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(54) Proteolyticky kryt na rény

Refenf se tyk& proteolytického krytu
na rany ve form& zésypu, sloufficiho k zakry-
t{ a o¥et¥ovani hnisavych a nekrotickgch
ran, Sestdvd z animdlniho nebo fungdlniho
derivatizovaného chitinu a chitosanu v pra-
chové formé& o velikosti &4stic od 0,01 do 0,3 mm
a obsahuje imobilizované proteasy. Enzymy
chemicky vézané ve struktufe biopolymerni-
ho noside pisobf &i¥t&ni rény rozpoulté&nim
nefddoucich bilkovinovych litek, zv1lalte
fibrinu, nekrotickgych tk&ni, hnisu aj. Krom&
toho se uplatiiije také absorp&ni a regene-
ra&ni G&inek zd&sypu. Je odsdvén exsudit
a hnis infikovany bakteriemi do kapil&rnich
prostord mezi &4stefkami a do vlastni hmoty
poréznich &4stic. Chitin a chitosan se
v r&n& velmi zvolna depolymeruji{ za vzniku
monomernich slofek, které se G&inn& zapojujil
do metabolickych pochodd vedoucich k obnové
koZnich tkéni{. '
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Vyndlez se tykd proteolytického krytu na rédny biopolymerniho typu ve form& zésypu,
ktery se pouZivd k zakryt{ a oSetfovdni hnisavych a nekrotickych ran.

Vedle klasickych z&sypl dvojsloZkového typu, obsahujicich jako z&klad nap¥iklad
talek nebo 3krob a jake G&innou latku nap¥iklad sulfonamid, antibiotikum nebo antimykotikum,
doporufuji{ se v soufasné dob& rhzné biopolymern{ zdsypové kryty na rény. Tyto nové piipravky
vyufivaji hlavné adsorp&n{ nebo proteolytick¢ princip p¥ipadn& kombinaci obou. Adsorp&ni
u&inek spodfvd v odsdvéni tekutych slofek hnisu a proteolyticky G&inek v enzymatickém
rozkladu neZddoucich bflkovin exsudédtu. Biopolymernf kryty uvedeného typu byly popsény
nap¥iklad B. S. Jacobssonem a spol. ve Scand. J. Plast. Reconstr. Surg. 10, 65 a%¥ 72
(1976) , H. Dautzengergem a spol. v &s. AO 237 604.

Jingm v§znamnym typem biopolymernfho zdsypu jsou p¥ipravky na bidzi chitinu, které
popisuje L. L. Balassa v fad& patentovych spisd ((DAS. 1 906 155 (1969), DAS. 1 906 159
(1970), Brit. 1 252 373 (1971), US 3 632 754 (1972), US 3 914 413 (1975)). Chitinovy
z4syp pisobi na zcela jiném z4klad& ne’ vy3e uvedené biopolymernf typy; jeho u&inek je
moZno oznadit jako regenera&ni, Chytin se v rdn& zvolna depolymeruje a jeho monomerni
sloZky vstupujf G&inn& do metabolismd probihajicfch v porané&ném mist&. Takovym zpisobem
chitinovy zdsyp p¥ispivd k obnov& porulenych koZnfch tkéni.

Omezeni chitinovych zdsypl spo¥ivd v jejich specifickém G&inku, tj. v uplatné&ni
jediného principu, regeneradniho. Chitin se vyzna&uje vysokou krystalinitou a j{ odpovidajfci
nizkou porozitou hmoty, takZe zdsypy na jeho bazi maj{ jen maly adsorp&ni ud¥inek. Proteolyticky
princip &i%t&nf ran se u dosavadnich chitinovych z4sypl neuplatiuje vibec.

Dosavadni nedostatky chiﬁinovych z4sypl odstranhuje proteolyticky kryt podle vyndlezu.

Pfedm&tem vyndlezu je proteolyticky kryt na rény na badzi chitinu nebo chitosanu
vyznadeny tim, Ze sestdvd z &&stic o velikosti 0,01 a¥ 0,3 mm derivatizovaného chitinu
nebo chitosanu s imobilizovanymi enzymy typu proteas. V§hodnd velikost &4stic je 0,05 a%
0,15 mm.

Hlavni vyhoda nového biopolymernfiho krytu na rény je v trojkombinaci lé&ivych G&inkud
podle principd proteolytického, adsorp&niho a regenera&niho.

Proteolyticky GZinek ,ge zaji%tuje imobilizac{ proteas. Jako v§chozi surovina se
poufije chitin animdlnfho nebo fungdlniho pivodu ve form& prachu p¥ipraveného mletim
a t¥fd&nim. P¥ed zpracovdnim se provede s vyhodou alkalickd dprava chitinového prachu
vedouci k &4stelné deacetylaci N-acetylglukosaminovych strukturnich jednotek a uvoln&ni
ionogennich aminovych skupin. Do chitinové struktury tak vstupuji chitosanové strukturni jednot-
ky. P¥{tomnost primdrnich aminovych skupin v polymerni struktu¥e vyznamn& zvy3uje chemickou ‘
reaktivitu biopolymeru pro aktivaci k vazb& proteas. Kvlastni imobilizaci je moZno pouZit
zndmgch postupd popisovangch nap¥iklad W. L. Stanleyem a spol. viz Biotechnol. Bioeng.
17, 315 (1975), US 3 909 358 (1975) nebo R. A. A. Muzzarellim a spol. (Chitin, Pergamon Press,
Oxford 1977, str. 199).

Adsorpdni G&inek chitinov§ch krytd nového typu se zvyZuje b&hem pochodd vedoucich
k imobilizaci proteas. Deacetylace, resp. aktiva&ni derivatizace plisobi zv¢Senf porézni
struktury biopolymer®. Dochdz{ k ni uvoln&nim ionogennich aminevych skupin osmotickym
pisobenim ve vodném prost¥edf{ a ztiZfenim orientace polymernich ¥et&zcd obsahujfcich jiné
funk&nf{ skupiny ne# acetylaminové doch&z{ ke sni{fenf krystalinity pivodnfho polymeru.

Regenera®ni d&inek vlastni chitinovym z4sypim zlstdvé zachovdn i u nového typu
biopolymernfho krytu. Pom&rn& nizky stupen substituce strukturnich jednotek pot¥ebny k imobili-
zacl proteas a dosaZenf Zddouci enzymatické aktivity znamend, Ze ve struktufe biopolymeru
20s8tdv4 velky podil nezm&né&nych strukturnich jednotek, které se mohou pomalou enzymatickou
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depolymerac{ uvolhovat a pfispivat k regeneraci koZnfch tkdni. V derstvych a stargch
hojicich se randch je p¥itomno dostatek lysozymu, ktery enzymaticky odbourdv4 chitinové
struktury. Uvolnéné monomerni jednotky se zapojuji do metabolismu hexosaminli, orientuji
a situjf kolagen. Je také zndmo, Ze uridinifosfo-N-acetylglukosamin je klidovou lé&tkou
p¥i biosynthese chondroitinsulfé&td, kyseliny hyaluronové a glykoproteini. Tyto pochody
doprovézeji obnovu koZnfch tké&ni.

V dal%im je objasn®n zphsob vfroby krytld podle vynélezu, ne v3ak omezen, p¥iklady
provedeni.

P¥{Lfklad 1
P¥iprava krytu z animdlnfiho chitinu

100 g chitinu, izolovaného z kruny¥& krabd a upraveného mletim a t¥fd&nim na velikost
&4stic 0,05 a% 0,15 mm 100 g, se promichdvd s 2 litry 40% hydroxidu sodného NaOH p¥i
115 °C 6 hodin v dusikové atmosféfe. Reak&ni sm&s se ochladf, produkt zfiltruje a promyje
vodou do neutrdlnf reakce. Za té&chto podminek dojde k cca 70% deacetylaci chitinu.

Hydrolyzovany produkt v mno%stvi odpovidajicim 15 g sudiny se naplni do kolony
a promyv4d fosfdtovym pufrem o pH 8,5 aZ pH eludtu se shoduje s pH p¥itékajfciho pufru.
Na kolonu se p¥ivede smésny roztok sestdvajici z 15 ml pouZivaného pufru, 15 ml roztoku
obsahujfciho 0,1 g chymotripsinu a 15 ml 4% glukalaldehydu, ponech& se zvolna protéci
vrstvou a potom stdt v klidu 1 hodinu. Po skon&eni imobilizace se vrstva promyje 500 ml
pouZivaného pufru a v promyvadni se pokraluje st¥{ddnim alkalického 0,1 M bor&tového pufru
s obsahem 1 M chloridu sodného NaCl o pH 9 kyselého 0,1 M acetdtového pufru s obsahem 1 M
chloridu sodného NaCl o pH 4,5, aby se nevdzany enzym dokonale vymyl. V promyvini se
pokraduje aZ do nulové proteolytické aktivity aludtu a nakonec se produkt promyje 0,25 M

bordtovym pufrem o pH 8 a v suspenzi s timto pufrem se lyofilizuje.
P¥{iklad 2
P¥iprava krytu z fungdlnfho chitinu

K p¥ipravé& krytu se pou?ije mycelium houby Penicilium chrysogenum odpadajici p¥i
vyrob& penicilinu. Myceldrni hmota se sterilizuje a extrakci chloroformem za teploty
mistnosti se zbav{ lipidickych sloZek, zv1&%t& tukd. Ziskany produkt se promichdvd s 1 N
hydroxidu sodného 18 hodin p¥i teplot& mistnosti a po okyseleni kyselinou chlorovodikovou
se &ist{f dialgzou. Mletim za mokra se chitinovy materi&l upravi na velikost &4stic
0,05 a% 0,2 mm. Hydrolyza, imobilizace a z4v&re&nd uprava se provede stejnym zplsobem
jako v p¥ikladu 1.

B
PREDMET VYNALEZU
Proteolyticky kryt na rédny na bézi chitinu nebo chitosanu vyznaéeny tim, Ze sestdvd

2z 8&stic o velikosti 0,01 aZ 0,3 mm derivatizovaného chitinu nebo chitosanu s imobilizovanymi
enzymy typu proteas.
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