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3), (146)-D-glukan

(57) Anotace:
Reseni se tyka zpdsobu pipravy tolii na bazi nativniho,
piedem nesuseného f-(1->3), (1->6)-D-glukanu z bunéénych
stén makromycet a mikromycet, s vvhedou Saccharomyces
cerevisiae, pfipadné doplnénych o dal$i 168ivé slozky a
alternativné spojenych s dal§imi obvazovymi materi aly, které
slouzi jako hojtvy a kryci prostiedek pFi osetfovani mn,
zanicenych tkani, popalenin a dalsich poskozeni, pripadné
jako kosmetické prostiedky.
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Piiprava polysacharidové folie s imunomodulaénimi Géinky, obsahujici p~(1—3), (1->6)-
D—glukan

Oblast techniky
Technickym FeSenim je zplsob pripravy polysacharidové folie, obsahujici nerozpustny (partiku-
lami) B~(1—-3), (1 >6)-D-glukan, ziskany z bunéénych stén makromycet a mikromyeet, s vyho-

dou ze stén Saccharomyces cerevisiae, ktera mize byt pouzita jako hojivy a kryei prostiedek pii
osetfovani ran, zanicenych tkani a popalenin.

Dosavadni stav techniky

Je znamo, Ze urcité polysacharidy, izolovan¢ z riznych pifrodnich zdroji, pfedevsim vyssich
i nizsich hub, moduluji nespecifické mechanismy imunitniho systému u zivocichi, vetng Clové-
ka. Z farmakologického hlediska lze tyto latky zafadit do skupiny modifikatora biologické odpo-
védi (biological response modifiers, BRM). Mezi nejucinnéjsi modifikatory biologicke odpovédi
s pozitivnim, immunostimulanim a¢inkem nalezeji polymery glukozy - vétvené PB—(1-3),
(1-+6)-D-glukany, obvykle jednoduieji oznadované jako B-glukany. [mmunomodulacni uéinek
B-glukanii spogiva predevsim v aktivaci profesionalnich fagocyti — granulocytll, monocytl, den-
dritickych bunék a pfedeviim makrofagh (DiLuzio N. R., Trends Pharmacol. Scid, 344 (1983);
Chihara G.. Maeda Y. Y., Hamuro J., Int. .J. Tissue Reac. 1V, 207 (1982); Bohn J. A., BeMiller
J.N.. Carbohvdr. Polym. 28, 3 (1995); Noviak M., Chem. listy 101, 872 (2007); Novak M.,
Vétvicka V., J Immunotoxicol. 5,47 (2008)).

Takovéto (dinky vykazuji P-glukany nejen pfi vnitinim, ale i pfi zevnim pouziti. Byly popsany
pozitivni G€inky B-glukanu na hojeni popalenin, rozsahlych poranéni, otevienych zlomenin
a bércovych viedi (Leibovich S. J. and Danon D., J Reticuloendothel. Soc. 27, 1 (1978);
Wolk M., Dancn D., Med. Biol. 63, 73 (1985); Sang Bong Lee, eral Biomuaterials 24, 2503
(2003). Je znam rovnéz piiznivy icinek 3—glukanu na biosyntézu kolagenu pti hojeni ran riizné-
ho pavodu (Portera C. A, etal., Amer. Surgeon 63. 125 (1997); Hida Shunsuke etal. Microbiol.
Immunol. 50, 453 (2006)).

V odborné i patentové literatufe jsou popsany folie slouzici jako kryty ran. pipravené z riznych
B-glukand, gasto 1 v kombinaci s dal$imi latkami (Zzelatinou, kolagenem, polyvinylalkoholem ad.,
napf. Delatte S. J., etal.. J. Pediatr. Surg. 36, 1 13 (2001): Sang Bong Lee etal. Biomaterials 24,
2503 (2003); Mei-Hua Huang a Ming-Chien Yang, /nternat. .J. Phurmaceut. 346, 38 (2008);
Williams J. M., Lawin T. P., U.S. patent 5676967 a fada dalsich).

Publikované prace a patenty vychazeji nejcastéji 7 cerealnich P—glukand, piipadné z vodoroz-
pustnych fungalnich B—glukani. Cerealni B—glukany, izolované nejcastéji z ovsa nebo jecmene,
a fungalni B—glukany. izolované z mikromycet (napf. z¢ Saccharomyces cerevisiae) nebo vyssich
hub (napt. z Lentinula edodes. Pleurotus ostreatus ad.), se 1i§i svoji primarni strukturou: biolo-
gicky ucinné cerealni P—glukany jsou linearni B—(1—3), (1—>4)rD-glukany, zatimco fungalni
jsou vétvené B~1-3), (1 >6)-D-glukany. Vodorozpustnost fungalnich B-glukant je nepfimo
amérna velikosti molekuly. Na zakladé &etnych praci (napt. Bohn J. A.. BeMiller J. N, Carbo-
hvdr. Polvm. 28, 3 (1995), Bell S., e¢tal., Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 39, 189 (1999); Voiman J. J..
Ramakers J. D., Plat 1., Physiol. Behav. 94 276 (2008)) je znamo, 7e vy$si biologickou ainnost
maji (1) p—glukany s vétsi molekulou (a tedy nerozpustné ve vodé), a (2) diky svoji strukture fun-
valni P-glukany ve srovnani s cerealnimi je B-glukan, izolovany ¢ bunétnych stén kvasinek
Saccharomyces cerevisiae.
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Kromeé zdroje B—glukanu ma na jeho biologickou G¢innost i zpiisob piipravy, ktery ovliviiuje jeho
fyzikainé—hemické i biologické vlastnosti. Z fady praci {viz napf. review Bohn J. A, BeMiller
J.N., Carbohydr. Polym. 28, 3 (1995)) je znamo, Ze na biologicky G¢inek PB—glukanu ma pod-
statnou merou vliv jeho konformace. tedy uspofadani polymerni molekuly do jednoduchého nebo
trojitého helixu, pfipadné do amorfni formy. Maximalni iéinek vykazuje konformace trojitého
helixu; tato forma B-glukanu ma vysoky stupeii krystalinity. Na pFitomnost te ¢i oné konformace
v preparatu B—gtukanu ma podstatny vliv zpiisob pfipravy B—glukanu, zejména finalni tze pfi-
pravy, sudeni (liskova nebo sprejova susarna, lyofilizace apod.); to je obecny zavér, platny i pro
fadu dalsich biologicky aktivnich polysacharidii. Je popsano, Ze sueni pii teplotach nad %0 °C
plsobi pokles biologického uginku, a kromé toho snizuje elasticitu a viskozitu oprott nativnimu
polysacharidu (Ginzberg A., Korin E., Arad S., Biotechnol. Bioeng. 99, 411 (2007)). Ziejmou
pfic¢inou je doloZena skute&nost, Ze vysoka teplota pfi suseni (90 az 140 °C) vede k nevratnym
zménam trojhelixové konformace na konformaci jednovldknového ohebného fetézce (Wang X,
Zhang Y., Zhang L., Ding Y., J. Phys. Chem. B 113, 9915 (2009)).

V publikovanych odbornych pracich a patentech, tykajicich se ptipravy folii s (-glukanem
a pouzivanych jako krytu ran, se uvadi, ze B—glukan byl zakoupen od urité firmy, zabyvajici se
vyrobou B—glukanu ve velkém. Je zfejmé, e se jednalo o sudeny [3-glukan, nebot’ vyrobei nedis-
tribuuji jinou formu. Pro pouziti k pfipravé folie musi byt tento produkt znovu rehydratovan,
ovsem rehydratace jednou ususeného B-glukanu ale nevede k obnoveni puvodni krystalinity, ani
stupné homogenity molekularni konformace, které vykazoval pavedni, nativni B—glukan (Koba-
yashi K., Kimura $., Togawa E., Wada M., Kuga S., Carbohvdr. Polym. 80, 491 (2010)). Z toho
vyplyva. ze pouzivani suseného komeréniho B—glukanu pro pfipravu f6lii vede ke sniZeni jeho
biologicke (Cinnosti a Ié&ivé kvality z ngho pfipravovanych krytd ran. Navic se v dasledku zmeén
makroskopické struktury sudeného preparitu v disledku nedostatecné homogenity vychozi sus-
penze nebo naopak agregace Castic se méni k horsimu i makrostruktura lii. kvalita jejich povr-
chu a nisledné i jejich mechanicka pevnost.

Podstata vynalezu

Podstatou predkladané pfihlasky vynalezu je zpiisob piipravy zevni aplikaéni formy B—glukanu
ve formé folif, ktery minimalizuje az eliminuje nedostatky dosud uZzivanych postupt piipravy
takovychto folii tim, Ze félie jsou pripraveny z nativniho. pfedem nesuseného nerozpustného
(partikularniho) —(1-3), (1—=6) D-glukanu, ziskaného z bunéénych stén makromycet nebo
mikromycet. Vhodnym a vyhodnym vychozim materialem Jsou bunééné stény kulturnich kvasi-
nek Saccharomyces cerevisige. 3—Glukan, piipraveny ze stén Saccharomyces cereviside ma
vysokou biologickou aktivitu a neni tieba sc obavat jeho kontaminace mykotoxiny. K pfiprave
nativniho 3-glukanu ze stén S. cerevisiae |ze pouzit razné, v podstaté ekvivalentni metody, které
Jsou vesmés zalozeny na alkalické digesci komeréniho pekaiského drozdi. napf. popsané v pra-
cich Bell D. 1. a Northcote D. H., .J. Chem. Suc. 1944—7 (1950), Bacon J. S. D., Farmer V. C_,
Jones D.. Taylor L. F., Biochem. J. 114, 557-567 (1969) nebo Misaki A.. Johnson J.. Kirkwood
5. Scaletti J. V., Smith F.. Carbohvdr. Res. 6 150164 (1968).

Folie se piipravi tim, Ze se suspenze nativniho, pfedemn nesusencho f—1—3). (1-6)D—glukanu,
ziskaného z riznych mikromycet nebo makromycet, piimo bez predchizejici dehydratace (spre-
Jové suseni. lyotilizace apod., smisi s piidavkem latek. zvySujicich pruZnost, chebnost, pevnost
a prodysnost folii. vybranych 7ze skupiny latek tvofené glycerolem. sorbitolem. propylenglyko-
lem, polyakrylitovymi gelv. tragantem, arabskou gumou, pektiny. sodnou soli karboxymethyi-
celuldzy. estery sorbitanu s vy$simi mastnymi kyselinami atd. v mnozstvi | az 70 % hmotn..
vztazeno na hmotnost 3—glukanu, smés se nalije na ohrani¢eny incrtni povreh, pricemz mnozstvi
glukanu v suspenzi je | az 20 mg.cm * inertniho povrchu a posléze sc suspenze vysusi pii teploté
t0az 60 °C, napfiklad v horkovzdusné susarng,
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(-Glukan ve folii maze byt ptipadné dale smisen kromé zminénych latek s lé€ivy, kterymi mo-
hou byt lokalni antibiotika (napf. erytromycin. clindamycin. neomycin, bacitracin aj.), chemote-
rapeutika (pfedevsim sulfonamidy), lokalni antimykotika {napf. clotrimazol, nystatin, pimaricin,
terbinafin) a dalsi u¢inné latky, volené podle acelu pouziti folif, v takovém mnozstvi. aby se doci-
lilo jejich G&inné lokalni koncentrace podle pfislusnych doporuéeni Statniho dstavu pro kontrolu
16¢iv.

Piehled obrazki na vykrese

Obr. 1 snimek z elektronového mikroskopu zobrazuje folii piipravenou ze smési 50 % hmotn.
rehydratovaného, B—glukanu a 50 % hmotn. Zelatiny.

Obr. 2 snimek z elektronového mikroskopu zobrazuje folii piipravenou ze smési 50 % hmotn.
nativniho P—glukanu a 50 % hmotn, Zelatiny.

Obr. 3 snimek z konfokalniho mikroskopu zobrazuje folii pfipravenou ze smési 50 % hmotn.
rehydratovaného, 3-glukanu a 50 % hmotn. zelatiny.

Obr. 4 snimek z konfokalniho mikroskopu zobrazuje folii pripravenou ze smési 50 % hmotn.
nativniho P-glukanu a 50 % hmotn. Zelatiny.

Priklady provedeni

Priklad 1

Do suspenze obsahujici 100 g nativniho, piedem nesudencho P—~(1-—=3), (1= 6)-D—glukanu, pfi-
praveného z intaktnich bunék Saccharomyces cerevisiae alkalickou digesci, nejprve za normalni
teploty a poté za desetiminutoveho varu, neutralizaci a nékolikanasobnym promytim vodou, s¢
piida 50 g chemicky Cist¢ho glycerolu a dokonale se promicha. Poté se smés vylije na vhodnou
podlozku s plochou takovou, aby konecna plo$na hustota félie byla 20 mg.cm . Vie se umisti do
susarny a usudi pii teploté nepfevysujici 50 °C. Hotova folie se opatrné sejme a rozdéli na dily
potiebné velikosti.

Piiklad 2

Obdobnym zptisobem jako v pfikladu 1. byly ziskany folie ptipravené ze smési 50 % hmotn.
nativniho B—glukanu a 50 % hmotn. Zelatiny a folie pripravené ze smési 50 % hmotn. rehydrato-
vaného predem ususeného (-glukanu a 50 % hmotn. Zelatiny. Ziskané folic z nativniho B—gluka-
nu jsou homogenni a jejich povrch je relativné vysoce hladky. To dokladaji snimky folii ptipra-
venych ze smési 50 % hmotn. nativniho B-glukanu a 50 % hmotn. Zelatiny v elektronovém
(obr. 2) a konfokalnim mikroskopu (obr. 4). Snimky z elektronového mikroskopu (obr. 1) a kon-
fokalniho mikroskopu (obr. 3) zobrazuji folie pfipravené ze smési 50% hmotn. rehydratovaného,
B—glukanu a 50 % hmotn. selatiny (rozméry vyiezi resp. zveétieni jsou uvedeny na snimeich).
Ze snimki je patrna podstatné hrubsi a nehomogenni struktura folii, pfipravenych z rehydratova-
ného. suseného (-glukanu oproti foliim pfipravenym z nativniho glukanu.




10

2

H)

45

CZ 303500 Be

Ptiklad 3

30 % g nativniho, pfedem nesuseného B-—(1—3), (1—6}-D—glukanu, pfipravencho podle Piikla-
du I, se smisi s 20 g chemicky ¢istého glycerolua 5 g polyoxyethylen—{20) sorbitanmonolauré’tu,
promisi a zpracuje stejné jako v Prikladu | s tim, Ze plosna hustota folie se upravi na 5 mg.cm .
Ptiklad 4

K suspenzi, pfipravené podle Ptikladu 1 se pfida | g 4-aminobenzensulfonamidu a po promicha-
ni a rozpusténé se postupuje jako v Piikladu 1.

Priklad 3

K suspenzi, pfipravené podle Pfikladu | se pfidd | % hmotn. klindamycinu (jako Clindamycini
phosphas) a po promichani a rozpuiténi se postupuje jako v Piikladu 1.

Peiklad 6

Folie, pfipravena zpiisobem podle Pfikladu 1, 3. 4 nebo 5 se vlozi na naylhéenou hydrofilni gazu

a spoletné se ususi pii teploté do 50 °C tak, aby vznikl dvojvrstvy obvazovy material, ktery se
poté upravi na vhodnou velikost, neprodysné uzavie ve vhodném obalu a vysterilizuje ozafenim.

Primyslova vyuzitelnost

Folie, diky imunomodula¢nim Gginkéim danym obsahem P—~(1—3), (1—56)-D-glukanu a p¥ipadné
hojivym a¢inkim, danym dalsimi obsazenymi lé¢ivymi latkami, mize slouzit jako zevni hojivy
a kryct prostiedek pii oSetfovani ran, zanicenych tkani, popalenin a dalSich poskozeni. V modifi-
kované podob¢é mize byt vyuZita rovnéz v kosmetice, napfiklad jako pletova maska.

PATENTOVE NAROKY

1. Priprava polysacharidové folie s imunomodulagnimi u¢inky, vyznadujici se tim,
7e se suspenze obsahujici nativni, pfedem nesudeny B~1-3), (1 —=>6)-D—glukan, smisi s pfidav-
kem latek, zvy3ujicich pruznost, ochebnost, pevnost a prodyénost folii vybranych ze skupiny tvo-
fené glycerolem, sorbitolem, propylengivkolem, polyakrylatovymi geiy, tragantem, arabskou gu-
mou. Zelatinou, kolagenem. pektiny. alkalickymi solemi karboxymethylcelulozy, estery sorbitanu
s vysSimi mastnymi kyselinami. v mnozstvi 1 az 70 % hmotn. (vztazeno na hmotnost F—gluka-
nu). smeés se nalije na ohrani¢eny inertni povrch, pfigemz mnozstvi glukanu v suspenzi je 1 az
20 mg.cm * inertniho povrchu a posléze se suspenze vysusi pri teploté 10 az 110 °C.

2. Ptiprava podle naroku I. vyznaéujici se tim. ze nativni predem nesuseny [3—
(1=3). (1 >6)-D-glukan s¢ ziska z bunéénych stén kvasinek Succharomyees cerevisiae.

3. Priprava podle narokG 1 a2, vyznaéujici se tim. e se suspenze vhodnym zpiiso-
bem vysusi. napiiklad v horkovzduiné susirné s kontrolovanou teplotou.
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4. Priprava podle narokd 1 a 2, vyzn adujici se tim, ze se suspenze nativniho (-
glukanu smisi s dalimi lokalné pisobicimi farmakologicky acinnymi latkami, kterymi mohou
napfiklad byt lokalni antibiotika, chemoterapeutika, lokalni antimykotika a dalsi Gcinneé latky,
volené podle uéelu pouziti folii, v takovém mnoistvi, aby se docililo jejich a¢inné lokalni kon-
centrace.

5. Priprava podle narokii 1 a2, vyznaduj ici se tim. Zese pripravena folie kombinu-

je s dal§imi obvazovymi materialy vybranymi ze skupiny tvofené tkanymi, netkanymi obvazy,
kompresy nebo tampony.

I vykres
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