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vyndlez se tykd zplisobu pripravy p¥ipravku pro ¥izen{ ristu tkdni u 11d{ a zvifat.
Predeviim se vyndlez tykd zplUsobu p¥ipravy skupiny fyzioluyicky aéinnych p¥ipravkl, jejichz
alespon jedna slofka promotuje, zatimco jind sloZka inhibuje rust jak normdlnich, tak
abnormdlnich tkani. P¥{ipravky, pfipravené zpiisobem podle vyndlezu, tak (a) podporuji rust
normdlni tkéané k urycHleni normdlnich regeneradnich funkci a (b) potlaluji neZddouci rlst
tk&ni jak benignich, jako p¥i fibroze spojené s nadbyteénym vytvd¥enim jizev, tak chybnych
napfiklad pti rakovinovych nebo jinych malignfch zméndch.

Bylo vynaloZeno mnoho Usili na omezeni réstu rostlin, nic z toho v8ak neni pouZitelné
pro Zivo&i¥né tkdné&. Vyzkumy poZadavkd pro rist bundk ZivoliSného plvodu (v&etné& lidskych
bundk) se zam&fuji{ v principu na rlst tkan& technikou usnadnujici studium rastu bunék izolo-
vanych za laboratornich podminek. PouZilo se rfGznych "rGstovych faktori" k podpofe proliferace
bunék b&%n& za pou¥iti extraktd pom&rn& surové povahy odebranych z celych orgdnt napiiklad
z my$i slinné 2142y nebo z krysich jater. Takové rlstové faktory nemaji pouZitelnost pro
systemické pouziti v nedot&enych Zivolisich nebo v p¥ipadé nedotlenych lidi. Napiiklad
riboflavin se povaZuje za ri@stovy faktor pro krysy, lipoidni kyselina slouzi jako ristovy
faktor pro urdité mikroorganismy a biotin slouZi jako rlGstovy faktor pro kvasinky a pro ur&ité
bakterie. Glycel-histidyl-lysin a ristovy hormon podvésku mozkového jsou dvé chemicky charakteri-
zované &isté latky se vlivem na rtst, p¥idemZ glycyl-histidyl-lysin ovliviiuje rust v kultufe
izolovanych jaternich bun&k a rfistovy hormon podvé&sku mozkového ovliviuje rlst téla jako celku.
%4dn z t&chto "rlstovych faktor(" nebyl ozna&en jako uZitedny pro opravu a regeneraci tkdné

a zcela se 1i¥{ od pripravkl, p¥ipravovanych zpisobem podle vyndlezu.

U &patné %ivenych pacientfl systémové poddvéani aminokyselin md, jak znémo, podplrny
vyznam p¥i hojeni ran avZak pouze p¥i léfeni zjist&ného nedostatku aminokyselin.

Fyzik4lni a fyzikd1ln& chemické zpisoby jako pouZivdni magnetického pole nebo pulsa&nich
elektrickych prouddi pro lokalizoavnou stimulaci ran mé toliko soufasny modni v§znam.

Inhibice pozm&nénych nebo malignich bundk chemickymi prost¥edky je nyni b&Znou praxi
a je G&innd, ptifem? je p¥iznivy pomdr citlivosti mezi malignimi bufikami nddoru a normdlnimi
bufikami posti%eného; za chyb®ni jakéhokoliv selektivné&j$fho zpisobu ¥izeni{ jsou tyto cyto-
toxické l4tky v souasné dob& Ziroce poufivdny; avSak jejich toxicita a nésledny vysoky
vyskyt vedlejifch G&ink® vedou k mimoFadné potfebé& vyvinout zlepSenou fysiologickou nebo

chemickou kontrolu neZddoucich bunék.

Kortison a jeho derivAty jsou UZinné p¥i omezovéni nadmérného vytvdfen{ tkéné&, ke
kterému miZe dochdzet p¥i n&kterych typech poskozeni, v mnoha p¥ipadech popédlenin a po
nékterych zénétli&?ch onemocnéni kloubti. AvSak pouZivadn{ kortisonu zahrnuje zna&né nebezpe&i

vedlejSich G&inku.

D¥iv&ijs{ prdce autordl vyndlezu (Nature, 199, str. 4 991; 392; 1963) doloZily, Ze vySe
W&innosti enzymu N-acetyl-D-glukosaminidazy je v dzkém vztahu, ktery se miZe oznalit jako
"reaktivita" k rGznym chorobnym proces@m. Tento vztah existuje za tak Sirokého okruhu
podminek, %e se usuzuje na jeho mnohem vyznamn&j¥{ tdlohu, ne? jak4& je zndma pro N-acetyl-D-
-glukosamin (NAG) a snad pro dal3i N-acetyl-D-glukosaminy. N-acetyl-D-glukosaminové (2-

—acetamido-2-~deoxy-D-glukozové) zbytky jsou $ifeji p¥ftomny ve vézané form& v pfirodé

nez D-galaktosamin.

V préci "Processes in Pathology "(Procesy v patologii) (Taussig M. J.) publikované
v roce 1979 v publikaci Blaskwell Scientific Publications na str. 267 a%¥ 270 se v diskusi
ptedeviim zam&fené na aktivitu lektinl odkazuje na N-acetyl-D-glukosamin pfi studiu ristu
bun&k. P¥ipominaj{ se pokusy vztahujfc{ se na poufit{ N-acetyl-D-glukosaminu p¥i studiu
ristu bun&k. V jednom pFfipadé se N-acetyl-D-glukosaminu pou?ivd ve formé jeho dimeru di-N-
-acetylchitobiosy vAzané na proteinovy nosié se zdmérem preimunizace my3i proti lethdlnimu

vlivu transplantovaného tumoru s omezenym Usp&chem. PFi jiné inhibici ristu néddorovych bunék
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oSetfenim monovalentnim lektinem k pokryti povrchu agglutinaéni mista /N-acetyl-b-glukos-

aminové zbytky) osvédcily reverzibilitu p¥iddnim nadbytku volného N-acetyl-D-glykosaminu.

Na tomto poli pracovali aktivné také jini pracovnici; nap¥iklad v zalitku Sedesitych
lat Levvy a kolektiv ve vyzkumném Ustavu Rowett Research Institute doloZili, Ze konverze
ai lakton glykosidu, ktery tvo¥i substrét pro glykosidasu, by mohla specificky inhibovat
uvaZovanou glykosidasu. Na neStésti jsou tyto laktony stdlé toliko za p¥isné kontrolovanych

Laboratornich podminek. Pokusy pro jejich terapeutické pouZiti se proto nesledovaly.

Nyni se podle vynalezu s prekvapenim zjistilo, Ze N-acetyl-D-glukosaminy & jejich
oligomery @ derivdty obou t¥id sloudeniny mohou mit dlleZity a dosud nepoznany podil na
procesech lé¢eni a hojeni a invaze a proliferace malignich buné&k. Koncept inhibice N-acetyl-
~D-glukosaminidas a N-acetyl-D-glukosaminidasy specificky za fyziologickych podminek otvird

nové moZnosti, jak pro ¥izeni 1lé&eni a hojeni tak pro omezovdni rakovinového ristu.

Podle vyndlezu se p¥ipravek pro regulaci ristu tkdni vyrdbi tak, ¥e se pripravi roztok
obsahujici N-acetyl-D~glukosamin nebo jeho oligomer nebo jeho deacetylovany derivat, biotin
a dvojmocny kovovy kation vybrany ze skupiny zahrnujici M92+, Ca2+ a Mn2+, s vyhodou Mgz+,
spolu s farmaceuticky vhodnym aniontem, pfipraveny roztok se udrZuje p¥i zvySené teploté&

50 a% 80 °c po dobu t¥f{ dnl a pak se kapalina su$i vymraZovénim.

Roztok miZ¥e obsahovat pufrovaci soli. Jako¥to roztok je p¥ipravek vhodny pro parenterdl-

ni nebo pro ordlni podavéni.

Pripravek podle vyndlezu se miZe p¥ipravovat v pevné formé& pro ordlnf nebo rektdlni
podavani; v tomto p¥ipadé se formuluje jako tablety, kosoltverecné pastilky nebo Cipky.
Nebo se miZe vyrébét ve form& prasSku nebo jako zapouzdfené roztoky nebo emulze pro ordlni
podavédni nebo pro pouZiti pro daldi zpracovani na p¥ipravky a pro poddvani jako vst¥ikovaci
roztok. Ddle se mohou pouZivat pro mifstnif nané3eni ve vhodnych neutrélnich mastovych zékladech.

Zplisob vyroby ovliviauje vlastnosti p¥ipravku. Nap¥iklad se smési mohou aktivovat
jejich podrobovdnim po rliznou dobu a za riiznych podminek zah¥ivdni a sueni nebo Ctdste&nému
sudeni vedoucich k bezprost¥ednimu zi{skdni krystalického a doprovodného materidlu nerozpustné-
ho prifem? ostatni materidly zUstévaji v roztoku nebo v sirupovité form&. Materidly, dopro-
vézejici biotin na jedné strané a materidly zlUstdvajici v roztoku po takovém vysréZeni
a pak izolované ve formé& sirupu nebo ve vysudené form& na druhé strané, maji{ oddé€lené
biologické aktivity, jak bude d4le uvedeno. Biologické fi¢innosti se miZe také dosdhnout,
jestli%e koncentrace biotinu a periody a podminky zah¥ivdni a sufeni nebo parcidlniho
suSenf{ jsou voleny tak, aby se pfede$lo shora uvedenému vysréieni, Aktivita je pak spojena
s materidlem bud zbylym v roztoku nebo produkovaném v sirupu nebo ve vysuSené formé& z takové-
ho roztoku. Tyto rGzné materidly ovliviuji uéinnost N-acetyl-D-glukosaminidasy a jejich dvou
hlavnich enzymi A a B. V zdvislosti na p¥esném zplisobu piipravy materidlu se mdZe podporovat
nebo inhibovat enzym jako celek nebo jeho A a B isozymy jednotliv& nebo zérovenh. Inhibice
se mife provaaddét aby byla bud konkurenini nzbo nekonkurendni. Proto zplisob p¥ipravy miZe
ovliviiovat celkovou hladinu N-acetyl-D-glukosaminidasové aktivity v t&le a rovné&Z mé&nit
proporciondln{ ptisobeni na dva hlavni iscenzymy. Tim, Ze je tomu tak, pripravek se jevi
jako napodobujfci reakce t&la na &etné chorobné procesy, napfiklad v odezvé& na odmitdni

cizich tkédni, na z&nd&t a na malignanci.

Pro usnadnéni pochopenf{ se vyndlez nyni popisuje se zfetelem na jeden glykosamin,
N-acetyl-D-glukosamin, pracovnikim v oboru bude v3ak ziejmé, Ze zpUsoby pfipravy jsou
poufitelné pro analogické sloudeniny a ziskané biologické plsobeni se bude ménit v zdvislosti
na enzymu nebo na bun&ném systému zkoumaném nebo na ‘terapii.

i

N-acetyl-D-glukosamin s4m m& stimula&ni plsobeni na chrénic{ buhky v té&le a zdi se,

te pripravek, ptipravovany zplsobem podle vynélezu, pfedstavuje nové a selektivni prost¥edky
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k ovlivné&ni télového imunniho mechanismu. 0&inné sloZky se mohou pod&vat Usty nebo vst¥iko-
vanim bud samotné nebo v&lenéné do fyziologicky vhodnych tekutin nebo pevnych ldtek nebo

do jakychkoliv jinych farmaceuticky vhodnych nosiéﬁ nebo adjuvanti. Jakkoliv nen{ z&mérem
vdzat pusobeni prost¥edku na jakoukoliv teorii, Glohou aktivnicrh sloZek miZe byt selektiv-
ni blokovdni nebo neblokovani aktivnich mist v Gasti enzymd na rastu tkdni nebo bunék.

Tak mbZe dochdzet k pusobeni na mista povrchu bunék zodpov&dnd pro funkce takovych bun&&nych
specificit nebo pro transport Zivin a hormonti. Je zndmo, Ze takovd mista abnormdln& funguji

v rakovinovych buikdch a jsou rovn&% ovliviovdna viry a snad jinymi infekcemi.

P¥ipravek, p¥ipraveny zpisobem podle vyndlezu, je pouZitelny (a) pro omezeni proliferace,
ristu a agresivnosti malignich bunék; (b) pro regulaci hladiny aktivity bun&k zahrnuté
v opravé tkdni po podkozeni nebo z&nétu s podporou uzdravovdni, p¥i%em¥ z&roven kontroluje
jakykoliv sklon jednoho hlediska hojen{ k potladenf jiného, nap¥iklad kontroluje nadprodukci
kolagenu fibroblasty vedouci k vytvé¥eni hypertropni jizvy s nésledujfcim kosmetickym
nebo funk&nim podkozenim a (c} stimuluje hojeni, kde je nete&ny, jako nap¥fklad v pokrodilém
véku v p¥ipadech trpicich velmi vdznou infekci.

vyndlez nyni bliZe objasfhuje nésledujic{ p¥iklady a hodnoty naznadujici vyhodné zpisoby
pfipravy a biologické plsobeni pozorované u p¥ipravki p¥ipravenych zplisobem podle vyndlezu.

P¥iklad 1

Zplsob p¥ipravy (a) pripravku pro pouZiti p¥i stimulaci hojen{ a (b) pEipravku pro

omezovdni malignich bunék

(a) Rozpusti se ve vodé 3,23 g N-acetyl-D-glukosaminu, 200 mg biotinu, 375 mg kaliumdihydrogen-
fosfatu a 1,8 g sulfdtu hoteénatého k zisk&ni 100 ml roztoku, ktery se udrZuje na teploté s5 ¢
v uzavtené nddobd po dobu 72 hodin. Obsah se pak ochladi a udrZuje se pr&vé nad teplotou
tuhnuti.V pribé&hu dalifch 24 hodin se 0dddli hlavni krystalicky ndnos. Odstrani se odstfedé-
nim a pevny podil se promyje vodou nebo ethanolem. Pevny podfl nemd #4dné vyznamné inhibi&nf
plsobeni na N-acetyl-D-glukosaminidasu, vyrazné& vSak ovliviuje, podporuje pisobeni na
jeho B-isocenzym. Pevny podil je nerozpustny ve vodé, je vS8ak rozpustny v lipidech. Po
odetfeni pacientd s oblastmi odoldvajicimi hojeni pevnym podilem se pozoruje rychléd
regenerace pokoZkovych bundk. Shora uvedenym postupem se tedy ziskaji prost¥edky stimulu-

jici hojen{,

(b) Supernatant, zbyly po odd&lenf pevného materidlu, jak shora popséno, se vrdti do uzavfené
nddoby a inkubuje se. Pak se usu3i vymraZovdnim. Vznikly materi&l vykazuje specificky
nekonkuren&ni typ inhibice jak A tak B isozymid N-acetyl-D-glukosaminidasy. JestliZe
se pfidd do tkdnovych kultur malignich bunék, jako Landschutzovych bunék nebo Hela
bunék, produkuje tadu jevl zdvisejicich na ddvce, v&etné destrukce buné&lného normdlniho
antiadhezivniho mechanismu a inhibice rastu. Vede rovn&Z k fragmentaci bundk a tak ke
vzniku mnoha neZivych subceluldrnich fragmentu. PFi podadni pacientim s termindlni
malignanc{ omezuje agresivitu maligniho procesu a zvySuje pfeZit{ bez jiné terapie

majici prognozu danou normdlnimi zplsoby.
PiFiklad 2

Zpisob p¥ipravy pripravku pro regulaci hladiny aktivity bunék zahrnutych do obnovy
tkdn& po poskozeni nebo zdné&tu

Ve vodé se rozpust{ 3,2 g N~acetyl-D-glukosaminu, 10 mg biotinu, 375 mg kaliumdihydrogen-~
fosfatu a 1,8 g sulfdtu hofe&natého k ziskdni 100 ml roztoku, ktery se vnese do uzaviené
néddoby a udrZuje se na teplot& 70 a¥ 80 °c po dobu 72 hodin. Vznikly roztok se ochladi

a sud{ se vymraZfovanim. Ziskany materidl vykazuje nekonkurentni specifickou inhibici a

isozymu N-acetyl-D-glukosaminidasy a rtzny stupef konkurenéni inhibice toliko B isozymu.
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P¥idédni materidlu do kultur fibroblastd vyvolavd na velikosti ddvky zdvislou p¥ibliZné

50 % inhibici fibroblastové proliferace bez usmrceni bunék. P¥i poddni{ zivodnim konim

s Serstvou rdnou vede ke sniZeni otoku a usnadiiuje ndvrat do zdravého stavu. P¥i studiu

dlouhodobé terapie se prost¥edek podaval ve 47 p¥ipadech 35 konim trpicim hlavné& poSkozenim

flexorové Slachy p¥edni nohy, coZ vede &asto k trvalé neschopnosti, né&kdy do takové miry,

e je nutnd pordZka. VSech 35 koni se vradtilo na zdvodiité€, obvykle ve zdratovnim stavu

jako pfed zranénim.

Systémové pouzitf{ u 1lidf se miZe ofekdvat, jsou vSak t¥eba dalSi doklady netoxi&nosti.

AvSak topické pouziti G&inné 1l4tky v neutrdlnim masfovém z&kladu za kontroly konzultanta

plastické chirurgie vykédzalo schopnost fidit nadmérné vytva¥eni jizvové tkéné&.

PREDMET VYNALETZU

1. zZpasob vyroby pfipravku pro regulaci rGstu tkdné, vyznafeny tim, Ze se pfipravi

roztok obsahujici N-acetyl-D-glukosamin nebo jeho oligomer nebo jeho deacetylovany derivét,

+ 2+ 2+

pbiotin a dvojmocny kovovy kation vybrany ze skupiny zahrnujici Mg2 , Ca a Mn spolu

s farmaceuticky vhodnym aniontem, pYipraveny roztok se udrZuje p¥i zvy$ené teploté& 50

a% 80 °c po dobu t¥{ dnl a pak se kapalina sudi vymraZovadnim.

2. Zptasob podle
na teplotu pravé nad

jakoZto dal$i GCinnd

3. Zpusob podle
podilu inkubuje pfed

4. zplsob podle

5. Zpusob podle

6. Zplsob podle

ném stavu po dobu az

7. zplisob podle

kation Mg

2+

bodu 1, vyznaleny tim, %e se roztok pfed suSenim vymraZovdnim ochladi
teplotou tuhnutf roztoku a vytvofeny krystalicky podil se odd&li
latka pro regulaci rastu tkéni.

bodu 2, vyznaeny tim, Ze se kapalina zbyld po oddéleni krystalického

vymrafovacim sufenim pro ziskd&ni prostfedku k regulaci rlistu tkdni.

bodu 1, vyzna&eny tim, Ze se roztok udrZuje na teploté 50 aZ 60 °c.

o]

bodu 1, vyznaleny tim, Ze se roztok udrZuje na teploté 70 aZ 80 “C.

bodu 1, vyznadeny tim, Ze se ochlazeny roztok odstfedi po stdni v ochlaze-
24 hodin k ziskdni krystalického podilu.

bodu 1, vyznadeny tim, Ze roztok obsahuje jako dvojmocny kovovy
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