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Niektoré zivotiSne jedy (napriklad hadi, véeli a pod.) obsahuji hyaluroni-
ddzy — enzymové komplexy — ktoré katalyzuji Stiepenie kyseliny hyaluré-
novej za sucasného poklesu viskozity [2]. (Hyaluroniddza sa oznadovala aj
ako Duran—Reynalsov prienikovy faktor — ,,spreading factor®.)

Pritomnost hyaluronidazy v extrakte véiel zistili E. Chain a E. S. Duthie
[6]. Jej obsahom vo véelom jede sa zaoberal W. Lamparter [7] a neskdr
podrobnejsie E. Habermann so spolupracovnikmi [4, 5], ktori oddelujd
hyaluroniddzu véelieho jedu od fosfolipazy. E. Habermann v dalSej praci
[3] opisuje vlastnosti hyalurodinazy véelieho jedu a uréuje jej aktivitu.

0. Markovié a L. Rexova [11] pri elektroforetickom oddelovani rozlié-
nych drubov véelieho jedu zistili zretelné rozdiely v obsahovych zlozkach.
Na zéklade toho sa dalo predpokladat, Ze jednotlivé druhy véelieho jedu sa
moézu lisit aj intenzitou hyaluroniddzovej aktivity, ¢o po experimentdlnom
overeni moze mat vyznam pre pripravu a kontrolu farmaceutickych preparatov
obsahujucich véeli jed.

Experimentalna &ast

Na sledovanie hyaluronidézovej aktivity sa pouzilo 7 druhov véelieho jedu, ktoré sa
lisili dobou zberu (tab. 2). Kazdé skusand vzorka sa ziskala jednorazovym zberom
z jedného ila pomocou elektrického drédzdenia véiel spdsobom, ktory opisali O. Marko-
vi¢ a L. Molndr [10], a bola uplne jednotnd. Jednotlivé vzorky véelieho jedu sa roz-
pustili v redestilovanej vode a po prefiltrovani cez fritovy filter (Jena G 3) sa odlyofili-
zovali a dosusili do konstantnej vahy vo vdkuovom exsikdtore nad P,0;.

Kyselina hyalurénové pouzitd ako substrédt sa pripravila z pupoénych snir spésobom,
ktory uvddza E. Habermann [3]. Po jej trojndsobnom prezrézani aceténom a vysuSeni
sa pripravil asi 0,37 9%, zdkladny roztok zmieSanim troch objemov 0,5 %-nej kyseliny
hyalurénovej vo fyziologickom roztoku s jednym objemom fosfat—citrédtového tlmivého
roztoku o pH 5.

Ako zdklad uréovania enzymatickej aktivity sa pouzila testikuldrna hyaluronidéza
(lyofilizovany preparat firmy Biogena, Praha z r. 1958).

Na sledovanie hyaluroniddzovej aktivity sa pouzila viskozimetrickd metdda [8, 9],
ktorou sa urduje pokles viskozity kyseliny hyalurénovej po pdsobeni hyaluronidézy
kapildrnym viskostalagmometrom a ktoru na sledovanie hyaluroniddzovej aktivity vée-

* Vypracované ako diplomovs prédca v skolskom roku 1957—1958 a obhdjené v méji
1958 na Katedre organickej chémie a biochémie Prirodovedeckej fakulty univerzity
Komenského v Bratislave.
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lieho jedu pouzil E. Habermann [3]. Meralo sa Traubovym viskostalagmometrom
o objeme 4 ml v termostatickej miestnosti pri teplote 23 °C. Zmes 6 ml substrétu a 0,5 ml
roztoku enzymu (1 mg hyaluronidézy v 8 ml redestilovanej vody) sa po premieSani
nechala 10 minut (reakény ¢as Ry) inkubovat pri izbovej teplote. Potom sa vykonalo me-
ranie — oddital sa prietokovy éas (f); merania sa opakovali po desiatich minutach, kym
viskozita 7; klesla na poloviéni hodnotu. Cas potrebny na zniZenie viskozity na poloviént
hodnotu je tzv. reakény ¢as R; a jeho prevrétend hodnota je imerné koncentrécii enzymu
(¢), resp. miere aktivity enzymu (4) podla vztahu

1 1
= — . = —. 3
c 7R resp. A E; 10
Pretoze enzym poOsobi i podas vlastného merania, k jednotlivym reakénym éasom (Rj)
sa pripoditava poloviénd hodnota prislusného prietokového dasu (f), éim sa ziska vysledny
— korigovany reakény céas (Ry):

1
Ry, = By + ?f
Namerané hodnoty prietokovych ¢éasov (f), reakéného éasu (Rj), relativnej viskozity,

ako aj vysledného reakéného dasu (R,) pre testikuldrnu hyaluronidézu (Biogena, Praha)
st v tab. 1. Vyhodnocovanie sa robilo pomocou grafu 1, z ktorého sa oddita reakény cas

, . T . (. Ns
R;, za ktory sa dosiahne polovi¢nd viskozita substratu 5

b4

Tabulka 1

Hodnoty reakéného éasu (Ry), prietokovych ¢asov (f), relativne]j viskozity () a vysledného
reakéného ¢asu (Ry) pre testikuldrnu hyaluronidédzu (Biogena, Praha)

R, f R,

(v min.) | (vsek.) n (v min.)
10 63,0 210,0 10°31”
20 59,5 198,3 20°29”
30 57,2 190,6 |3 30°27”
40 54,3 181,0 4027”7
50 53,4 178,0 |, 50'26”
60 50,7 169,0 |: 60725”

Pri zistovani enzymovej aktivity véelich jedov sa tiez pouZilo riedenie 1mg véelieho
jedu v 8 ml tlmivého roztoku. Viskozita sa merala $tyrikrét a do grafu pre krivku poklesu
viskozity sa vyndSali priemerné hodnoty tychto merani. Na grafe 1 su zndzornené krivky
poklesu viskozity testikuldrnej hyaluroniddzy a troch vzoriek véelieho jedu.

Vysledky stanoveni enzymovej aktivity sktSanych 7 druhov véelieho jedu st uvedené
v tab. 2, z ktorej vidiet, Ze hyaluronidédzové aktivita tychto vzoriek véelieho jedu mala
réznu intenzitu; ak aktivitu najsilnejSie pésobiaceho jedu (VIII) zvolime za 100 %,
aktivity ostatnych skuSanych véelich jedov st nizSie o 16 % (VII), ba az o 42,3 %
(XII). Vsetky skuSané vzorky véelieho jedu vykazovali viésiu hyaluroniddzova aktivitu
(v priemere 3,5 ndsobnu) nez §tandardné testikuldrna hyaluroniddza.

Zo skusanych 7 vzoriek véelieho jedu nie je mozné robit zévery o do regiondlnych
z4vislosti, resp. zdvislosti enzymovej aktivity véelieho jedu od doby zberu. Pre farmaceu-
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ticku vyrobu a kontrolu je vSak délezitd skutoénost, Ze hyaluroniddzové aktivita véelieho

jedu méze kolisat az o 40 9.
V préci pouzitéd viskozimetrickd metéda dédve podla J. Madinaveittu a T. H. H.

428

225

200

"%

150

n

Rim]5 10 15 20 25 30 0 50 60

Graf 1. Krivky poklesu viskozity testikuldrnej hya-
luronidézy a troch vzoriek véelieho jedu.

Tabulka 2
Porovnanie skuSanych vzoriek véelieho jedu s testikuldrnou hyaluronidézou. Hodnoty

reakénych ¢asov (R;), hyaluroniddzovej aktivity (4) a aktivity vyjadrenej v percentéch,
ked za 100 9, sa uréila aktivita najsilnejSie pdsobiaceho véelieho jedu (VIII)

(Zzﬁf;‘égfl‘?e Reakény as Aktivita Aktivita
(v pokuse) Miesto a doba zberu R; (v min.) A (v %)
VIII Radosina, jun 1957 11'15” 89,68 100

VII Radosina, sept. 1955 1323” 75,58 84,27
II Radosina, sept. 1953 13'35” 74,90 83,52
IX Radosina, aug. 1957 14'20” 70,42 78,52
Ia Bojnice, aug. 1952 14'23” 70,27 78,35
I Radosina, aug. 1953 15'15” 66,00 73,59
XII Radosina, sept. 1957 19’30” 51,81 57,77
Testikuldrna hyaluronidéza
(Biogena, Praha 1958) 54’15” 18,46 20,568

Quibella [8] najlepsie vysledky vtedy, ked reakéné dasy R; su v dasovom intervale
10—40 minut. Podla A. Dorfmana [1] mé byt reakény éas R; mensi nez 20 mint.
Reakéné dasy skusanych véelich jedov spliiali obidve uvedené podmienky.
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Sihrn

Stanovila sa hyaluroniddzova aktivita 7 druhov véelieho jedu, ktoré sa
1i5ili dobou zberu, za pouZitia viskozimetrickej metédy. Aktivita véelich jedov
bola v priemere 3,5 krat vyssia nez aktivita Standardnej testikuldrnej hyalu-
ronidazy (farmaceuticky preparat firmy Biogena, Praha). SkaSané vzorky
véelich jedov sa lisili v aktivite od 16 %, do 42 9%,.

AKTUBHOCTD TMAJIVPOHUIASEL V PABHBIX BUIOB
ATA TMYEJ

B. JYJIOBUYOBA, 0. MAPROBIY

Kagenpa opramnyeckoit xumuy u 6moxumun EcTecTBeHHOro (paKyIbTETa
YrmsepcuTera mmMenn HomeHckoro B Bparmcnase

YCAH, Xnmuueckuit urcTuTyT CiloBamkoit axagemMun Hayk B Bparmciiase

Broita ompeneneHa aKTHBHOCTh CeMH BHEOB IYeJHMHHOTO sfa, KOTOPEE OTIMIAIUCH
nepHogoM YOODKH, IpHMeHeHMeM BHUCKO3MMETDHUeCKOro MeToja. AKTHBHOCTH SIXOB ITUeN
Ooza B cpexnHeM 3,5 pasa BhcIA YeM Yy CTAaHJAPTHOH TeCTHMKYJIAPHON THaJIypOHAIA3HI
(papmamenTiuecknii mpemapar ¢mpmer Bumorema, Ilpara). Mcmertyembie o6pasmbl simoB
nmYeJsi OTIAMYANNCH B aKTHBHOCTH oT 16 mo 42 9. '

IToctynmao B pepaknmio 21. 9. 1961 r.

AKTIVITAT DER HYALURONIDASE BEI VERSCHIEDENEN ARTEN
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Unter Anwendung der viskosimetrischen Methode wurde die Hyaluronidase-Aktivitét
bei 7 Arten von Bienengiften bestimmmt, welche sich durch den Zeitpunkt der Sammlung
unterschieden. Die Aktivitédt der Bienengifte war im Durchschnitt 3,5 mal hoher als bei
der Standard-Testikularhyaluronidase (pharmazeutisches Praparat der Fa. Biogena,
Praha). Die gepriiften Proben von Bienengiften unterschieden sich von einander hin-
sichtlich ihrer Aktivitat um 16 bis 42 %,.

In die Redaktion eingelangt den 21. 9. 1961
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