pfi vinové délce 280 nm dosahne hodnoty
0,012 (OD). Filtrat se odstrariuje.

Hodnota pH diafiltrované pldy se pak upravi na 4 pomoci roztoku NaOH (5 mol/]) a pak se piida
odstied’uje pti 9000 ot./min a 15 °C v odstfedivce s chlazenim.
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Pak hodnota pH supernatantu upravi na 7,0 roztokem NaOH (5 mol/l) a roztok se zfiltruje pfes
filtr o velikosti port 0,2 pum ke sterilizaci roztoku standardnim zpiisobem.

Sterilni roztok se pak lyofilizuje standardnim lyofilizaénim zpiisobem a ziska se tak hyaluronat
sodny ve formé suchého prasku.

Vytézek kyseliny hyaluronové podle tohoto pfikladu je asi 85 az 87 % vzhledem k obsahu
kyseliny hyaluronové v roztoku obsahujicim vstupni surovinu a pfipraveny produkt ma nasledu-
Jici parametry:

- obsah natrium-hyaluronatu 96,5 %
— vnitini viskozita (25 °C) = 2100 ml/g
(odpovidajici molekulova hmotnosti 1,7 x 10° Daltoni)

- obsah vody 3,1%

- obsah proteinu 0,08 %
- obsah kyseliny nukleové 0,01 %
- obsah neutralniho cukru 0,01 %

Natrium-hyalurondt o vysoké molekulové hmotnosti pfipraveny vySe uvedenym zplsobem je
vhodny pro piipravu farmaceutickych kompozic.

Zptisob gidténi podle druhého vyhodného provedeni vynalezu

Hodnota pH vodné piidy objemu 5 litrii obsahujici kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové
hmotnosti pfiptavené vyde popsanym zplsobem z mikrobiologického zdroje se za kontinudiniho
michani upravi na 3,5 pomoci HCI (6 mol/l) a na této hodnoté pH se udrzuje v celém pribéhu
diafiltraéniho stupné s pii¢nym rozvodem toku k odstranéni bunék.

Tato vodna pada (5 litrd) se pak &erpa do filtraéni komory s piiénym rozvodem toku opatfené
tremi filtraénimi viozkami 0,2 um umisténymi na sobé. PouZiji se filtraéni vlozky SARTOCON
cassette, Mod. No. 302 186 07 06 W—SG vyrabéné firmou SARTORIUS o velikosti pori 0,2 pm.

Na poé&étku zavadéni vodné pidy do filtraéniho systému se ventil pro odvod filtratu uzavie aby
vodné piida mohla nékolik minut recirkulovat a docililo se stability systému a systém se zbavil
bublin obsazenych v systému s recirkulujici tekutinou.

Pak se ventil pro odvod filtratu otevie a do nadrie obsahujici vodnou piidu se zavadi stejnou
rychlosti jakou se odvadi filtrdt, sterilni apyrogenni destilovana voda o celkovém objemu odpo-
vidajicim 10 ekvivalentnim objemiim, aby se zachoval konstantni objem vodné pudy. Vstupni
tlak se udrzuje na hodnoté v rozmezi 0,1 MPa az 0,3 MPa (1 az 3 bar) vyhodné 0,2 MPa (2 bar).

Retendni tekutina se odstrani a filtrat (50 litri) obsahujici kyselinu hyaluronovou o vysoké
molekulové hmotnosti prosty bunék se zpracuje dale uvedenym zplsobem.

Hodnota pH ziskaného diafiltrovaného roztoku (50 litrd) obsahujici kyselinu hyaluronovou se
pak upravi na 2,4 za tvorby velmi viskozniho roztoku a hodnota pH se udrzuje na vy3e uvedené

I

hodnoté po celou dobu diafiltratniho procesu s pfi¢nym rozvodem toku.

Tato vodna pida (50 litri)) se pak erpa do filtragni komory s pFiénym rozvodem toku opatiené
tremi filtraénimi vlozkami 300 000 Daltond umisténych na sob&. Pouziji se filtralni vioiky
SARTOCON cassette, Mod. No. 302 146 790 07 7E-SG vyrabéné firmou SARTORIUS
s velikosti pora odpovidajici 300 000 Daltondm.

Na potatku zavadéni vodné pidy do filtratniho systému se ventil pro odvod filtratu uzavie aby
vodnd pida mohla nékolik minut recirkulovat a docililo se stability systému a systém se zbavil
bublin obsazenych v systému s recirkulujici tekutinou.
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Pak se ventil pro odvod filtratu otevie a vodna puda se zahusti na objem 7,5 litru. Filtrat
(42,5 litru) se odstrani.

Pak se do nidrZe obsahujici vodnou plidu zavadi stejnou rychlosti jakou se odvadi filtrat, sterilni
apyrogenni destilovana voda o celkovém objemu rovném patnécti ekvivalentnim objemim, aby
se zachoval konstantni objem vodné pidy. Vstupni tlak se udrZuje na hodnoté v rozmezi od
0,1 MPa do 0,3 MPa (1 az 3 bar) vyhodné 0,2 MPa (2 bar). Filtrat (116 litra} se odstrani.

Pak se napajeni vodou ukonéi a vodna piida se zahusti.

Hodnota pH zahusténého diafiltrovaného roztoku (4 litry) se pak upravi na 7,0 pomoci NaOH
(5 mol/l) a roztok se zfiltruje pfes staticky filtr o velikosti porti 0,2 um ke sterilizaci roztoku
standardnim zplisobem sterilizace filtraci.

Sterilni roztok se pak susi lyofilizaci standardnim lyofilizacnim zplisobem a ve formé suchého
pradku se tak ziska hyaluronat sodny.

Vytézek v provedeni podle uvedeného piikladu je asi 83 aZ 85 % vztaZenych na obsah kyseliny
hyaluronové v roztoku suroviny a produkt ma nasledujici parametry:

—  obsah natrium-hyaluronitu 97,0 %
-~ vnitini viskozita (25 °C)=2100 ml/g
(odpovidajici molekulové hmotnosti 1,7 x 10° Daltoni)

—  obsah vody 29%

—  obsah proteinu 0,08 %
—  obsah kyseliny nukleové 0,01 %
—  obsah neutralniho cukru 0,01 %

Natrium-hyaluronat o vysoké molekulové hmotnosti pfipraveny vyse uvedenym zpiisobem je
vhodny pro ptipravu farmaceutickych kompozic.

PATENTOVE NAROKY

1. Zpusob ¢isténi kyseliny hyaluronové o vysoké molekulové hmotnosti pochazejici z biologic-
kého zdroje vedouci k ziskani kyseliny hyaluronové nebo jeji soli o vysoké molekulové hmot-
nosti o Cistot® piijatelné pro farmaceutické pouZiti, vyznaéujici se tim, Ze zahmuje:

a) stupen apravy pH vodného roztoku obsahujiciho kyselinu hyaluronovou o vysoké moleku-
lové hmotnosti pochazejici z biologického zdroje na pH v rozmezi 1,7 a2 3,3 s naslednou dia-
filtraci uvedeného roztoku pfi stejné hodnoté pH s pouzitim filtru o velikosti port: s nominalnim
separacnim limitem molekulové hmotnosti od 100 000 Daltoni do 0,45 pum;

b) stupefi odstranéni bun€k z vodného roztoku obsahujiciho kyselinu hyaluronovou o vysoké
molekulové hmotnosti pochazejici z biologického zdroje, kde uvedeny stupeii se provede pied
stupném (a), nebo po stupni (a);

c) stuper sterilizace.

2. Zplsob Cisténi podle naroku |, vyznadéujici se tim, Ze vodny roztok obsahujici
kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti pochazejici z biologického zdroje, ktery
se nejprve zpracuje bud’ ve stupni (a), nebo ve stupni (b), je vodna plida obsahujici kyselinu
hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti pochazejici z mikrobiologického zdroje.
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3. Zpisob podle naroku 2, vyzmaéujici se tim, Z uvedenym mikrobiologickym
zdrojem je mikroorganismu rodu Streptococcus produkujici kyselinu hyaluronovou o vysoké
molekulové hmotnosti.

4, Zpisob podle ndroku 3, vyznadujici se tim, Ze uvedeny mikroorganismus rodu
Streptococcus se zvoli ze skupiny zahmujici Streptococcus zooepidemicus, Streptococcus equi a
Streptococcus pyogenes.

5. Zplsob podle kteréhokoliv z narokii 1 az4, vyznadujici se tim, Ze ve stupni(a)
se hodnota pH vodného roztoku obsahujiciho kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové hmot-
nosti upravi na hodnotu v rozmezi od 2,0 do 2,7 a pak se roztok zpracuje diafiltraci pfi vyse
uvedené hodnoté pH.

6. Zplsob podle niroku 5, vyzmaéujici se tim, Ze ve stupni (a) se hodnota pH
vodného roztoku obsahujiciho kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti upravi na
hodnotu vrozmezi od 2,3 do 2,7a pak se roztok zpracuje diafiltraci pii vyle uvedené
hodnoté pH.

7. Zpisob podle kteréhokoliv z narokii 1 a2 6, vyznaéujici se tim, Ze ve stupni(a)
s¢ hodnota pH vodného roztoku obsahujiciho kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové
hmotnosti upravi pomoci vodného roztoku HCI.

8. Zpusob podle kteréhokoliv znarokii 1 a2 7, vyznadujici se tim, Ze ve stupni
sterilizace (c) se sterilizace provede filtraci.

9. Zpisob podle kteréhokoliv znérokG 1 a2 8, vyznadujici se tim, Ze po stupni
sterilizace (¢) nasleduje stupen lyofilizace d), ve kterém se lyofilizaci sterilizovaného roztoku
ziska kyselina hyaluronova nebo jeji stil ve formé suchého prasku.

10. Zphsob podle ndroku 9, vyzmnadujici se tim, Ze sterilizovany roztok se pred
Iyofilizaci zahusti.

11. Zpisob podle kteréhokoliv znarokd 1 az 10, vyznaéujici se tim, Ze stupefi
odstranéni bunék (b) se provede po stupni diafiltrace (a).

12. Zpiisob podle naroku 11, vyznaédujici se tim, Ze ve stupni (a) se hodnota pH
vodného roztoku obsahujiciho kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti upravi na
hodnotu v rozmezi od 2,5 do 2,6 a pak se roztok zpracuje diaflitraci pfi vyse uvedené hodnoté
pH.

13, Zpisob podle naroku 11 nebo 12, vyznaéujici se tim, Ze filtr pouzity v diafiltraci
ve stupni (a) ma velikost pord 0,2 ym.

14, Zpisob podle kteréhokoliv zndrokt 11 az 13, vyznadujici se tim, Ze roziok
kyseliny hyaluronové se ve stupni {a) diafiltruje tak dlouho, dokud odstrafiovany filtrat nema
hodnotu absorbance (OD) pi vinové délce 280 nm rovnou nebo nizsi 0,02.

15. Zpiisob podle kteréhokoliv z naroki 11 az 14, vyznadujici se tim, Ze stupei (b)
odstranéni bunék se provede s pouZitim odstfed’ovani.

16. Zplsob podle ndroku 15, vyznadéujici se tim, Ze stupeil odstiedovani zahmuje
apravu pH diafiltrovaného vodného roztoku ziskaného ve stupni (a) na hodnotu pH v rozmezi od
3,5 do 5,0 a odstfedéni diafiltrovaného vodného roztoku za ziskani supernatantu obsahujiciho
kyselinu hyaluronovou.

-10-
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17. Zpisob podle néroku 16, vyznadujici se tim, Ze hodnota pH diafiitrovaného
vodného roztoku ziskaného ve stupni (a) se upravi na 4,0.

18. Zpisob podle naroku 17, vyznatujici se tim, Ze uvedend liprava hodnoty pH se
provede vodnym roztokem NaOH.

19. Zpasob podle kteréhokoliv z narokii 15 a2 18, vyznadujici se tim, Ze sterilizaCni
stuped (c) je stupett sterilizace filtraci zahmujici ipravu pH supernatantu ziskaného ve stupni
odstfedéni (b) na hodnotu 7 a filtraci supernatantu filtrem o velikosti pori 0,2 pm.

20, Zpasob podle naroku 19, vyznadujici se tim, Ze uvedend Gprava pH se provede
vodnym roztokem NaOH.

21. Zpisob podle kteréhokoliv z ndroki | aZ 10, vyzna&ujici se tim, Ze stupef (b)
odstranéni bunék se provede pfed stupném (a).

22. Zpiisob podie naroku 21, vyzna&ujici se tim, Ze stupeii (b) odstranéni bunek je
diafiltra¢ni stupefi odstranéni bunék.

23. Zpiisob podle naroku 22, vyznadujici se tim, Ze diafiltraini stupesi (b) odstranéni
bun&k zahrnuje dpravu pH vodného roztoku obsahujiciho kyselinu hyaluronovou o vysoké mole-
kulové hmotnosti pochéazejici z biologického zdroje na hodnotu pH 3,5 a naslednou diafiltraci
roztoku pit stejné hodnoté pH s pouzitim filtru o velikosti pori 0,2 pum.

24. Zpuisob podle ndroku 23, vyzmadujici se tim, Ze uvedend hodnota pH se upravi
vodnym roztokem HCL.

25. Zpusob podle kteréhokoliv z narokdi 21 a2 24, vyznaé&ujici se tim, Ze filtr pouzity
v diafiltratnim stupni (a) ma velikost p6rd odpovidajici separaénimu limitu nomindlni moleku-
lové hmotnosti 300 000 Daltonil.

26. Zpisob podle kteréhokoliv z ndrokd 21 a2 25, vyznadujici se tim, Ze ve stupni
(a) se pH vodného roztoku obsahujiciho kyselinu hyaluronovou o vysoké molekulové hmotnosti
upravi na 2,4 a potom se roztok diafiltruje pfi stejné hodnoté pH.

27, Zpisob podle kteréhokoliv z ndroki 21 az 26, vyznadujici se tim, Ze sterilizatni
stupeii (c) je stupen sterilizace filtrac zahrnujici upravu hodnoty pH vodného roztoku ziskaného
ve stupni (a) diafiltraci na hodnotu 7 a filtraci tohoto vodného roztoku filtrem o velikosti pori

0,2 pm.

28. Zpisob podle ndroku 27, vyzma&ujici se tim, Ze uvedena prava pH se provede
vodnym roztokem NaOH.
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