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Reseni se tyka farmaceutickych pfipravki vhodnych jako
injekéni preparéaty k terapeutickému pouZivani pfi lé€eni
onemocnéni cév, ktera se vyskytuji piimo jako nésledek
ateromat6zni usazeniny na vnitinich sténéch arterii. Injek&ni
preparaty obsahuji hyaluronatlydzu bakterialniho ptivodu
respektive u tohoto enzymu pfipraveny enzymovy fragment
§t&pici hyaluronat. Tento enzymovy fragment bakterialni
hyaluronétlyazy §t€pici hyaluronat je rovnéZ pfedmétem
feseni. Lze ho pfipravit tim, Ze se holoenzym podrobi
pusobeni specificky $tépici proteazy.
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FARMACEUTICKE PRIPRAVKY OBSAHUJIcI EN2ZYM MIKROBIALNIHO
PUVODU STEPICI KYSELINU HYALURONOVOU

Oblast techniky

Na wvnitfni sténé artérie, intimy, se usazuji u
lidi tak Jjako u savcl s pfibyvajicim v&kem nebo pfi
patologickych stavech hydrofébni plaky, které vedou
k ztvrdnuti stén arterie, k 1ézi a k zmen3eni wvnitf¥ni
svétlosti tvorbou neointimy v tkadnich. Se zm&nou tkan& uzce
souvisi patologické Jevy, Jjako srdeini arytmie, tvorba
tromb a trombdzy, cerebralni infarkty, cerebréalni trombézy,

vysoky krevni tlak a sniZeni zasobovani krvi.

Vynalez se tykd farmaceutickych p#ipravki, které
vykazuji vlastnost zmensSit pEfi intraarteridlnim nebo
intravenéznim pouzZiti rozsah ploch intimy pokrytych plakem ,
respektive zmenSit Jjejich ucinek na prUtok krve. Tento
ucCinek tdzce souvisi s ptitomnosti kompletniho enzymu
(holoenzymu) a/nebo z ného pfipravitelného, men3iho
enyzymového fragmentu nového druhu ve farmaceutickych
pfipravcich podle vynédlezu.

NavrZeny holoenzym je hyaluronatlyadza a také fragment
vykazujici aktivitu Stépit kyselinu hyaluronovou. Tato
aktivita vede predev3im k pfednostnimu odbouravani kyseliny
hyaluronové.

Didle se vyndlez tyka novych fragmentdl enzymu,
pripravenych speci&lnim enzymatickym degrada&nim procesem.

Hyaluronovd kyselina pat¥i vedle chondroitinsulfat,
dermatansulfatu, heparinu a heparansulféatu

ke glykosaminoglykantm. Zminéné glykosaminoglykany obsahuji
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kromé kyseliny hyaluronové sulfatové skupiny (sulfatované
glykosaminoglykany). Glykosaminoglykany se vyskytuji v tkéani
v3ech obratlovct. Kyselina hyaluronovad existuje obzvlasté
v interceluldrnich matrixech, k0Zi a chrupavkovych tkanich,
jakoZz i v télnich tekutinéch, jako je kloubni kapalina a
voda oc¢ni komory. Spolec¢né s jinymi glykosaminoglykany e
obsaZena ve sténadch krevnich c¢év a pravdépodobné také
v ateromatdéznich usazenindch respektive plaku vnitfnich stén
artérii. Vlastnosti kyseliny hyaluronové Jje véazat vodu za
tvorby viskdéznich hydrokoloidnich roztokd a tvofit téice
rozpustné komplexy se silné basickymi proteiny. Skladad se
z kyseliny glukuronové a acetylovaného glukosaminu, které
jsou vazané B-(1-3)-glykosidickymi vazbami. Tyto

disacharidové Jjednotky jéou opét spolu vzdjemné vazany

glykosidickymi B-(1-4)-vazbami. Hyaluronovd kyselina Jje
Stépena enzymy, které jsou zahrnuty pod pojmem
hyaluronidazy.

Tento nazev hyaluroniddzy popisuje =~ nespravné ve
smyslu enzymologického systému - t¥i rGzné ucinné typy

enzyml Stépicich hyaluronovou kyselinu (J. Ludowieg: The
mechanism of hyaluronidases, JBC 236, 333-339, (1961)). Jsou
to préavé jednak endohydroléazy, které hydrolyticky 3&tépi B-
(1-3) ~vazby za adice vody. K nim patfi vét3ina hyaluronidéz
z vy$3ich organismg, napfiklad terapeuticky pouZitelna
hyaluroniddza =z hovézich varlat. Také tyto enzymy nazvané
hyaluronat-glykanhydroléazy (E.C.3.2.1.35/36) hydrolyzuji
kromé hyaluronové kyseliny v omezené mife také Jiné
glykoéaminoglykanové vazby. Dals8i typ ptedstavuje endo-B-
hyaluroniddza z pijavic, kterd vysoce specificky 8&tépi f-
(1-4)-vazbu. VSechny jmenované enzymy Jjsou hydrolyticky
plsobici hyaluronidazy respektive hyaluronidazy v uZ8im

slova smyslu.
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Treti typ enzymd, hyalurondtlyazy (EC 4.2.2.1), Stépi
kyselinu hyaluronovou v f-(1-4)-vazbidch podle elimina&niho

mechanismu za tvorby dvojné vazby v poloze (4-5) kyseliny

glukoronové. Hyaluronatlyazy nejsou tudiz Zadné
hyaluronidazy.
Hyaluronétlyazy se vyskytuji v mikroorganizmech.

Nachézeji se napfiklad ve streptomycetédch a v jinych
bakteriich. Jejich spoleCnym znakem je jejich uzkd specifita
vi¢i kyseliné hyaluronové. Jiné glykosaminoglykany se
zpravidla 3tépi v zanedbatelné mife (J.-H. Ozegowski et al.:
Purification and characterization of Hyaluronidase from
Streptococcus agalactiae, Zbl. Bakt. 280, 497-506 (1994), A.
Linker et al: The production of unsaturated uronides by
bacterial hyaluronidases, JBC 219 13-25, (1956), T. Ohia, Y.
Kaneko: Novel hyaluronidase from Streptomyces, BBA 198
(1970), 607-609 a K. Gase, J.-H. Ozegowski, and H. Malke:
The Streptococcus agalactiae hylB gene encoding hyaluronat
lyase completion of the sequence and expression analysis,
BBA, 1998, 86-98).

VétSinou Jjsou mikrobidlni hyaluronéatlyazy
vysokomolekuldrnimi proteiny s molekulovymi hmotnostmi mezi
116000-120000 Dalton. Tyto vysokomolekuladrni hyaluronédtlyazy
jsou vétSinou relativné citlivé vic¢i denaturaénim ¢inidldm
a extrémnim fyziologickym podminkdm. Zejména pfi pripravé
farmaceutickych a veterindrnich 1écebnych pfipravkli mizZe
dojit k vyznamnym ztrdtadm aktivity denaturad¢nimi procesy.
Navic je difdzni schopnost relativné velkych enzymd
podstatné men3i neZ schopnost difdze mensSich molekul.
Teoreticky se tim omezuje diftdze a tim i penetracni
respektive difuzni transport hyalurondtlydz (holoenzymll) o
vysoké molekulové hmotnosti v tké&nich, naptfiklad také do

plaku. Men3i imunogenni u¢inek je pravdépodobny.
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Dosavadni stav techniky

Dosavadni stav techniky Jje, &tépit proteiny pomoci
protedz béhem enzymatického procesu, aby se =ziskaly pro
sekvenovani proteinové fragmenty, které nejsou zpravidla
enzymaticky aktivni. Teoreticky by tedy m&lo byt moZné
zmenSit enzymy (holoenzymy), které jsou tvoteny
mikroorganismy, CasteCnym stravenim specificky plsobicimi
proteazami.

AZ dosud vSak nebyly znadmy Zadné fragmenty enzymi,
zejména Zadné enzymaticky aktivni fragmenty mikrobidlnich
hyaluronétlyaz, u kterych je pivod hyaluronatlyazy
rozpoznatelny na zakladé identického useku sekvence
aminokyselin nebo sekvence, které byly =z hyaluronatlyazy
pfipraveny. Nejsou tedy znamy zplsoby, kterymi lze pfipravit
enzymaticky aktivni fragmenty z hyaluronatlyaz.

Hyaluronidaza z hovézich varlat se pouZivad proto, aby
se zvifeci respektive 1lidska tk&il uc¢inila propustné&jsi.
SlouZi jako penetra¢ni nebo resorp&ni wurychlova& pro
subkutanné nebo intramuskularné podavana lé¢iva nebo
k usnadnéni perfuze vétSich mnoZstvi kapalin a pro rychlejsi
vstfebani edéml. Dobrych ucinkll bylo dosaZeno uZz v 60.
letech s vysokymi davkami intravendézné podavané
hyaluronatlyazy z hovézich varlat ,Dessau“ p¥i akutnich
tendovaginitinis a paratenonitis crepitans, pri
intravendéznim 1léc¢eni plantarnich patnich ostruh a v
dermatologii. Tak do3lo k podstatnému zmen3eni potiZi po
léCeni hyaluroniddzou u progresivni sklerodermie, pfFi
cirkumskriptni sklerodermii a u keloidl.

V. 70. letech byly <¢&inény pokusy ovlivnit néasledky
srdeCniho infarktu hyaluroniddzou na zvifecim modelu. Cilem

studii bylo =zmenSeni kardidlniho aredlu nekrézy podminéné
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zrychlenou novou tvorbou tkan& po infarktu a zlep3enim
periferniho prokrveni.

Od 60. let existuji literdrni odkazy, Ze hyaluronidaza
Z hovézich varlat mizZe byt pouZita k terapeutickému
ovlivnéni arteridlnich onemocn&ni cév u 1idi, Zejména
k zlepSeni prokrveni perifernich cév (nap¥iklad Thurnherr a
Koch, citovéano u Wolff: Behandlungsergebnise mit
intraventsen Magnesium comp. /Hylase-Mischinjektionen bei

Arteriopathien vom Beckentyp im Stadium II. 2. &arztl.

Fortbild., 1972, 66, 446-447) . Wolff referoval, Ze
hyaluronidadza =z hov&zich varlat p?¥i soudasném pouZiti
hofe&natych iontu, intraven6ézné aplikovand (kombinované
injekce, tydné t¥ikrat 300 IU po 6 tydnt), zlep3uje

prokrveni cév u 90 % sledovanych pacient@ s arteriopatii
typu Becken ve stadiu II. Grosshenig (v: Ergebnisse der
Behandlung degenerativer arterieller Gefasserkrankungen der
unteren Extremitdten mit intravendsen Gaben von magnesium
compositum ,Scharffenberg™ und Hyaluronidase. Dtsch. Ges.-
wesen, 1965, 21, 869-872) provedl podobné kombinované lé&eni
u degenerativnich onemocnéni cév niZ8ich extremit jakoZ i u
pacientl s vysokou degenerativni obliteraci cév typu Becken
S ,jednoznaénym uspéchem“. Podaval 300 IU tr¥ikrat tydné po
dobu asi 5 tydnd. V n&kterych té&%kych ptipadech zaznamenal
uspéch po aplikaci celkem 30 injekci. P#i zkoumani po 6 aZ 8
tydnech po ukon&eni 1léc&eni nebylo zjisténo Z&dné zhordeni
dosaZeného stavu.

Urcité bylo velmi nevyhodné, Ze Dbyla k dispozici
hyaluroniddza =z hovézich varlat Jjenom s relativné malymi
aktivitami a tim se mohly aplikovat jenom malé enzymové
aktivity. Tak neméla jednom&siéni i.v., i.p. nebo s.c. davka
velmi nizké hyaluronidéazové aktivity 300 IU u
hypercholesteronemickych . kralik®t vliv na aterosklerotické

zmény cév. Opakované podavani tohoto mnoZstvi po dobu aZ do
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3 mé&sicl sniZilo obsah cholesterolu v krvi a obsah fibrinu
plazmy, zvySilo obsah volného heparinu plazmy, zvy8ilo
vaskuladrni permeabilitu ve sméru tkdn& a vedlo také
k vyznamnému sniZeni ateromatozniho plaku cév (A.T.
Pertsovskii, S. I. Koval’chuk, V. A. Baronenko, R. N.
Gold'man, S. Ya. Guz, a T. L. Fonbarova (1973): Effect of
hyaluronidase on the course of experimental atherosclerosis.
Kardiologija, 13, 37-40).

Enzym, ktery byl deklarovdn jako hyaluronatlydza a
~which appears to be a substantially homogeneous material,
is particulary effective hyaluronidase because of its wide
specifity™ byl popsan Gottliebem et al. podle GB 1,060,513
ze zvifecich tké&ni. Enzym byl napfiklad v patentech GB
1,098.957 a ve smé&si s hyaluronidédzou zvifreciho pGvodu
v patentu GB 1.179,787 navrZen k léCeni alergickych jevi.
Gottlieb navrhl také (US 3,708,575) 1lé&it onemocnéni cév u
lidi jako srde&ni arytmie, trombbzy, cerebralni infarkty,
cerebralni trombdzy a srdecCni infarkty zejména
arteriosklerdzu touto hyaluronidazou respektive
hyaluronatlydzou. Izotonicky sterilni roztok napfiklad s
10000 IU/ml se injektuje intravenézn&, intraarterialné nebo
intratekdlné. Enzym byl ziskdn ze zvifeciho materidlu podle
udajl chrénénych patentem (US 3,708,575). Z popisu vynalezu
jednoznac&né vyplyva, Ze se p¥i pouZiti enzymu (enzymi) jedna
o0 pouZiti testikuldrnich hyaluroniddz. Aktivita esterazy
pfipisovand enzymu, domn&ld 3irok& specifita stejné& tak jako
metoda, pouZitd pro urceni aktivity , kterd neni specifické
pro reakci 1lyazy , se vztahuje na zvifeci hyaluronidazu.
Odpovidajicim zpisobem nebyly také uvadé&ny enzymy se
specifikou Stépeni hyalurondtlyazy ze zvifecich varlat
vV nejnovéj3i literatu¥e (P¥ehled: G.L. Frost, T. Csoka a R.

Stern: Trends Glycosci. Glycotechnol. 8, 419 - 434).
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Podle udajua uvedenych v literature je vhodnéa
hyaluronidaza z hovézich varlat, kterad =zvy3uje propustnost
krve cévami pro krevni tok, takZe ateromafézni usazeniny a
pokud moZno také konstituenty krevnich chuchvalcli a krevnich
trombl rozpoudti, odbourdvéd nebo ¢ini propustnymi. U
konstituentt krevnich trombu, které se pokud moZno
rozpoustéji, by se mohlo jednat o &astice plaku, které se
z intimy rozpoustéji a na nichZz se krevni chuchvalce

utvarely.

Dale existuji dakazy, Ze pouZiti hyaluronidazy ¢&ini
stény cév propustnéjsimi jak ve tkani tak i pokud moZno na

hranic¢ni tkéani.

Nevyhodou je v3ak p¥i pouZiti hyaluronidazy zvi¥eciho
pavodu, zejména hyaluronidézy z hov&zich varlat to, Ze enzym
na zakladé svého plvodu s sebou nese nebezpe&i prenosu virtd,
BSE (bovine spongioform encephalopathie) a jiného infeké&niho
materialu. Dale je nevyhodné, Ze p¥i pfipravé hyaluronidazy
k odstranéni znecidténin ve form& obsaZenych latek, zejména
cizich proteind ze zvifecich materialli, se musi pod&itat s
velmi vysokymi néklady na &isténi. Aby se ziskalo dostatedné
mnozstvi hyaluronidédzy musi se dale - tak jak to odpovida
pfisludné velkym mnoZstvim vychoziho materialu -

shromaZdovat za podminek, p¥i kterych je zabrénéno ztratéam.

Hyaluronidéaza ze savlich varlat hydrolyzuje na zakladé
své nespecifity také sulfatované glycosaminoglycany pf#itomné
ve sténé cév. Av3ak je moZno se domnivat, Ze dermatansulféat
nebo chondroitinsulfat, heparin a heparinsulfat =zabrafiuji
prfipojeni krevnich tromb® na vnit#ni sté&nu cév vlivem svych
inhibi¢nich vlastnosti. Existuje tudiZ moZnost, Ze hydrolyza

téchto sloucenin zvysuje sekundarni tvorbu krevnich



chuchvalcl na intim& a tim by mohla mit testikulédrni

hyaluronidaza také neZadouci vedlejdi u&inek.

Sawyer et al. (EU 193330Bl) popsal p¥ipravu a pouZiti
specialni endo-B~glukoronidazy s molekuldrni hmotnosti
28.500 D z pijavic ke stimulaci toku fyziologickych kapalin
pfi ocnich onemocnénich. Tento enzym je vysoce specificky
pro hyaluronovou kyselinu a 1i5i se od zn&mé endo-B-
glukuronidazy =z léka¥skych pijavic (hirudo medicinalis)
vyssi stabilitou ©p¥i vy88ich teplotidch a extrémnich

hodnotéch pH.

Cilem predkladdaného vynédlezu je zabrénit nevyhodam
dosud navrZenych pouZiti hyaluroniddz zvifeciho ptvodu jako
enzymu  odbouravajiciho plak tim, Ze enzymy ziskané
z mikroorganizmi ve vhodném galenickém pF¥ipravku se pouZiji
jak k terapii tak i k prevenci aterosklerotickych cévnich
Zmeén. Mikrobié&lni enzymy jsou moZnostmi jejich
biotechnologické pripravy v zasadé =ziskatelné jednoduchym

zplisobem.

Cilem vynalezu Jje téZ pfipravit enzymaticky aktivni
fragmenty enzyml s aktivitou odbourdvat plak jednoduchym
zpisobem z vhodnych mikrobialnich holoenzymi a pouZit Jje
jako galenické pfipravky. Od pouZiti fragmentl se ocekava,
Ze Jjsou ve farmaceutickych preparadtech stabiln&jsi, pfFi
pouZiti méné& imunogenni, a Ze lépe penetruji.

Enzymy pfipravené podle vyndlezu nemaji mit dale pfi
podavani vySSich enzymovych aktivit po del8i dobu negativni
vliiv na Zijici sav&i organizmus. Enzymy maji také ovliviiovat
jenom omezené& Sté&peni sulfatovanych glykosaminoglykant, aby
se na Jjedné strané s hyaluroniddzou ze zvifecich varlat

dosahovalo srovnatelného rozpoudténi plaku a srovnatelnych



konstituentl krevnich chuchvalcti. Na druhé stran& nesmi
dojit silné omezenym odbouravanim sulfatovanych
glykosaminoglykant v intimé& nedostatkem sulfatovanych
glykosaminoglykant k silné zvét3enému nebezpeli  tvorby

krevnich chuchvalct.

Vynalez si proto klade za cil nalézt plak odbouréavajici
enzymy mikrobidlniho pavodu, které Jjako konstituenty ve
farmaceutickych formulacich maji p¥i rozpousSténi plaku
srovnatelny respektive lepsi ucinek ve srovnani
s hyaluronidéazou z hovézich varlat, respektive pti
zmen3Sovani plakem ‘pokrytYCh vnitfnich stén cév JakoZ i
soucasti trombid a krevnich chuchvalct p#i pouzZziti v krevnim
systému cév, které vyvoj onemocnéni u nemoci cév pozitivné
ovliviiuji, nejsou toxické a nemaji Zadné jiné negativni
GCinky pri pouZiti Jjako injeké&ni prepardt u 1lidi nebo

zvirftat.

Casti ulohy, kterd vedla k vynalezu, je také pIipravit
mensi protein respektive fragment s aktivitou
hyalurondtlyazy a poskytnout zptsob jelji ptipravy. Fragmént
ma vykazovat podobné nebo stejné enzymatické aktivitni

vlastnosti jako holoenzym.

Podstata vynalezu

Predkladany vynalez se proto tyka vhodnych
farmaceutickych pf¥ipravkl k léZeni onemocné&ni cév, ktera se
vyskytuji primo nebo jako néasledek ateromatdzni tvorby
plaku. Dale vyndlez zahrnuje novy fragment enzymu, Jjeho

pEipravu jakoZ i pouZiti.
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Podle vynalezu bylo shledano, Ze farmaceuticky
pfipravek, ktery obsahuje jeden nebo vice bakterialnich
enzymi s aktivitou hyaluronatlyazy (E.C. 4.2.2.1.), zejména
hyaluronatlyéazu vymé3ovanou mikroorganizmy kmene
Streptococcus, s vyhodou obecné dostupnych druht
Streptococcus agalactiae nebo Streptococcus eyuisimilis
fermentaci do submersniho media, respektive fragment enzymu
pEipraveny z hyaluronatlyazy, za podminek in vitro uvolniuje
material nebo rozpousti tenké tuseky plaku z izolovanych
nadnost plaku, které byly ziskény z ateromatéznich cév savcia

a lidi.

Dale se prokéazalo, Ze pri casto opakovanych
intravenéznich injekcich srovnatelné& vysokych enzymatickych
aktivit, obsahujicich farmaceutické ptipravky podle
vynalezu, které hyaluronatlydzu a/nebo enzymovy fragment
obsahuji, se u Zivych ,Watanabe™ kralik®, ktefi na zakladé
genetického defektu aorty vykazovali velké nanosy plaku, po
léceni v pozoruhodné mi¥e zmenZila plakova usazeni v cévach.
Zatimco vnit¥ni cévy neoZetfovanych zvirat vykazovaly tenkou
bélavou vrstvu povrchového plaku jakoZ i také tlustsi plak,
byly vnit¥fni cévy 1lé&enych zvi¥at bez tend&ich usazenin
plaku a vykazovaly tmavodervené zabarveni zdravé vnit#ni
povrchové tkané&. Roz3ifeni plochy silnéjsiho usazeni plaku

byl rovnéZ redukovéano.

Je prekvapujici, Ze tento udinek neni omezen . jen na
pfitomnost holoenzym s molekulovou hmotnosti v oblasti od
114.00 do 124.000 D ve farmaceutickych p¥ipravcich, nybrZ
obzvlasté také plsobi vysoce aktivnim stabilnim fragmentem
holoenzyml s molekulovou hmotnosti napriklad 84.000 a2
86.000 D.



Dale bylo nalezeno, Ze fragmenty podle vynédlezu mohou
byt ptipraveny proteolytickym strdvenim bakteridlnich
hyalurondtlyédz proteiny, s vyhodou proteédzou, kterd 3tépi C-
koncovou peptidickou vazbu aromatickych aminokyselin. V
pfikladu se s vyhodou &té&pi hyaluronatlyadza s molekulovou
hmotnosti 116.000 D ze Streptococcus agalactiae na
enzymaticky aktivni fragment hyalurondtlyazy. Fragment méa
molekulovou hmotnost 84.000 - 86.000 D. V jeho specifité
Stépeni nejsou Z&4dné rozdily od nestravené hyaluronatlyazy
(holoenzymu). Oproti holoenzymu se vdak fragment vyznacuje
vyznamné vy&3i stabilitou ve vodnych roztocich a va&i
denaturacnim ¢€inidlim. Fragment m& specifickou aktivitu mezi
400.000 IU/ml aZ 800.000 IU/ml a vykazuje tim oproti
holoenzymu se specifickou aktivitou 400.000 IU/mg stejnou,
respektive dokonce vy%3i specifickou aktivitu.

Vynalez se tykad tomu odpovidajiciho farmaceutického
pEipravku obsahujiciho hyaluronatlydzu mikrobidlniho ptvodu
Jako holoenzym, jejiho fragmentu Stépiciho hyaluronat nebo
smési obou forem, pokaZdé ve vysace vyCi&téné formé& a
pfinejmenSim s jednim stabilizatorem anebo farmaceuticky
nezavadnou nosifovou nebo pomocnou latku jakoZz i préavé tak

farmaceuticky nezavadnym #edidlem.

Farmaceutické pripravky podle vynélezu jsou vhodné
v prvni fadé k léceni cévnich onemocnéni, jako jsou poruchy
srde&niho rytmu, aterosklerédza, cerebralni infarkty,
cerebrilni trombézy, koronélni trombbzy a kardialni
infarkty, které pochézeji z pFitomnosti ateromatézniho plaku
v krevnich cévich savect (lidi a zvifat).

.
Podle vyndlezu p¥ipravené farmaceutické pfipravky jsou

zejména injekéni preparéaty pro intravenézni a
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intraarteridlni injekce, které se skléddaji =z izotonického
sterilniho vodného roztoku vysoce &istého enzymového
proteinu, holoenzymu a/nebo fragmentu nebo definované smé&si
obou aktivnich enzymovych specii, pficemZ enzymové aktivity
jsou mezi 20.000 aZ 4.000.000 IU/ml. Tyto enzymové proteiny
byly s vyhodou pouZity ve formé& dosucha vymraZzené pevné
latky, kterd zpravidla obsahuje stabilizujici ptisady.
Stabilizujici p¥isady mohou byt napfiklad chlorid sodny,
glukbéza, hofecnaté sole, polyvinylpyrrolidon, aminokyseliny,
albumin, zejména ovalbumim a jeho hydrolyzaty nebo ceredlni
proteiny a jejich hydrolyzaty. P¥i injek&nim pouZiti leZi
pouzitd mnoZstvi hyaluronatlyazy a/nebo jejiho fragmentu
mezi 2.000 aZ 12.000 IU/kg té&lesné hmotnosti lé&eného savce

nebo ¢lovéka.

Enzym pouZity podle vynalezu, respektive fragment,
nesvéd€i o Zadnych negativnich déincich na zdravotni stav
pokusnych zvifat. Je nasnad@ a pat¥i to i k rozsahu ochrany,
Ze UCinek navrZeného enzymu a/nebo jeho fragmentu neni
omezen jenom na odstrafovani aktualnich usazenin, nybrZ ma
také pfiznivy vliv na onemocn&ni krevniho ob&hu jako
myokardischémie, infarkt myokardu, koronélni infarkt,
poruchy srde¢niho rytmu, aterosklerdza a podobné jevy ve

smyslu prevence jakoZ i terapie.

Vyhodné pfi pouZiti fragmentu podle wvynédlezu ve
srovnani s holoenzymem Ie, Ze na z&kladé jeho mendi
velikosti mliZe vniknout rychleji ne? holoenzym do pevnych

vrstev plaku a tudiZ plsobi jejich rychlej8i rozruSeni.

AniZ by se hyaluronatlyaza nebo jeji fragment omezovala
na jeden urdity mikroorganizmus, bude vyndlez objasnén na

ptikladu enzymu Z obecné dostupného mikroorganizmu
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Streptococcus agalatiae. Vytvofena hyaluronatlyaza ma
izoelektricky bod asi IP = 8,6 a molekulovou hmotnost asi
116.000 D a pusobi jako endoglykanaza. Enzym m& tu vyhodnou
vlastnost, Ze inhibuje sulfatovanymi glykosaminoglykany jako
napriklad také sulfatovana hyaluronovéa kyselina. D&ale se
uvedenym cisticim procesem pro injekéni ulely ziskd jako
vysoce Cisty enzym nebo se vy&istd&na hyaluronatlyéaza
specificky plsobici proteazou pfeméni na fragment. Jako
specificky U€innd protedza se miZe pouZit - aniZ by se tim
rozsah vynadlezu omezoval - napfiklad kyseld metaloproteaza
MO/2 (DD 270924), kterd se mie ziskat z mikroorganismu
Streptomyces hygroscopicus AP40. Tato proteaza se vyznaduje
molekulovou hmotnosti asi 14.000 kD a izoelektrickym bodem

mezi 3,85 aZ 4,0.

Také nasledujici detailni popis pfipravy holoenzymu a
také fragmentu, zejména pofadi krokt Cisténi, m& charakter
pfikladu a neomezuje rozsah ochrany. Pfiprava vysoce &isté
hyaluronatlydzy a vysoce &istého fragmentu v galenickém
pEtipravku vhodném k injekcim se miZe napriklad, pokud jde o
pofadi a také o vyb&r kroku C¢isténi, provadét neomezenym

zpisobem nezahrnutym v rozsahu ochrany vynéalezu.

Fermentace mikroorganizmu, napfiklad shora zminé&ného,
se provadi v michaném fermentoru za udrZovani konstantniho
PH pfi acidité 6,5 aZ? 7,5. Kyselina mléc&na produkovand béhem
fermentace se neutralizuje p¥idéanim z¥edé&ného louhu sodného.
Médium se sklada z anorganickych soli, kvasinkového
hydrolyzatu, podle volby kaseinpeptonu nebo sojapeptonu
jakoZ i glukézy. Po asi dvacetihodinové fermentaci se buifiky
separuji. Buné&&n& hmota se vyhodi.

Filtrat kultury se koncentruje v ultrafiltradnim

pfistroji = a Cisti. Hranice vybéru (cut off)
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ultrafiltrovaného modulu leZi mezi 30 aZ 50 kD. Vzniké
pfedCistény enzymovy roztok, ktery musi byt podroben dal3im
krokim ¢&isténim dfive neZ miZe byt pouZit Jjako injek&ni
preparat. Kroky c¢isténi a pouZiti pomocnych latek zajistuji
to, aby injek&ni preparat neobsahoval pyrogen.

Po zvySeni iontové sily p¥idénim siranu amonného as do
nasyceni 40 % se enzym adsorbuje na Phenylsepharose. Potom

nasleduje desorpce neutralnim pufrovanym vodnym roztokem,

oe

ktery obsahuje 25 % siranu amonného, vztaZeno na 100
syceni. Roztok se po kroku dialyzy smich& kvili odstranéni
zneCisténin s O-Sepharosou (Pharmacia). Potom se provede
specifickd adsorpce na barevnou latku, napfiklad na

aminofenyloxaminovou kyselinu.

Konecné Cisténi spolu s urdenim molekulové hmotnosti se
provede gelovou permeadéni chromatografii na Superdexu

(Pharmacia) .

Pouzije-1i se Streptococcus equisimilis jako streptokok
produkujici enzym, odpada &istici krok adsorpci na barvivo.
Tento enzym u¢inkuje jako exoglykanéza, jeho izoelektricky
bod leZi mezi pH 4,5 a 4,8 a je inhibovan jen ve velmi malé
mife sulfatovanymi glykosaminoglykéany.

Céstedné straveni holoenzymu na fragment se provadi
imobilizovanou nebo také neimobilizovanou specifickou
proteazou. Vyhodné na reakci s imobilizovanou proteazou je,
Ze se docili straveni a to samo miZe byt provedeno bez
kontaminace samotnou protedzou. V pfipad® pfimé reakce
s pfidanou protedzou musi po straveni néasledovat krok
inaktivace proteazy, Separace proteinu protedzy a dikladné
Cidténi. Enzymova frakce se muZe pouzit k p¥ipravé fragmentu

nasledujicim zplisobem:
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specificky &t&pici protedza MO/2 se vaZe  znamym
zptisobem napfriklad na Sepharose. Imobilizovanad proteaza se
napfiklad pfi pH 7,5 a teploté 37 °C smichd s vodnym
roztokem hyaluronadtlyazy. Po dokonCeném straveni se fragment
vysrazi siranem amonnym a pomoci gelové permeacni
chromatografie se =ziskd ve vysoce ¢isté formé&. Vycistény
enzym nebo fragment enzymu vykazuji po imunizaci u kréalika
jenom specifické sraZeni. Monoklon&lnimi protilédtkami byly
viechny dokazatelné péasy v ,Blot® analyze zbarveny.
Holoenzym mé& specifickou aktivitu asi 400.000 1IU/mg a
specifickad aktivita fragmentu leZi pribliZné& u 400.000 az
800.000 IU/mg. Ke stabilizaci se pfidal k enzymu respektive
k fragmentu alespofi jeden stabilizator napfiklad albumin,

s vyhodou ovalbumin a anorganické sole.

AniZ by to vynadlez omezovalo, Jje tEeba popsat metodu
pripravy fragmentu. Podle vynalezu se pouziji ke straveni
proteazy, které Stépi C-koncovou peptidickou vazbu
aromatickych aminokyselin. V jednom p¥ikladu vyhodného
provedeni se pouZivad metaloproteaza MO/2, ktera se pripravi
2z filtratu kultury Streptomyces hygroscopicus (strain AP40)
MO/2 je metaloenzym s Co'* v aktivnim centru (DD 270 924).
Proteadzy se s vyhodou pouZivaji ve vyCisténé formeé. Cisténi
protedzy MO/2 se provadi napfiklad chromatografii na
Phenylsepharoseze, DEAE-sepharose, Q-sepharose a Sephacrylu
S100 s obohacovacim faktorem 20. Specifické& aktivita leZi u

0,25 Kunitzovych jednotek (U/mg), reak&ni maximum pri

acidité pH = 4,2 a maximu reakéni teploty u 65 °C.
Molekuléarni hmotnost (Mm) enzymu ur&end SDS gelovou
elektroforézou a permeaéni gelovou chromatografii na
Sephadexu G50 superfine ¢&ini Mm = 14.000 az 15.000 D.

Protedza MO/2 je endopeptidadza s izoelektrickym bodem u IP =
3,85 a jed3té Jjednim u 3,92. Enzym hydrolyzuje pfirodni
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polypeptidy Jjako kasein, hemoglobin, hovézi serum, albumin a
ovalbumin.

Vyhodou pouZiti protedzy MO/2 Je, 7e enzym protein
velmi specificky 38tépi respektive m& velmi malou obecnou
stravovaci aktivitu va&i proteinu. Tento enzym §tépi skoro
vyluéné jenom peptidické vazby C-koncovych zbytkl
aromatickych aminokyselin. Ma esterolytickou aktivitu vaci
N-benzoyl-L-prolin-nitroanilidu a ma vyragné vlastnosti
mlécného sraZeni. Vlastnosti mlé&ného sraZeni, které Jjsou
prokazatelné tvorbou dlouhodob& stabilniho kaseinového gelu,
srovnatelné vlastnostmi gelu, ktery se pEl sraZzeni mléka
vyskytuje u velmi specificky u&inkujiciho labenzymu, Jsou
jako dal3i kladné hodnocena indikace limitovanou, av3ak pro
vynalez velmi vyhodnou aktivitou proteazy MO/2 8tépit vazby
holoenzymu specificky, aniz Dby to vedlo k odbouréavani

fragmentl.

V dalsim provedeni vynalezu se vaZe proteaza MO/ 2
rovn&? na vhodné nerozpustné imobilizacni suporty a v této
form& se pouZije ke 35tépeni holoenzymu. Vyhodou tohoto
postupu je, Ze se timto zpusobem bréani p¥echodu rozpusSténé

proteazy do roztokl fragmentu.

Podle vynalezu se fragment pfipravuje Castelnym
stravenim respektive proteolytickym gaste&nym odbouranim
holoenzymu specificky plsobici proteazou, kterd Stépi
peptidickou vazbu prednostné na C-koncové strané

aromatickych aminokyselin.

Vysoce ¢&isté roztoky enzymu nebo frakce obsahujici
fragment mohou byt pouZity po koncentrovani za Castecného
odstrandni vody a rovné&Z .za pridani stabilizatorli, pomocnych

l1atek a farmakologicky aktivnich latek a sterilni filtrace
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jako injek&ni preparaty. Vysoce gisty roztok enzymid
respektive fragmentli se miZe suSit vymraZovéanim po sterilni
filtraci naptfiklad za pouziti 5 mM chloridu hofrecnatého a
1 % vajeéného albuminu. VymraZeny enzym respektive fragment
se miiZe rozpoudt&t v roztoku kuchyiiskeé soli jako izotonicky
injekéni preparat.

Vynalez se rovnéz tyka pouziti hyaluronédtlyazy
mikrobidlniho ptvodu, Jjejiho fragmentu §tépiciho hyaluronat
nebo smé&si obou forem k lé&eni cévnich onemocnéni, jako Jjsou
poruchy srdecniho rytmu, aterosklerbdza, cerebrélni infarkty,
cerebréalni trombbézy, koronélni trombdzy a kardialni
infarkty, které pochézeji z ptritomnosti ateromatézniho plaku
v krevnich cévach savca a Clovéka.

Dalii pFfedmét predkladaného vynalezu se tykad fragmentu

bakterialnich hyaluronadtlyaz s aktivitou hyaluronatlyazy.

Nasledujici p¥iklady provedeni slouzi k objasnéni

vynalezu, aniZ by ho omezovaly.

Priklady provedeni wvynalezu

Experimentalni Céast

P¥iklad 1

Fermentace se provadi v michaném fermentoru o celkovém
plnicim objemu 30 1. Pracovni objem ¢ini 20 1. K naockovani
je urc&en v3eobecn& dostupny kmen druhu Streptococcus
agalacticae, ktery se v Némecké sbirce mikroorganismi - a

bun&&nych kultur (DSM GmbH) vV Braunschweigu nachézi pod
&islem 2134Y (=ATCC 13813= NCT C8181). Konzervace kmenu se

dosahne kryokonzervou (Mast-diagnostica). Koule pokrytéa
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hmotou kmenu se vloZi do 8ikmé agarové trubilky s agarem na
po&itani zarodkld a pohybem pfivede do styku s povrchem agaru
(kultura A). Potom se kvili kontrole sterility svinuté koule
vlio?i do 3 ml bujénového media ,srdce-mozek™ (kultura B).
Ob& kultury se kultivuji 24 h p¥i 37 °C jako kultury wve

stojatém postaveni.

1. p¥edkultura

Do dvou 100 ml bandk se se3ikmennou plochou se umisti
2 x 50 ml média, které obsahuje 5 g/l kaseinového peptonu-a
10 g/1 kvasnicového extraktu (Difco), a sterilizuji se pri
pH 7,0. K tomu se k 50 ml kultiva&niho média pridda 5 ml
Eagle média pokaZdé kratce p¥ed naoCkovanim. Nao¢kovani se
provede proplachovanim &ikmé agarové trubic¢ky kultury A
kultivaénim roztokem kultury B. Baiiky se seSikmenim se

kultivuji za t¥epani (150 rpm) pfi 37 °C po 24 h.

2. predkultura

2 x 1 1 média, skladajiciho se z 20 g/l kvasnicového
extraktu a 10 g/l pankreatického peptonu, 1,75 g/l octanu
sodného, 7 g/l hydrogenuhliitanu sodného (samostatné
rozpudténého), 7 g/l hydrogenfosforecnanu sodného x 2H:0-a
3,5 g/l dihydrogenfosfore&nanu sodného se pfed sterilizaci
upravi na pH 6,2 pomoci 20 % H,SO;. Po autoklavovani leZi pH
kolem 7,0. Roztok obsahujici 6,0 g/l roztoku glukdzy se
autoklavuje odd&len&. Odtud se pridad 100 ml pfed naolkovanim
2. predkultury. Nao&kovani se uskuteni p#idanim 50 ml 1.

pfedkultury (nao&kovédni 5 % v/v). Kultivace probiha za

pomalého t¥epani p¥i asi 45 rpm pfi 32 °C po 24 hodin.
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Hlavni kultura

Médium hlavni kultury se skladd z 20 g/l kvasnicového
extraktu, 10 g/l pankreatického peptonu a 25 g/l glukbzy.
Glukéza se autoklavuje samostatn&. Naolkovani se uskutelni
litrem 2. pfedkultury. Fermentalni parametry Cini: 34 °C ,
pH 7,0, provzdudfiovani pres hlavovy prostor (25 1/min
vzduchu) a rychlost michéni 150 rpm. pH bylo Vv pribéhu
titrace udrZovano konstantni pomoci titrace 40 % roztokem
sodného louhu. Glukéza byla pfidavéna manuélné tak, aby

koncentrace glukdézy neklesla pod 5 g/l. Po 20 hodinéch byla

kultivace ukoncena.

Priklad 2

50 1 kultivacniho roztoku fermentace druhu
Streptococcus agalacticae s aktivitou hyaluronatlyazy 400
IU/ml se pomoci sterilni filtrace 0,2 pm filtrem zbavi
zivych bunék. Ciry roztok kultiva&niho filtratu Jje potom
ultrafiltraci pfi cut off 60.000 D zkoncentrovadn na 2 1
kultivacéniho koncentratu. K témto 2 1 kultivacéniho
koncentratu se pridd 480 g pevného siranu amonného.
Proteiny, které p¥i této koncentraci vypadnou, jsou potom
oddéleny vydefovaci filtraci za pouZiti filtracnich pomiicek
a ¢iry koncentrat se nanese na fenylsefardézovy sloupec 2,5 X
20 cm, pfedem equilibrovany 40 % roztokem siranu amonného
pH 6,5, pufrovanym fosfaty. Po vymyti 35 % roztokem siranu
amonného pH 6,5 pufrovanym fosfaty Jje hyaluronatlyaza
eluovadna 25 % roztokem siranu amonného pH 6,5 pufrovanym
fosfaty. Eluované frakce se sjednoti a pfidénim pevného
siranu amonného nastavi na 80 % nasyceni. Vypadly precipitat
se sbird a rozpoudti v 100 ml 0,03 M trispufru pH 8,2 a

dialyzuje proti stejnému pufru. Potom se dialyzovany surovy
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roztok hyalurondtlyézy proh&ni pres equilibrovany Sepharose-
sloupec 2,2 x 15 cm. Hyaluronatlyaza se nachézi v eluépu.
Eluadt se nasyti na 80 % pfidénim pevného siranu amonného.
Vypadly protein se sbira, rozpousti v 0,05 M trispufru pH
8,7 a na sloupci Sephadex G 10 se zbavuje siranu amonného.
Takto equilibrovany roztok obsahujici hyaluronatlyazu se
nanese na prim&¥ené& equilibrovany afinitni sloupec (0,8 cm X
10 cm) 7z agarb6zy s kyselinou N-(p-aminofenyl)-oxaminovou a
eluuje se 0,1 M roztokem Na,COs pH 9,7.

Eluované frakce obsahujici hyaluronatlyazu se spoji a
vysra?i nasycenim na 80 % siranem amonnym. Vypadly
precipitat se sbiréd, rozpousti v 1 ml 0,1 M trispufru pH 7,5
a nanese na sloupec Superdex 200 (16 x 60). Proteinovy péas
hyalurondtlyazy p¥i 116.000 D se sbird a dialyzuje proti
0,02 M trispufru pH 7,5 , ktery obsahuje 0,005 M MgCl:.
7iské se 10 mg hyaluronatlyazy se specifickou aktivitou
400.000 IU/mg. K dialyzovanému roztoku hyaluronatlyazy se
pfidéd ovalbumin v 1 % koncentraci a roztok se vysusi

lyofilizaci.
Priklad 3

Podle prikladu 1 a 2 se pfedkultivuje mikroorganismus
druhu Streptococcus equisimilis, kultivuje se a ziska se
enzym v Cisté formé&. Odpadd krok zpracovani cisténim pres

agardzu s kyselinou N-(p-aminofenyl)-oxaminovou.
Priklad 4

10 mg &i%téné proteadzy MO/2 se rozpusti ve 2 ml 0,1 M
roztoku hydrogenuhli&itanu sodného. K tomu se pfida 1 ml
Bromcyan-Sepharosy (Pharmacia) a protfepadva 12 hodin pri

4 °C. Potom se nespojeny roztok obsahujici MO/2 oddé€li od
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vznikajici MO/2-proteédzové sefardzy fritou. Potom Jsou
nenasycen& vazebnad mista na Bromcyan-Sepharose blokovana
reakci s 2 ml 0,1 M roztoku glycinu. Po obsazeni se MO/2-
Sepharosa vymyje 0,1 M kyselinou octovou o pH 4,5 a 0,1 M

roztokem hydrogenuhlicitanu sodného.

10 mg hyalurondtlydzy ze Streptococcus- agalacticae se
rozpusti v 1 ml 0,05 M fosfatového pufru pH 7,0 a temperuje
v termostatu na teplotu 37 °C. K tomuto roztoku se prida
0,25 g fixované MO/2-protedzové sefardzy, ke které je vazana
proteolytickd aktivita 0,1 Kunitzovych jednotek. Po 15
minutadch se protedzovad sefardza oddéli a vznikly fragment
vypadava z roztoku po nasyceni siranem amonnym na 80 %. Po
18 hodindch se sediment sbiré a rozpousti v 06,05 M
trispufru pH 7,5. Fragment se Cisti gelovou permeadni
chromatografii na Superdexu 200. Aktivni frakce fragmentu se
sjednoti, dialyzuji proti 0,05 M trispufru a 1lyofilizuji za
pfidani albuminu. Fragment mé& specifickou aktivitu 600 000

1U/mg.
Priklad 5

4 mg hyaluronétlyédzy ze Streptococcus agalacticae
se rozpusti v 0,05 M tris—HCl—pufru pPH 7,8 a v termostatu
temperuje na 37 °C. K tomuto roztoku se prida 80 pug proteézy
MO/2 se specifickou aktivitou 0,1 Kunitzovych jednotek/mg a
smés se nechad travit po 30 minut p¥i 37 °C. K zastaveni
reakce se ke smési p¥idda 10 ul 0,1 M EDTA pH 7,0. Potom se
smés nanese na 3 ml afinitni sloupec 2z agarbdézy s kyselinou
N- (p-aminofenyl) -oxaminovou a eluuje 0,05 M Na,CO; pH 9,7.
Fragment byl vysré&Zen nasycenim na 80 % siranem amonnym,
sbirédn a vycCistén gelovoﬁ permeacni chromatografii. Aktivni

frakce fragmentu se sjednoti, dialyzuji proti 0,05 %



XXX
.
ssseoe
L
eee e
XX K]
e

- 22 -

s
evee
.
eese
3
€
coeo
cesese

trispufru a 1lyofilizuji pfidanim albuminu. Fragment mé

specifickou aktivitu 460 000 IU/mg.

Priklad 6

0,5 ml roztoku fragmentu hyaluronatlyéazy (p¥iklad 4) je
p¥idano kx 0,5 ml 0,1 M acetdtového pufru pH 6,0 a fedi se
formou geometrické Fady. Poté je ke kaZdému z¥edéni pridano
0,5 ml roztoku kyseliny hyaluronové, ktery obsahuje 0,2 mg
kyseliny hyaluronové / ml 0,1 M acetétového pufru pH 6,0.
Tato sm&s se potom inkubuje 30 minut p¥i 37 °C. Enzymova
reakce se zastavi tim, Ze se ke kaZdému z¥edéni pfidaji 2 ml
2,5 % roztoku cetyltrimetylammoniumbromidu v 2 % sodném
louhu. Po 20 minutéch stéani p¥i pokojové teploté se méri
zdkal v kaZdém z¥edéni pfi 600 nm v 1 cm kyvetdch a na
kalibraéni k¥ivce se uréi mnoZstvi rozStépené kyseliny
hyaluronové. P&t mezinadrodnich Jjednotek (IU) fragmentu

hyaluronatlyazy 3tépi 16 pg kyseliny hyaluronové/min.
Priklad 7

Vidy 20.000 IU holoenzymu a fragmentu (pfiklad 4) se
rozpustilo ve 3 ml destilované vody. Oba roztoky byly
ponechény 24 h pfi pokdjové- teploté a potom byla zméfena
aktivita enzymu. Aktivita roztoku holoenzymu klesé
v uvedeném cCasovém intervalu na 60 %, zatimco aktivita

roztoku fragmentu &ini 95 % aktivity vychozich roztoku.
Priklad- 8

Ur&eni aktivity hyaluronétlyézy respektive fragmentu
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1. Opticky test p¥i 232 nm

Byly ptipraveny zé&sobni kmenové roztoky pro kyselinu
hyaluronovou (HA) a sulfatovanou kyselinu hyaluronovou
(mg/ml) a uchovavény p¥i 4 °C. Nésada standardniho testu se
provede v 3 ml k¥emennych kyvetdch (d = 1 cm) pti vlinové
délce 232 nm a teploté 26 °C nésledujicim zplsobem. K 1,8 ml
0,1 M acetatového pufru pH 6,0 se pridd 200 pl kmenového
roztoku kyseliny hyaluronové a reakce se nastartuje se 2 aZ
4 U/ml (50 ml) hyalurondtlyazy. Kone&ny objem &ini 2050 pl.

Pro brzdici pokusy se vySe popsand nasada standardniho
testu upravi takto: K 1,5 aZ 1,8 ml pufru se pridad 300 aZ
500 pl sulfatované kyseliny hyaluronové a 200 pl kyseliny
hyaluronové a reakce se nastartuje pfiddnim hyaluronatlyazy.
Hyaluronatlyaza Jje ©parcidlné nekompetitivné inhibovana.

Hodnota Ki &ini 5,5 x 10™* mg/ml.

Hyaluronatlyéza vykazuje linedrni stoupéni extinkce p¥fi
232 nm, z JjejiZ smérnice 1lze urcit aktivitu. Vypolet Jje
zaloZen na extinkénim koeficientu € = 6,0 x 10°1 x mollcm™
pro vytvofeny A'°-nenasyceny wuronid (J. Ludowig: The

mechanism of hyaluronidases. JBC 236, 333-339 (1991)).

2. Opticky test pfi 600 nm na mikrodeskéch

Urceni 1lyazové aktivity podle prace D. Gerlach, W.
Kéhler ,Hyaluronatlyase von Streptococcus pyogenes. 1II.
Charakterisierung der Hyaluronatlyase“ (E.C. 4.2.2.1.) 2Zbl.
Bakt. Hyg., I. Abt. Orig. A 221, 296-302 (1972)
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Z kmenového roztoku (50.000 U/ml) se fed&nim 1:50
ptipravi roztok hyaluronatlyazy. K 0,5 ml roztoku
hyaluronatlydzy se pfida k 0,5 ml 0,1 M acetatového pufru pH
6,0 a zfeduje formou geometrické fady. Poté se ke kaZdému
ztedéni prida 0,5 ml roztoku kyseliny hyaluronové
obsahujiciho 0,2 mg/ml 0,1 M acetatového pufru pH 6,0. Tato
smés se potom inkubuje p¥i 37 °C po 30 minut. Enzymova
reakce se zastavi, pokud se ke kaZdému z¥edéni pfidaji 2 ml
roztoku cetyltrimetylammoniumbromidu v 2 % sodném louhu. Po
20 minutach pfi pokojové teploté se zakal v kaZdém zreddni
méfi p¥i 600 nm v 1 cm kyvetdch a z kalibrad&ni ktivky se
urci mnozstvi rozStépené kyseliny hyaluronové. 5
mezindrodnich jednotek (IU) hyaluronatlyazy 3tépi 16 g

kyseliny hyaluronové/min.

Priklad 9

10 mg hyaluronadtlydzy (holoenzymu) se rozpusti v 1 ml
0,05 M fosfatového pufru pH 7,0 a v termostatu temperuje na
37 °C. K tomuto roztoku se p¥ida 0,25 g specificky Stépici
proteazové sefardzy S proteolytickou aktivitou 0,1
Kunitzovych jednotek/mg. Po 15 minutdch se nerozpustnéa
proteazovd sefardza oddéli a vznikly fragment vypadne
z roztoku nasycenim na 80 % siranem amonnym. Po 18 hodinéach
se sediment oddéli a rozpusti v 0,05 M trispufru pH 7,5.
Fragment se <¢isti gelovou permeaéni chromatografii na
Superdexu 200. Aktivni frakce jsou spojeny , dialyzovany

proti 0,05 M trispufru a lyofilizovany pfidavkem albuminu.

Priklad 10
Pro dikaz aktivity hyaluronatlyadzy rozpoudté&t plak jsou
z lidské neointimy arteria carotis interna odebrédny asi 0,3

mm velké, Zlutobilé kousky tkané (kousky plaku - pléaty),
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suspendovény do roztokd hyalurondtlyazy (asi 20.000 IU v 1
ml trispufru, 10 mM, pH 7,0) a inkubovadny po 12 hodin pfi
pokojové teploté. DoSlo k CéasteCnému rozrudeni d¥ive ostrych
fédzovych rozhrani kouskll plaku pravé tak jako k uvolnéni
suspendovaného jemné rozptyleného materidlu. Paralelné& byly
kousky plaku oSetfeny pouze trispufrem. PF¥itom nedo3lo

k Zadnym znamk&m rozpoudténi.

Priklad 11

Pokus s fragmentem hyaluronéatlyazy na rozpoustét
ateromatdézni usazeniny v cévach lidského ptvodu:
Asi 0,3 mm velké Zlutobilé kousky tkané odebrané z neointimy
lidské arteria carotis interna (kousky plaku) byly
suspendovany Vv roztoku fragmentu (asi 15.000 IU v 1 ml
trispufru, 10 mM, pH 7,0) a inkubovadny po 12 hodin pfi
pokojové teploté. Doslo k pokradujicimu rozpoudténi dfive
ostrych fazovych rozhrani kouskll plaku pravé tak jako
k uvolrnovadni suspendovaného jemné rozptyleného materidlu.
Paralelné byly kousky plaku oSet¥eny jen trispufrem. V tomto

pfipadé nedo3lo k Z&dnému rozpoudténi.

Priklad 12

V1iv hyaluronétlydzy na ateromatdézni usazeniny v cévach
u kralika Watanabe Ibm: WHHL (Watanabe heritable
hyperlipidemia). Kradlik byl chovdn od roku 1981 Y.
Watanabem, Univerzita Kobe, Japonsko a roku 1992 se dostal
jako vypéstovany kmen do Charles River Savo a od roku 1994
se dale chovad v Broekmanov& institutu v Someren, Nizozemi.
Kralik Watanabe md dédic¢nou hypercholesterolémii, zplsobenou
dédi¢né& podminénym deficitem LDL receptorti. Nésledkem

hypercholesterolémie (>400 mg/100 ml plazmy) dochazi u
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v8ech zvirat k Casné arteriosklerdze aorty.

14 dni pred zacatkem pokusu bylo 10 kréalikl Watanabe
(Ibm: WHHL; 4¢ a 6¢) std¥i od 9 do 11 mésict zakoupeno
z Broekmanova institutu v Someren, Nizozemi. 2Zvifata byla
umisténa Jjednotlivé v klecich (0,5 x 1 m) p¥i teploté
mistnosti 20 t* 2°C a zaopatfena standardnim krmivem (ssniff
drZeni kré&likt) a pitnou vodou ad libitum.

Pred zacatkem pokusu, tedy pfed 1. klinicko-chemickym
studiem, se 10 kralika, rozdélenych podle pohlavi,

randomizovalo a poté oznac¢ilo ¢&isly 1 - 10.

Zvitata dostavala 3x tydné (pondé&lky, d¢&tvrtky a péatky)
infuze. 4 kontrolnim kralikdm (1 - 4) bylo podavano vidy
20 ml apyrogenniho 0,9 % roztoku NaCl intravendézné (i.v.) po
dobu 1 hodiny. 6 pokusnych zvifat (5 - 10) dostalo i.v. vidy
s infuznim objemem 20 ml apyrogenniho 0,9 % roztoku NaCl
30 000 1IU wvysoce CisSténé hyaluronatlyadzy na hodinu. To

odpovidé davkovani 10.000 IU/kg télesné hmotnosti.

Béhem pokusu bylo sledovano v3eobecné chovani, té&lesna
hmotnost (KM), télesnd teplota a klinicko-chemické parametry

(cholesterol, triglyceridy a amyléza).

VSeobecné chovani zvifat nebylo pozoruhodn& ovlivnéno
ani podavéanim 0,9 % roztoku NaCl ani hyaluronatlyazou.
Télesné hmotnosti dospélych kralikd Watanabe , kontrolnich
nebo oSetfenych hyalurondtlyazou, se v dobd& oSetfovani od
18.11.96 do 3.2.97 zménily Jjen nepatrné.

Zmény télesné teploty, méfené pred a po kaZdé infuzi,
kolisaly v rozmezi od -0,3 do +1,2 °C. Nebyly zmé&Feny
napadné rozdily mezi kontrolnimi a hyalurondtlyazou lé&enymi

kraliky. Hodnoty sérového cholesterolu kontrolnich zvifat se
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infuzi 0,9 % roztoku NaCl podstatné& nezménily. U Jjednoho ze
&ty¥ (1/4) do3lo ke sniZeni koncentrace cholesterolu v séru
na polovinu.

| Podavani hyaluronatlyazy také nevedlo k napadnému
posunuti koncentraci sérového cholesterolu. P¥i infuznim
podéani Castedné& poklesly u vdech =zvifat velmi vysoké
hodnoty sérovych triglyceridul.

Po 20. infuzi leZely hodnoty u kontrol mezi 570 a 740
mg/dl a u kralikli lécenych hyaluronatlydzou mezi 200 a 290
mg/dl.

U 2 ze 4 kontrolnich kralikd byly oblouky aorty znacné
ateromatézni a u 2 ze 4 stfedné& aZ znaln&. U 2 ze 6 kraliku
lé¢enych hyalurondtlyazou byly oblouky aorty st¥edné a u 4
ze 6 nepatrné aZ stfedné ateromatdzni.

U 2 ze 4 kontrolnich kralikd byla a. thoracica znacné
ateromatézné a u 2 ze 4 stfedné ateromatdzné potaZena. U 4
ze 6 hyaluronatlydzovych kralikd byla a. thoracica nepatrné
ateromatdézni a u 2 ze 6 byly povlaky sotva znatelné.

U 2 ze 4 kontrolnich kralik byla a. abdominalis znac¢né a u
2 ze 4 madlo aZ stfedné ateromatdzni. U 2 ze 6
hyaluronatlyazovych kralikQ byly znatelné stfedni a u 4 ze 6
slabé aZ nepatrné povlaky.

U 2 ze 4 kontrolnich kréalikd byly aa. pulmonalis silné
potaieny plakem a u 2 ze 4 madlo aZ sttedné.

U 1 ze 6 hyaluronadtlyazovych kralikli byla a. pulmonalis
potaZena plakem siln&, u 2 ze 6 madlo aZ stfedné a u 3 ze 6
se nevyskytoval Zadny plak.

Vieobecné chovani, vyvoj télesné hmoty, té&lesnd teplota pfed
a po infuzich a klinicko-chemické parametry kralikl Watanabe
oSettfenych 0,9 % roztokem  NaCl a hyaluronatlyéazou
nevykazovaly bé&hem dvou cykld oSetfovani Zadné népadné
rozdily, takZe lze usuzovat na dobrou snadSenlivost infuznich

roztokt.
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Subjektivni hodnoceni makroskopického materidlu z aorty
prokazuje, Ze se - c¢co do rozsahu - jevi ateromatdzni
povlaky u 4 krdlikl Watanabe o3etfenych 0,9 $ roztokem NaCl
znacn€jSi neZ u 6 kradlikd Watanabe 1lé&enych mikrobidlni

hyaluronatlyéazou.

Priklad 13

Vysoce <¢isty koncentrovany roztok enzymu se zFedi
takovym mnoZstvim roztoku kuchyfiské soli, aby vznikly roztok
obsahoval 0,9 % kuchynské soli a 10.000 IU/ml
hyaluronatlyazy. Roztok se steriln& filtruje pres sterilni
filtr s 8ifkou pdérad 0,2 um. Z tohoto roztoku se za
sterilnich podminek plni do ampuli vZdy 1 ml. Ampule jsou za
sterilnich podminek su3eny vymraZovanim a za sterilnich
podminek uzavieny. Pred injekci se p¥idavd 1 ml sterilni

destilované vody.

Priklad 14

Vysoce Cisty roztok roztok enzymu je zF¥edén roztokem
nikotinatu hofecnatého a adipindtu hofednatého (Magnesium
compositum »Scharffenberg") tak, aby vznikly roztok
obsahoval 25 mg nikotindtu hofecnatého a 88 mg adipinatu
hofecnatého a 10.000 IU/ml hyaluronadtlyazy. Roztok se plni
do ampuli jako v p¥ikladu 13.

Priklad 15

Roztok vysoce <&isté hyaluronatlydzy se zFfedi roztokem
kuchynské soli a vaje&ného albuminu tak, aby roztok

obsahoval 40.000 IU/ml, 0,9 % kuchyniské soli a 1 % vaje&ného
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albuminu. Roztok se dale zpracovavad tak, Jjak Jje popséano

v prikladu 13.

Priklad 16

Roztok vysoce <&isté hyalurondtlyazy se z¥edi roztokem
kuchyriské soli a sdéjového proteinového hydrolyzatu tak, aby
roztok obsahoval 40.000 IU/ml, 0,9 % kuchynské soli a 1 %
hydrolyzatu pfipraveného =ze sbéjového proteinu. Roztok se

dale zpracovavéa tak, jak je popséno v p¥ikladu 13.

Priklad 17

Roztok vysoce Cistého fragmentu holoenzymu
ze Streptococcus agalacticae se z¥edi roztokem kuchyiiské
soli a vaje¢ného albuminu tak, aby roztok obsahoval 40.000
IU/ml, 0,9 % kuchyfiské soli a 1 % wvajeCného albuminu.

Roztok se dale zpracovava tak, jak je popsano v pfikladu 13.

Priklad 18

Vysoce Cisty koncentrovany roztok fragmentu ze
Streptococcus agalacticae se ztedi roztokem kuchyfiské soli a
chlorjdem hofelnatym tak, Ze vznikly roztok obsahuje 0,9 $%
kuchyniské soli a 100.000 IU/ml 1lyadzové aktivity. Roztok se
sterilné filtruje sterilnim filtrem s 3i¥kou pért 0,2 pm.
Z tohoto roztoku se za sterilnich podminek plni do ampuli
vidy 1 ml. Ampule jsou za sterilnich podminek vysuSeny
vymraZovanim a za sterilnich podminek uzavfeny. Pfed injekci

se priddvad 1 ml sterilni vody.
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PATENTOVE NAROKY

1. Farmaceutické p¥fipravky obsahujici hyaluronatlyazu
bakterialniho pivodu jako holoenzym, jako 3jeji fragment
Stépici hyaluronat nebo jako sm@s obou forem a alespoili jeden
stabilizator a/nebo farmaceuticky nezdvadnou nosi&ovou nebo

pomocnou léatku.

2. Farmaceutické ptipravky podle naroku 1,
vyznacujici se tim, Ze hyaluronatlydza pochazi

z mikroorganizmu rodu Streptococcus.

3. Farmaceutické pipravky podle néroku 2,
vvyznacujici se tim, Ze hyaluronéatlydza pochazi

z mikroorganizmu Streptococcus agalactiae.

4. Farmaceutické ptipravky podle naroku 1,
vyznacujici se tim, Ze bakteridlni hyaluronatlyaza ve
form& holoenzymu mé& izoelektricky bod v oblasti IP = 8,6 a

molekulovou hmotnost v oblasti 116 kD.

5. Farmaceutické pIfipravky podle naroku 1,
vyznacdujici se tim, Ze fragment hyaluronatlyazy méa

molekulovou hmotnost v oblasti 84 - 86 kD.

6. Farmaceutické pripravky podle naroku 1 pro léd&eni
cévnich onemocnéni vybranych ze skupiny srde&nich arytmii,
aterosklerdzy, cerebradlnich infarkt®, trombdz, korondrnich

trombdéz a srdednich infarktt.

7. Farmaceutické pripravky podle naroku 1 obsahujici
fragment hyaluronéatlyézy Stépici hyaluronat ziskany

z bakteridlni hyaluronatlydzy prostfednictvim parcialni

¢f

6%/
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enzymatické hydrolyzy proteédzou, kterd &tépi peptidickou

vazbu C-koncového zbytku aromatickych aminokyselin.

8. Farmaceutické pripravky podle naroku 1,
vyznadujici se tim, Ze to jsou injek&ni preparaty pro

intravendézni nebo intraarteridlni injekce.

9. Farmaceutické pripravky podle naroku 1,
vyznacdujici se tim, Ze aktivita hyaluronatlyazy
mikrobidlniho ptavodu a/nebo jejiho fragmentu je mezi 20 000
az 4 000 000 IU/ml.

10. Farmaceutické p¥ipravky podle naroku 1 zahrnujici
vyCistény vodny injek&ni roztok obsahujici hyaluronatlyézu
a/nebo jeji fragment a cca 1 % (w/w) albuminu a/nebo jeho

hydrolyzéatu.

11. Farmaceutické pripravky podle né&roku 1 zahrnujici
vyCisténé vodné injek&ni roztoky obsahujici hyaluronatlyazu

a/nebo jeji fragment a hotrelnaté soli.

12, Farmaceutické pfipravky podle naroku 1, zahrnujici
Vyéiétﬁnﬁ vodné injek&ni roztoky obsahujici hyaluronadtlyézu

a/nebp jejil fragment a glukézu.

13, Fragment enzymu bakteridlni hyaluronatlyazy
y)yznadujici se tim, Ze vykazuje aktivitu

pyaluroqétlyézy.

14. Fragment enzymu podle naroku 13, vyznacdujici
se tim, Ze hyalurondtlydza pochazi z mikroorganizmu rodu

Streptococcus.
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15. Fragment enzymu podle naroku 13, vyznacdujici
se tim, Ze hyaluronatlyaza pochédzi z mikroorganizmu rodu

Streptococcus agalactiae.

16. Fragment enzymu podle naroku 13, vyznacdujici
se tim, Ze se pFfipravuje 2z bakteriadlni hyaluronatlyézy
parcialni enzymatickou hydrolyzou pomoci protedzy, ktera
§té€pi peptidickou wvazbu C-koncového zbytku aromatickych

aminokyselin.

17. Fragment enzymu podle néroku 13, vyznacujici
se tim, Ze se ptripravuje tak, Ze se bakterialni
hyalurondtlyaza podrobi enzymatické parcidlni hydrolyze

protedzou v imobilizované formé& na nosici.

18. Fragment enzymu podle néaroku 13, vyznacdujici
se tim, Ze se pripravuje tim, Ze bakterialni
hyalurondtlyéza se podrobi enzymatické parcidlni hydrolyze

metaloprotedzou MO/2 v imobilizované formé na nosici.

19. Fragment enzymu podle naroku 13, vyznacdujici
se tim, Ze se piipravuje tim, Ze bakterialni
hyalurondtlydza =ze streptokokd se podrobi enzymatické
parciélni hydrolyze metaloprotedzou MO/2 p¥i acidité v

oblasti pH 6,5 - 8,0 a teplotich v oblasti od 25 °C aZ 45 °C.

20. Fragment enzymu podle naroku 13, vyznacdujici
se tim, Ze se pfipravuje tim, Ze hyaluronatlyéza
z Streptococcus agalactiae, s molekulovou hmotnosti cca
115.000 - 120.000 D, se podrobi enzymatické parcialni
hydrolyze.
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21. Fragment enzymu podle nédroku 13, vyznadujici

Ze vykazuje molekulovou hmotnost cca 84.000
86.000 Dalton.

se tim,

22. Fragment enzymu podle naroku 13, vyznacdujici

Ze vykazuje specifickou aktivitu od 400.000 do
800.000 IU/mg.

se tim,
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