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Spésob Cistenia kyseliny hyalurénovej s vysokou moleku-
lovou hmotnostou nie mengou ako 0,5 x 10° Daltonov po-
chadzajucej z biologického zdroja, ktory zahfila stupefi
tipravy pH vodného roztoku obsahujuceho kyselinu hyalu-
ronovii s vysokou molekulovou hmotnostou pochadzajicu
z biologického zdroja na hodnotu v rozmedzi od 1,7 do 3,3,
stupeti diafiltracie uvedeného vodného roztoku pri uvedenej
hodnote pH cez filter s velkostou pérov v rozmedzi od li-
mitu separacie nomindlnej molekulovej hmotnosti 100 000
Daltonov do 0,45 um a stupei odstranenia buniek z vodné-
ho roztoku obsahujiceho kyselinu hyalurénovii s vysokou
molekulovou hmotnostou pochadzajicu z biologického
zdroja.
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Oblast’ techniky

Vynélez sa tyka spdsobu ¢istenia kyseliny hyalurénovej s vysokou molekulovou hmotnost'ou alebo jej so-
1i.

Doterajsi stav techniky

Kyselina hyalurénova je mukopolysacharid biologického pévodu, v prirode dost’ rozsireny. Je napriklad
zname, Ze kyselina hyalurénova je obsiahnuta v ZivociSnych tkanivach ako v pupocnej Snire, synovialnej te-
kutine, v sklovei, v kohitom hrebeni a rdznych spojovacich tkanivach ako v kozi a v chrupavke.

Chemicky patri kyselina hyaluronova medzi glykézaminoglykany a obsahuje striedajice sa a opakujiice
sa jednotky D-glukurénovej kyseliny a N-acetyl-D-glukézaminu tvoriacich linedrny retazec s molekulovou
hmotnostou az do 13 x 10° Daltonov.

Vyraz ,kyselina hyalurénova s vysokou molekulovou hmotnostou® pouZivany v prihliske tohto vynalezu
znamené kyselinu hyalurénovi s molekulovou hmotnost'ou, ktorej hodnota nie je mensia ako asi 0,5 x 109
Daltonov.

Vyraz ,kyselina hyaluronova® uvadzany v opise vynalezu aj v patentovych narokoch méze znamenat bez
rozli$ovania tak kyselinu hyalurénovii vo svojej kyslej forme, ako aj znamenat’ jej sol’, napriklad natrium-
hyaluronat, kalium-hyaluronat, magnézium-hyaluronat, kalcium-hyaluronat alebo d'alSic.

Kyselina hyalurénova s vysokou molekulovou hmotnostou je viskézna a je schopna si zachovavat’ gélo-
vity stav, ma lubrika¢né u¢inky a zabraiiuje invazii baktérii a zadrzuje vodu.

Vd'aka tymto vlastnostiam kyselina hyalurénova umoziiuje zachovavat’ tonicitu a elasticitu koZe.

V literatiire existujui obsiahle udaje o farmaceutickom pouZiti kyseliny hyalurénovej alebo jej soli.

Pretoze kyselina hyalurénova je neimunogénna zluc¢enina a ma viskozno-elastické a hydrofilné vlastnosti,
pouziva sa uz niekol'ko rokov ako nihrada sklovca alebo kibového mazu, alebo ako nosné médium v oénej
chirurgii, ako je opisané napriklad v US-A-4 141 973, Balasz.

V kibovych mazoch pésobi roztok kyseliny hyalurénovej ako klzny prostriedok poskytujici bunkam
ochranné prostredie, a preto sa pouziva na lie¢bu zépalu kolennych kibov.

V EP-A-0 781 547, Chemedica S. A, je opisany oftalmicky pripravok obsahujiici natrium-hyaluronat na
pouZitie v o¢nej chirurgii.

V EP-A-0 719 559, Chemedica S. A. st opisané viskézne roztoky natrium-hyaluronatu vhodné ako mas-
kovacie tekutiny pri terapeutickej fotokeratektomii pomocou ,,excimer-lasera“.

V EP-A-0 875 248, Chemedica S. A. je opisané pouzitie kyseliny hyalurénovej alebo niektorej z jej far-
maceuticky prijatelnych soli na pripravu vodnych roztokov vhodnych ako tekutiny na intraartikuldrne vypla-
chy.

V EP-A-0 698 388, Chemedica S. A. je opisany oftalmicky pripravok shiZiaci ako néhrada slz, ktory ob-
sahuje hyaluronat ako prostriedok na zvy3enie viskozity.

Vdaka vysokej hydrofilnosti je mozné kyselinu hyalurénovii pouZit' tieZ v kozmetickych produktoch ako
v pletovych vodach a krémoch.

Na farmaceutické pouzitie kyseliny hyalurénovej alebo jej soli sa vyZaduje, aby uvedené zloZky boli vo
vysoko Cistej forme.

Kyselinu hyalurénovi mozno extrahovat a ziskat’ preistenim napriklad z pupo¢nej $niry, z kohutich hre-
bienkov alebo zo streptokokov skupiny A a C, ako je opisané napriklad v US-A-4 141 973, Balasz a v
US-A-5 559 104, Romeo a kol.

Pripravu kyseliny hyaluronovej s pouZitim streptokokov po prvykrat opisali Forres a kol., v roku 1937
(J. Biol. Chem., 118,61 (1937)) a neskér bolo preukdzané, Ze kyselina hyalurénové ziskand zo zvieracich
zdrojov je totoZna s kyselinou hyalurénovou ziskanou z mikrobiologickych zdrojov.

Spésoby pripravy kyseliny hyalurénovej z mikrobiologickych zdrojov st zalozené na vlastnostiach strep-
tokokov, Ze ich bunkova stena obsahuje ako hlavnt zloZku kyselinu hyalurénovi.

Uvedené mikroorganizmy sii schopné transformovat’ glukézu obsiahnutt v ich Zivotnom prostredi na D-
-glukurénovu kyselinu a N-acetyl-G-glukézamin a ako sekunddrny metabolit produkovat’ kyselinu hyaluré-
novi na tvorbu svojej ochrannej steny.

Biosyntéza kyseliny hyalurénovej je opisana napriklad v US-A-4 897 349, Swann a kol.

Na ziskavanie kyseliny hyalurénove;j alebo jej sodnej soli z mikrobiologickych zdrojov vo farmaceutickej
Cistote je znamych viac sposobov.

Napriklad v US-A-4 780 414, Nimrod a kol., US-A-4 517 295, Bracke akol. a v US-A-5 563 051, Ellwo-
od a kol., si uvedené spdsoby ziskavania kyseliny hyalurénovej kontinudlnou fermenticiou baktérii rodu
Streptococcus s nadviznym pre€istenim aZ na farmaceuticku Cistotu.
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Predsa len vo vietkych uvedenych procesoch spdsoby Cistenia kyseliny hyalurénovej zahrnuji vyzraZanie
kyseliny hyalurénovej z mikrobiologického prostredia s pouzitim vel'kého mnozstva organickych rozpusta-
diel, ako je etanol, acetén, izopropanol atd’.

Su tieZ zname niektoré sposoby Cistenia kyseliny hyalurénovej z mikrobiologickych zdrojov s pouZitim
kvartérnych améniovych soli (US-A-4 517 293, Bracke a kol.) alebo s pouZitim aniénovych alebo kationo-
vych povrchovo aktivnych prostriedkov (US-A-5 316 926, Brown a kol.)

Opisané sposoby st v celosti zloZité, So vedie k vysokej cene produktov.

St tiez zname spdsoby ¢istenia, kde roztok kyseliny hyalurénovej sa spracuje diafiltrdciou s pouZitim fil-
tra s nominalnou hodnotou separacie molekulovej hmotnosti 10 000, 20 000 alebo 30 000 Daltonov, opisané
napriklad v US-A-5 563 051, Ellwood a kol., a v US-A-4 517 295, Bracke a kol.

Vzhl'adom na nizku hodnotu separaéného limitu molekulovej hmotnosti mozno skdr uvedené diafiltratné
spbsoby pouzit' iba na odstranenie velmi malych molekiil a diafiltrovany roztok obsahujuci kyselinu hyalu-
rénova mus{ byt d’alej spracovany spdsobmi zahrnujucimi rézne spdsoby zraZania, o vedie k tomu, Ze uve-
dené spdsoby zostavaju i nad’alej zloZité.

Cielom predloZeného vynalezu je poskytnit' sposob ziskavania kyseliny hyalurénovej alebo jej soli vy-
sokej molekulovej hmotnosti majiicej farmaceuticky prijatelnd &istotu z biologickych zdrojov, obzvlast z
mikrobiologickych zdrojov vo vysokom vytazku, pri pomerne nizkych nikladoch a vyhodne bez pouZitia or-
ganickych rozpustadiel alebo bez pridania d’alsich prostriedkov.

Podstata vynalezu

Uvedeny ciel sa d4 podl'a vynalezu docielit’ spésobom Cistenia kyseliny hyaluronovej s vysokou moleku-
lovou hmotnostou z biologického zdroja charakterizovaného tym, Ze zahfiia nasledujiice stupne:

a) tprava pH vodného roztoku obsahujiiceho kyselinu hyalurénovi s vysokou molekulovou hmotnostou
pochadzajiicou z biologického zdroja na pH v rozmedzi 1,7 aZ 3,3 s nadviznou diafiltraciou uvedeného roz-
toku pri rovnakej hodnote pH s pouZitim filtra s velkostou pérov s nominalnym separaénym limitom mole-
kulovej hmotnosti od 100 000 Daltonov do 0,45 pm,

b) odstranenie buniek z vodného roztoku obsahujiceho kyselinu hyalurénovi s vysokou molekulovou
hmotnostou pochadzajiicou z biologického zdroja, kde uvedeny stupeti sa vykond pred stupsiom (a) alebo po
stupni (a);

¢) sterilizacia.

Uvedenym sposobom, zahrnujicim stupeti diafiltrécie pri pH v rozmedzi od 1,7 do 3,3 a stupeii odstrane-
nia buniek, sa tak da vyhodne pre¢istit’ kyselina hyalurénova s vysokou molekulovou hmotnostou z biolo-
gického zdroja a najmi z mikrobiologického zdroja a ziskat' tak kyselina hyalurénova s vysokou molekulo-
vou hmotnost'ou alebo jej sol’ vo farmaceuticky prijatelnej Cistote a s vysokym vytazkom.

V stupni (a) spdsobu podl'a vynalezu sa kyselina hyalurénova spracuje diafiltraciou s pouZitim filtra no-
minalneho limitu separécie molekulovej hmotnosti alebo velkosti pérov umoziiujiiceho recirkulaciu kyseliny
hyalurénovej a priechod vetkych ostatnych zloZiek obsiahnutych v roztoku alebo v Zivnej pode filtrom.

Sposob podla vynalezu mozno vykonat' s pouZitim akéhokol'vek biologického zdroja kyseliny hyaluré-
novej.

Spésobom podl'a vynalezu mozno kyselinu hyalurénovii vo farmaceuticky prijatelnej Cistote vyhodne pri-
pravit bez sprievodnych stopovych mnoZstiev organickych rozpistadiel alebo d'alSich pridavanych zlozZiek,
pretoZe spdsob Cistenia podla vynilezu nezahfiia zraZanie organickymi rozpustadlami alebo d'alSimi pro-
striedkami, ale kyselina hyalurénova zostdva v celom pricbehu uvedeného spdsobu v roztoku.

Dalsie ciele, vlastnosti a vyhody vynalezu budi zrejmé z nasledujiiceho podrobného opisu.

Sposobom podl'a vynalezu je mozné predistit’ kyselinu hyalurénovii z akéhokol'vek biologick¢ho zdroja
aZ na farmaceuticky prijatelnu Cistotu.

Napriklad vodny roztok kyseliny hyalurénovej obsahujici kyselinu hyalurénovi s velkou molekulovou
hmotnostou uréeny na prvotné spracovanie bud’ v stupni (a) podla vynalezu, alebo v stupni (b) podl'a vyna-
lezu mé¥e byt vodny roztok obsahujiici kyselinu hyalurénovii ziskany extrakciou pupocnej $niry, kohitich
hrebienkov alebo inych zdrojov.

Predsa len vo vyhodnom vyhotoveni podla vyndlezu je vodny roztok kyseliny hyalurénovej z mikrobio-
logického zdroja obsahujici kyselinu hyalurénovii s vysokou molekulovou hmotnostou uréeny najprv na
spracovanie bud’ v stupni (a) podl'a vynélezu, alebo v stupni (b) podl'a vynalezu vodnej Zivnej pddy, ktora
obsahuje kyselinu hyalurénovi z mikrobiologického zdroja.

Mikrobiologicky zdroj je vyhodny mikroorganizmus rodu Streptococcus produkujici kyselinu hyalur6-
novii s vysokou molekulovou hmotnostou a ete vyhodnejsie sa mikrobiologicky zdroj zvoli zo skupiny za-
hrnujticej Streptococcus zooepidemicus, Streptococcus equi a Streptococcus pyogenes.
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Vodné Zivné pody obsahujice kyselinu hyaluronovii s vysokou molekulovou hmotnost'ou moZno pripra-
vit' ktorymikol'vek sposobmi v odbore dobre znimymi, zahrnujicimi fermentaciu kultiry Streptococcus vo
vhodnom vodnom médiu a za vhodnych podmienok za tvorby kyseliny hyaluronovej s vysokou molekulovou
hmotnostou. Uvedené spdsoby st opisané napriklad v US-A-4 780 414, Nimrod a kol.,, US-A-5 563 051
Ellwood a kol. alebo v US-A-5 316 916, Brown a kol.

Spbsob pripravy vodne) zivnej pddy obsahujice) kyselinu hyaluronovi s vysokou molekulovou hmotnos-
tou sa podla vynalezu d4 vykonat’ napriklad nasledovne:

Na konci obvykle pouZivaného fermentaéného spdsobu sa vodna Zivna pdda s pH asi 7,4 obsahujuca ky-
selinu hyalurénovi prevedie do nadrZe so systémom na automatickt regulaciu teploty.

Teplota sa potom udrZuje na hodnote v rozmedzi od 15 °C do 25 °C, vyhodne na 20 °C.

Vodny roztok kyseliny hyalurénove;j alebo Zivna poda obsahujuca kyselinu hyalurénovi sa potom spracu-
je spdsobom Cistenia podl'a vynalezu,

Odstranenie vetkych proteinov a d'algich rozpustnych zloziek obsiahnutych vo vodnom roztoku sa potom
vykona v stupni (a) diafiltrdciou roztoku ziskaného z biologického zdroja s pH v rozmedzi od 1,7 do 3,3 s
pouZitim filtra s velkostou pérov v rozmedzi od separaéného limitu nomindlnej molekulovej hmotnosti
100 000 Daltonov do 0,45 pm.

Predpoklads sa, Ze ked' sa pH roztoku kyseliny hyalurénovej upravi na hodnotu v rozmedzi od 1,7 do 3,3,
ddjde k vzniku uritého typu zasietovania, kde molekuly kyseliny hyalurénovej vytvoria siet, ktora sa za
podmienok inych hodnét pH rozpadne.

V rozmedzi hodn6t pH od 1,7 do 3,3 tato siet’ neprechadza filtrom s velkost'ou pérov v rozmedzi od sepa-
ra¢ného limitu nominélnej molekulovej hmotnosti 100 000 Daltonov do 0,45 pm, zatial ¢o ostatné zlozky
prechadzaju filtrom, o umoZiiuje separéciu kyseliny hyalurénovej od vSetkych rozpustenych zloZiek obsiah-
nutych v roztoku.

V stupni (a) sa pH vodného roztoku vyhodne upravi na hodnotu v rozmedzi od 2,0 do 2,7 a potom sa vy-
kona diafiltracia pri uvedenej hodnote pH.

Este vyhodnejsie sa v stupni (a) pH vodného roztoku upravi na hodnotu v rozmedzi od 2,3 do 2,7 a potom
sa vykona diafiltracia pri uvedenej hodnote pH.

V stupni (a) sa pH vyhodne upravi vodnym roztokom HCI.

V prvom vyhodnom prevedeni podl'a vynéalezu sa stupeii (b) zahrmujici odstranenie buniek vykona az po
stupni (a) zahrnujicom diafiltraciu, kde pH vodného roztoku alebo Zivnej pody obsahujicej kyselinu hyalu-
rénovu z biologického zdroja sa najprv upravi na hodnotu v rozmedzi od 1,7 do 3,3, vyhodne na hodnotu v
rozmedzi od 2,5 do 2,6, vyhodne vodnym roztokom kyseliny chlorovodikove;.

Pri uvedenych hodnotach pH sa vodny roztok alebo Zivna poda obsahujica kyselinu hyalurénovi preve-
die na viskézne-elasticky vodny roztok alebo Zivnu pddu obsahujicu kyselinu hyalurénovi s vysokou mole-
kulovou hmotnost'ou v zasietovanom stave.

Takto pripraveny vodny roztok alebo Zivni pdda obsahujtica kyselinu hyalurénovii s vysokou molekulo-
vou hmotnost'ou sa potom podrobi diafiltrécii, vyhodne diafiltracii s prie¢nym tokom za udrzovania hodnoty
pH na konstantnej hodnote pocas celého diafiltraéného stupiia.

Zv1ast vyhodné je, ked filter pouZity v stupni (a) rafinaného spdsobu podl'a prvého vyhodného prevede-
nia vynélezu ma velkost’ pérov 0,2 um.

V uvedenom stupni (a) zahrnujicom diafiltréciu sa viskzne-elasticky vodny roztok alebo Zivna pdda ob-
sahujiica kyselinu hyalurénovii s vysokou molekulovou hmotnostou ¢erpa do filtracnej komory s prieCnym
tokom s vhodnym poctom filtraénych vloZiek s velkostou pérov v rozmedzi od separaéného limitu nominal-
nej molekulovej hmotnosti 100 000 Daltonov do 0,45 pm vyhodne s velkostou pérov 0,2 um za privodu apy-
rogénnej destilovanej vody do zasobnika obsahujiiceho viskdzne-clasticky roztok obsahujuci kyselinu hyalu-
rénovi s vysokou molekulovou hmotnost'ou rovnakou rychlostou ako sa odvadza filtrat, aby bol zachovany
konStantny objem.

V stupni (a) rafinaéného procesu podla prvého vyhodného prevedenia vynalezu sa viskozne-elasticky
roztok alebo Zivna pdda obsahuyica kyselinu hyaluronovu s vysokou molekulovou hmotnostou vyhodne dia-
filtruje tak dlho, pokial odstrafiovany filtrat nemé absorbanciu (opticku hustotu, OD) pri vinovej dizke 280
nm rovnaki alebo niZsiu ako 0,02. V tomto pripade by absorbancia filtratu pri uvedenej vinovej dizke mala
byt sledovana pocas celého diafiltracného procesu.

Podla uvedeného prvého vyhodného prevedenia vynalezu, po stupni (a), zahmujicom diafiltraciu, nasle-
duje stupeii (b), zahrnujuici odstranenie buniek, vyhodne stupeti (b), ktory zahrnuje odstred'ovanie na odstra-
nenie vietkych buniek alebo proteinov obsiahnutych v diafiltrovanom roztoku alebo Zivnej pode.

V pripade mikrobiologického zdroja méZe stupeii odstred'ovania zahritat’ napriklad upravu pH diafiltro-
vanej Zivnej pody na pH na rozmedzi od 3,5 do 5,0, vyhodne na 4,0 a potom odstredenie diafiltrovanej vod-
nej Zivnej pody za ziskania supernatantu obsahujiiceho kyselinu hyalurénovi s vysokou molekulovou hmot-
nost'ou.
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Vyhodne sa hodnota pH diafiltrovanej Zivnej pddy upravi vodnym roztokom NaOH. Predsa len je mozné
pouZit’ aj iné alkalické roztoky.

Podra uvedeného prvého vyhodného prevedenia po stupni (b) zahrnujucom odstranenie buniek sa vykona
sterilizaény stupeni (c).

Podra druhého vyhodného prevedenia sposobu podl'a vynélezu sa stupeti (b) zahrnujici odstrénenie bu-
niek vykona pred stupiiom diafiltracie (a).

V druhom vyhodnom prevedeni sa stupeti (b) odstranenie buniek vyhodne vykona v diafiltratnom stupni
s prienym tokom.

V diafiltranom stupni odstrafiovania buniek (b) sa pH vodného roztoku kyseliny hyalurénovej alebo Ziv-
nej pody ziskanej z biologického zdroja najprv upravi na ph 3,5 vyhodne vodnym roztokom HCI, a potom sa
ziskany vodny roztok alebo Zivna poda diafiltruje pri uvedenom pH s pouZitim filtra s velkostou 0,2 ym.

V diafiltraénom stupni (b) odstrafiovania buniek sa vodny roztok alebo Zivnd poda obsahujiica kyselinu
hyalurénovi s vysokou molekulovou hmotnostou ¢erpa do filtratnej komory s prie¢nym tokom, ktord ma
vhodny poéet filtraénych vioZiek s velkostou pérov 0,2 ym za privodu sterilnej apyrogénne;j destilovanej vo-
dy do zasobnika obsahujiceho vodny roztok obsahujuci kyselinu hyalurénovi s vysokou molekulovou
hmotnostou, rovnakou rychlost'ou akou sa odvadza filtrat, aby bol zachovany konStantny objem.

Pri uvedencj hodnote pH umoZiiuje filter s velkostou pérov 0,2 um recirkulaciu buniek a prechod kyseli-
ny hyalurénovej filtrom.

V stupni (b) rafinadného spdsobu podla druhého vyhodného prevedenia sa vodny roztok obsahujici kyse-
linu hyalurénovii vyhodne s vysokou molekulovou hmotnostou diafiltruje aZ do dosiahnutia pridavku 10 ek-
vivalentnych objemov apyrogénnej destilovanej vody.

V stupni (a) uvedeného druhého vyhodného prevedenia sa pH vodného roztoku kyseliny hyalurénovej v
podstate bez buniek ziskanej v stupni (b) najprv upravi na 1,7 az 3,3, vyhodne na 2,4, vyhodne pomocou
vodného roztoku HCI.

Pri uvedenej hodnote pH sa vodny roztok kyseliny hyalurénovej prevedie na velmi viskézne-elasticky
roztok obsahujtici kyselinu hyalurénovi v zasietenom usporiadani.

Takto ziskany vodny roztok obsahujiici kyselinu hyalurénovu s vysokou molekulovou hmotnost'on sa po-
tom diafiltruje, vyhodne v procese s prieSnym tokom, priom hodnota pH sa udrZuje na konstantne vyssie
uvedenej hodnote podas celého priebehu diafiltracie.

V stupni (a) uvedeného rafinaéného spdsobu podla vynalezu podl'a druhého vyhodného prevedenia sa
pouzije filter so separaénym limitom nominalnej molekulovej hmotnosti 300 000 Daltonov.

V uvedenom diafiltradnom stupni (a) sa viskézne-elasticky vodny roztok obsahujuci kyselinu hyaluréno-
vii s vysokou molekulovou hmotnostou Gerpa do filtracnej komory s vhodnym po¢tom filtraénych vloZiek s
velkostou porov v rozmedzi od separacného limitu nominélnej molekulovej hmotnosti 100 000 Daltonov do
0,45 pm, vyhodne s nominalnym separa¢nym limitom molekulovej hmotnosti 300 000 Daltonov, za zahuste-
nia a privodu apyrogénne;j sterilnej destilovanej vody do zasobnika obsahujiiceho viskézne-elasticky roztok
obsahujuci kyselinu hyalurénovua s vysokou molekulovou hmotnost'ou rovnakou rychlostou ako sa odvadza
filtrat, aby bol zachovany konstantny objem.

V stupni () rafinaéného spdsobu podl'a druhého vyhodného prevedenia vynalezu sa viskézne-elasticky
vodny roztok obsahujuci kyselinu hyalurénovii s vysokou molekulovou hmotnostou vyhodne diafiltruje az
do dosiahnutia pridavku 15 ekvivalentnych objemov apyrogénnej sterilnej destilovanej vody. Filtrdt sa potom
odstrani.

Pri pouziti druhého vyhodného prevedenia vynilezu je vyhodng, Ze je vynechané odstred’ovanie.

Podra uvedeného druhého prevedenia za stupiiom (a) zahrnujucom diafiltraciu nasleduje stupesi (c) zahr-
nujuci sterilizaciu.

Sterilizaény stupefi v spdsobe podla vynalezu sa vyhodne vykona filtra¢nou sterilizaciou.

Podr'a vynilezu je moZné filtraénu sterilizdciu vykonat’ jej Standardnym sposobom.

Podl'a uvedeného prvého prevedenia sa stupeti sterilizacie filtraciou vykona upravou pH supernatantu zis-
kaného v stupni (b) odstredenim na hodnotu 7,0 a nasledujicou filtraciou supernatantu cez filter s vel’kost'ou
porov 0,2 um.

Podl'a uvedeného druhého prevedenia sa stupen sterilizacie filtraciou vykona tpravou pH diafiltrovaného
roztoku obsahujuceho kyselinu hyalurénovu ziskaného v stupni (a) na hodnotu 7,0 a naslednou filtraciou su-
pernatantu cez filter s velkostou porov 0,2 pm.

V uvedenych dvoch vyhodnych prevedeniach sa pH vyhodne upravi pomocou vodného roztoku NaOH. Je
moZné pouzit aj iné vodné alkalické roztoky.

Potom je mozZné sterilny roztok zahustit' s pouZitim filtra so separacnym limitom nominalnej molekulovej
hmotnosti 5 000 aZ 10 000 Daltonov.

Po zahusteni je mozné sterilizovany roztok vysusit vymrazenim, priCom sa ziska kyselina hyalurénova
alebo jej soli vo forme suchého prasku.
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Kyselina hyaluronova alebo jej sol' pripravena spésobom ¢istenia podl'a vynalezu ma farmaceuticky prija-
telni &istotu a jej vytaZzok v uvedenom procese je asi 70 - 90 % hmotnostnych vzhladom na obsah kyseliny
hyalurénovej v roztoku suroviny.

Kyselina hyalurénova alebo jej sol, pripravena spdsobom cistenia podla vynalezu, je pozoruhodna nepri-
tomnost'ou pyrogénnych zloZiek a tym, Ze nem4 zapalové ucinky.

Kyselina hyalurénova alebo jej sof, pripravena spdsobom Eistenia podia vynalezu, obsahuje od 90 % do
95 % hmotnostnych kyseliny hyalurénovej obsahujucej D-glukurénovi kyselinu a N-acetyl-D-glukdézamin v
pomere 1 : 1, od asi 3 % do 5 % hmotnostnych vody, menej ako 0,2 % hmotnostnych proteinov, menej ako
0,3 % hmotnostnych nukleovych kyselin a menej ako 0,3 % hmotnostnych neutralneho cukru.

Sposob podla vyndlezu je vel'mi jednoduchy a je vel'mi vyhodny z ekonomického a z ekologického hi'a-
diska, pretoZe nezahfiia pouZitie inych prostriedkov ako HCl alebo NaOH.

Pri pouziti spdsobu Cistenia podl'a vynalezu ziskand kyselina hyalurénova alebo jej sol’ neobsahuje Ziadne
stopy organickych rozpustadiel.

Nasledujice priklady prevedenia spdsobu pripravy kyseliny hyalurénovej s vysokou molekulovou hmot-
nostou alebo jej soli s farmaceuticky prijatelnou ¢istotou podla vynalezu st uvedené len na znazornenie vy-
nalezu a Ziadnym spésobom neobmedzuji rozsah vynalezu.

Priklady uskuto¢nenia vynalezu

Priprava vodnej Zivnej pody obsahujicej kyselinu hyalurénovu s vysokou molekulovou hmotnost'ou z

mikrobiologického zdroja.
Bunky Streptococcus equi sa kultivuju pri teplote 37 °C vo vhodnom médiu nasledujiceho zlozenia:
BIUKOZA. ..ot 60 g,

Soytone .........coveee. 15 g,
extrakt z kvasnic 5g,
dihydrogenfosforecnan draselny 25g,
siran hore¢naty heptahydrat.........cccccovermnrcevnvcreiniiin, 1,2 g,
precistend apyrogénna voda..........c.coeveerernririnenn i 1 000 ml

Desat’ litrov média sa vysterilizuje a inokuluje s 1 - 2 % kultiry Streptococcus equi s optickou hustotou
(OD) asi 7 stanovenej pri vinovej dizke 650 nm.

Pocas fermentacie sa pH vodnej Zivnej pddy automaticky udrZuje na hodnote 7,4 (pridavky NaOH 5
mol/l). Vykonédva sa vzduchovanie v davke 1 objemu vzduchu na jeden objem média za minutu, a pocas celej
fermentécie sa Zivnd poda premie$ava rychlostou 250 ot./min.

Za 20 hodin sa Zivna poda upokoji a prevedie sa do vhodnej nadrZe majiicej objemovi kapacitu 50 litrov.

Spdsob Cistenia podla prvého vyhodného prevedenia vynalezu

Hodnota pH Zivnej pody pripravenej opisanym sposobom sa za kontinualneho miesania upravi na 2,5
pomocou HCI (6 mol/l) a ziska sa tak vel'mi viskozna vodna Zivna pdda, ktord ma vzhl'ad hustej kvapkovitej
tekutiny.

Tato vodna Zivna pdda sa potom &erpa do filtraénej komory s prieSnym tokom, ktora ma tri filtraéné
vlozky 0,2 pm umiestnené na sebe. PouZiju sa filtracné vlozky SARTOCON cassette, Mod. No. 302 186 07
06 W-SG vyrabané firmou SARTORIUS s vel'kostou pérov 0,2 pm.

Na pociatku zavedenia vodne;j Zivnej pody do filtra¢ného systému sa ventil na odvod filtratu uzavrie, aby
vodna Zivna p6da mohla niekolko minit recirkulovat’ a docielila sa stabilita systému a systém sa zbavil bub-
lin obsiahnutych v systéme s recirkulujiicou tekutinou.

Potom sa ventil na odvod filtratu otvori a do nidrZe obsahujiicej vodni Zivni pédu sa zacne zavadzat
rovnakou rychlostou, ako sa odvadza filtrat sterilnej apyrogénnej destilovanej vody, aby sa zachoval kon-
§tantny objem vodne;j Zivnej pddy. Vstupny tlak sa udrZzuje na hodnote v rozmedzi 0,1 MPa aZ 0,3 MPa (1 aZ
3 bar) vyhodne 0,2 MPa (2 bar).

Diafiltracia sa ukonéi, ked’ absorbancia filtratu pri vinovej dizke 280 nm dosiahne hodnotu 0,012 (OD).
Filtrat sa odstrafiuje.

Hodnota pH diafiltrovanej Zivnej pddy sa potom upravi na 4 pomocou roztoku NaOH (5 mol/l) a potom
sa Zivna pdda odstred’uje pri 9 000 ot./min. a 15 °C v odstredivke s chladenim.

Potom sa hodnota pH supernatantu upravi na 7,0 roztokom NaOH (5 mol/l) a roztok sa sfiltruje cez filter
s velkostou pérov 0,2 pim na sterilizaciu roztoku Standardnym spdsobom.

Sterilny roztok sa potom lyofilizuje $tandardnym lyofilizaénym sposobom a ziska sa tak hyaluronat sodny
vo forme suchého prasku.

Vytazok kyseliny hyalurénovej podla tohto prikladu je asi 85 - 87 % vzhl'adom na obsah kyseliny hyalu-
rénovej v roztoku obsahujicom vstupmi surovinu. Pripraveny produkt ma nasledujice parametre:
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- obsah NAtrUM-DYAIUTONALU ......coeveveverrreeee e e 96,5 %
- vmiitorna viskozita (25 °C) = 2 100 ml/g (zodpovedaji-
cej molekulovej hmotnosti 1,7 x 106 Daltonov),

- 0bSAN VOAY covvvemenve e 3,1%,

- 0bSaN PIOtEINOV....cuvuicviccrcicci e e 0,08 %,
- obsah kyseliny nUKIEOVE] .......cccouviviieiiiuiiieeiiescn et 0,01 %,
- obsah neutralNeho CUKIU ....oveevivvvieiiiiierivercrcee e rereneneseesinee 0,01 %.

Natrium-hyaluronat s vysokou molekulovou hmotnost'ou pripraveny uvedenym spésobom je vhodny na
pripravu farmaceutickych kompozicii.

Sposob ¢istenia podl'a druhého vyhodného prevedenia vynalezu

Hodnota pH vodnej Zivnej pddy objemu 5 litrov obsahujicej kyselinu hyalurénovi s vysokou molekulo-
vou hmotnostou pripravenej opisanym sposobom z mikrobiologického zdroja sa za kontinualneho mie3ania
upravi na 3,5 pomocou HCI (6 mol/l) a na tejto hodnote pH sa udrzuje v celom priebehu diafiltraéného stup-
fia s prie¢nym tokom na odstranenie buniek.

Tento vodny roztok (5 litrov) sa potom Cerpa do filtracnej komory s prie¢nym tokom vybavenej tromi fil-
traénymi vlozkami 0,2 ym umiestnenymi na sebe. Pouziju sa filtracné vlozky SARTOCON cassette, Mod.
No. 302 186 07 06 W-SG vyrabanych firmou SARTORIUS s velkostou pérov 0,2 pim.

Na pociatku zavadzania vodnej Zivnej pody do filtradného systému sa ventil na odvod filtratu uzavrie, aby
vodna Zivna pdda mohla niekol'ko minut recirkulovat a docielila sa stabilita systému a systém sa zbavil bub-
lin obsiahnutych v systéme s recirkulujicou tekutinou.

Potom sa ventil na odvod filtratu otvori a do nadrZe obsahujiicej vodnu Zivnui podu sa zavadza rovnakou
rychlostou ako sa odvédza filtrat, sterilni apyrogénna destilovana voda s celkovym objemom zodpovedaji-
cim 10 ekvivalentnym objemom, aby sa zachoval konitantny objem vodnej Zivnej pody. Vstupny tlak sa udr-
#uje na hodnote v rozmedzi 0,1 MPa az 0,3 MPa (1 aZ 3 bar) vyhodne 0,2 MPa (2 bar).

Retencna tekutina sa odstrani a filtrat (50 litrov) obsahujtici kyselinu hyalurénovi s vysokou molekulo-
vou hmotnostou zbaveny buniek sa spracuje dalej uvedenym spdsobom.

Hodnota pH ziskaného diafiltrovaného roztoku (50 litrov) obsahujticeho kyselinu hyalurénovi sa potom
upravi na 2,4 za tvorby vel'mi viskdzneho roztoku a hodnota pH sa udrzuje na skér uvedenej hodnote pocas
celého diafiltraéného procesu s prie¢nym tokom.

Této vodna Zivna péda (50 litrov) sa potom Cerpé do filtraénej komory s prie¢nym tokom s tromi filtrac-
nymi vlozkami 300 000 Daltonov umiestnenymi na sebe. PouZiju sa filtratné vlozky SARTOCON cassette,
Mod. No. 302 146 790 07 7E-SG vyrabané firmou SARTORIUS s velkostou pérov zodpovedajucich
300 000 Daltonom.

Na podiatku zavadzania vodnej Zivnej pody do filtratného systému sa ventil na odvod filtratu uzavrie, aby
vodné Zivnd poda mohla niekol’ko minit recirkulovat’ a docielila sa stabilita systému a systém sa zbavil bub-
lin obsiahnutych v systéme s recirkulujicou tekutinou.

Potom sa ventil na odvod filtratu otvori a vodna Zivna pdda sa zahusti na objem 7,5 litrov. Filtrat (42,5 lit-
rov) sa odstrani.

Potom sa do nadrZe obsahujiicej vodni Zivnu pddu zavedie rovnakou rychlostou ako sa odvedie filtrat,
sterilnd apyrogénna destilovand voda s celkovym objemom rovnajiceho sa patnastim ekvivalentnym obje-
mom, aby sa zachoval kon3tantny objem vodnej Zivnej pddy. Vstupny tlak sa udrZuje na hodnote v rozmedzi
od 0,1 MPa do 0,3 MPa (1 aZ 3 bar,) vyhodne 0,2 MPa (2 bar). Filtrat (116 litrov) sa odstrani.

Potom sa napajanie vodou ukonéi a vodna Zivna pdda sa zahusti.

Hodnota pH zahusteného diafiltrovaného roztoku (4 litre) sa potom upravi na 7,0 pomocou NaOH
(5 mol/l) a roztok sa sfiltruje cez staticky filter s velkostou pérov 0,2 um na sterilizéciu roztoku Standardnym
spdsobom sterilizacie filtraciou.

Sterilny roztok sa potom susi lyofilizaciou $tandardnym lyofilizatnym sposobom a vo forme suchého
préasku sa tak ziska hyaluronat sodny.

Vytazok v prevedeni podl'a uvedeného prikladu je asi 83 -85 % vztiahnutych na obsah kyseliny hyaluré-
novej v roztoku suroviny a produkt ma nasledujuce parametre:

- obsah natrium-hyaluronatu ..............ccooeoniieiicris e 97,0 %
- vnutorna viskozita (25 °C) = 2100 mV/g (zodpovedajica

molekulovej hmotnosti 1,7 x 106 Daltonov),
= 0bSAN VOAY oo
- obsah proteinu
- obsah kyseliny nUKIEOVE] .......cocvuvirieimiiriesrese e
- obsah neutralneho Cukru .........occovvecerecvrnernmnsenee e

Natrium-hyaluronat s vysokou molekulovou hmotnost'ou pripraveny uvedenym spdsobom je vhodny na
pripravu farmaceutickych kompozicii.
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PATENTOVE NAROKY

1. Spdsob &istenia kyseliny hyalurénovej s vysokou molekulovou hmotnost'ou, ktorej hodnota nie je men-
$ia ako 0,5 x 10° Daltonov pochadzajticej z biologického zdroja vediiceho na ziskanie kyseliny hyaluronovej
alebo jej soli s vysokou molekulovou hmotnostou s istotou prijatelnou na farmaceutické pouzitie, vy -
znadujici sa tym, Ze zahffa: a) stupeh dpravy pH vodného roztoku obsahujiceho kyselina
hyalurénowvi s vysokou molekulovou hmotnost'ou pochadzajicu z biologického zdroja na pH v rozmedzi 1,7
aZ 3,3 s nasledujiicou diafiltraciou tohto roztoku pri rovnakej hodnote pH s pouZitim filtra s velkostou pérov
zodpovedajticich separa¢nému limitu nominlnej molekulovej hmotnosti od 100 000 Daltonov do 0,45 pum;
b) stuperi odstranenia buniek z vodného roztoku obsahujiceho kyselinu hyalurénovu s vysokou molekulovou
hmotnostou pochadzajiicu z biologického zdroja, kde uvedeny stupeti sa vykona bud’ pred stupfiom (a), alebo
po stupiiu (a); ¢) stupei sterilizacie.

2. Sposob Cistenia podla niroku 1, vyzna€ujici sa tym, Ze vodny roztok obsahujici ky-
selinu hyalurénovii s vysokou molekulovou hmotnostou pochadzajiici z biologického zdroja, ktory sa najprv
spracuje bud’ v stupni (a), alebo v stupni (b) je vodna Zivna pdda obsahujiica kyselinu hyalurénovi s vysokou
molekulovou hmotnost'ou pochadzajicou z mikrobiclogického zdroja.

3. Spbsob podlanaroku2, vyznaéujaci sa tym, Zeuvedenym mikrobiologickym zdrojom
je mikroorganizmus rodu Streptococcus produkujuci kyselinu hyalurénovi s vysokou molekulovou hmotnos-
tou.

4. Sposob podlanaroku 3, vyznadujaci sa tym, Zeuvedeny mikroorganizmus rodu Strep-
tococcus sa zvoli zo skupiny zahrnujicej Streptococcus zooepidemicus, Streptococcus equi a Streptococcus
pyogenes.

5. Sposob podl'a ktoréhokol'vek z narokov 1 aZ4, vyznacujici sa tym, Zev stupni(a)sa
hodnota pH vodného roztoku obsahujiiceho kyselinu hyalurénovii s vysokou molekulovou hmotnost'ou upra-
vi na hodnotu v rozmedzi od 2,0 do 2,7 a potom sa roztok spracuje diafiltraciou pri uvedenej hodnote pH.

6. Spdsob podla néroku 5, vyznad&ujici sa tym, Zev stupni(a)sa hodnota pH vodného
roztoku obsahujuceho kyselinu hyalurénovi s vysokou molekulovou hmotnost'ou upravi na hodnotu v roz-
medzi od 2,3 do 2,7 a potom sa roztok spracuje diafiltraciou pri uvedenej hodnote pH.

7. Sposob podla ktoréhokolvek z narokov 1 226, vyznaéujilici sa tym, Zevstupni(a)sa
hodnota pH vodného roztoku obsahujiceho kyselinu hyalurénovii s vysokou molekulovou hmotnost'ou upra-
vi vodnym roztokom HCL

8. Sposob podla ktoréhokol'vek z ndrokov1a2z7, vyzna&ujici sa tym, Zev stupnisterili-
zécie (¢) sa sterilizacia vykona filtra¢nou sterilizaciou.

9. Sposob podla ktoréhokol'vek z narokov 1az8, vyznadujici sa tym, Zepo stupnisteri-
lizécie (c) nasleduje stupeii lyofilizicie (d), v ktorom sa lyofilizaciou sterilizovaného roztoku ziska kyselina
hyalurénova alebo jej sol’ vo forme suchého prasku.

10. Spdsob podla naroku 9, vyznaé&ujici sa tym, Ze sterilizovany roztok sa pred lyofili-
zaciou zahusti.

11. Sposob podl'a ktoréhokol'vek z narokov 1 az 10, vyznadujhci sa tym, Ze stuped od-
stranenia buniek (b) sa vykona po stupni diafiltracie (a).

12. Sposob podla ndroku 11, vyznadujtci sa tym, Zevstupni(a)sahodnota pH vodného
roztoku obsahujticeho kyselinu hyalurénovii s vysokou molekulovou hmotnost'ou upravi na hodnotu v roz-
medzi od 2,5 do 2,6 a potom sa roztok spracuje diafiltraciou pri uvedenej hodnote pH.

13. Sposob podl'a néroku 11 alebo 12, vyznacujici sa tym, Ze filter pouZity v diafiltracii
v stupni (a) ma velkost pérov 0,2 pm.

14. Spdsob podl'a ktoréhokol'vek z narokov 112z 12, vyznacujiici sa tym, Zeroztok ky-
seliny hyalurénovej sa v stupni (a) diafiltruje tak dlho, pokial’ odstratiovany filtrat neméa hodnotu absorbancie
(OD) pri vlnovej dizke 280 nm rovnakd alebo niz3iu 0,02.

15. Spdsob podla ktoréhokol'vek z narokov 11 aZ 14, vyznadujici sa tym, Ze stupei (b)
odstranenia buniek sa vykona v stupni odstred’ovania.

16. Sposob podla naroku 15, vyzna&ujtici sa tym, Ze stupeii odstredovania zahfiia ipravu
pH diafiltrovaného vodného roztoku ziskaného v stupni (a) na hodnotu pH v rozmedzi od 3,5 do 5,0 a odstre-
denie diafiltrovaného vodného roztoku za ziskania supernatantu obsahujiceho kyselinu hyalurdnovi.

17. Sposob podla nroku 16, vyznaéujiici sa tym, Zehodnota pH diafiltrovaného vodné-
ho roztoku ziskaného v stupni (a) sa upravi na 4,0.

18. Sposob podla naroku 17, vyzna€ujtici sa tym, Zeuvedena uprava hodnoty pH sa vy-
kona vodnym roztokom NaOH.

19. Spésob podl'a ktoréhokolvek z narokov 15 aZz 18, vyzna ¢ujhci sa tym, Ze sterilizaC-
ny stupeti (c) je stupeti sterilizacie filtraciou zahrnujici upravu pH supernatantu ziskaného v stupni odstred’o-
vania (b) na hodnotu 7 a filtriciou supernatantu filtrom s velkostou pérov 0,2 um.
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20. Sposob podla naroku 19, vyznacujuci sa tym, Zeuvedend iprava pH sa vykona vod-
nym roztokom NaOH.

21. Spdsob podla ktoréhokol'vek z narokov 1 a2 10, vyznadujuaci sa tym, Ze stupei (b)
odstranenie buniek sa vykona pred stuptiom (a).

22. Sposob podla naroku 21, vyznadujuci sa tym, Ze stupel (b) odstrinenie buniek je
diafiltratny stupefi odstranenia buniek.

23. Sposob podla naroku 22, vyznaéujieci sa tym, Ze diafiltraény stupeii (b) odstranenie
buniek zahfiia tpravu pH vodného roztoku obsahujuceho kyselinu hyalurénovii s vysokou molekulovou
hmotnost'ou pochadzajiicu z biologického zdroja na hodnotu pH 3,5 a ndslednou diafiltraciou roztoku pri
rovnakej hodnote pH s pouZitim filtra s velkost'ou pérov 0,2 pm.

24. Sposob podl'anaroku 23, vyznadujhci sa tym, Zeuvedend hodnota pH sa upravi vod-
nym roztokom HCI.

25. Sposob podl'a ktoréhokol'vek z narokov 21 aZ24, vyznadujaci sa tym, Ze filter pouZi-
ty v diafiltra¢nom stupni (a) ma velkost' pérov zodpovedajucich separaénému limitu nominalnej molekulovej
hmotnosti 300 000 Daltonov.

26. Spdsob podla ktoréhokol'vek z nirokov 21 2725, vyznadéujiei sa tym, Zev stupni(a)
sa pH vodného roztoku obsahujuceho kyselinu hyalurénovu s vysokou molekulovou hmotnostou upravi na
2,4 a potom sa roztok diafiltruje pri rovnakej hodnote pH.

27. Sposob podl'a ktoréhokol'vek z narokov 21 aZ226, vyznacéujuci sa tym, Ze sterilizatny
stupeti (c) je stupeii sterilizacie filtraciou zahrnujuci upravu hodnoty pH vodného roztoku ziskaného v stupni
(a) diafiltraciou na hodnotu 7 a filtraciou tohto vodného roztoku filtrom s velkostou pérov 0,2 pm.

28. Sposob podla naroku 27, vyznadujici sa tym, Zeuvedend upravapH sa vykond vodnym
roztokom NaOH.
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