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Kmen bakterie Clostridium histolyticum ulozeny v CCM
- Ceské sbirce mikroorganismi Masarykové univerzity
Pfirodovédecké fakulty, pod depozitnim ¢. CCM 8656,
produkujici za anaerobnich podminek pfi teploté od

25 °C do 45 °C proteolytické enzymy veetné kolagenazy,
clastindzy, neutralnich protedz a clostripainu. Pouziti
tohoto kmene k produkci smési dvou kolagenaz col 1 a
col 2 o molekulové hmotnosti 116 kDa a 126 kDa a
piipadng clostripainu. Pouziti smési uvedenych kolagenaz
a ptipadné clostripainu ziskané z uvedené¢ho kmene pro
izolaci Langerhansovych ostruvki.
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Kmen bakterie Clostridium histolyticum, kolagenaza pripravena s pouZitim tohoto kmene a
jeji pouziti

Oblast techniky

Vynalez se tyka nového kmene bakterie Clostridium histolyticum, jeho pouziti pro vyrobu

kolagenazy s vysokou vytéznosti, enzymu kolagenazy pfipraveného s pouzitim tohoto kmene a
pouziti tohoto enzymu kolagenazy pro izolaci Langerhansovych ostravki.

Dosavadni stav techniky

Kolagenaza je proteaza schopna rozkladat bilkovinu kolagen (zakladni sloZzku mezibunééné
hmoty, napt. ve vazivu). Kolagenazy se bézné pouzivaji ve vyzkumu, a to zejména v pripad¢, kdy
je potieba rozru§it mezibunéénou hmotu a uvolnit zni buiikky. V tomto ohledu se osvédcila
clostridiopeptidaza A izolovand z bakterie Clostridium histolyticum (nazev této bakterie,
histolyticum, odrazi pravé jeji schopnost rozkladat tkan¢). Enzym kolagenaza se pouZziva nejen
pro védecké ucely, ale nasel své misto pii léCeni lidi 1 zvifat, zvlasté pokud jde o léceni
onemocnéni kuze. Ve spojeni s n€kterymi nespecifikymi proteindzami urychluje hojeni rany
odstraiiovanim odumielé tkané a v dusledku toho zlepSuje epitelizaci. Kolagenaza se pouziva v
pripadech transplantace tkané a pro dezintegraci tkan¢. PouZziva se pii 1€Cbe spalenin (poleptani)
riznych stupiiti, proleZzenin, koZnich viedu, strupt atd. Epitelizace a vyléCeni kize pomoci
kolagenazy je kromé toho vice G¢inné a rychlé, také zabranuje tvofeni koloidu (zbytnélych jizev
nadorovitého vzhledu) a hypertrofickému rastu jako vysledek utvoieni rozpadlého kolagenu za
pusobeni kolagenazy.

Pro syntetizovani kolagenazy jsou znamy rozmanité¢ druhy mikroorganizmi, kultivovanych za
definovanych podminek. Bylo zjisténo, Ze mezi vSemi organizmy, které dokazi syntetizovat
kolagenazu, je nejlep§im jejim producentem bakterie Clostridium histolyticum. Maclennan J.D .,
Mandl I. A Howes E.L: J. Clin. Inv. 32, 1317 (1953) popsali podminky pro rast Clostridium
histolyticum. Zkoumali sloZeni kapalného prostedi, které sestava hlavné z proteozového—
peptonu, anorganickych soli a roztoku vitaminli. Bakterie se kultivuji pfi teploté od 37 °C a pii
hodnoté¢ pH 7,2. Berman S., Lewenthal J.P., Webster M. E., Altieri P.L. a Gochenour R.B.: J.
Bact. 82, 582 (1961) rovnéZz zkoumali podminky pro rist Clostridium histolyticum s cilem
produkovat kolagenazu. Méli uspéch pfi kultivovani Clostridium histolyticum v Zivném prostiedi,
neobsahujicim zadné anorganické soli, ale pouze proteozovy pepton, enzymaticky hydrolyzované
proteinu kaseinu a séji (s6jovou Zivnou pudu) a roztok vitaminu. Takové slozeni Zivného
prostredi také podmiriuje dalsi hodnoty podminek, vyzadované pro uspokojivy rust a biosysntézu
kolagenazy, jako je hodnota pH 8,5 a teplota od 30 °C.

Clostridium histolyticum je anaerobni bakterie a pro jeji kultivaci v kapalném prostiedi musi byt
zabezpeceny anaerobni podminky. Takahashi S., a Seifert S.: J. Appl. Bact. 35, 47 (1972) pouzili
pii svych vyzkumech redukéni Cinidla thioglykolat sodny a bisulfit sodny pro ziskani
anaerobnich podminek, nezbytnych pro bakteridlni rist. Optimalni vysledky, tj. nejvyssi vytézek
kolagenazy, byl ziskan pfi pouziti uvedenych redukénich ¢inidel v poméru 1:1.

Pro extrakci kolagenazy z riznych zdroju (jak bakterialnich, tak jinych) bylo doposud popsano
vEét§si mnozstvi postupi vyuzivajicich nejrizngj§i pufraéni systémy a vétSinou zahrnujici
precipitaci k izolaci funk¢niho proteinu. Tyto postupy jsou vsak provadény ve fyziologickém pH
7.4 az 7.6, které neni optimalni pro produkci bakteridlni kolagenazy a za nizké teploty, ktera
brani degradaci enzymu. Podstatou je, Ze se vyuziva fyziologické pH, kter¢ neni pro Clostridii
nejvhodngjsi. Napf. Yoshida, E. and H. Noda, 1965. Isolation and characterization of collagenase
I and II from Clostridium histolyticum. Biochem. Biophys. Acta, 10593: 562-574. DOL:
10.1016/S0926-6593(65)80239-9; nebo Sakamoto, S., P. Goldhaber and M.J. Glimcher, 1972.
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The further purification and characterization of mouse bone collagenase. Calcified Tissiue Res.,
10: 142-151. DOIL 10.1007/BF02012544; nebo Bond, M.D. and HE. Van Wart, 1984.
Characterization of the individual collagenases from Clostridium histolyticum. Biochemistry, 19:
3085-3091. DOI: 10.1021/b100308 a036; nebo Matsushita, O., K. Yoshihara, S.1. Katayama, J.
Minami and A. Okabe, 1994. Purification and characterization of a Clostridium perfringes 120-
Kilodalton collagenase and nucleotide sequence of the corresponding gene. J. Bacteriol,
176:149-156. PMCID: PMC205026.

Také se vyuzivaji pro purifikaci kolagenazy jiné pufry nez Tris—HCI jako napft. bikarbonat sodny,
ktery by mél také napomahat slabilit¢ kolagenazy. U pouziti bikarbonatu se uziva jiz vyssi pH,
které—by je v nasem piipad¢ vhodné pro kolagenazu z Clostridium histolyticum, ale kolagenaza
je izolovana z plzu. Indra, D., K. Ramalingam and M. Babu, 2005. Isolation, purification and
characterization of collagenase from hepatopancreas of the land snail Achatina fulica.
Comparative Biochem. Phys., 142:1-7. DOI: 10.1016/J.CBPC.2005.02.004.

Také mnoZstvi pouZitych iontti vhodnych pro stabilitu a ucinné pusobeni enzymu degradujicih
extracelularni komponenty se u jednotlivych pfistupu lisi. Klimova, O.A., S.1. Borukhov, N.I.
Solovyeva, T.O. Balaecvskaya and A.Y. Strongin, 1990. The isolation and propertics of
collagenolytic proteases from crab hepatopancreas. Biochem. Biophys. Res. Commun.,
166:1411-1420. DOI: 10.1016/0006-291x(90)91024-M.

Kombinaci pouziti specifického produkéniho kmene ze sbirky MB Pharma a vhodnych
kultiva¢nich podminek dochazi k dostatecné produkci pozadovanych enzymu. Unikatni je
kombinace kolagenazy produkované bakterii Clostridium histolyticum a zavedeni optimalnich
podminek pro jeji purifikaci. Nejdfive totiz stabilizujeme enzym dialyzou do pufru o vyss§im pH
(8), které je vice prirozené pro kolagenazu Clostridium histolyticum nez fyziologické pH ve vyse
uvedenych postupech. AZ postupnou dialyzou do pufri o niz§im pH se zajistuje pozvolny
pfechod do fyziologickych podminek vhodnéjsich pro klinickou praxi.

Cilem tohoto vynalezu je poskytnout piipravek enzymu kolagenazy, ktery ve své finalni podob¢
bude uréen ke Stépeni vazivovych struktur pankreatu za uGéelem ziskani vitalnich
Langerhansovych ostravki, které pak mohou byt pouzity k transplantacni 1é¢bé diabetu.
Kolagenaza je smési 12 proteolytickych enzymu a jinych proteint ziskanych z filtratu kultur
Clostridium histolyticum. Digesce pankreatu probiha v izola¢ni komofte, ktera byla navrzena Dr.
Ricordim a spol. a pouziva se v témér vSech izolacnich centrech Berkova Z., Zacharovova K.,
Kiiz J., Jirak D., Girman P, Dovolilova E., Koblas T., Hajek M., Saudek F.: The impact of islet
labeling with superparamagnetic nanoparticles for magnetic resonance imaging on islet vitality;
10th world congress of IPITA, Geneva, Switzerland, 4.—7.5.2005. Jedna se o uzavieny systém, ve
kterém cirkuluje roztok kolagenazy a za mimého tfepani dochazi k postupnému uvoliiovani
ostruvkil.

Podstata vynalezu

Podstatou feseni je kmen bakterie Clostridium histolyticum CCM 8656 produkujici kolagenazu.
Kolagenaza produkovana uvedenym kmenem ma nasledujici charakteristiku:

Jedna se o smés dvou kolagenaz col 1 a col 2, které produkuje kmen bakterie Clostridium
histolyticum (CCM 8656) o molekulové hmotnosti 116 kDa a 126 kDa. Ve smési proteind je
kolagenaza a jeji pfirozené degradované Casti, které tvori vétsinu susiny ve finalnim produktu. Na
gelu SDS-PAGE musi byt patrmé oba dva pruhy a je zde moznost 1 vyskytu prouzkii o nizsi
molekulové hmotnosti, které¢ maji stale katalytickou aktivitu. Oba druhy kolagenazy se skladaji
ze dvou peptidickych domén, které jsou samy o sobé schopny rozkladat kolagen. Zbytek proteinu
tvofi vazebna doména, ktera vaze cely enzym k substratu, a i kdyZz zvysuje jeho aktivitu vazbou
na kolagen, neni pro aktivitu nezbytna. Mensi molekuly samotnych katalytickych domén tak diky
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lepsi difuzi v substratu dopliuji aktivitu pomémé velké molekuly kompletnich enzymi.
Kolagenaza musi mit specifickou aktivitu vys$si nez 200 PZS/g. Tato jednotka (PZS/g) je
definovana, jako pocet mikromolu substratu rozloZenych jednim gramem enzymu za jednu
minutu pii teploté 25 °C. Zadouci maze byt i clostripainova aktivita, ktera vak neni nezbytnd
nutna. Clostripain mize byt Zadouci pfimési vysledné kolagenazové smési. Jednotka U/mg je
takova enzymova aktivita clostripainu, ktera katalyzuje hydrolyzu 1 umol substratu (BAEE) za
I minutu pfi teploté 25 °C, pH 7,6 a za pfitomnosti 2,5 mmol/l DTT. Optimalni hodnota aktivity
by méla lezet mezi 1,2 az 1,45 U/mg.

Dal§im pfedmétem vynalezu je pouziti kolagenazy pro izolaci Langerhansovych ostrivku.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Kmen bakterie Clostridium histolyticum s pracovnim oznacenim MB204 byl uloZen ve sbirce
mikroorganismi CCM — Ceska sbirka mikroorganismu, Kamenice 5, 625 00 Brno dne 20.1.2016
pod €. CCM 8656. Kmen mikroorganismu Clostridium histolyticum CCM 8656, ktery byl nami
vySlechtén (selekce dlouhotrvajicim pasdZzovanim), byl ziskan ze smési 3 kmenu, které byly
ziskany z némecké sbirky mikroorganismii kmenii jako kmeny DSM 627, 1126 a 2158.

Kultivace obecné probihd v tryptonové pude, vhodné pro dostate¢nou produkci kolagenazy:
(Trypton 60 g/l, pepton 1,5 g/l, NaCl 2.5 g/, glukéza 1,25 g/l, Na,HPO4 3.4 g/l) pH 8.4 pred
zaockovanim se do kultivaéniho média pfidava 100 pl vitaminu K o zasobni koncentraci 1% a
100 pl L—cysteinu o zasobni koncentraci 0.5 g/ml. Kultura se kultivuje 24 hodin pii 37 °C =1 °C
bez tfepani. U kmenu doslo pomoci fizené evoluce a dlouhodobého pasazovani (adaptivni
laboratorni evoluce) (Dragonits, 2013. Dragosits M, Mattanovich D. Adaptive laboratory
evolution — principles and applications for biotechnology. Microbial Cell Factories. 2013;12:64.
doi:10.1186/1475-2859-12-64.) k deleci jedné kopie genu pro kolagenazu. Pomoci selekéniho
tlaku a dlouhodob¢ kultivace v laboratofi doslo k této selektivné vyhodné deleci. I pies tuto
deleci je kmen schopny produkovat velké mnozstvi obou typi kolagenazy. To muze byt
zpusobeno silnym promotorem, ktery vynahradi produkci geni ze dvou mist v genomu. Do
kultiva¢niho média byl pfidavan jako substrat kolagen, ktery selektivné podporoval tvorbu
enzymu, jejz jej ma degradovat. Tim doslo k pfirozené selekci kmenu, ktery je pouzivan pro
produkci bakterialni kolagenazy. SloZeni tryptonové pudy vhodné pro dostateCnou produkei
kolagenazy s kolagenem: (Trypton 60 g/l, pepton 1,5 g/l, NaCl 2,5 g/l, glukoza 1,25 g/,
Na;HPO; 3,4 g/l, kolagen 50 g/l) pH 8.4 pred zaockovanim se do kultivacniho média piidava
100 pl vitaminu K o zasobni koncentraci 1% a 100 ul L—cysteinu o zasobni koncentraci 0,5 g/ml.
Kultura se kultivuje 72 hodin pti 37 °C £1 °C bez tfepani idealné v anaerobnich podminkach.

Charakteristika kmene Clostridium histolyticum CCM 8656: Clostridium histolyticum  je
anaerobni, gram—pozitivni bakterie. Bakterie jsou pohyblivé, peritrichalni rovné ty¢ky o velikosti
0,5 az 09 x 1,3 az 9,2 um a formuji se do para nebo kratkych fetizki. Bunky jsou schopny
sporulace, za anacrobnich podminek jejich bunééni sténa obsahuje meso—DAP, glutamovou
kyselinu a alanin. Pfi kultivaci na krevnich plotnach jsou kolonie velké v praméru 0,5 az 2 mm,
cirkularniho az nepravidelného tvaru, ploché az mimé konvexni, barvy bilosedé lesklé s
granulami povrchovou mozaikou. Podobné kolonie 1ze také kultivovat i za acrobnich podminek,
ale kolonii vznika vyrazn¢ méné a jsou mnohem mensi. Kultivace je tedy vhodna hlavné za
anaerobnich podminek, kdy se produkuje velké mnozstvi pozadované kolagenazy. Bakterie jsou
schopny rastu pfi teplot¢ od 25 °C do 45 °C, ale optimalni teplota rustu je 37 °C. Kmen
Clostridium histolyticum CCM 8656 je silné proteolyticky a produkuje zna¢né mnozstvi riiznych
proteolytickcych enzymu véetné kolagenazy, elastinazy, neutralnich proteaz a clostripainu.
Kmeny této bakterie jsou citlivé k chloramfenikolu, penicilinu, erytromycinu a tetracyklinu.
Kmeny jsou toxické, ale pii dlouhé kultivaci jejich prokurzované proteazy mohou degradovat
vlastni toxiny. Specificka 16S RNA (GenBank accession number 16S rRNA genu: M59094)
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ukazuje, ze tento druh je podobny druhum Clostridium limosum (97,2 %) a Clostridium
proteolyticum (96,1 %).

Kolagenaza pro izolaci Langerhansovych ostruvka je ziskavana jako metabolit bakterie
Clostridium histolyticum. Tento enzym pusobi synergicky pii procesu degradace kolagenu a
jinych mezibunéénych komponent. Kolagenaza pro izolaci Langerhansovych ostrivku je obecné
vhodna pro izolaci bunék z mnoha typu Zivocisnych tkanich. Pfipravek je opatfen zakladni
informaci o enzymatické aktivité. Optimalni koncentraci enzymu a konkrétni podminky pro
pouziti degradaci riznych tkani je tfeba urcit empiricky. Enzym neni animalniho piivodu.

Kolagenaza pro izolaci Langerhansovych ostrivkii je vhodna pro bunééné separace napf.
nadorovych bunék, separace bunék mySich ledvin, bun¢k plicnich a rizné epitelialni tkané.
Enzym lze pouzit i pro izolaci hepatocyti. Vzhledem k selektivni kolagenolytické aktivité, ktera
primarné neposkozuje bunécné membrany, muze byt tento enzym pouZity jako obecné disperzni
bunéény prostiedek, a to 1 v podminkach bunéénych kultur. Obecné plati to, Ze organy s vys$im
obsahem kolagenu lze inkubovat s kolagenazou pro izolaci Langerhansovych ostrivka delsi dobu
a pii vyssich koncentracich nezZ pfi praci s jinymi proteolytickymi enzymy, aniz by buiiky ztratily
svoji viabilitu.

Alternativni aplikace kolagenazy podle vynalezu jsou pfi pfipravé riznych bunécnych kultur,
dale pfi vyzkumu I€Civych pfipravkd na bazi enzymatické aktivity kolagendzy a v raznych

transplantac¢nich programech.

3 Schéma technologického postupu

Kadtivace bakterising suspeuzs ve | .
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Priklad 1:
Otevieni a vyockovani konzervy:

Bakterialni kultura Clostridium histolyticum kmen ¢. CCM 8656 je uchovavana v zamrazovacim
médiu pfi — 80 °C nebo formou lyofilizatu ve sklenéné ampuli pii 4 °C. 100 pl rozmraZené
kultury se vyo€kuje do 100 ml tekutého média, které je té€sné pred vyockovanim sterilizovano a
poté vytemperovano na teplotu 37 °C. Dochazi tak k odvzdusnéni kultiva¢ni pudy vhodné pro
kultivaci anacrobnich bakterii. SloZeni tryptonové pudy vhodné pro dostateCnou produkci
kolagenazy: (Trypton 60 g/l, pepton 1,5 g/l, NaCl 2,5 g/l, glukéza 1,25 g/l, Na,HPO, 3.4 g/1)
pH 7.8 pfed zaockovanim se do kultiva¢niho média pfidava 100 pl vitaminu K o zasobni
koncentraci 1% a 100 pl L-cysteinu o zasobni koncentraci 0,5 g/ml. Kultura se kultivuje
24 hodin pfi 37 °C £1 °C bez tfepani.

Po kultivaci je provéfena Cistota bakterialnich kment vysevem na pevnych pudach (kultivace
anaerobn¢) a posoudi se morfologie bunck mikroskopicky.

Priprava kultivace ve velkém objemu:

Bakterialni kultura Clostridium histolyticum km. ¢. CCM 8656 nakultivovana ve 100 ml média se
odebere ze spodni ¢asti lahve. 5 ml kultury se zaoCkuje do 500 ml tekuté¢ho média, které je tésné
pred vyoCkovanim sterilizovano a poté vytemperovano na teplotu 37 °C. Dochazi tak k
odvzdusnéni kultiva¢ni pidy vhodné pro kultivaci anacrobnich bakterii. Slozeni tryptonové pudy
vhodné pro dostate¢nou produkci kolagenazy: (Trypton 60 g/l, pepton 1,5 g/l, NaCl 2,5 g/l,
glukdza 1,25 g/l, Na;HPO, 3,4 g/1) pH 7.8 pted zaockovanim se do kultiva¢niho média piidava
100 wl vitaminu K o zasobni koncentraci 1% a 100 ul L—cysteinu o zasobni koncentraci 0,5 g/ml.
Kultura se kultivuje 24 hodin pii 37 °C £1 °C bez tfepani.

Kultivace ve fermentoru:

Ve fermentoru se piipravi 19 litri kultivaéni pady (Trypton 60 g/l, pepton 1,5 g/1, NaCl 2.5 g/l
glukoza 1,25 g/l, Na,HPO, 3,4 g/l) pH 7.8 pied zaockovanim se prida 20 ml vitaminu K (zasobni
1%) a 20 ml L—cysteinu (zasobni 0,5 g/ml). Fermentor se zaoCkuje 500 ml bakterialni kultury z
predchoziho kroku kultivace. Do takto pfipraveného kultivaéniho média se asepticky presaje
smésné inokulum. Po naockovani se provede odbér 0. vzorku. Kultivace probiha pii +37 °C +
1 °C. Podminky kultivace se upravuji dle narustu bakterii. Od zahajeni kultivace se provadi
uprava pH kontinualnim zpusobem 2M roztokem NaOH na hodnoty 7.8 + 0,5. Kultivace se
provadi bez michani a vzdusnéni!

Kultivace se ukondi, jestlize 2 po sob¢ nasledujici odbéry nevykazuji vyrazny prirastek a zaroven
se neméni pH. Pokud se alespoil pH méni, kultivace probiha 40 az 48 hodin.

Zpracovani enzymu:

Po kultivaci se 20 litrti kultivaéniho média obsahujiciho, jak bakterie, tak surovou kolagenazu,
sto¢i do vhodné nadoby s 9,46 kg siranu amonného. Cela smés se rozmicha, aby doslo k
rozpu$téni siranu amonného, poté je upraveno pH na hodnotu 6,8 az 7.6,Smés se necha
sedimentovat 4 az 7 dnu pii teploté 4 °C. Po 4 az 7 dnech, je pomoci peristaltické pumpy odsan
supernatant, pfi zachovani co nejvétsiho objemu sedimentu bez jeho rozcefeni. Sediment
obsahujici srazenou kolagenazu se pienese do dialyza¢nich hadic (cca 0,3 az 1 litr sedimentu).
Dialyza¢ni hadice se umisti do 10 I pufru Tris—CI (Tris 0,75 g/l, CaCl, 0,484 g/1, pH 10) a necha
se dialyzovat 3 hodiny. Poté se pufr vymeéni za dalSich 10 I TRIS-HCI na 24 hodin. Dale se pufr
vyméni za 10 I Tris—HCI o jiném pH (Tris 0,36 g/1, CaCl, 0,242 g/l, pH 7.5 az 8,5) na 24 hodin.
Po této dob¢ znovu probéhne vyména za Cerstvy Tris Il Pokud by se jevil dialyzat pfili§ husty,
muze vyména Tris pufru probéhnout jesté 2 x za dalSich 24 hodin.
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Po dialyze se obsah dialyza¢nich hadic rozlije do kyvet a sto¢i na centrifuze (3500 x G) po dobu
45 minut. Supernatant se slije do sterilni nadoby a prefiltruje pres filtr 0,45 pum. Nasleduje
ultrafiltrace na kazetach millipore 50 kDa. Po pouziti této metody dojde k zakoncentrovani a
snizeni objemu lyzatu. Po zakoncentrovani kolagenazy na objem 120 ml se provede filtrace pies
0,45 um filtr. Nasleduje rozplnéni do lahvicek a lyofilizace produktu.

Priklad 2:

Vyockovani a kultivace bakterialniho kmene Clostridium histolyticum CCM 8656 je stejné jako v
prikladu 1. Po ukonceni kultivace ve fermentoru vSak dojde k odstranéni bakterii C. histolyticum
centrifugaci (7000 x G) a srazeni kolagenazy siranem amonnym se provadi pouze v supernatantu.
Srazenina obsahujici siran se srazenym proteinem s¢ necha sedimentovat 4 az 6 dnu pii teploté
4 °C. Po dialyze proti tlumivym roztokem Tris—HCI pufra (stejné pufry jako v prikladu 1) pak
nasleduje opét ultrafiltrace na kazetach millipore s "cut off" 50 kDa. Po zahusténi proteinu se
vzorek rozplni po 10 ml do lahvicek a lyofilizuje.

Priklad 3:

Vyockovani a kultivace bakterialniho kmene Clostridium histolyticum CCM 8656 je stejné jako v
prikladu 1. Po dialyze vSak nastava ultrafiltrace pres ultrafiltraéni kazety nejprve s "cut off"
300 kDa pro odstranéni balastnich proteinu o velké molekulové hmotnosti. Takto se zvétsi
objem, jelikoz se zachovava flow trought a poté se roztok ultrafiltruje na kazeté s "cut off"
50 kDa pro odstranéni mensich proteinii a degradovanych ¢asti. Pii tomto zakoncentrovani se
neustale dodava Tris—HCI pufr (Tris 0,36 g/l, CaCl, 0,242 g/l pH 7.5 aZz 8.,5). Po zahusténi
proteinu se vzorek rozplni po 10 ml do lahvicek a lyofilizuje.

Priklad 4:

Vyockovani a kultivace bakterialniho kmene Clostridium histolyticum CCM 8656 je stejné jako v
prikladu 1. Po ukonceni kultivace ve fermentoru vSak dojde k odstranéni bakterii Clostridium
histolyticum centrifugaci (7 000 x G). V tomto pfipad¢ vSak nedochazi ke srazeni siranem
amonnym, ale dojde rovnou k zhustovani proteinu. Pres ultrafiltra¢ni kazety nejprve s "cut off"
300 kDa se odstrani balastni proteiny o velké molekulové hmotnosti. Takto se zvEtsi objem,
jelikoz se zachovava flow trought a poté se roztok ultrafiltruje na kazeté s "cut off" 50 kDa pro
odstranéni mensich proteinn a degradovanych ¢asti a dojde ke sniZzeni objemu. Po zahusténi
proteinu se vzorek rozplni po 10 ml do lahvicek a lyofilizuje.

Metoda:

Je popsano n&kolik metod purifikace kolagendzy, za pouziti sraZeni siranem amonnym.
Vyuzivame vSak jin¢ koncentrace pro optimalni odstranéni nezadoucich balastnich proteint a
zachovani enzymaticky aktivnich proteint (clostripain a neutralni proteazy) pro podporu
vlastnosti finalni kolagenazy, pro jeji vyuziti pfi izolaci Langerhansovych ostrivki. Metoda
vyuziva pouze srazeni siranem amonnym, dialyzu a sytém ultrafiltraci, coZ je jednoducha dobre
proveditelnd metoda na rozdil od nakladné a velmi naroéné metody purifikace pomoci
chromatografic. Navic jde timto zplisobem zpracovat velké objemy kolagenazy na rozdil od
chromatografickych metod. Pii této metod¢ zustavaji zachovany jiné proteiny, které ve spravném
poméru podporuji aktivitu kolagenazy. Jelikoz je pfi vyrobé zpracovana i bakterialni kultura,
dostavaji se tyto intracelularni proteiny do finalniho pfipravku. V jinych pfipadech se zpracovava
pouze supernatant po kultivaci a zde dochazi ke ztratam podpurnych enzymii. Metoda je také
inovativni v pouziti dvou hodnot pH, kdy nejdfive sraZzeninu dialyzujeme proti pufru o vysokém
pH. Toto je zavedeno pro zvyseni stability proteinu a vys$s§imu vytézku.

Sekvenace a PCR genu pro kolagenazu:
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Pred piipravou samotné DNA pro sekvenaci bylo potieba ovérit, ktery z moznych druhu
kolagenazy produkuje kmen pouZivany pro vyrobu. Na zaklad¢ podobnosti a pavodu kment byl
vytipovan gen pro kolagenazu o velikosti 3967 bp. Na vytipovanou sekvenci byl navrZzen par
primeri  pro PCR (KG Up: GGGATTATCTATGAAAAAAAA, KG Low:
AATTATTTATTTACCCTTAACTCA ) a byla provedena PCR pro potvrzeni pfitomnosti genu v
genomu bakterie. Reakce potvrdila pfitomnost pravé vytipovaného genu, coz nam umoznilo
identifikovat i proteinovy produkt genu pro dalsi analyzy proteinu. DuleZita byla hlavn¢ sekvence
aminokyselin a velikost proteinu (126 kDa).

Sbirka prihlasovatele MB PHARMA s.r.o. disponuje v soucasnosti tfemi kmeny bakterie
Clostridium histolyticum, které produkuji nejen bakterialni kolagenazu, ale také v signifikantnim
mnozstvi clostripain a neutralni proteazy. Ty mohou, ale také nemuseji, byt potiebné pro vyrobu
finalniho produktu. Pfi jejich absenci je vSak nutné je pro izolaci ostritvkil nasledné oddélené
pridavat.

Jedna se o kmeny s pracovnim ozna¢enim MB 201, MB 202 a MB 204 (CCM 8656), kdy se pro
ucely hromadné vyroby vybral kmen Clostridium histolyticum MB 204 (CCM 8656). U tohoto
produkéniho kmene byl sice gen pro kolagenazu potvrzen pomoci PCR, ale pro lepsi
charakterizaci bylo lepsi stanovit celou sekvenci genomové DNA. Tim lze najit 1 geny pro
clostripain a potencialni neutralni proteazy. Pro Gispésnou sekvenaci se proto musi pripravit DNA
ve velmi dobré kvalité a koncentraci. Po sekvenovani se musi zpracovat velké mnozstvi dat a
hotové sekvence kontign se poté musi anotovat. Sekvenovany byly vSechny tifi kmeny C.
histolyticum a po anotaci jejich genomu se ukazalo, ze koduji geny pro dva typy kolagenazy. Jak
pro kolagenazu prokazanou pomoci PCR (col 2) tak i druhy typ kolagenazy o molekulové
hmotnosti 116 kDa (col 1). Kmen MB 201 obsahoval gen pro col 1 ve dvou kopiich a gen pro col
2 pouze v jedné kopii, kmen MB 202 ma naopak gen col 1 v jedné kopii a gen col 2 ve dvou
kopiich. V produkénim kmenu MB 204 byly oba geny col 1 a col 2 pouze v jedné kopii.

Vgenomu vSech kmenu se nachazi gen pro clostripain. Tento enzym muze napomahat
kolagenaze k lepsSimu rozkladu tkani pfi izolaci Langerhansovych ostrivki. Ve finalni smési
kolagenazy by méla tvofit hlavni slozku kolagenaza a clostripain by mél byt slozkou minoritni.
To se prokazalo.

Vsechny kmeny Clostridium histolyticum disponuji genem pro produkci clostripainu, ale
alternativné by bylo vyhodné&jsi pro spravny pomér kolagenazy a clostripainu produkovat oba
enzymy zvlast a smés vytvaret ve vhodném poméru az pred aplikaci. Clostripain ma
molekulovou hmotnost 43,4 kDa, takze by bylo mozné jej pom&mé snadno produkovat i jako
rekombinantni protein napt. v E. coli.

Jedna se o smés dvou kolagenaz coll a col2, které produkuje bakterie Clostridium histolyticum
CCM 8656 0 molekulové hmotnosti 116 kDa a 126 kDa.

Coll, Mw: 116,3 kDa, pl: 5,82
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Sekvence:

AKRECUSERLMLAITMAATIFTVNSTLR Y AAVIHINATAAVONESKRY TYSY LT LNYYDLVD LLVYK TEIEN
LPOLFQYSSDARKEFYGNETRMSFIMDEIGRRAPOYTRIDHEGIFTLVEVYRAGEYLGFHNKELMNEINKRSER
ERVIPSILAIGKNPNFRLGTEVODKIVSATGLEAGNETAPPEVVNNFTRILGDCIKNIDRYALDDLES KALFN
VLAAPTY DI TEYLRATKERPEN TRWY G KIOG FINELEKLALYG KIN DNNSWHDNGIYHIAF LG XLRSNNKIG
ETUTEY MK PYLSMORLOSADOQIKRHY DK DAEGNKIPLDE FKKEGKEKYCPETYTFDRGEVHKAG AR
YVEEEKVERLYWASKEYNSGFFRVYGIDKPLEEGNPODILTMY Y NEPEEYIKLMNSYLYGYDTNM GGMYIERE
ATFFTYEREAQESTYTLEELFRHEY THYLGGRYAVPGOWGERTKLYDN DR TWYEEGGAELFAGSTRTSGIL
PRESVSMIHNTTRNNRYKLSDTVHIKYGASFEF YN Y ACMFN DYMYBKDMGILNKENDLAKNNDVDGY
DHYIRDESSNYALNDKY QDN MOERIDNYENETYPFVADDYLVRHAYKNPNEIVSEISEVAKLEDAKSE VKK
SOYFSTRTLRGSYTOLASKGKLEDOKAMNKFIDDSLKRLETySWEGYKTLTAYFTMYKWSSNRYVTYDVYF
HGYUPNEGD KNS LY BRI G T YR GTEKEKIKFSSEG SFRPDGKIVSYEWDTF G DO NKSNEENPEHS YDk Y
GQTYTVELKEVIDDRGESSVSTTTAEIKDLSENKLPVIYMHVPESGALNORYVFYGKG TYDFOGSIAGYQW D
FODGEDFSSEQNPIHYYTKEGEY TYTLRVMDSSGOMSEKTIMKIKITDPVYPIGTEKEPNNSKETASGPIVP
GIPYSGTIENTSDODYFYFOVITPE E\."BI§DEN:I{LG"}’GGATV\.’\-"NDENN MAVSYATDDGONLSGKFEADKR
GRYYTHLYMENGSYMPYRINIEGSWVOR

Col 2, Mw: 126,2, pl: 5,62

Sekvence:

MIKRSILE LV DSYSKESKIOTVRRVT SV SLLAYVYLTMNTSSLVYLAKPIEN TNDTSIKNVEKT RNAPNEENSKK
YEDEKNDRYEHY KNI EEAKVECVAREVRSE STLRSASIAMTNSEKYDFEYLNGLSY TELTNLIKIIKWNGIN
GEFNYSTGSORFRG DEKMNRVOAINALGESGRTYTANDMEGIETFTEVLRAGFYLGYYNDGLSYLNDRNED
DECIPAMIAIOKNPHFKL GTAVODEWVITSLO KLIG HASANAEVVN NCVPVLEQFRENENOYAPTYWIGTA
VN ELRGIEFOF SCAAY ERDVE TRIP WY G I DFFINELALGLYGRITSATEWASDVG IV YLEK FELYS TN EN
DGOSR AVERYEVE R IAFVAMERITWOYDGIGSNGERVYDHDEFL DUATEHYLPKTYTFONGTRIRAG
DRVEEEKIKRUYWASAEVRSOFHRWWONDRALEVONADDV L TKIFNSPEE VPN TNIN GV TONGG LY
EPRGTRYTYERTPOOSIFSLEELFRHEYTHY LDARYLYDGLWGRGPFVEKNRL TWRDEGTAEFRAGSTRTS
GVLPRKSLGYLAKDEYDHRYSLKKTLMAGYDOS M FYNYGFAVARYLYERKDRMP TRIKM MEALNTOVE
SYDEHEKLSDDANENTEYONRIQRLADKYQGAGIPLVEDDYLEDMGYRKASEVYSEISKAASLTNTAVTAE
YN T FT I RGTY TGRETSHGEF DWRERMSKRL DG TLESLARN SWSGYRTLTAYFTR YRV TS DNEVOYD
YYFHGVETONADISNNKSPIAKVTGPSTOAVGRNIEFAGRDSEDEDGKIVSYDWOF GDEATSRGKNSVH
AYRKAGTYRNV T T RO GAT A TESFTIEIKNEDT T TRITREMEPN DIDIKEANGRIVEGVTVEGDLNGSDD
ADTEYFDVEEDGDWTIEL PYSORSHNFTWLIVYKEG DD OMHIRRGIDENNSEVGTREATRGRHYVRIYKHDSA
SNISYSIM R GLGNEKUEERENN DR SDEATVIFNFNTYMOG S GDDSRDVYSFEVREEGEVIELDRKGER
GYTWTLHPESHINDRITYCOQVDGHKVANEVELRPGRYYLLWYKYSGRGNYELRWNK
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Ve smési proteina kolagenaza a jeji prirozené degradované ¢asti tvofi vétSinu susiny ve finalnim
produktu. Obsahovat mohou také clostripain, pifipadné neutralni proteazy zjistitelné vhodnou
metodou méfeni aktivity téchto pfimési. Podstatnd je vSak pfitomnost jak nedegradovanych
kolagenaz, tak pfipadné jejich casti. Na gelu 12% SDS-PAGE musi byt patmé oba dva pruhy
odpovidajici velikosti 116 kDa a 126 kDa a je zde moznost 1 vyskytu prouzku o niz$i molekulové
hmotnosti, které maji stale katalytickou aktivitu. Pokud je pouZity zymogram, mohou byt tedy
patmé lytické zony 1 proteintt s niz§i mol. hmotnosti. Mens§i molekuly samotnych katalytickych
domén tak diky lepsi difazi v substratu doplituji aktivitu pomémé velké molekuly kompletnich
enzymil. Kolagenaza musi mit specifickou aktivitu vy$§i nez 200 PZS/g. Tato jednotka je
definovana, jako pocet mikromolu substratu rozloZenych jednim gramem enzymu za jednu
minutu pii teplotd 25 °C. Zadouci muze byt i clostripainova aktivita, ktera neni nutna. Clostripain
muze byt Zadouci pifimési vysledné kolagenazové smési. Jednotka U/mg je takova enzymova
aktivita clostripainu, ktera katalyzuje hydrolyzu 1 pmol substratu (BAEE) za 1 minutu pfi teploté
25 °C, pH 7.6 a za ptitomnosti 2,5 mmol/l DTT. Optimalni hodnota aktivity by méla leZet mezi
1,2 az 1,45 U/mg.

Kmen Clostridium histolyticum MB 204 uloZeny ve sbirce jako CCM 8656 m¢l mnohem vyssi
vytéznost kolagenazy nez ostatni testované kmeny bézn¢ pouzité pro produkci kolagenazy. Tento
kmen sice na rozdil od komeréné pouzivanych bakterii obsahuje pouze po jedné kopii genu pro
kolagenazu typu I a pro kolagenazu typu 11, ale jeji produkce je zvySena, pravdépodobné diky
expresi zpusobené silnym promotorem. Navic kmen produkuje minimalni mnoZstvi toxickych
proteint, a béhem zpusobu pripravy dochazi k degradaci nezadoucich proteind, coz je velka
vyhoda pro praktické pouZiti v transplanta¢ni medicing.

Novym postupem v kombinaci s novym kmenem dochazi k produkci stabilni kolagenazy z
Clostridium histolyticum. Ve finalnim produktu jsou pfi kultivaci relativné malé¢ho objemu
dostateéné vytézky obou typu kolagenaz. Dochazi u ni sice k ¢astené degradaci, ale ta je spise
prospésna v kombinaci s dostateCnou piitomnosti nedegradované casti enzymu, jelikoz
degradované Casti si zachovavaji stale proteolytickou aktivitu.

Enzym kolagenaza se pouziva k digesci tkané slinivky bfisni, pfi které dochazi k uvolnéni
Langerhansovych ostravki (LO), kter¢ mohou byt pouzity k 16¢b¢ diabetes. Izolované LO
pomoci kolagenazy musi spliiovat pfisna kritéria, aby mohly byt transplantovany pacientim s
kvalita odd¢€leni ostruvku od exokrinni tkané a kvalita ziskanych ostriivki po izolaci a kultivaci.
Kvalita ostriivkit je hodnocena pomoci barveni Zivych a mrtvych bunck, pomoci glukézou
stimulované sekrece inzulinu beta bunkami LO (vyjadiena jako stimula¢ni index) a pomoci
méieni spotieby kysliku. Pomoci kolagenazy podle vynalezu bylo dosazeno Casu digesce 15 min,
a vytéznosti v praméru 1000 LO, které si zachovavaji dostate¢nou vitalitu (vice jak 95%). Tato
kolagenaza je tedy vhodna pro izolaci LO pro transplantaéni acely.

PATENTOVE NAROKY

1. Kmen bakteric Clostridium histolyticum ulozeny v CCM — Ceské sbirce mikroorganisma
Masarykové univerzity Piirodovédeckée fakulty, Kamenice 5, 625 00 Brno pod depozitnim Cislem
CCM 8656, produkujici za anaerobnich podminek pfi teploté od 25 °C do 45 °C proteolyticke
enzymy véetné kolagenazy, elastinazy, neutralnich proteaz a clostripainu.

2. PouZiti kmene bakterie Clostridium histolyticum CCM 8656 podle naroku 1 k produkci
smési dvou kolagenaz col 1 a col 2 o molekulové hmotnosti 116 kDa a 126 kDa.

3. Pouziti kmene bakterie Clostridium histolyticum CCM 8656 podle naroku 1 k produkei
smé&si dvou kolagenaz col 1 a col 2 o molekulové hmotnosti 116 kDa a 126 kDa a clostripainu.
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4. Pouziti smési dvou kolagenaz col 1 a col 2 ziskané z kmene bakteric Clostridium
histolyticum CCM 8656 podle naroku 2 pro izolaci Langerhansovych ostruvki.

5. Pouziti smési dvou kolagenaz col 1 a col 2 a clostripainu ziskané¢ z kmene bakterie
Clostridium histolyticum CCM 8656 podle naroku 3 pro izolaci Langerhansovych ostrivki.
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