Mikréba eredetii, hialuronsavbonté enzimet tartalmazé gyoégyaszati készitmény
KIVONAT

A talalmany targya gyogyaszati készitmény, amely kiilondsen injekcidos ké-

szitményként ateromatézisos lerakodasokra visszavezethetd érbetegségek kezelésére

alkalmas. Az injekciés készitmény baktérium eredetii hialuronat-liazt, illetve a

hialuronat-liazbdl eldallitott hialuronat-bont6 enzimfragmenst tartalmaz. Az ut6bbi

fragmens szintén a talalmany targyat képezi. A fragmenst ugy allitjak elé, hogy a

holoenzimet fajlagosan bont6 proteazzal kezelik.
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Mikréba eredetis hialuronsavbonté enzimet tartalmazé gyogyaszati készitmény

Emberek és emlosek artéridinak bels6 falan, az un. intiman névekvé életkor-
ban vagy koros allapotokban hidrofob plakkok rakédnak le, amelyek az artériafal
megkeményedéséhez, 1éziokhoz és az erekben kialakul6 neointima miatt a bels6 ke-
resztmetszet csokkenéséhez vezetnek. A véredények megvaltozasa koros jelenségek-
kel, igy szivarritmiaval, trombuszképzddéssel és trombizissal, agyi infarktussal, ma-
gas vérnyomassal és a vérellatas rosszabodasaval szoros dsszefliggésben all. |

A taldlmany gyogyaszati készitményekre vonatkozik, amelyeknek az a tulaj-
donsaga, hogy intraartéridlis vagy intravénas alkalmazas esetén az intima plakkokkal
lerakodott feliileteit csokkentik, illetve a plakkos feliileteknek a vérataramlasra gya-
korolt hatasat csokkentik. Ez a hatas szoros Osszefiiggésben all azzal, hogy a talal-
many szerinti gyogyaszati készitményekben egy komplett enzim (holoenzim) és/vagy
egy, ebbol az enzimbol elballithato vjszerh, kisebb enzimfragmens van jelen.

A javasolt enzim egy hialuronat-liaz, és a fragmens is hialuronsav-bonto akti-
vitassal rendelkezik. Ez az aktivitas féleg a hialuronsav el6nyos lebontasahoz vezet.
Ezen tilmenden a taladlmany 10j, kiilonleges enzimes bontofolyamattal eldallitott
enzimfragmensékre is vonatkozik.

A hialuronsav a kondroitin-szulfatok, a dermatan-szulfit, a heparin és a
heparan-szulfat mellett a glik6zamino-glikanokhoz tartozik. A hialuronsav kivételével
az emlitett glik6zamino-glikanok szulfatcsoportokat tartalmaznak (szulfatalt
glik6zamino-glikanok). Glik6zamino-glikanok minden gerinces szovetében el6for-
dulnak. A hialuronsav foleg a bor és a porcszovet sejtkozti matrixaban, valamint test-
nedvekben, igy az iziletfolyadékban és a szem kamravizében fordul eld. A véredé-
nyek fala és valOsziniileg az artériak belsd falan 1évé ateromatézisos lerakédasok,
plakkok is tartalmaznak hialuronsav mellett egyéb glik6zamino-glikanokat. A

hialuronsav viszk6zus, hidrokolloid oldatok keletkezése kozben képes vizet megkot-
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ni, valamint er6sen bazikus proteinekkel nehezen oldodé komplexeket alkot. A

b

hialuronsav glukuronsavbél és acetilezett glikozaminboél all, ezek B-(1-3)-glikozid-
kotésekkel kapcsolodnak egymashoz. Az igy keletkezd diszacharid-egységek
glikozid-(1-4)-kotésekkel kapcsolodnak egymashoz. A hialuronsavat bonté enzimek
gylijtéfogalma: hialuronidazok.

A hialuronidazok gyiijtéfogalom - enzimoldgiailag rendszerezd éltelemben
nem korrekt modon - héarom kiilénbozé tipusa hatasmechanizmusu hialuronsav-
bontd enzimet ir le (J. Ludowieg: The mechanism of hyaluronidases, JBC 236, 333-
339, 1961). Az egyik tipus az endohidrolazok, amelyek a B-(1-3)-kotést viz felvétele
mellett hidrolitikusan bontjak. Ehhez a csoporthoz a magasabb rendii szervezetekbdl
szarmazoé hialurénidézok zdme tartozik, példaul a gyogyaszatban alkalmazott szar-
vasmarhahere-hialuronidaz. Ezek a  hialunorat-glikdn-hidrolazoknak  (E.C.
3.2.1.35/36) is nevezett ezimek a hialuronsavan kiviil korlatozott mértékben mas
glik6zamino-glikan-kotéseket is hidrolizalnak. Egy tovabbi tipust a pidcabdl szarma-
z6 endo-B-hialuronidaz képvisel, amely a B-(1-4)-kotést igen fajlagosan bontja. Ezek
az itt felsorolt enzimek hidrolitikusan hat6 hialuronidazok, illetve sziikebb értelemben
vett hialuronidazok.

A harmadik tipusi enzimek, a hialuronat-liazok (EC 4.2.2.1) a hialuronsav
B-(1-4)-kotését bontjak eliminalé mechanizmus szerint, aminek soran a glukuronsav
(4-5)-helyzetében kettoskotés alakul ki. Ennek alapjan a hialuronat-liazok nem
hialuroniddzok. A hialuronat-liizok mikroorganizmusokban fordulnak el6, példaul
Streptomycetes-ekben és egyéb baktériumokban talaltak azokat. K6zos ismérv a
hialuronsavval szembeni szoros fajlagossaguk; mas glikozamino-glikanokat altalaban
csak elhanyagolhat6 mértékben bontanak (J.-H. Ozegowski és mtsai: Purification and
characterization of Hyaluronidase from Streptococcus agalactiae, Zbl. Bakt. 280,

497-506 (1994), A. Linker és mtsai: The production of unsaturated uronides by
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bacterial hyaluronidases, JBC 219, 13-25 (1956), T. Ohya, Y. Kaneko: Novel
hyaluronidase from Streptomyces, BBA 198 (1970), 607-609, K. Gase, J.-H.
Ozegowski és H. Malke: The Strepfococcus agalactiae hylB gene encoding
hyaluronat lyase completion of the sequence and expression analysis, BBA, 1998, 86-
98). A legtébb mikrobas hialuronat-liiz nagy moltomegli protein, moltémegik
116.000 és 120.000 Dalton kozotti. Ezek a nagy moltomegili hialuronat-liazok tobb-
nyire viszonlag érzékenyek denaturalé agensekkel és szélsdséges fiziologiai korilmé-
nyekkel szemben. Igy gyogyaszati és allatgyogyaszati készitmények eldallitasa soran
denatural6 folyamatok nyoman lényeges aktivitascsokkenés kovetkezhet be. Emellett
a viszonylag nagy enzimmolekula diffundalasra val6 képessége lényegesen kisebb,
mint a kisebb molekulak diffundalé képessége. Ezzel elméletileg a nagy moltomegi
hialuronat-liazok (holoenzimek) szévetekbe (plakkokba is) valo diffiizidja és ezzel a
penetraciot, illetve diffuziot el6segitd hatasuk korlatozott. Az immunogén hatas
gyengesége val6szinl.

A technika allasahoz tartozik, hogy proteinek proteazokkal enzimes folyamat
soran bonthatok, igy szekvenalas céljara - altalaban enzimaktivitassal nem rendelke-
z6 - proteinfragmensek kaphatok. Elméletileg tehat fenn kellene allnia annak a lehe-
tségnek, hogy mikroorganizmusok altal képzett enzimek (holoenzim) fajlagosan
haté proteazzal végzett részleges emésztés Utjan kisebbé teheték. Mindezideg azon-
ban nem valt ismertté mikrobas hialuronat-lidzz olyan enzimfragmense, kiillonosen
enzimes aktivitassal rendelkezd enzimfragmense, amelynek hialuronat-liazbol valo
szarmazasa az aminosav-szekvencia azonos szakaszai alapjan felismerhetd volna,
vagy amely hialuronat-liazbol allitottak volna eld. Eszerint olyan eljaras sem ismert,

amellyel hialuronat-liAzokbol enzimes aktivitassal rendelkezé fragmensek allithatok

eld.
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A szarvasmarha herejéb6l szarmazé hialuronidazt arra hasznaljak, hogy em-
beri vagy allati szovetet ateresztobbé tegyenek, tehat a penetraciot és a felszivodast
gyorsité anyagként szubkutidn vagy intramuszkularisan beadott gyogyszerkészitmé-
nyekben, vagy nagyobb mennyiségii folyadék perfuzidjanak megkonnyitésére,
6démek gyorsabb visszafejlodésére. Mar a 60-as években nagy do6zisban intravénasan
adagolt, ,,Dessau” nevii szarvasmarha-here-hilazzal szép eredményeket értek el akut
tendovaginitisz és Paratenonitis crepitans esetén, a plantar saroktiiske intravénas ke-
zelésében és a borgyogyaszatban is. Igy elérehaladd szklerodermia, koér alaka
szklerodermia és keloidok esetén a hialuronidazzal végzett kezelés lényegesen csok-
kentette a panaszokat. A 70-es években azzal kisérleteztek, hogy allatmodellen a
szivinfarktus késdi kovetkezményeit hialuronidazokkal befolyasoljak. A tanulma-
nyok célja az elhalt szivszovet teruletének csokkentése volt annak alapjan, hogy az
infarktus utan felgyorsuljon a véredények ujraképzddése és javuljon a periférias vér-
ellatas.

A 60-as évek Ota utalasok vannak az irodalomban arra vonatkozodlag, hogy a
szarvasmarhaheréb6l szarmazo hialuronidaz emberen artéridas véredénybetegségek
terapias befolyasolasara, foleg a periférias szovetek vérellatasanak javitasara alkal-
mazhato (példaul Thurnherr és Koch, idézve Wolff kényvében: Behandlungs-
ergebnisse mit intravendsen Magnesuim comp./Hylase-Mischinjektionen bei
Arteriopathien vom Beckentyp im Stadium II. Z. drztl. Fortbild., 1972, 66, 446-
448) . Wolff ott arrdl szamolt be, hogy szarvasmarhaheréb6l szirmazé hialuronidéz,
magnéziumionokkal egyiitt intravénasan alkalmazva (keverékinjekcid, hetente 3x 300
NE, azaz nemzetségi egység 6 héten keresztil) a II. szakaszban 1évé medende-tipusu
arteropatiaban szenvedd paciensek 90 %-anak esetén az erek véraramlasat javitotta.
Grosshennig (Ergebnisse  der Behandlung degenerativer arterieller

Gefiferkrankungen der unteren Extremititen mit intravenésen Gaben von
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magnesium compositum ,,Scharffenberg” und Hyaluronidase. Dtsch. Ges.-wesen,
1965, 21, 869-872) hasonld keverékterapiat folytatott az als6 végtagok degenerativ
artériabetegségeiben,  valamint medence tipusi, magas elhelyezkedési
érobliteracidban szenvedd paciensek esetén ,mely benyomast gyakorolé sikerrel”.
Hetente 3x 300 NE-t adagolt mintegy 5 héten at. Néhany sulyos esetben Osszesen 30
injekciot adott. A kezelés befejezése utan 6-8 héttel végzett utovizsgalat soran az elért
allapotban romlas nem volt észlelhetd.

Bizonyara igen hétranyos volt, hogy a szarvasmarhaherébdl szarmazo
hialuronidaz, amely rendelkezésre allt, csak viszonylag csekély aktivitassal rendelke-
zett, igy csak kevés enzimaktivitast lehetett alkalmazni. Igy példaul az egy hénapon at
iv, ip. vagy s.c. adagolt csekély hialuronidaz-aktivitas (300 NE)
hiperkoleszterinémias hazinyilon az ateroszklerotikus érelvaltozast nem befolyasolta.
Az emlitett dozis harom honapon keresztiil ismételt beadésa a vér koleszterolszintjét
és a plazma fibrintartalmat csokkentette, a plazmaban 1év0 szabad heparin mennyisé-
gét novelte, az erek — szovet ateresztoképesscget fokozta és az ateromatdzisos
érplakkokat szignifikansan csékkentette (A1 Pertsovskii, S.I. Koval’chuk, V.A.
Baronenko, RN. Gold'man, S. Ya. Guz és T.L. Fonbarova (1973): Effect of
hyaluronidase on the course og experimental atherosclerosis. Kardiologija, 13, 37-40).

Gottlieb és mtsai GB 1 060 513 szerint allati szovetbdl izolaltak és hialuronat-
lizznak deklaraltak egy enzimet, amely lényegében homogén anyagnak tint ¢s
hialuronidaz-aktivitassal rendelkezett. Ezt az enzimet példaul a GB 1 098 957 szerz6i,
allati eredeti hialuronidazzal egyiitt a GB 1 179 787 szerzoi allergias tunetek ellen
javasoltak. Gottlieb azt is javasolta (US 3 708 575), hogy az emberi érbetegségeket,
igy szivarritmiat, trombozist, agyi infarktust, agyi trombozist és szivinfarktust, vala-
mint ateroszklerozist ezzel a hialuronidazzal, ill. hialuronat-lidzzal kellene kezelni.

Izotonikus, steril, példaul 10 000 NE/ml enzimet tartalmazo intravénasan,
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intraarterialisan vagy intratekalisan injektalnak. Az enzimet az US 3 708 57.5. .szerint
allati eredetii anyagokbol nyerték. A szabadalmi leirasbol egyértelmiien kitiinik, hogy
az alkalmazott enzimek testikularis hialuronidazok voltak. Az enzimnek tulajdonitott
észteraz-aktivitas, a megadott tovabbi fajlagossag, valamint az aktivitdis bemutatott,
lidz-reakciokra nem fajlagos meghatarozasi modszere éllati hialuronidizra mutatnak.
Ezzel egybecseng, hogy a legjabb irodalom hialuronat-liazok bont6fajlagossagaval
rendelkezd, allati herébol izolalt enzimekrél mar nem szamol be (Review: G. Frost, T.
Csoka és R. Stern: Trends Glycisci. Glycorechnol. 8, 419-434).

Az idézett irodalmi adatok szerint a szarvasmarhaherébdl nyert hialuronidaz
alkalmas arra, hogy a véredényen keresztiil &ramlé vér mennyiségét ateromat6zisos
lerakédasok, esetleg véralvadék és kezd6do6 vértrombuszok feloldasaval, lebontasaval
vagy Aateresztové tételével megnovelje. Az adott esetben feloldasra keruld
vértrombuszmag talan olyan plakkrészecske, amely az intimarol levalt, és amelybdl
vértrombusz képzddott. Utalasok arra is vannak, hogy a hialuronidaz alkalmazasa az
érfalat ateresztobbé teszi a szovetek felé, esetleg a szomszédos szovetet is ateresz-
t6bbé teszi.

Az allati eredetii hialuronidaznak, kiilonosen a szarvasmarhaherébdl nyertnek
viszont az a hatranya, hogy eredeténél fogva az enzim virusok, BSE (bovine
spongioform encephalopatie = szarvasmarha szivacsos agyvel6gyulladdsa) és egyéb
fert6zb anyagok terjesztésének veszélye hordja magaban. Hatranyos tovabba, hogy a
hialuronidaz eldallitasa soran a szennyezddések, idegen enzimek eltavolitasa céljabol
igen raforditasos tisztitasnak kell alavetni az allati szovetet. Megfeleld mennyiségi
hialuronidaz kinyerése érdekében igen nagy mennyiségii kiinduldsi anyagot kell
osszegyljteni olyan koriilmények kozott, amelyek a romlast kizarjak.

Az emlBsek herejébdl nyert hialuronidaz - nem fajlagos jellege miatt - az

érfalban eléforduléd szulfatalt glikbzamino-glikanokat is hidrolizalja. A dermatéan-



szulfatrol vagy kondroitin-szulfatrol, heparinrdl és heparin-szulfatrél viszont feltéte-
lezik, hogy véralvadasgatlé tulajdonsagaik miatt a vértrombusznak az ér belsé falara
torténd lerakodasat gatoljak. Fennall tehat annak lehetdsége, hogy ezen vegyiiletek
hidrolizise a véralvadék intima melletti szekunder képzOdését fokozza, azaz a
testikularis hialuronidaznak kedvezdtlen mellékhatasa is lehet.

Sawyer és mtsai (EU 193330 B1) piocabol nyert, 28.500 moltémegii specialis
endo-B-glukuronidaz enzim eléallitasat és - szembetegségnél - fiziologiai folyadé-
kok folyasanak serkentésére tortén6 alkalmazasat irjak le. Ez az enzim igen fajlagos
hialuronsavra, és a pidcabol (Hirudo medicinalis) nyert ismert endo-B-
glukuronidazt6l abban kilénbozik, hogy emelt homérsékleten, szélsdséges pH-
értékek mellett jobb a stabilitasa.

A talalmany célja, hogy az allati eredetii hialuronidazok eddig javasolt plakk-
bont6 enzimkénti alkalmazasanak hatranyait azzal kiiszobolje ki, hogy
ateroszklerotikus érfalvaltozasok kezelésére és megel6zésére mikroorganizmusokbol
nyert enzimeket alkalmazunk megfeleld gyogyaszati készitmény formajaban.
Mikréba eredetii enzimek a biotechnikai eldallitas lehetdsége folytan elvileg egyszerii
modon allithatok eld.

A talalmany tovabbi célja, hogy enzim-aktivitassal és plakk-bonto aktivitassal
rendelkezd enzimfragmenseket allitsunk el6 alkalmas, mikroba eredet(i holoenzimbdl
egyszeri modon, majd alkalmazzunk gyogyaszati készitményként kiszerelve. A
fragmensek alkalmazasarol azt varjuk, hogy készitmény alakjaban nagyobb a stabili-
tasuk, hogy immunogén hatastk kisebb, behatolasi képességiik kedvezobb.

Tovabbi szempont, hogy a talalmany szerinti enzimek - nagyobb enzimakti-
vitas hosszabb idén keresztiil torténd beadasa esetén - az él6 eml6s szervezetre ne
hasson hatranyosan. Az enzimeknek a szulfatalt glikozamino-glikanokat csak korla-

tozottan szabad bontania, mert egyrészt ezeket bontania kell, hogy az allati herébol
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szarmazo hialuronidazhoz hasonléan plakkokat és kezd6do véralvadékot feloldjanak,
masrészt azonban a szulfatalt glikbzamino-glikanok erdsen korlatozott bontasa arra
jo, hogy az intimabél ne oldddjon ki annyi szulfatalt glikozamino-glikant, hogy hié-
nya mar fokozné a szekunder véralvadék képzodését.

A talalmany feladata tehat mikroorganizmusokbol szarmazo, plakk-bonto
enzimek megtalalasa volt, mely enzimeknek gyogyaszati készitmények alkotojaként a
szarvasmarha-heréb6l szarmazo hialuronidaz hatasahoz hasonloé vagy ezt meghalado
hatsa van plakkok feloldasa, belsd érfal plakkok altal foglalt teriilet, trombuszok és
véralvadék csokkentése vonatkozasaban, amelyek az érbetegségek korfolyamtat ked-
vezben befolyasoljak, nem-toxikusok, és injekcios készitményként emberen, éallaton
alkalmazva negativ hatasuk nincs.

A végiil is a talilmanyhoz vezeto feladat egy része az, hogy hialuronat-liaz-
aktivitassal rendelkezd kisebb proteint vagy fragmenst és el6allitasara iranyuld elja-
rast talaljunk. A fragmens enzimes aktivitasa, tulajdonsaga hasonl6 a holoenzim hata-
sahoz, illetve azzal azonos legyen.

A jelen talalmany tehat kozvetleniil vagy ateromatozisos plakk-képzddés ko-
vetkezményeként fellépd érbetegségek terapidjahoz alkalmazhato gyogyaszati ké-
szitményekre vonatkozik. A taldlmany tovabbi targya egy j enzimfragmens, ennek
el6allitasa és alkalmazasa.

Azt talaltuk, hogy gyogyaszati készitmények, amelyek egy vagy tobb,
hialuronat-liaz-aktivitassal (E.C. 4.2.2.1)) rendelkez6, baktériumok, kilonosen a
Streptococcus nemzettséghez, elonyosen az altalanosan hozzaférhetd Streptococcus
agalactiae vagy Streptococcus equisimilis fajtikhoz tartozé mikroorganizmusok altal
fermentalas soran a sillyesztett tenyészet kozegébe kivalasztott hialuronét-lidzokat

vagy ezekbél a hialuronat-liazokbol eldallitott enzimfragmenst tartalmaznak, in vitro
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emldsek és emberek ereinek arteromatdzisos szovetébdl izolalt plakkokbol anyago-
kat kiold illetve vékony plakkszeleteket felold.

Azt talaltuk tovabba, hogy genetikai hiba kovetkeztében az aortaban nagy
plakk-lerakodassal rendelkezd €16 Watanabe-hazinytalon a hialuronat-liazt és/vagy az
enzimfragmenst tartalmazo gyogyaszati készitmény viszonylag nagy enzimaktivitas-
sal gyakran ismételt beadasa a plakk-lerakodasos feliiletét feltiiné modon csékken-
tette. Mig a kezeletlen allatok ereinek belsejét vékony, fehér plakkréteg boritotta és
vastagabb plakkok is jelen voltak, addig a kezelt allatok ereinek belseje mentes volt a
vékony plakk-rétegtol, és mélyvoros szint mutatott, az egészséges erek belso felileté-
nek szine. A vastagabb plakkok terilete szintén cs6kkent.

Megleps, hogy ez a hatast nemcsak a gyogyaszati készitményben 1évd,
114.000-124.000 moéltomegii holoenzim valtja ki, hanem a holoenzim igen aktiv, sta-
bil, példaul 84.000-86.000 méltomegii fragmense is.

Azt talaltuk tovabba, hogy a talalmany szerinti fragmensek a baktérialis
hialuronat-lidzzok proteazokkal, elonyésen aromas aminosavak C-terminalis
peptidk6tését bontd proteazzal végzett proteolitikus emésztéssel allithatok elo. Egy
elényos példa szerint a Streptococcus agalactiae mikroorganizmusb6l szarmazo,
116.000 moltomegii hialuronat-lidzt enzim-aktivitassal rendelkez6 hialuronat-liaz-
fragmenssé bontjuk. A fragmens moltomege 84.000-86.000. A bontas fajlagossaga
szempontjabol nincs kiilonbség a nem-emésztett hialuronat-liaz (holoenzim) és a
fragmens kézott. A holoenzimhez képest azonban a fragmens vizes oldatokban és
denaturalé agensekkel szemben hatarozottan stabilabb. A fragmens fajlagos aktivitasa
400.000-800.000 NE/mg, a holoemzimé fajlagos aktiyitésa 400.000 NE/mg, tehat a
fragmens aktivitasa azonos, s6t nagyobb is.

A talalmany tehat gyogyaszati készitményre vonatkozik, amely nagy tisztasa-

gu, mikroba eredetii hialuronat-liazt holoenzim alakjaban, a hialuronat-liaz
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stabilizatorral és/vagy gyogyaszatilag elfogadhaté hordozo- vagy segédanyaggal, va-
lamint adott esetben jarolékos, gyogyaszatilag elfogadhato higitoszerrel egytitt.

A taldlmany szerinti gyogyaszati készitmények emberen és allaton egyarant
elsésorban ateromatozisos plakkoknak az erekben vald jelenlétére visszavezetheto
érbetegségek, példaul szivritmuszavarok, ateroszklerézis, agyi infarktus, agyi trom-
bozis, szivkoszoriér-trombozis és szivinfarktus kezelésére alkalmazhatok.

A talalmany szerinti készitmények elénydsen injekcids készitmények intravé-
nas vagy intraartérias beadasira. A készitmények a holoenzim nagyon tiszta enzim-
proteinjét és/vagy fragmensét vagy e két aktiv forma definialt keverékét tartalmazé
izotonikus, steril, vizes oldatok, amelyek milliliterenként 20.000-4.000.000 NE en-
zim-aktivitast tartalmaznak. Az enzimproteint eldnyosen fagyasztva szaritott, altala-
ban stabilizalo adalékot tartalmazo szilard anyagként alkalmazzuk. Stabilizaloé ada-
lékként példaul nitrium-klorid, glik6z, magnézium-sok, polivinilpirrolidon, amino-
savak, albumin, kiilonosen elénydsen ovalbumin és hidrolizatjai vagy noévényi ere-
detii proteinek és hidrolizatjai johetnek szamitisba. A hialuronat-liaz és/vagy
fragmense egy injekcio keretében alkalmazott mennyisége 200-12.000 NE/kg testto-
meg, a kezelt emlds vagy ember testomegére vonatkoztatva.

A talalmany szerint alkalmazott enzim, illetve enzimfragmens a kisérleti alla-
tok egészségi allapotara semmilyen negativ hatast nem gyakorolt. Kézenfekvo és az
oltalmi korbe tartozik, hogy a javasolt enzim és/vagy fragmensének hatasa nemcsak
az aktualis lerakodasok eltavolitasara korlatozodik, hanem keringési betegségekre,
u.m. szivizomisémiara, szivizominfarktusra, szivkoszoriérinfarktusra, szivritmusza-
varra, ateroszklerdzisra és hasonlé jelenségekre kedvezden hat mind megel6zés, mind

terapia értelmében.
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A holoenzimhez viszonyitva elonyos a fragmens alkalmazasaban, hogy kisebb
mérete alapjan a holoenzimnél gyorsabban hatolhat be a plakkok szilard rétegeibe,
igy gyorsabban bonthatja le a plakkokat.

Anélkil, hogy a taldlmanyt egy meghatarozott mikroorganizmusbol szarmazo
hialuronat-lidzra vagy annak fragmensére korlatoznank, a talalmanyt az altalanosan
hozzaférhetd Sireptococcus agalactiae enzimjének példajan ismertetjik. A képzett
hialuronat-liaz izoelektomos pontja IP mintegy 8,6, méltomege kb. 116.000, hatasa
endoglikanat hatds. Az enzimnek megvan az a kedvezd tulajdonsaga, hogy szulfatalt
glik6zamino-glikanok, igy példaul szulfatalt hialuronsav gatoljak az enzimet. Az
alabbiakban részletezett tisztitasi eljarasokkal a hialuronat-lidzt injekcids célokra
nagy tisztasag enzimként nyerjuk, vagy tisztitott hialuronat-lidzt a fajlagosan hat6
proteazzal fragmenssé alakitunk. Fajlagosan hat6 proteizként - a talalmany korlato-
zasa nélkil - példaul az MO/2 jelii (DD 270924) savas fémproteaz (metalloprote4z)
alkalmazhat6, amely a Strepfomyces hygroscopicus AP40 mikroorganizmusbél nyer-
hetd. Erre a proteazra kb. 14.000 kD moltémege és 3,85 és 4,0 kozotti izoelektromos
pontja jellemzo.

Mind a holoenzim, mind a fragmens eldallitasanak az alabbi részletes leirasa,
kiilonosen a tisztito 1épések sorrendje példaazerii, az oltalmi kort nem korlatozza. A
nagy tisztasagu hialuronat-lidaz és a nagy tisztasagl fragmens el6allitasa, injekcios
készitménybe valé inkorporalasa a tisztitd lépések sorrendje és kivalasztisa szem-
pontjabdl példaul - a talalmany oltalmi kdrének korlatozasa nélkiil - az alabbiak sze-
rint végezhet6 el.

A mikroorganizmust, példaul a fent emlitettek valamelyikét keverdvel ellatott
fermentorban alland6 értéken, még pedig 6,5 és 7,5 kozott tartott pH-érté mellett fer-
mentaljuk. A fermentélas soran keletkezo tejsavat hig natrium-hidroxid-oldat adago-

lasaval semlegesitjiik. A kozeg szervetlen sokat, élesztéhidrolizatumot, kazeinpeptont
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sejteket elvalasztjuk. A sejttomeget eldobjuk. A tenyészet sziirletét ultrasziiro-
késziilékben betoményitjik és tisztitjuk. Az ultrasziird modul kizéarasi hatara 30 és 50
kD kozotti. Elotisztitott enzimoldatot kapunk, amelyet tovabbi tisztit 1épéseknek kell
alavetni, miel6tt injekcids készitményként alkalmazhatd. A tisztitd lépések, valamint
a pirogénmentes segédanyagok alkalmazasa az injekcios készitmény pirogén-
mentességét biztositja. Az ionerdsséget ammonium-szulfait 40 %-os telitettségig
folytatott adagolasaval emeljiik, majd az enzimet fenilszefar6zon (Sepharose) adszor-
bealtatjuk. Deszorpcidhoz semleges, pufferolt vizes oldatot hasznalunk, amely - 100
%-os telitettségre vonatkoztatva - 25 % ammoénium-szulfatot tartalmaz. Egy
dializislépés utan az oldathoz szennyezddések eltavolitasa céljabol Q-szefar6zt (Phar-
macia) adunk. Ezt koveti szinezéken, példaul aminofenil-oxaminsavan t6rtén6 fajla-
gos adszorbealtatds. Végso tisztitasként és egyben a moltémeg meghatarozasara
moltomeg.-kromatografiat végezhetiink Superdexen (Pharmacia).

Ha enzimképzdként a Streptococcus equisimilis mikroorganizmust alkalmaz-
zuk, a szinezéken valé adszorbealtatasbol allo tisztitd lépés elmarad. Ez az enzim
exo-glikanizként hat, izoelektromos pontja 4,5 és 4,8 pH kozott van, szulfatalt
glikézamino-glikanok csak igen csekély mértékben gatoljak.

A holoenzim - fragmensét eredményez6 - részleges emésztése immobilizalt
vagy nem-immobilizéalt fajlagos proteazzal torténik. Az immobilizalt proteazzal valo
reagaltatis azzal az elonnyel jar, hogy az emésztés szabalyozottan végezhetd, a
protedz nem kontaminalja az enzimet. Ha a proteazt kozvetleniil adagoljuk, az
emésztés utin a protedz inaktivalasa, a proteaz-protein eltavolitasa és tobblépéses
tisztitas sziikkséges. Az enzimfrakciot az alabbiak szerint hasznalhatjuk fel a fragmens
eloallitasara: a fajlagosan bontd6 MO/2 jeli proteazt ismert modon példaul

szefardzhoz kotjilk. Az immobilizalt proteazt példaul 7,5 pH mellett 37 °C-os homér-
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sékleten vizes hialuronat-liaz-oldattal keverjiik. Befejezett emésztés utan a fragmenst
amménium-szulfattal kicsapjuk, moltomegkromatografiasan tisztitjuk. A nagy tiszta-
sag enzim vagy enzimfragmens, ha hazinyalat immunizalunk vele, csak fajlagos
precipitaciot mutat. Monoklonos antitestekkel minden kimutathat6 savot a blotban
befestiink. A holoenzim fajlagos aktivitisa mintegy 400.000 NE/mg, és a fragmens
fajlagos aktivitasa kb. 400.000 NE/mg és 800.000 NE/mg kozotti. Stabilizalas célja-
bol az enzimhez, ill. fragmenshez legalabb egy stabilizatort, példaul albumint, el6-
nyosen ovalbumint és szervetlen sokat adunk.

A taldlmany korlatozasa nélkiil az alabbiakban példaként leirunk egy modszert
a fragmens eldallitasara. Az emésztéshez a talalmany értelmében olyan proteazt al-
kalmazunk, amely aromas aminosavak C-terminalis peptidkotését bontja. El6nyos
kiviteli példaként az MO/2 jeli fémproteazt alkalmazzuk, amelyet Streptomyces
hygroscopicus (APA40 torzs) tenyészetének sziirletébdl nyerink ki. Az MO/2 fémen-
zim Co**-t tartalmaz az aktiv kozpontban (DD 270 924). A protedzokat elénydsen
tisztitott allapotban alkalmazzuk. Az MO/2 jelii protedz tisztitasa példaul fenil-
szefazozon, DEAE-szefar6zon, Q-szefar6zon vagy Sephacryl S 100-on végzett kro-
matografias eljarassal torténik, a feldusulasi tényezd 20. A fajlagos aktivitas 0,25
Kunitz-egység/mg (E/mg), a reakcié maximuma 4,2 pH mellett van és a reakcié hé-
mérsékleti maximuma 65 °C. Az enzim moltomege, SDS-gélelektroforetikusan és
Sephades G5O superfine segitségével moltomegkromatografias eljarassal meghata-
rozva, 14.000-15.000 D. Az MO/2 proteaz — endopeptidaz, amelynek izoelektromos
pontja IP = 3,85, I-pontja 3,92. Az enzim természetes polipeptideket, igy kazeint,
hemoglobint, szarvasmarhaszérumot, albumint és ovalbumint hidrolizalja.

Az MO/2 proteaz alkalmazasanak elénye, hogy az enzim a proteineket nagyon
fajlagosan bontja, illetve proteinekkel szembeni altalanos emésztOképessége igen

csekély. Az enzim csaknem kizarélagosan csak aromas aminosavak C-terminalis ma-
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radékanak  peptidkotését bontja. N-benzoil-L-prolin-nitroaniliddal  szemben
észterolitikus aktivitasa van, és kifejezett tejkicsapo tulajdonsagokkal rendelkezik. A
hosszu id6n keresztiil stabil (a nagyon fajlagosan hat6 lab-enzimmel tejbdl kicsapott
gélhez hasonl6) kazein-gél képzddése alapjan kimutathaté tejkicsapas tovabbi utalas
arra, hogy az MO/2 proteaz aktivitasa a talalmany szempontjabol elénydsen korlato-
zott. azaz a holoenzim kotéseit fajlagosan bontja, de a fragemseket nem bontja to-
vabb.

A taldlméany egy tovabbi kialakitasa értelmében az MO/2 proteazt adott eset-
ben alkalmas oldhatatlan immobilizalé hordozéhoz kétjiikk és ebben a forméaban al-
kalmazzuk a holoenzim bontasahoz. Ennek az az el6nye, hogy oldott proteaz nem
keriilhet a fragmensek oldataba.

A talalmany szerint a fragmenst a holoenzim részleges emésztésével, illetve
proteolitikus részleges bontasaval allitjuk elé fajalagosan bont6 proteizzal, amely
foleg az aroméas aminosavak C-terminélis végén 1évo peptidkotést bontja.

A nagy tisztasagl enzimoldatok vagy fragmens tartalmi frakciok betoményi-
tés és részleges vizelvonas utan, adott esetben stabilizatorok, segédanyagok vagy
gyogyaszatilag hatasos anyagok adagolasa, majd sz oldat sterilre szlirése utan injek-
ciés készitményként alkalmazhatok. A nagy tisztasigi enzim-, illetve fragmens-
oldatot sterilre sziirés és példaul 5 mM magnézium-klorid és 1 % tojasalbumin ada-
golasa utan fagyasztva szarithatjuk. A fagasztva szaritott enzimet, ill. fragmenst
konyhaso6-oldatban feloldva izotonias injekcios készitményt kapunk.

A talalmany targyahoz a mikroba eredetl hialuronat-lidz, annak hialuronat-
bont6 fragmensének vagy a két forma keverékének alkalmazasa is tartozik
ateromaci6s plakkoknak az erekben valo jelenlétére visszavezethetd érbetegségek,

igy szivritmuszavarok, ateroszklerozis, agyi infarktus, agyi trombozis, szivkoszorér

[X}
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trombozis és szivizominfarktus kezelésére és megel6zésére alkalmas .g.gré)g.;;z.e;ké:
szitmények eloallitasara.

A taldlmany egy tovabbi targya batériumokbol szarmazo6 hialuronat-lidzok
hialuronat-lidz-aktivitasa fragmensek.

Az alabbi példak a talalmanyt kozelebbrol ismertetik, de nem korlatozzak.

Kisérleti rész

1. példa

A fermentalast 30 liter bruttd tolt6térfogatu, keverdvel felszerelt fermentorban
végezziik. A tényleges tolt6térfogat 20 liter. Beoltashoz egy altalanosan hozzaférhetd
Streptococcus agalactiae torzset alkalmazunk, amely a Német Mikroorganizmus- és
Sejtkultarak Gyijteményében DSM 2134 (= ATCC 13813 = NCT 8181) szim alatt
letétben van. A torzs konzervalasa kriokonzervként torténik (Mast-Diagnostica). Egy,
a torzs anyagaval boritott golyot csiraszamlalé agarral toltott ferdeagar csdbe adunk
és a csovet mozgatva az agarfeliilettel érintkeztetjik (,A” kultura). Utana steril-
ellendrzésre a legordiilt golyot 3 ml sziv-agy-bullionba adjuk (,,B” kultira), és mind-
két tenyészetet 37 °C-on 4ll6 tenyészetként 24 6ran at inkubaljuk.

1. el6tenyészet

5 g/l kazeinpeptont és 10 g/l élesztokivonatot (Difco) tartalmazé kdzegbdl 50-
50 ml-t 2 db 100 ml-es tenyésztd iivegbe toltiink és pH 7,0 mellett sterilizalunk. Az
50 ml kozeghez még - révidesen az oltas eldtt - 5 ml Eagle-kozeget adunk. Az oltas
gy torténik, hogy a ,B” tenyészet oldatival az anyagot az ,A” tenyészet
agarfeliiletérdl bemossuk az iivegekbe. A tenyészetet razas kozben (150 perc’) 37
°C-on 24 6ran at tenyésztjuk.

2. elGtenyészet

20 g/lélesztdkivonatot és 10 g/l pankreaz-peptont, 1,75 g Na-acetatot, 7 g/l

Na-hidrogén-karbonatot (kiilén feloldva), 7 g/l di-Na-hidrogén-foszfat-dihidratot €s
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3,5 g/l Na-di-hidrogénfoszfatot tartalmazé kozegbol 2x1litert sterilizélé.s"elé.t;.ZO. %.:
os kénsavval pH 6,2-re allitunk. Az autoklavos kezelés utan a pH-érték mintegy 7,0.
6,0 g/l gliikkozt tartalmazoé oldatot kiilon autoklavban kezeliink. Ennek az oldatbak 100
ml-jét adjuk a 2. el6tenyészethez oltas elott. A kozeget ugy oltjuk be, hogy az 1. eld-
tenyészet 50 ml-jét adjuk hozza (5 térfogat%). A tenyésztés lassi rizassal (kb. 45 perc™)
torténik 32 °C-on 24 oran at.

Fétenyészet

A fbtenyészet kdzegének Osszetétele az alabbi: 20 g/l élesztékivonat, 10 g/l
hasnyalmirigyes pepton és 25 g/l gliikoz. A ghikézt kiilon sterilizaljuk. A kozeget a 2.
eldtenyészet 1 literével beoltjuk. A fermentalas paraméterei: 34 °C, pH 7,0, leveg6z-
tetés a fejtérben 25 1 levegd/perc, keverés fordulatszama: 150 perc’. A pH-értéket 40
%-0s natrium-hidroxid-oldat adagolasaval tartjuk éallané értéken. A glikozt kézzel
adagoljuk olyan iitemben, hogy a glikéz-koncentracié ne csokkenjen 5 g/l ala. Hasz
ora elteltével e tenyésztést befejezziik.

2. példa

A Streptococcus agalactiae mikroorganizmus fermentalasanak 400 NE/ml
aktivitasu tenyészlevébdl 50 litert 0,2 pm-es sziirdn atsziirve €16 sejtekt6l mentesi-
tink. A tiszta tenyészfolyadékot ezt kovetden 60.000 moltomegig kizar6 ultrasziirés-
sel vetjitk al4, igy 2 liter koncentratumot kapunk. Ehhez 480 g szilard ammoénium-
szulfatot adunk. Az ennél a koncentracionél kicsapodod proteineket sziirasi segéd-
anyaggal végzett tisztansziiréssel eltivolitjuk és a tiszta koncentratumot 2,5x20 cm
méretii, eldzoleg foszfattal pufferolt 6,5 pH-jii, 40 %-os ammoénium-szulfat-oldattal
kiegyensulyozott fenil-szefar6z-oszlopra visszilk. Az oszlopot foszfattal pufferolt, 6,5
pH-ju 35 %-os ammonium-szulfat-oldattal mossuk, utina a hialuronat-liazt foszfattal
pufferolt, 6,5 pH-jii 25 %-o0s ammonium-szulfat-oldattal elualjuk. Az elualt frakciokat

egyesitjiik és szilard amménium-szulfat adagolasaval 80 %-os telitettségre allitjuk. A
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kicsapodo csapadékot gytjtjiik, 100 ml 8,2 pH-ju 0,03 M triszpuffer.ral oldjuk és
ugyanazzal a pufferrel szemben dializaljuk. A dializalt, nyers hialuronat-lidz-oldatot
2,2x15 cm-es kiegyensulyozott Q-szefardz-oszlopon atengedjiik. A hialuronat-liaz az
atfolyt részben van. A folyadékhoz szilaird ammoénium-szulfitot adva annak telitettsé-
gét 80 %-ra allitjuk be. A kicsap6do proteint gyijtjiik, 8,7 pH-ji 0,05 M triszpuffer-
ben oldjuk és szefadex G 10 oszlopon az ammonium-szulfattél mentesitjik. Az igy
kapott hialuronat-lidz tartalmi oldatot megfeleléen kiegyensulyozott, 0,8x10 cm-es
affinitas-oszlopra [N-(p-amino-fenil)-oxaminsav-agardz] visszik fel, majd 9,7 pH-ji
0,1 M NaCOs-oldattal elualjuk.

Az elualt hialuronat-liaz tartalmi frakciokat egyesitjitk és 80 %o-os telitettség-
nek megfeleld6 ammoénium-szulfat adagolasaval kicsapjuk. A csapadékot 1 ml 7,5 pH-
ja 0,1 M triszpufferben oldjuk és az oldatot 16x60 méretii Superdex 200 oszlopra
vissziik fel. A 116.000 D-nél megjelend hialuronat-lidz-proteinsavat gytjtjiik és 0,005
M MgCl,-t tartalmazo, 7,5 pH-ju 0,02 M triszpufferrel szemben dializaljuk. 10 mg
hialuronat-liozzt kapunk, amelynek fajlagos aktivitasa 400.000 NE/mg. A dializalt
hialuronat-lidz-oldat ovalbumint adunk 1 % mennyiségben, és az oldatot liofilizaljuk.

3. példa

Az 1. és 2. példa szerint Streptococcus equisimilis mikroorganizmust te-
nyésztiink, ill. a fotenyészetet fermentaljuk és az enzimet tioszta forméban kinyerjiik.
Az N-(p-amino-fenil)-oxaminsav-agar6zos tisztito lépés kimarad.

4. példa

10 mg MO/2 jelii tisztitott proteazt 2 ml 0,1 M natrium-hidrogén-karbonat-
oldatban oldunk. Az oldathoz 1 ml bromcian-szefarézt (Pharmacia) adunk és az ele-
gyet 4 °C-on 24 6rén at razzuk. A képz6dott MO/2-protedz-szefar6zrél a nem kotott
MO/2-oldatot iivegsziirbn elvalasztjuk. A brom-cian-szefarézon esetleg még nem

telitett kotési helyeket 2 ml 0,1 M glicin-oldattal blokkoljuk. Blokkolas utan a az
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MO/2-szefardzt 4,5 pH-ju 0,1 M ecetsavval, majd 0,1 M nétrium-hidroéé:n-karbonét-
oldattal mossuk.

Streptococcus agalactiae mikroorganizmusbol szarmaz6é 10 mg hialuronat-
lidzt 1 ml 0,05 M 7,0 pH-ji foszfatpufferben oldunk és az oldatot termosztatban 37
°C-os homérsékletre melegitiink. Az oldathoz 0,25 g rogzitett MO/2-proteaz-
szefardzt adunk (proteolitikus aktivitasa 0,1 Kunitz-egység/g). Tizenot perc elteltével
a protedz-szefardzt elkiilonitjik és az oldatot ammonium-szulfattal 80 %-ig telitve a
képzodott fragmenst kicsapjuk. A csapadékot 18 6ra 4llas utn elkiilonitjik és 0,05 M
7,5 pH-ju trisz-pufferben oldjuk. A fragmenst moéltémegkromatografidsan Superdex
200 adszorbensen tisztitjuk. Az aktiv fragmensfrakciokat egyesitjik, 0,05 M trisz-
puffer ellen dializaljuk, majd albumin adagolasa mellett liofilizdljuk. A fragmens faj-
lagos aktivitasa 600 000 NE/mg.

5. példa

Streptococcus agalactiae mikroorganizmusbol szarmazo6 4 mg hialuronat-lidzt
1 ml 7,8 pH-ju 0,05 M tisz-HCl-pufferben oldunk és az oldatot termosztatban 37 °C-
os hémérsékletre melegitiink. Az oldathoz 80 pg 0,1 Kunitz-egység/mg aktivitasu
MO/2-proteazt adunk, és az elegyet 37 °C-on 30 percen at emésztjik. A reakciéo meg-
szakitasa céljabol 10 ul 7,0 pH-ja 0,1 M EDTA-t adunk. Uténa az elegyet felvissziik
3 ml affinitas-oszlopra [N-(p-amino-fenil)-oxaminsav-agar6z], majd 9,7 pH-ja 0,05
M natrium-karbonat-oldattal elualjuk. Az oldatot ammoénium-szulfattal 80 %-ig telit-
ve a képzddott fragmenst kicsapjuk, osszegyljtjiik, majd méltomegkromatografiasan
tisztitjuk. Az aktiv fragmens-frakciokat egyesitjik, 0,05 M triszpuffer ellen
dializaljuk, majd albumin adagolasa mellett liofilizaljuk. A fragmens fajlagos aktivi-
tasa 460 000 NE/mg.

6. példa
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A 4. példa szerinti hialuronat-liaz-fragmens-oldat 0,5 ml-jét 0,5 ml 6.,0 pH-ju
0,1 M acetatpufferhez adunk, és az oldatot mértani haladvany formajaban higitjuk.
Mindegyik higitashoz 0,5 ml olyan hialuronsav-oldatot adunk, amely 1 ml 6,0 pH-ji
0,1 M acetatpufferben 0,2 mg hialuronsavat tartalmaz. Az elegyeket 37 °C-on 30 per-
cen at inkubaljuk. Az enzimreakci6 megszakitasara minden higitashoz 2 ml (2 %-os
natrium-hidroxid-oldattal készitett) 2,5 %-os cetil-trimetil-ammonium-bromid-
oldatot adunk. A higitasokat szobahdmérsékleten 20 percen at allni hagyjuk, utina a
higitdsokban mutatkozd zavarossagot 1 cm-kiivettdkban 600 nm hullamhosszon
mérjik, és kalibralo gorbe segitségével a bontott hialuronsav mennyiségét hatirozzuk
meg. 5 NE (nemzetkdzi egység) hialuronat-liaz-fragmens percenként 16 g
hialuronsavat bont.

7. példa

A holoenzim, valamint a 4. példa szerinti fragmens 20 000 — 20 000 NE-t 3 ml
deszt. vizben oldunk. Mindkét oldatot szobahOmérsékleten 24 6ran at taroljuk, utana
az enzimaktivitast mérjilkk. A holoenzim-oldat aktivitasa 60 %-ra csokkent, mig a
fragmens-oldat aktivitasa a kiindulasi aktivitas 95 %-a volt.

8. példa

Hialuronat-liaz, illetve a fragmens aktivitasainak meghatarozasa

1. Optikai vizsgélat 232 nm-en

Hialuronsavbdl és szulfatélt hialuronsavbol torzsoldatokat készitiink, 4 °C-on
taroljuk. A mérés 232 nm hullamhosszon és 26 °C-on torténik. 3 ml-es
kvarckiivettadkba (d = 1 cm) az alabbi oldatot készitjuk: 1,8 ml 6,0 pH-ja 0,1 M
acetatpufferhez 200 pl hialuron-toérzsoldatot adunk és a reakciét 2-4 NE/ml (50 ml)

hialuronat-lidzzal inditjuk. A végso térfogat 2050 pl.

oo
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A gitlasi kisérletekhez a fent leirt osszetétel az alabbiak szerint modosul: 1,5-:'
1,8 ml pufferhez 300-500 pl szulfatalt hialuronsavat és 200 pl hialuronsavat adunk, és
a reakciot hialuronat-liaz adagolasaval inditjuk. A hialuronat-liaz részben nem-
kompetetiv médon gatolva lesz. A Ki-érték 5,5 x 10 mg/ml.

A hialuronat-lidzz 232 nm-nél az extrinkci6 linearis noévekedését mutatja,
amelynek tangensébdl az aktivitas szamithat6. Ennek soran a keletkezd A*-telitetlen
uronid extinkcios tényezojét € = 6,0 x 10° IxmoIem™ értékkel vessziik figyelembe (J.
Ludowig: The mechanism of hyaloronidases. JBC 236, 333-339 (1991)).

2. Mikorlemezeken végzett optikai kisérlet 600 nm-en

A liaz-aktivitas meghatarozasa D. Gerlach és W. Kohler , Hyaluronatlyase von
Streptococcus pyogenes. 11. Charakterisierung der Hyaluronatlyase” (E.C. 4.2.2.1.)
szerint (Zbl. Bakt. Hyg., I. Abt. Orig. A 221, 296-302 (1972))

50.000 E/ml aktivitasa torzsoldatbol 1:50 aranyban végzett higitassal
hialuronat-liaz-oldatot készitiink, és 0,5 ml hialuronat-lidzz-oldatot 0,5 ml 6,0 pH-ju
0,1 M acetatpufferhez adunk. A kapott oldatot mértani haladvany szerint higitjuk.
Mindegyik higitashoz 0,5 ml olyan hialuronsav-oldatot adunk, amely 1 ml 6,0 pH-ja
0,1 M acetatpufferben 0,2 mg hialuronsavat tartalmaz. Az elegyeket 37 °C-on 30 per-
cen 4t inkubaljuk. Az enzimreakcio megszakitasara minden higitashoz 2 ml (2 %-os
natrium-hidroxid-oldattal készitett) 2,5 %-os cetil-trimetil-ammo6nium-bromid-
oldatot adunk. A higitasokat szobahomérsékleten 20 percen 4t allni hagyjuk, utana a
higitisokban mutatkozd zavarossgot 1 cm-kiivettakban 600 nm hullamhosszon
mérjik, és kalibralé gorbe segitségével a bontott hialuronsav mennyiséget hatarozzuk
meg. A hialuronat-liaz 5 NE-e (nemzetkozi egysége) percenként 16 pg hialuronsavat

bont.
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9. példa

10 mg hialuronat-liazt (holoenzim) 1 ml 7,0 pH-ju 0,05 M foszfatpufferben
oldunk és az oldatot termosztatban 37 °C-on tartjuk. Ehhez az oldathot 0,1 Kunitz-
egység/mg proteolitikus aktivitasi, fajlagosan bont6 proteaz-szefarozt adunk. Tizen6t
perc elteltével az oldhatatlan proteaz-szefarozt elvalasztjuk és az oldatot ammonium-
szulfattal 80 %-ig telitve a keletkezett fragmenst kicsapjuk. 18 6raval késobb a csapa-
dékot elvalasztjuk és 7,5 pH-ji 0,05 M triszpufferben oldjuk. A fragmenst Superdex
200 adszorbenssel moltomegkromatografiasan tisztitjuk. Az aktiv frakciokat egyesit-
jik, 0,05 M triszpuffer ellen dializaljuk és albumin adagolasa kozben liofilizaljuk.

10. példa

A hialuronat-lidz plakk-old6 aktivitasanak kimutatdsara mintegy 0,3 mm mé-
retli, huméan Arteria carotis interna neointimajabol vett fehéres-sargas szovetdarabo-
kat (plakk-darabokat) hialuronat-lizz-oldatban (mintegy 20.000 NE/1 ml triszpuffer;
10 mM, pH 7,0) szuszpendalunk és a szuszpenzidt szobahOmérsékleten 12 oran at
inkubaljuk. A plakk-darabok eredetileg éles fazishatarainak részleges oldodasa, vala-
mint finom eloszlasi szuszpendalt anyag felszabadulasa figyelhet6 meg. Parhuzamo-

san plakk-darabokat csak trisz-pufferrel kezeltiink, oldodasi jelenségek itt nem léptek

fel.

11. példa

Kisérlet a hialuronat-lidz fragmensével human eredetli ateromatézisos érlera-
kodasok feloldasara

Mintegy 0,3 mm méreti, human Arteria carotis interna neointiméajabol vett
fehéres-sargas szovetdarabokat (plakk-darabokat) a fragmens oldataban (mintegy
15.000 NE/1 ml triszpuffer; 10 mM, pH 7,0) szuszpendélunk és a szuszpenzi6t szo-
bahdmérsékleten 12 6ran at inkubaljuk. A plakk-darabok eredetileg éles fazishatarai

nagy mértékben feloldodnak, és finom eloszlasi szuszpendalt anyag szabadul fel.
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Parhuzamosan plakk-darabokat csak trisz-pufferrel kezeltiink, oldodasi jelenségek itt
nem léptek fel.

12. példa

A hialuronat-liaznak a Watanabe-hazinyal Ibm:WHHL (Watanabe heritable
hyperlipidemic) ateromatézisos érlerakédésainak gyakorolt befolyasa

Az emlitett hazinyulat 1981 6ta Y. Watanabe (Kobe egyetem, Japan) tenyész-
ti; 1992 tenyésztorzsként kertilt Charles River Savohoz és 1994 6ta a Németalfoldon
1évé Someren taldlhaté Broekman-Intézet tenyészti. A Watanabe-hazinyul 6rokolten
hiperlipidémias, az LDL-receptoroknak egy o6roklodé hibaja miatt. A
hiperkolesztinémia (> 400 mg/100 ml plazma) kovetkeztében az allatokban koran
alakul ki aorta-artérioszkler6zis.

Tiz, 9-11 hénapos Wtanabe-hazinyulat (Ibm: WHHL; 4 nénemi, 6 himnemi)
vasaroltunk a hollandi Broekman-Intézett6l (Someren, Hollandia) 14 nappal a kisérlet
kezdete el6tt. Az allatokat egyedi ketrecekben (0,5 x 1 m) tartottuk szobah6mérsék-
leten (20 + 2 °C-on), szabvanytapot (ssniff hazinyultartas) és ivovizet kaptak ad
libitum. A kisérlet kezdete, azaz az 1. klinikai-kémiai vizsgélat el6tt a 10 hazinyulat
nemek szerint elkiilénitve randomizaltuk, majd 1-t6l 10-ig terjed6 szamokkal jeloltiik.

Hetente haromszor (hétfn, szerdan és pénteken) infuziét kaptak A négy kont-
roll hazinytl (1-4) 20 ml pirogénmentes 0,9 %-os NaCl-oldatot kaptak egy oOra alatt
intravénasan. A 6 kisérleti nyal (5-10) a 20 ml pirogénmentes 0,9 %-o0s NaCl-oldattal
30 000 NE nagyon tiszta hialuronat-liazt kaptak egy ora alatt. Ez 10.000 NE/kg test-
tomeg do6zisnak felel meg.

A kisérlet alatt az altalanos viselkedést, a testtémeget, testhomérsékletet, va-
lamint a klinikai-kémiai paramétereket (koleszterin, trigliceridek, amilaz) ellen-

Oriztik.
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Az allatok altalanos viselkedését sem a 0,9 %-os NaCl-oldattal, sem a
hialuronat-lidzzal végzett kezelés nem befolyasolta észrevehetd moédon. A felndtt
Watanabe-hazinyilak testtomege (kontroll és kezelt) a kisérlet idGtartama alatt, azaz
1996.11.18-t01 1997.02.03-ig csak lényegtelen mértékben valtozott.

A testhdmérséklet, amelyet minden inf0zid el6tt és utdn mértiink, atlagosan
-0,3 és + 1,2 °C ingaddzott. A kontroll és a kezelt allatok kozott feltiind kiillonbséget
nam tapasztaltunk. A kontroll 4llatok szérum-koleszterin-értékei a 0,9 %-os NaCl-
oldattol nem lényegesen valtoztak. A négy kontroll allat kozil egynek a szérum-
koleszterinje a felére csokkent. A hialuronat-lidzzal végzett kezelés szintén nem jart a
szérum-koleszterin-koncentraci6 feltiind eltolodasaval. Az infuzios kezelés soran az
osszes allat részben igen magas szérum-triglicerid-értékei csokkentek. A 20. infuzié
utan a kontroll értékei 570-740 mg/100 ml, a hialuronat-liazzal kezelt allatok értékei
200-290 mg/100 ml.

2/4 kontroll allat esetén az aortaivek nagy mértékben ateromatozisosak voltak,
tovabbi 2/4 allat eseten az ateromat6zis kozepes és nagymértékin kozott volt. A
hialuronat-liazzzal kezelt allatok koziil 2/6 nyul esetén az aortaivek kozepesen, 4/6
allat esetében csekély mérték és kozepes mérték kozotti volt a lelet.

2/4 kontroll allat esetén az A. thoracica nagy mértékii, 2/4 tovabbi allat eseten
kozepes ateromatodzisos lerakodasokat mutatott. A hialuronat-lidzzal kezelt allatok
kozil az A. thoracica 4/6 allat esetén csekély mértékben, 2/6 allat esetén alig €szlel-
hetéen mutatott lerakddasokat.

2/4 kontroll allat esetén az Aorta abdominalis nagy mértékii, tovabbi 2/4 allat
esetén csekély és kozepes kozotti ateromatodzisos lerakodast mutatott. A hialuronat-

lidzzal kezelt allatok koziill az A. abdominalis 2/6 esetben kozepes, 4/6 esetben gyen-

ge, ill. alig észlelheto lerakodast mutatott.
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2/4 kontroll allat esetén az Aorta pulmonalis nagy mértékben, tovabbi 2/4 allat
esetén csekély mértékben, illetve kozepesen volt boritva plakkokkal. A hialuronat-
lidzzal kezelt allatok 1/6 allat esetén az A. pulmonalis erés lerakodast mutatott, 2/6
esetén a lerakodas csekély, illetve kozepes mértékii volt, 3/6 allat esetén plakk nem
volt. A 0,9 %-os NaCl-oldattal és a hialuronat-lidzzal kezelt Watanabe-hazinyulak
kozott az altalanos viselkedés, testtomeg-fejlodés, infuzid el6tti és utani testhGmér-
séklet és klinikai-kémiai paraméterek vonatkozasaban a 10-10 infiiziot magaban fog-
lal6 két kezelési ciklus alatt feltind kiilonbségek nem voltak, tehat az infiziés folya-
dék jo elviselhetoségére lehet kovetkeztetni.

Az aortaanyag szubjektiv makroszkopos elbiralasa alapjan az mondhat6, hogy
a 0,9 %-os NaCl-oldattal kezelt allatok esetén az ateromatézisos lerakddasok na-
gyobbak tiintek, mint a mikréba eredetii hialuronat-lidzzal kezelt 6 allat esetén.

13. példa

Nagy tisztasagi tomény enzimoldatot annyi NaCl-oldattal higitunk, hogy a
keletkez6 oldat 0,9 % natrium-kloridot és 10.000 NE/ml hialuronat-liazt tartalmaz-
zon. Az oldatot 0,2 um poérusméretii steril sziirGn at sterilre sziirjilkk. Az oldat 1-1 mi-
jét steril koriilmények kozott ampullakba toltjilkk. Az ampullakat steril koriilmények
kozott liofilizaljuk és steril korilmények kozott zarjuk. Injektalas el6tt az ampulla
tartalméahoz 1 ml steril desztillalt vizet adunk.

14. példa

Nagy tisztasagi enzimoldatot magnézium-nikotinit és magnézium-adipinat
(?agnesiom compositum , Scharffenberg”) oldattal igy higitunk, hogy a keletkez6
oldat 1 milliliterben 25 mg magnézium-nikotinatot, 88 mg magnézium-adipinatot és
10.000 NE hialuronat-liazt tartalmazzon. Az oldatot a 13. példa szerint ampullazzuk.

15. példa
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Nagy tisztasagu hialuronat-lidz oldatat natrium-klorid és tojasalbumin oldata-

val gy higitjuk, hogy az oldat 0,9 %-os NaCl-tartalmi, 1 % tojasalbumint és 1 milli-
literben 40.000 NE enzimet tartalmazzon. Az oldatot a 13. példa szerint szereljiik ki.

16. példa

Nagy tisztasaga hialuronat-liaz-oldatot natrium-klorid-oldattal és szdjaprotein-
hidrolizatummal ugy higitunk, hogy a keletkez6 oldat 0,9 / natrium-kloridot, 1 %
szojaprotein-hidrolizatumot és 1 ml-ben 40.000 NE enzimet tartalmazzon. Az oldatot
a 13. példa szerint szereljik ki.

17. példa

Streptococcus agalactiae holoenzimjébdl nyert fragmens oldatat natrium-
klorid-oldattal és tojasalbuminnal gy higitjuk, hogy a keletkezo oldat 0,9 % natrium-
kloridot, 1 % tojasalbumint és 1 ml-ben 40.000 NE enzimaktivitast tartalmazzon. Az
oldatot a 13. példaban leirtak szerint ampulldkban szereljiik ki.

18. példa

Streptococcus agalactiae holoenzimjébdl nyert fragmens oldatat natrium-
klorid-oldattal és magnézium-klorid-oldattal ugy higitjuk, hogy a kész oldat 0,9 %
natrium-kloridot és 100.000 NE/ml liazaktivitast tartalmazzon. Az oldatot 0,2 pum
pérusmérethi steril szirdn at sterilre sziirjiik. Az oldat 1-1 ml-jét steril koriilmények
kozott ampullakba toltjiik. Az ampullakat steril korulmények kozott liofilizaljuk és
steril koriilmények kozott zarjuk. Injektalas el6tt az ampulla tartalméhoz 1 ml steril

desztillalt vizet adunk.
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Szabadalmi igénypontok ‘

1. Gyogyaszati készitmény, amely baktérium eredetii hialuronat-lidzt tartal-
maz holoenzim, annak hialuronat-bont6 fragmense vagy e két forma keveréke alakja-
ban, legalabb egy stabilizatorral és/vagy gyogyaszatilag elfogadhaté hordozo- vagy
segédanyaggal egyuitt.

2. Az 1. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy a
hialuronat-liaz Streptococcus nemzetségbeli mikroorganizmusbol szarmazik.

3. A 2. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy a
hialuronat-liaz a Strepfococcus agalactiae mikroorganizmusbol szarmazik.

4. Az 1. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy a
baktérium eredetii hialuronat-lidznak holoenzim alakjaban IP = 8,6 az izoelektromos
pontja és 116 kD a moéltomege.

5. Az 1. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy a
hialuronat-lidz fragmensének moltomege 84 és 86 kD kozotti.

6. Az 1. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény érbetegségek kezelésére,
mely érbetegségek az alabbi csoportbol vannak kivalasztva: szivritmuszavar,
ateroszklerozis, agyi infarktus, agyi trombozis, szivkoszoniér-tromboézis, szivinfark-
tus.

7. Az 1. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, amelyben hialuronat-
liAznak olyan hialuronat-bont6 fragmense van, amely baktérium eredetii hialuronat-
liazbdl allithato elé aromas aminosavak C-terminalis végének peptidkotését bontani
képes proteazzal végzett részleges hidrolizis utjan.

8. Az l.igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy

intravénas vagy intraartérias injekcidhoz val6 injekcios oldat.
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9. Az 1. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, azzal jellemezve, hogy a
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mikroba eredetll hialuronat-liaznak és/vagy fragmensének aktivitisa 20.000 és
4.000.000 NE/ml kozotti.

10. Az 1. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, amely hialuronat-liazt
és/vagy fragmensét és mintegy 1 témeg% albumint és/vagy hidrolizatumot tartalmazo
tisztitott vizes injekcios oldat.

11. Az 1. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, amely hialuronat-liazt
és/vagy fragmensét és és magnéziumsot tartalmazo tisztitott vizes injekcios oldat.

12. Az 1. igénypont szerinti gyogyaszati készitmény, amely hialuronat-liazt
és/vagy fragmensét és és glitkozt tartalmazé tisztitott vizes injekcios oldat.

13. Baktérium eredetii hialuronat-lidz enzimfragmense, azzal jellemezve,
hogy hialuronat-liaz-aktivitassal rendelkezik.

14. A 13. igénypont szerinti enzimfragmens, azzal jellemezve, hogy a
hialuronat-liaz Streptococcus nemzetségbeli mikroorganizmusbdl szarmazik.

15. A 13. igénypont szerinti fragmens, azzal jellemezve, hogy a hialuronat-
liaz a Streptococcus agalactiae mikroorganizmusbol szarmazik.

16. A 13. igénypont szerinti enzimfragmens, azzal jellemezve, hogy baktéri-
um eredetii hialuronat-1i4zbdl lett eldallitva aromas aminosavak C-terminalis végének
peptidkotését bontani képes proteazzal végzett részleges hidrolizis tjan.

17. A 13. igénypont szerinti enzimfragmens, azzal jellemezve, hogy el6allita-
sa soran baktérium eredet( hialuronat-liaz hordozén immobilizalt proteazzal végzett
enzimes részleges hidrolizisnek lesz alavetve.

18. A 13. igénypont szerinti enzimfragmens, azzal jellemezve, hogy el6allita-
sa soran baktérium eredeti hialuronat-liaz hordozén immobilizalt MO/2 metallo-

protedzzal végzett enzimes részleges hidrolizisnek lesz alavetve.
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19. A 13. igénypont szerinti enzimfragmens, azzal jellemezve, hogy el6allita-
sa soran Streptococcus eredetii hialuronat-liaz hordozén immobilizalt MO/2 metallo-
proteazzal 6,5-8,0 pH mellett 25 °C és 45 °C kozotti homérsékleten végzett enzimes
részleges hidrolizisnek lesz alavetva.

20. A 13. igénypont szerinti enzimfragmens, azzal jellemezve, hogy eldallita-
sa soran Streptococcus agalactiae mikroorganizmusgbdl szarmazo, mintegy 115.000
és 120.000 kozotti moltomegi hialuronat-lidz enzimes részleges hidrolizisnek lesz
alavetve.

21. A 13. igénypont szerinti enzimfragmens, azzal jellemezve, hogy
moéltémege mintegy 84.000 és 86.000 kozotti.

22. A 13. igénypont szerinti enzimfragmens, azzal jellemezve, hogy fajlagos

aktivitasa 400.000 NE/mg és 800.000 NE/mg kozotti.

A meghatalmazott:
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