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Zpfisob piipravy hyaluronové kyseliny vy-
znadeny tim, Ze se

a) kultivuje organismus produkujici ky-
selinu hyaluronovou vybrany ze skupiny za-
hrnujici bemolytické streptokoky skupiny
A a skupiny C, s vyhodou Streptococcus
equi, ve standardnim kapalném médiu pro
kultivaci organismil rodu Streptomyces za
aerobnich podminek p¥i teplot& od 30 do
40 °C,

b) ze Zivného média se extrahuje kyselina
hyaluronovd a

¢) filtraci pfes [iltr, ktery vaZe proteiny,
se odstrani proteiny.

Hyaluronovou kyselinu lze pouZit v lékaf-
stvi, jakoZto ndhrady synovidlnich kapalin v
kloubech.
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PredloZeny wvyndlez se tyka zplisobu pii-
pravy a CiSténi a pouZiti hyaluronové kyse-
liny a jejich soli, a zejména zplisobu pii-
pravy hyaluronové kyseliny z mikrobiolo-
gického zdroje.

Kyselina hyaluronovd je v pfirodé se vy-
skytujici polysacharid o vysoké molekulové
hmotnosti empirického vzorce
{C14H20NNaOi1),, kde n > 1000. Obecné
struktura kyseliny hyaluronové je popséna
v Merck Index, 9. vyd. (3. vytisk, 1978] str.
624. Je dob¥e zndmo, Ze kyselina hyalurono-
vad a jeji soli, dale uvadénd jako HA, se
miZe ziskat z alespoil t¥i zdrojl: lidské pu-
petni SiiGry, kohoutich hiebinki a né&kte-
rych bakteridlnich kultur, jako jsou hemo-
lytické streptokoky skupiny A a C. Podle
nasich znalosti se pro obchodn& dostupnou
HA dosud pouZivaly lidské pupeéni siiliry a
kohouti h¥ebinky. Je to pon&kud pFekvapu-
jici, zejména z hlediska obtiZl spojenych s
pouZitim t&chto dvou zdroji (jako jsou niz-
ké vyt8Zky, kontaminace chondroitin sulfs-
tem a pracnym zplsobem p¥ipravy a &isté-
ni).

Vzhledem k tomu, Ze HA se nalézd ve
vodnych a sklovitych té€lnich kapalindch a
v synovidlnich kapalindch savéich kloubdg,
je znatny zdjem o ziskdni ¢isté HA pro po-
uZiti jako ndhrady kapaliny p¥i korekcich
patologickych stavii v ofich a kloubech. Pii-
prava HA z kohoutich hfebink{ a lidské pu-
peéni Siilry a jeji pouZiti p#i ofnich a kloub-
nich aplikacich je popsané v USA patentu
4141973 E. A. Balasze. Tento patent také
uvéadi detailni pfehled technické literatury
popisujici isolaci, charakteristiku a pouZi-
ti HA.

USA patent 4303676 také E. A. Balasze
popisuje kosmetické pFipravky obsahujici
sodnou stl kyseliny hyaluronové s r@znym
rozsahem molekulové hmotnosti pFiprave-
nou z kohoutich hFebinki, USA patent
4 328 803 L. G. Papa nérokuje pouZiti ultra-
Cisté soli kyseliny hyaluronové p¥i o&ni chi-
rurgii. HA produkt pouZity pro tento wgel
byla sodnd sil kyseliny hyaluronové do-
stupnd pod registrovanym obchodnim né-

®
zvem HYARTIL ™ od Pharmacia, Inc. a
piipravena z kohoutich hi‘febink(.

Jedind nalezend literatura, kterad popisuje
extrakci kyseliny hyaluronové z bakterii
(viz Kjem a Lebech Acta Path. Microbiol.
Scand. Sect. B, 84, 162 aZ 164, 1976) pouZi-
vd médium a postup, ktery je nepfijatelny
z nékolika divodf. Popisuje médium, které
nepodporuje rfist pFevdZné éasti Streptoco-
cci. Postup zadind usmrcenim streptokokd
teplem. Extrakty organismii uvoliiuji Fady
vnit¥nich zne&isténin, které jsou vice méné
reaktivni a které se obtiZné odstraiiuji z ko-

netného produktu. Proto je pravdépodobné,

Ze ziskand HA se nemfiZe pouZit pro injekd-
ni aplikaci savctim.

Vzhledem k aplikacim HA pro lékafské
ufely se vyZaduje, aby HA se injekovala
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do t&la savclim (nap¥. pro ndhrady t&lnich
kapalin). Je tedy velmi diileZité, aby injiko-
vané produkty byly co nejdistSi a zabréani-
lo se tak vedlej8im reakcim. DileZitost této
Cistoty je popsdna v USA patentu 4 141973,
kde je popsdna priprava ultradistého HA
produktu z kohoutich hfebink@t nebo alter-
nativné v lidskych poupecénich 8iiiir. Kromé&
Cistoty je dileZité kontrolovat molekulovou
hmotnost HA produktu (napf. v 4141973
patentu se uvadi, Ze primérna molekulova
hmotnost je alespoil 750000 a USA patent
4303676 zahrnuje p¥ipravu dvou odliSitel-
nych frakci s kontrolovanou molekulovou
hmotnosti, jednou nizkou a druhou vyso-
kou). I kdyZ je popsdn piipravek HA o vy-
soké molekulové hmotnosti {1 200 000} o vy-
soké Cistotd (to je méné& neZ 0,05 % protei-
nu), Swann, Arch, Opthal, 88, 544 aZ 548
(1972), domnivdme se, Ze neexistuje HA
produkt s nésledujicimi vyhodami:

1. p¥ipravitelny z mikrobidlniho zdroje p¥i
relativné nizkych nédkladech ve vysokém vy-
téZku a s nizkou reaktivitou po injekci,

2. obsahujici vhodné& vysokou a kontrolo-
vanou molekulovou hmotnost v tizkém roz-
mezi a

3. prosty proteinovych neéistot typu nu-
kleovych kyselin. S piekvapenim nyni bylo
nalezeno, Ze je takovyto produkt moZno pfi-
pravit. Detaily pfipravy, charakterisace a
pouZiti jsou popsédny niZe.

Metoda pfFipravy ultradisté kyseliny hya-
luronové s kontrolovatelnou wysokou mo-
lekulovou hmotnosti zahrnuje stupné kulti-
vace organismu produkujictho HA s nega-
tivnim obsahem hyaluronidasy nebo u kte-
rého je hyaluronidase inhibovdna, za pod-
minek dostatednych pro zvy3eni HA obsahuy,
v kultufe, kterd by uvolilovala HA z hu-
nék a C¢isténi uvolnéné HA tak, aby se od-
stranily veSkeré proteiny a nukleové kyse-
liny.

Pfedmétem pFedloZeného vynélezu je zpi-
sob pfipravy hyalufonové kyseliny, ktery se
vyznatuje tim, Ze se

a) kultivuje organismus produkujici ky-
selinu hyaluronovou vybrany ze skupiny za-
hrnujici hemolytické streptokoky skupiny A
a skupiny C, s vfhodou Streptococcus equi,
ve standardnim kapalném médiu pro kulti-
vaci organismi rodu Streptomyces za aerob-
nich podminek p¥i teploté od 30 do 40 °C,

b) ze Zivného média se extrahuje kyselina
hyaluronové a

c) filtraci pFes filtr, ktery vdZe proteiny,
se odstrani proteiny.

Ve vghodném provedeni se HA p¥ipravuje
ze streptokokid skupiny C (jako je Strepto-
coccus equi), s vyhodou kultivovaném v mé-
diu prostém vné&jdich proteinfi, kde kone&ny
produkt je sterilni prepardtem s tizce kon-
trolovanou molekulovou hmotnosti obsahu-
jici méné neZ 1,25 mg/ml proteinu (s vyho-
dou mén& neZ 0,10 mg/ml) a méné& neZ asi
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45 ug/ml nukleovych kyselin s vfhodou mé-
né neZ 5 ug/ml) a ktery je pouZitelny jako
ndhrada synovialni kapaliny u savci.

Jak je patrné z prikladi uvedenych niZe,
HA jprodukt podle vyndlezu je odlisny od
obchodné dostupnych produkti MA v tom,
Ze pfripraven z mikrobidlnich zdroji pros-
tych hyaluronidasy nebo s inhibovanou hy-
aluronidasou méa Gzce kontrolovanou mole-
kulovou hmotnost a coZ je velmi dileZité, je
v podstaté prosty proteini, nukleovych ky-
selin a chondroitin sulfatu, které viechny
jsou neZadouci nedistotami produktd pouZi-
vanych pro nahradu Zivolisnych kapalin.
Vyraz ,,v podstatd prosty’ pouZity zde pro
obsah proteinu a nukleovych kyselin, zna-
mend, Ze obsah proteinu v HA preparétu je
mensi neZ 1,25 mg/ml {s vyhodou méng ne?
0,10 mg/ml} a obsah nukleové kvseliny je
mendi neZ asi 45 wg/ml (s vyhodou mensi
neZz 5 pz/ml). Vyraz tzce kontrolovand mo-
leknlové hmotnost znamend, Ze alespoil
98 9% HA se pobybuje v pramérné vysoké
molekulové hmotnosti {s vyhodou od asi
2000000 do asi 4000000 a kterd je repre-
sentovdnn v podstate jedulm symetrickym
pikem molekulové hwmotnosti pFi vysokotla-
ké kapalinové chromatografii popsané nij-
7e). Vyraz ,prosty hyaluronidasy’ zname-
néa, ze v organismu neni prfitomno méfitelné
mnozZstvi extracelularni hyaluronidasy,
schopné degradovat HA na malé molekuly.
Vyraz ,.inhibovana hyaluronidasa® znamena,
Ze byl pouZit inhibitor, jako je zah#ati nebo
pouZiti inbhibitert enzymu a zabrdnilo se
tak 3tépeni HA na menSi molekuly.

V pfikladech uvedenych niZe, Cistota a
téinnost HA pripravené podle pfedloZensho
vynalezu hyla prokdzédna a srovndna s do-
stupnymi obchaodnimi produkty pouZitim HA
pii ndhradé télnich kapalin u koni. Je Za-
douci, aby produkt moh! byt také pouZit v
kterékoli aplikaci u ostatnich savcill, vfetné
lidi, coZ znamend, Ze se musi pouZit vysoce-
Cisté prepardty pro nahradu kapalin a pro
ostatni ticelv, jako je kosmetika.

V urditych prikladech pFipravy uvedenych
nize jsme pouZili zndmy organismus pro-
dukujici HA ze skupiny S streptokoki
{Streptococcus equi) a novou kultivaéni a
¢istici technikou bylo prokézano, Ze je ny-
ni moZné ziskat ultradisty produkt kontro-
lované molekulové hmotnosti ve velmi vy-
sokém vyteZku [napF. v priméru 31 %
hmiot/hmot oproti 0,079 % hmot/hmot z ko-
houtich hrehinkil], pFi¢emZ vyhody vysoké
Cistoty a lepStho produktu s kontrolovanou
molekulovou hmotnosti pfedstavuji jasnou
ekonomickou vyhodnost. Vzorek kmenu
Streptococcus equi pouZity niZe byl uloZen
v American Type Culture Collectian, Rock-
ville, MD 20 852 pod &islem A. T. C. C. €islo
39 506.

Jak bylo uvedeno vy3e, je dlouho zndmo,
Ze HA je hlavni sloZkou tobolky u typli A a
C streptokokd. Uvedeni streptokokového or-
ganismu zobrazujici umisténi HA v tobolce
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(hyalurondtova tobolka} bylo publikovano v
praci Beachey a Stollerman, Trans. Assoc.
Am. Physicians Phila., 85, 212 aZ 221 (1972).

Jak bylo ukédzano, HA tobolka je nejzev-
né&j8i slozka tvorici velkou c¢éast celé strep-
tokxokové buitky. B&hem ristu kultury strep-
tokokli tato tobolka mitiZe byt pozorovédna
po vybarveni kultury indickym inkoustem,
které vytvori jasnou aureolu kolem kaZdé
butiky. Timto postupem bylo stanoveno, Ze
maximélni produkce tobolky se ziski z né-
kolika kmen@ streptokokli péstovanych v
kontrolovatelnych fermentaénich systémech
4 aZ 6 hodin po zalatku log faze ristu. Bé-
hem dalsi log faze a staciondrni faze se vi-
ditelné tobolka ztréci. Je znimo, Ze u nékte-
rych kmendt streptokok{i toto vymizeni to-
bolky je zplisobené enzymatickou derrada-
c¢i hyaluronidascu. Pfi dlouhodobych fer-
mentaénich studnich (2 aZ 5 rlstu) s ales-
poil jednou skupinou C streptokokd (Strep.
equi) pFi kontrolovaném pH, teploté, obsa-
hu glukosy, bylo piFekvapivé nalezeno, Ze
vytéZky HA se mohou podstatné zvysSit i
kdyZ tobolky nejsou v kultu¥e viditelné. Z
téchto studif se usuzuje, Ze tento kmen prav-
dépodobnd nemd hyaluronidasu. Tak jest-
liZze kmeny streptokokidi neobsahujici extra-
celularni hyaluronidasu se péstuji za kon-
trolovanych podminek specifickych pro
produkei HA, pak vyt&Zzky velmi &isté HA s
vysokou specificitou molekulové hmotnosti
jsou veiké. Predpoklada se, Ze hlavnim da-
vodem prIi takovéto pripravé HA je nepfi-
tomnost hyaluronidasového enzymu.

Jak bylo uvedeno, predloZeny vyndlez se
tyka postupu pro pripravu uliradisté hyalu-
ronové kyseliny s velkou molekulovou hmot-
nosti ve vysokém vytéZku z bakterii, jako
jsou kmeny Streptococcus a zplisobu pouZi-
t1 kyseliny hyaluronové pro ndhradu syno-
vidlni kapaliny u onemocnélych kloubd,
aby se sniZily vady a otoky t&chto kloubd.

Podle nejlepSiho prikladu se fermentace
streptokokil skupiny C provadi p¥i pH 7,0 a
7,2 24 hodin aZ 120 hodin p¥i 37 °C. Spe-
cifickd chemicky definovand média pouZita
pro kultivaci jsou popséna v préaci 1. van
de Rijn Infect. and Immun., 27, 444 aZ 448
(1980). Tato média jsou vyhodna, nebot ne-
obsahuji Zadné extracelularni proteiny, kte-
ré by se musely odstraiiovat v dalSich puri-
fika¢nich stupnich. Dextrosa se pFidavd ve
24 hodinovych intervalech a slouZi jako
zdroj uhliku. Kultura se péstuje za perio-
dické kontroly pH, p¥i kterém se upravi pH
na hodnotu 7,6 po ka%dém p¥idavku dextro-
sy. Asi 12 hodin pfed ukenéenim se kontro-
la pH prerv3i a hodnota se nechd pokles-
nout na 6,5 aZ 6,8, kdy kultura prestdva
rast. To umoZiiuje lepsi centrifugaci a po-
neékud vyssi vytéZky kyseliny hyaluronové.

PFi zpracovani se ke kultute p¥iddva ale-
spoii 0,01 % sodné soli laurylsulfatu nebo
ekvivalentniho aniontového detergentu, aby
se uvolnila kyselina hyaluronovd z bunégk.
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Asi po 15 minutdch se kultura s p¥idanym
deterzentem titruje za tucelem vyvlotkova-
ni p¥idavkem vhodného munoZstvi 10% roz-
toku hexadecylirimethylamoniumbromidu
nebo ekvivalentniho neiontového detergen-
tu. :

Obecné se pridavd asi 100 ml a 400 ml
druvhého neiontového detergentu na 10 1
kultury s aniontovym detergentem, aby do-
Slo k vyvlo€kovani HA. Asi po jedné hodi-
né maximdliniho vvvlofkovani HA a anionto-
vého detergentu se sraZenina odd&li centri-
fugaci nebo filtraci pies sito. Tato sraZeni-
na se pak rozpousti v 2M CaClz v asi 1/10 aZ
1/20 piivodniho objemu. Rozpousténi se pro-
vadi asi 6 hodin pfi 4 a% 30 °C. Vznikla sus-
pense se centrifu:nje nebo filtruje na sitech,
aby se odstranila sraZenina, kterd obsahuje
buné&tné nefistoty a oba detergenty. Super-
natant se pak exirahuje 2 objemy vhodné-
ho alkoholu (95 % EtOH nebo 99 % isopro-
panol jsou nejvyhodnéjsi). Vytvoii se Zela-
tinova sraZenina, kterd se asi po 1 hodin&
centrifuguje nebo filtruje na sitech. SraZe-
nina se rozpousti pres noc p¥i 40 °C aZ 10 °C
v deionisované destilované vod& (asi 1/10
aZz 1/20 pilvodniho objemu). Suspense se
centrifusnje nel.o fliruje na sitech, ahy se
odstranila sraZenina. K supernatantu se p¥i-
dd 1% NaCl (hmot/obje) a rozpusti. Pak
se pridajl 2 objemny vhodngho alkoholu a
HA se znovu vysraZi. Tato sraZenina se ne-
chd sedimentovat alespoil 1 hodinu, nade¥
se jimda centrifugaci neho filtraci na sitech.

Rozpusténi HA ve vodd se pak provad{
pF¥iddntm 1,0 % NaC)l a priddva se alkohol
pro vysriZeni v postupné men$ich objemech
(1/20 aZ 1/100 pitvodniho objemu), aZ vodny
roztok HA je &iry. To obvykle vyZaduje ale-
spoii €tyFi dal$i stupn& vysrdZeni alkoho-
lem, Néstin pesiaprije shrnut niZe.

Nastin postupu pro extrakci bakteridlni
kyseliny hyaluronové:

1. rlist organismu Streptococcus,

2. pridavek 1 ml 10% sodné soli lauryl-
sulfdtu na 11 média,

3. pfidavek 10 % hexadecyltrimethylamo-
ninmbromida 10 aZ 40 ml/1,

4. jlméni sraZeniny,

5. rozpou§téni v 2M CaClz,

6. jiméni supernatantu,

7. pridani 2 objektd alkoholu (vysrdZeni
HA, ur&itého podilu nukleovych kyselin a
proteinu], .

8. jirndni sraZeniny
9. rozpoustini sr-~Zeniny v destilované vo-
ds,

10. vyhozeni nerozpustné sraZeuiny,

11. jiméni supernatantu,

12. p¥idani 1 % NaCl a 2 objekt alkoho-
lu (vysraZeni HA),

13. jimdni sraZeniny,

14. rozpoustén? v destilované vodsd,

15. vyhozeni nerozpusiného podilu jim4ni
supernatantu,

]

16. pfiddni 1 % NaCl a 2 objemi alkoholu
(vysrdzeni HA),

17. jimani sraZeniny,

18. rozpoudténi v destilované vodég,

19. vyhozeni sraZeniny jiméni supernantu,

20. iiltrace — typ vdazajici protein (napf.
nitrocelulosa) odstrani se ¢édst z minerélné
zbylého mnoZstvi proteinu},

21. p¥Fidani 1 % NaCl a 2 objemf alkoholu
(vysrdZeni HA]J,

22. jiméni sraZeniny,

23. rozpoudténi v 0,15 M fosfatovém puf-
ru pH 7,2 .

24. dprava na 1 % HA spektirofotometric-
kym testem,

25. sterilisace 0,1 % betapropiolaktonem
4 a7 C, 24 aZ 43 hodin,

26. hydrolysa hetaproiolaktonu 37 °C 24
aZz 4% hodin,

27. naplnéni strikadek.

Konetné situpnég piipravy produktu mohou
zahrnovat promyti 95% ethanolem a 99%
acetonem a nasledujici vysuSeni ve vakuu.
Vysu$end Kkyselina hyaluronovd se resus-
pendujs v 0,15 M pufru fosfore¢nanu sodné-
ho koncentrace 1 %. Produkt se miliZe ste-
rilisovat pres 0,45 u filtr nitrocelulosového
typu a/nebo se sterilisuje v konetném -obje-
mu 0,1 % hetapropiolaktonu. Sterilisace be-
tapropiolaktonu se provadi p¥i 4 °C 24 aZ
48 hodin, nateZ se provede hydrolyza beta-
propiolaktonu p¥ 37 °C po dobu 24 aZ 48
hodin. Koneény produkt obsahuje 10 mg/ml
HA v 0,15 M pufru fosforetnanu sodného.
JestliZe se provedou tyto stupnég, ziskd se
HA nejvyssi Cistoty ve vysokém vytéZku
(> 99,90 % HA).

Izko pfiklad vytéZku je moZno uvést, Ze
v priméru 10 1 fermentalni tank s Strep.
equi prodnkuje 5 5 aZ 7 g suché hmotnosti
bunék a 1,0 g a%Z 2,5 g suché hmotnosti HA.
VytZek je tedy mezi 14,3 % aZ 50 % (hmot/
/hmot). VytéZky HA z extrakce kohoutich
hiebinkil podle USA patentun 4 141 973 se po-
hybuji kolem 0,079 %.

Je nutno poznamenat, Ze posledni stadium
filtrace pfes vhodny filtr vazajici proteiny
(nap¥. nitrocelunlosovy filtr) je nutny, aby se
odstranila reaktivita konefného HA produk-
tu. Ostatni typy filtri (jednoduchy celulo-
sovy a acetdtcelulosovy) nedostatefné& od-
stratinji reaktivitu HA, jak bylo pozorové-
no p¥i injekénim testu do kloubtt koni. Di-
vodem je odstranéni minoritnich mnoZstvi
reaktivniho proteinového materidlu zbyva-
jictho v HA.

Cistota kyseliny hyaluronové z bakterif
byla hondnocena kolorimetrickym proteino-
vym testem. UJV spektrometrii, vysokotlakou
kapalinovou chromatografii a gelovou elek-
troforesou na deskéch. Prvni pokusy zahr-
nuji kvantifikaci proteinovych nedistot BIO
RAD proteinovym testem. Tato metoda mfiZze
detekovat mnoZstvi proteinu kolem 200 ug/
/ml. Tabulka I zahrnuje vysledky testt 1,0%
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vodnych roztokl kyseliny hyaluronové ex- tankit Strep. equi.
trahované ze €tyf rfiznych fermentatnich
Tabulka I

Vysledky BIO RAD proteinovych testi

Vzorek 0. D. p#i 595 nm Koncentrace
proteinu

ferm. 1 0,00; 0,000 < 200 pg/ml
ferm. 2 0,00; 0,010 < 200 ug/ml
ferm. 3 0,00; 0,005 < 200 pg/ml
ferm. 4 0,00; 0,005 < 200 ug/ml

Podle tdaji z tohoto testu, obsah protei-
nf v 1% roztoku plipravovaném z bakterial-
ni kyseliny bhyaluronové miiZe byt aZ 0,001
procent.

Druhd metoda stanoveni obsahu proteiaf,
peptidé a/nebo aminokyselin je absorbce v
UV zafeni prFi 280 nm. Jako kontrolni stan-
dard byla pouZita zndma koncentrace albu-
minu z hovéziho séra. Tabulka II srovnava
tyto vysledky s UV absorpci stejnych rozto-
kit pFi 257 nm. Absorpce p¥i 257 nm repre-
sentuje zne¢iSténi nukleotidy nebo nukleo-
vymi kyselinami, jako jsou DNA a RNA. Je
tfeba uvést, Ze spektrofotometricka absorp-
ce p¥i 280 nm detekuje vice proteinovych
znedisténin neZ test BIO RAD. Roztoky bak-
teridlni HA v koncentraci 1,0 % obsahuji

nanejvic 0,12 % zned&ist&nin, které absorbu-
ji pii 280 nm. Vzhledem k tomu, Ze stejné
roztoky neobsahuji zneciSténiny nukleovych
kyselin, fistota se pohybuje v rozmezi ale-

spoii 99,88 %. V tomto ohledu je zajimavé,

Ze auvalyza aminokyselin obdobn& extraho-
vané HA ukazuje na pfitomnost méné& neZ
0,04 % proteinu. To by znamenalo, Ze &isto-
ta HA je aZ 99,96 %. Pro srovnani d&istota
obchodng dostupné kyseliny hvaluronové

z kohoutich hfebinkt {HYARTIL @ do-
stupného od firmy Pharmacia nebo Hyalo-
vet ™ dostupného od Trans Bussan) je po-
dle naSich testd v rozmezi od 99,78 % do
99,86 %. ‘

Tabulka I1

Znedisténl 1% rozioku kyseliny hyaluronové proteiny a nukleovymi kyselinami —

méfeno UV spektrofotometrii

Vzorek UV z2bsorpce Koncentrace
0,0 pri 280 nn 0,0 p¥i 257 nm proteiny nukleové
mg/ml kyseliny
mg/ml
ferm. 1 0,45 0,60 0,66 0,0
ferm. 2 0,83 0,00 1,22 0,0
ferm. 3 0,75 0,00 1,10 0,0
ferm. 4 0,47 0,00 0,69 0,0
Miles Labs.
(kohouti h¥ebinky]
nizka Cistota 1,16 1,31 1,70 48,5
Pharmacia
nvarri, & 0,91 1.63 1,33 60,3
Trans Bussan 1,27 > 2,0 1,86 > 74 > 300
HYALQVET™ 1/30 zi'ed. = 0,27

Pro stanoveni €istoty bakteridlni HA byly
prevedeny daldi studie. U¢innost dvou &isti-
cich postupd s alkoholem byla hodnocena
spektrofotometricky pt¥i 280 nm, 257 nm a
195 nm. Absorpce p¥l 195 nm representuje
skutetnou absorpci HA a je linedrni vzhle-
dem ke koncentraci HA. Tabulka III uvé-

di optické hustoty, zatimco tabulka IV pfe-
vadi veikeré hodnoty na koncentrace pro-

“teint, nukleové kyseliny a HA. Dva posled-

ni fermentadni tanky poskytuji bakteridini
kyselinu hyaluronovou ¢istoty 99,99 % p¥Fi
pouZiti 95% EtOH nebo 99% isopropylalko-
holu pro extrakci.
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Tabulka 111
Cisténi roztokdt kyseliny hyaluronové — UV absorpce

UV absorpce
(koneény 1 %) UV absorpce
0. D. pFi 280 nm 0. D. pii 257 nm 0. D. pfi 195 nm

Cistici stupeii

ETOH isopropyl- ETOH isopropyl- ETOH isopropyl-
alkohol alkohol alkohol
1. H20 roztok 0,480 0,442 0,456 0,341 0,740 0,643
2. H20 roztok 0,215 0,288 0,204 0,230 1,00 0,898
3. H20 roztok 0,215 0,155 0,191 0,182 1,76 1,82
4. H20 roztok 0,078 0,070 0,140 0,120 1,90 1,82
Tabulka IV

Dtikaz ¢iSténi — koncentrace proteintt a nukleovych kyselin ve srovnani s koncentraci

kyseliny hyaluronové

Cistici stupeit koncentrace hyaluronové
protein mg/ml nukleové kyselina kyselina
ug/ml mg/ml
ETOH 1isopropyl- ETOH isopropyl- ETOH isopropyl-
alkohol alkohol alkohol
1. H20 roztok 0,52 0,66 17,3 12,8 40 3,5
2. H20 roztok 0,32 0,44 7,6 8,5 5,4 4,9
3. H20 roztok 0,32 0,22 7,0 6,9 9,3 9,8
4. H20 roztok 0,08 0,10 5,0 4,3 10,2 9,8

(kone&ny roztok 1 %
v H20

Gelovd elektroforesa na desce byla pouZi-
ta pro dal3i analyzu rfiznych 1% prepara-
th hyaluronové kyseliny, uvedenych v tabul-
ce Il na obsah nukleovych Kkyselin. Tato
technika miZe odliSovat DNA od RNA. Byla
pouZita 0,8 % agarosa s nizkou wvnitfni os-
mosou obsahujici 2 gw/ml ethidiumbromidu
ve spojeni s kratkovinym UV zdfenim pro
rozliSeni nukleovych kyselin po elektrofore-
se. DNA s daleko vét8i molekulovou hmot-
nosti zlstdvd bhlizko startu, zatimco RNA
mizsruje s frontou pufru. Dvacetp&t mikro-
litrovych vzorkd se elektroforesuje 18 hodin
p¥i 90 voltech v Canalco, Slab Gel aparatu-
Fe. Vysledky ukazuji, Ze ve &tyfech prepa-
ratech podle predloZeného vynélezu nebo v

Ty
komerénim produktu HYARTIL nent
pfitomno detekovatelné mnoZstvi nukleo-
vych kyselin. Naopak produkt Hyalovet™
vykazuje signifikantni mnoZstvi nukleovych
kyselin ve formé& RNA.

Vysokotlakd kapalinovd chromatografie
byla pouZita pro analyzu molekulové hmot-
nosti riznych HA preparatii. Toto je novd a
pFesngjsi metoda neZ je viskosimetrie uve-
dend a pouZitd v patentu 4141 973. AZ do-
sud pouze jedna kolona (Waters Micro Bon-
dagel/E — High A) byla pouZita pro stano-
veni molekulové hmotnosti. Neni moZné
chromatografovat vodné standardy v poZa-
dovaném rozmezi molekulové hmotnosti
spolu s testovanymi vzorky, aby se tak sta-
novila pfesnd molekulovd hmotnost. AvSak
stanovili jsme relativni molekulové hmot-
nosti na podkladé retenénich dast latek e-

luovanych z kolony. Teoreticky timto postu-
pem se nejprve eluuji piky vyssi molekulo-
vé hmotnosti. Kolona mé retenéni &asy v
rozmezi 10 minut s minimalnim a maximaél-
nim rozsahem molekulové hmotnosti 15 000
a 7 000 000. Obrazky 1 aZ 4 ukazuji zdznamy
Zz vysokotlaké kapalinové chromatografie
preparatdt pfipravenych v prvnich &tyFech
fermentaCnich tancich. Analyza preprati

Hyaluron firmy Miles, HYARTIL ® fir-
my Pharmacia a Hyalovet™ firmy Trans Bu-
ssan jsou patrné na obréazcich 5 aZ 7. Byly
stanoveny retentni ¢asy pikd a jejich infle-
xi a z nich byla vypottena relativni mole-
kulovd hmotnost vztaZend na linedrni vzta-
hy mezi molekulovou hmotnosti standardd
(15000 aZ 7 000 000) a retenénim Gasem (O
aZz 10 minut). Tyto relativni molekulové
hmotnosti jsou uvedeny v tabulce V. Jak je
patrné z obrazkl 1 aZ 4 vysokotlaké kapa-
linové chromatografie, HA pripravend podle
pFedloZeného vynélezu se eluuje v podstaté
jako jeden témér symetricky pik s vysokou
molekulovou hmotnosti (primérna moleku-
lovd hmotnost vys5i neZ asi 2 milidny). Ob-
rdzky 1 aZ 4 dale ukazuji, Ze alespoii 98 %
obsahu HA je v rozsahu tohoto jednoho pi-
ku. Takovéato kontrolovana distribuce vyso-
ké molekulové hmotnosti neni u soudasnych
komerénich produktii, jak je patrné z obraz-
kli 5 aZ 7. Obrazek 5 (dosavadni stav tech-
niky # 1) ukazuje zdznam z vysokotlaké
kapalinové chromatografie produktu HA Hy-
aluron firmy Miles. Obrézek 6 ({dosavadni
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stav techniky # 2) ukazuje analyzu produk-
tu Hyalovet a obrdzek 7 (dosavadni stay
techniky # 3) ukazuje analyzu produkiu

HYARTIL %', Predpoklads se, Ze tato
pfesnd kontrola molekulové hmetnosti ko-

o
G

14

nzéného produktu miiZe byt zplischena jed-
roduchosti extrakéniho postupu vyZadujici-
ho minimdalng stupné& zpfliscbujici Stépeni,
jakoZ i nepfitomnosti hyaluronidasy, kterd
by degradovala HA s vysokou molekulovou
hmotnosti.

Tabulka V

Relativni molekulovd hmotnost kyseliny hyaluronové v rlizaych preparédtech

Vzorek

Rozsah
fermentor 1 2,2a8%39
fermentor 2 25 az 40
fermentor 3 1,7 az 2,8
fermentor 4 11 a% 3,9

Hyaluron 0.015 aZ 3,0
HYALOVET < 0.010 az 3,7

5 = 0,010 aZ 3,8
HYARTI[, A4

Iak bvlo uvedeno vyEe, relativni rozmezi
meickulové hmotnosti HA nalezené u bakte-
rialni HA je tzké s pFevahou {98 %) v roz-
salin kolem 1100000 neho 2220000 a
4 060 000. Pri pouZziii stejné metody produkt
Hyalovet obsahuje t#i odli¥né rozsahy mole-
kulové hmotnosti 2700000, 1700000 a
300 000. Konetne produkt HYARTIL
obsahuje rozsah molekulové hmotnosti od
< 10000 do 3700 600. Jak je patrné, produkt

TRy
HYARTIL MY obsahwje nejsirst
nych molekulovych hmotnaosti.

Z cfizuych vySe popsanych analvtickych
metod vyplyvd, Ze HA exlrahované z bakte-
rii jednodnchou metodou, je ¢ist8i neZ (¥l
obchodni produkty pfipravené bud z ko-
houtich hiebinkd nebo pupetnich $idr. Ty-
to produkty se pfFipravuji komplexnim po-
stupem, ktery poskytuje pouze vyiéZek
0,079 % HA. Naopak HA extrahovand ze
streptokok mitZe dosdhnout vytéZzky &%
50 % hmot/hmot.

Nabrrada tekutiny kloub

Kyseliny hyaluronova pripravend z bakte-
rii, jak je popsdna vySe, bvla testovdna na
resaktivitu v tibiotarsdlnich a radialkarpéal-
nichh klonbech koitfl. Pro méfeni reaktivity
preparatu kyseliny hyaluronové po itra-arti-
kuldrni injekci koiifim hyl vyvinut nésledu-
jici klinicky test s uvedenymi indexy.

Testovaci protokol byl ndsledujici:

1. Odbadnuti normélaiho pohybu kloubu,
kiery md byt injekéné oSetfen. Urceni in-
dexii kulhavosti od 0 do 5 podle nésledu-
jicich definic. '

Index kulhavosti:

== Zéddné kulhani

= slahé kulhani — mirné

pozorovatelné kulhan{ — mirné

== népadné kulhéani

= y@Zné kulhdni — nsochota k pohybu
nebo k nodeni bifemene

= noschopnost nést hfemeno. PFi padnuti

zvife neni schopno vstat.

N A Y=
i

(57}
3
i

2. Poddni sedativa koni ( napf.
i
Rompun = ],
3. Vyholeni chlupt kolem mista kloubu,
am ma byt aplikovédna injekce.
4. Stanoveni indexun otékani podle néasle-
dujicich definic.

Index otékdni:

0 = bez otoku

1 = nic nipadného — hmatatelnd kapalina

2 == mirng patrny otok — hmatatelnd ka-
palina

3 = patrny otok na vné&jSku kloubn

4 == vaZny otok v. misté injekce

5 = vaZny otok zahrnujici i mista kolem

kloubu

5. Krejéovskym metrem se zméFi obvod
klotibu bezprostfednd kolem osy iFetfho me-
tatarsdlniho (tibiotarsdlniho) kloubu nebo
bezprostiedné blizko k vypoukling vedlejsi
karpalni kosti {karpalni kloub).

Zmevri se plesny obvod kloubu v milime-
trech pred a po injekci. Vypoulitdva se roz-
dil mezi obvody kaZdy den po injekci. Jest-
liZe rozdil je vétsi neZ 1,0 cm, pak se pfes-
né meéreni pfidd k ostatnim hodnotdm in-
dexu a stanovi se klinicky index.
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6. Injekéni stfikackou 3 m! a injekéni jeh-
lou 20 aZ 22 ga. X 2,5 cm se pfed injekci
odebere kapalina kloubu (1,0 aZ 2,0 ml).

7. Injikuji se 2,0 ml 1 % prepardtu kyseli-
ny hyaluronové, u n8hoZ méa byt stanovena
reaktivita. Pro tuto injekci se pouZije 3,0
mililitru injekéni st¥ikacka se stejnou jehlou
(pouze se vymé&ni jehla), jaka byla pouZi-
ta pro odejmuti kapaliny kloubu. Tento po-
stup je provadén proto, aby se pokud moZ-
no sniZilo trauma kloubu.

8. Na injek€ui misto se aplikuje 1 aZ 3 mi-
nuty digitdlni tlak, aby se preventivné za-
brénilo zpétnému vytoku velmi viskézni ky-
seliny hyaluronové.

9. Pozorovani a mé&feni se proviadi 4 po so-
bé& nasledujici dny po injekci a pak sedmy
den.

10. Klinicky index (CIj se vypeditdvd nd-
sledujicim zpésobem:

Celkovy index kulhavosti (TLI) = soudet
indexit denni kulhavosti

Celkovy index otékdai (TSI) = soulet in-
dexft denni kulhavosti -}~ soutet méfeni ob-
vodu kloubu vEétsich neZ 1,0 cm

Z 4.0

Vyhodnocovani prepari

Preparat Cislo kloubu
mikrobiclogicky zdroj HA 14
filtrovany pies nitrocelulézu 13
mikrobiolo~icky zdroj HA 11
nefiltrovany 6
dosavadni stav techniky # 1,

gistény a filtrovany 10

Mikrobidlni zdroj HA uvedeny v tabulce
V byl ziskan z fermentorft 1 aZ 4 popsanych
vySe. Stoji za zminku, Ze tento materidl je
prijatelny pro injekce do kloubii po filiraci
p¥es nitrocelulézu, ale nepfijatelny pfed fil-
traci. Naopak materidl podle dosavadniho
stavu techniky = 7 (viz obr. 5), je na hra-
nici prijatelnosti i po filtraci pres nitroce-
lul6zu. Reaktivni proteinovy obsah je evi-
dentné p¥ilis vysoky a nelze jej odstranit
filtradnim stupném, pi¥i kterém se vaZe pro-
tein.

Stejny klinicky index CI je moZno pouZit
pro hodnoceni 1é¢eni onemocnélych kloubli
pomoci HA. PFi tomto testovacim systému se
klinické symptomy vyvolaji v kloubech in-
traartikuldrni injekci Gplné nebo netiplné
Freundovy pPisady. Tato ptfisada produkuje
nejprve akutni a pak chronicky pathologic-
ky stav kioubu charakterisovany extrémni
kulhavosti a otékanim, které se samostatné
nezlepsi b&hem dvou mésici.

Nékteré tyto studie Géinnosti byly prove-
deny s pokusnymi vzorky bakteridlni HA.

Pokusy byly provedeny tak, aby se hodno-
til G&inek odstranéni ¢asti kapaliny kloubu
z patologickych kloubfi vyvolanych piisa-

16
Cl = TLI - TSI

11. Provede se interpretace.

Samotné injekce zpfisobuji trauma s vy-
vojem otok{i a kulhdni. To bylo prokdzédno
Fadou hodnoceni kloubti, do kterych byl in-
jikovan fosfatovy pufr (PBS) a kloubdl, z
kterych byla pouze odebrana kapalina. Kli-
nicky index (Cl) vypofteny z téchto trau-
matizovanych kloubfi se pohyboval u zméfe-
nych 56 kloubl mezi 0 aZ 18,7. Av3ak prii-
mérné hodnoty CI u t¥i separdtnich studii
traumatizovanych kloubd ukézaly, Ze indivi-
dudlni variace byly 0,7; 5,3 a 3,4. Pfedpo-
klada se tedy, Ze se mohou ofekdvat pri-
mé&rué hodnoty CI 6,0 nebc méné& u alespoil
z 10 kloubd. 6,0 nebo mén& priznali jako
prijatelnou pro vyhodnocovdani testu reakti-
vity prepardtd HA pomoci kloubli koni. Ja-
kykoli predukt, u néhoZ primérnd hodnota
CI u 10 kloub#l byla v&i3i neZ 6,0, byl ozna-
Cen jako nepfijatelny. PouZitim téchto kri-
térii bylvy testovany vefkeré HA prepardty.
Vysledky jsou shrnuté v tabulce VI.

Tabulka VI

th hyaluronové kyseliny testem reaktivity kloubd u konf.

Primérny CI Prijatelnost
pfipravku
4.6 pfijatelny
55 ptijatelny

16,4 nepfFijatelny

17,4 nepiijatelny

6,2 neprijatelny

dou a néhradoun této kapaliny bakteridlni
HA. Tyto pokusy byly provedeny jak u klou-
bt s akutnim stavem (injekce HA b&hem tii
dnft po Freundowv& injekci} a s klouby s
chronickym stavem (HA bylo injikovdno 12
aZz 34 dull po Freundové injekci). Hodnoce-
ni klinického indexu se podind dnem po in-
jekci prisady a pokraluje ¢ty¥i dni po in-
jekci HA, nadeZ se provadi tydenni pozoro-
vani po t¥i tgdny. Obrdzky 8 a 9 ukazuji vy-
sledky béhem 30denni periody.

Obrazek 8 representuje akutni situaci.
Nulty den se odeféte, upravi na hodnotu 7
relativni 8kéaly indexii tak, ¥e srovnéni je
lépe patrné. Nulty den representuje t¥eti
den po injekci Freundova ¢inidla s kloubem
v akutnim stavu. Obrdzek 8 pak ukazuje
zmény v klinickém indexu pro prvych 30
dnlt po injekci HA z fermentord 1 a 2 a do-
savadniho stavu techniky # 1 po dalSim
¢iSténi. Tyto vysledky se srovnévaji s ob-
dobnym kloubem s injikovatelnou p¥isadou,
ktery vSak nebyl 1éen (kontrola). Je patr-
né, 7e u kontrolnich koni se stav kontinudl-
né zhorsuje i &tvrty den po Freundové in-
jekci, dfive neZ se ukéZe urdité zlepSeni sa-
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mo o sobé. AvSak toto zlepSeni nedosdhne
vychozi hladiny tfetiho dne a od &tvrtého
dne z(istdva stejné. Toto je typicky obraz
pro prechod do chronické patologie. Signi-
fikantni zlepSeni akutnich symptont bylo
pozorovéno po injekci HA.

Chronickéa situace je znézornéna na obr.
9. Kong, kterym byla injikovana Freundova
Gplnd nebo nedplnd piisada 12 aZ 34 dntfl
pfed 1é¢enim HA, mohou slovZit jako vlast-
ni kontroly, nebot tito koné& byli v stabiliso-
vaném stavu alespon sedm dni pfed nultnym
dnem. Kontrolni linie representuje tyto hla-
diny kontrolniho indexu. Znovu okamZité
klinické zlepSeni je patrné po léCeni HA.
Delsi pozorovaci terminy t&chto kol uka-
zuji, Ze zlepSeni vede k ustdleni plitvodniho
stavu. Ocekdva se tedy, Ze je nutné vice
neZ jedno 1éfeni.

PFi studiu se vyskytl jeden kiiii s onemoc-
nénim kloubu s nespecifickym stavem. Jak
je patrné z obr. 10, do kloubu byly apliko-
vany dvé injekce bakteridlni HA b&hem 30
dnfi. V tomto p¥ipadé nultému dni byla p¥i-
Fazena hodnota 10, aby byla patrnd tplné
1é¢ebné odpovéd. OkamZité zlepSeni bylo pa-

18

trné jak po prvé, tak po druhé injekci HA.
ZlepSeni po prvé injekci bylo nésledovéano
ndvratem k patologickému stavu, indikova-
ném pouze ctokem. Po druhé injekci HA byl
otok odstrangn a nevratil se b8hem tFi mé-
sicli po 1é&eni.

Z dat uvedenych vy3e je patrné, Ze ultra-
¢istd bakteridlni HA je nereaktivni u koii-
skych kloubll a je ti¢inna p¥i odstraifiovani
kulhédni a/nebo otékdni onemocnélych klou-
bfi. Vzhledem k tomu, Ze preparéat bakteriil-
ni HA popsany vySe je Cist$1 neZ kterykoli
komeréné dostupny produkt, v€éetnd téch po-
uZitelnych pfi oftalmologickych 1éCenich,
je vysoce pravdépodobné, Ze tyto HA prepa-
raty se mohou téZ pouZit pro ndhradu o&ni-
ho moku b&hem of€ni chirurgie. Je schopny
nahradit jakékoli jiné pouZiti HA z kohou-
tich hrebink@i nebo pupednich 3iidr.

Podle vy3e uvedenych piikladi se da
prfedpoklddat, Ze odbornik miZe nalézt fa-
du variaci pri obmé&né& metod podle predlo-
Zeného vynalezu. VySe uvedené piiklady
jsou formulovany pouze pro objasnéni vy-
nédlezu a rozsah vynélezu je omezen pouze
nésledujicimi body predmétu vynélezu.

PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob pfipravy hyaluronové kyseliny
vyznatujici se tim, Ze se

a) kultivuje organismus produkujici ky-
selinu hyaluronovou vybrany ze skupiny za-
hrnujici hemolytické streptokoky skupiny A
a skupiny C, s vyhodou Streptococcus equi,
ve standardnim kapalném médiu pro kulti-
vaci organismd rodu Streptomyces za aerob-
nich podminek pfi teploté od 30 do 40 °C,

b) ze Zivného média se extrahuje kyseli-
na hyaluronovd a

c] filtraci pfes filtr, ktery vaZe proteiny,
se odstrani proteiny.

2. Zplisob podle bodu 1, vyznacujici se
tim, Ze extrakéni stupeil b) je nésledovan
Cisticim postupem =zahrnujicim opakované
srdZeni alkoholem a rozpouSténi ve vodé a
nésledujici filtraci pfes nitroceluldzu aZ ob-
sah proteindt v preparatu je mensi neZ 1,25
mg/ml a koncentrace nukleové kyseliny je
mensi neZ 45 uz/ml.

4 listy vykresh
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