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Glykoproteiny bohaté hydroxyprolinem a prostiedky, které je obsahuji

Oblast vynalezu

Pfedkladany vynalez se tyka glykoproteinii bohatych na hydroxyprolin, které lze ziskat z rost-
linnych zdrojt, a jejich farmaceutického a kosmetického pouZiti.

Presnéji se vynélez tyka glykoproteinii s vysokym obsahem hydroxyprolinu, které je moné zis-

kat extrakei alkoholem v kyselém prostiedi z bunéénych kultur rostlin Gingko biloba a Lycoper-

sicum esculentum, majicich nasledujici charakteristiky:

- primérnou molekulovou hmotnost 20 000 s intervalem variability od 12 000 do 38 000, sta-
novovanou pomoci gelové filtrace a elektroforézy;

- rozpustnost v kyselych vodnych roztocich.

Dosavadni stav techniky

Je znamo, Ze nékteré glykoproteiny Zivo¢i§ného pivodu, jako kolagen a proteoglykany, vykazuji
piiznivé pisobeni na pokoZku pfi mistnim naneseni t&chto latek samotnych, anebo za&len&nych
ve vhodnych prostiedcich.

Kolagen, ktery je glykoproteinem s vysokym obsahem prolinu a hydroxyprolinu, je pouzivan
zv14sté sém o sobé€, anebo v kombinaci s jinymi polypeptidovymi bazemi p¥i 16¢b& vrasek a ji-
nych estetickych vad, spojenych se $patnou hydrataci kiize a ¥patnou pruznosti (elasti¢nosti).
Ovsem Zivocisny pivod kolagenu omezuje jeho pouZiti vzhledem k nebezpeti kontaminace viry
a toxiny. Ackoli latky rostlinného piivodu tato rizika neobsahuji, bylo jejich pouZiti v kosmetic-
kych prostfedcich az doposud znaéné omezené: jsou znamé napiiklad kosmetické prostiedky,
obsahujici surové extrakty takovych rostlin jako aloe nebo i celé rozemleté rostliny jako avokado.

Rostlinné glykoproteiny, nazyvané extensiny, které jsou vytvateny z rostlinnych bungk ve stadiu
proliferace a majici strukturu podobnou Zivo&isnému kolagenu, jsou jiz znamé. EP-A 0 533 4078
piedklada kosmetické vyuZiti extensini, majicich prim&mou molekulovou hmotnost vy3§i nez
100 000. OvSem zpiisoby extrakce extensind, které byly dosud popséany a zahrnuji extrakci rost-
linnych materidli rzného ptvodu pomoci vodnych roztokd soli s naslednym &i§t&nim silnymi
kyselinami jako kyselinou trichloroctovou, neumoZfiuji ziskani produktii vhodnych pro kosmetic-
ke acely. Obtize se tykaji jejich rozpustnosti, stalosti, opakovatelnosti a soudrznosti (konzistence)

Jejich fyzikalné chemickych charakteristik.

Podstata vynalezu

Nyni bylo zjiSténo, Ze glykoproteiny s vysokym obsahem hydroxyprolinu, které jsou strukturng
podobné vySe popsanym extensiniim, ale maji mensi molekulovou hmotnost a vy3si rozpustnost
ve vodnych roztocich kyselin, 1ze ziskat takovym postupem, ktery zahrnuje kultivaci bunék zvo-
lenych rostlin in vitro a extrakci bungk rostoucich ve vhodném médiu okyselenymi alkoholovymi
roztoky.

Glykoproteiny, které Ize ziskat podle tohoto vynalezu, maji hydratadni vlastnosti, ioniza&ni vlast-
nosti, schopnost vytvatet povrchovy film a napomahat hojeni (zajizvovéni) vyraznéjsi nez kola-
gen. Glykoproteiny podle tohoto vynélezu tedy mohou byt vyuzity v kosmetickych nebo derma-
tologickych prostfedcich po 1é¢bu suché pokozky, lupenky, ichtyézy, lupi, keratdzy, vrasek,
akné, ekzému, zanétlivé dermatozy, starnuti pokozky a pti viech dalich pouzitich, pro néZ bylo
navrzeno vyuZiti zivo¢i§ného kolagenu.
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Vodné roztoky glykoproteinii podle vynélezu ziistavaji stalé bez jakékoli polymerizace glykopro-
teini, vedouci ke vzniku nerozpustnych produktd. Navic viskozita takovych roztoki je zvlaste
vysoka a nezavisi na jejich koncentracich; 0,1 % koncentrace prekvapivé vykazuji stejnou schop-
nost vytvareni povrchového filmu a hydrata¢ni schopnost jako roztoky 1 % kolagenu nebo 5 %
rostlinného albuminu.

Rostlinny material, ktery mé byt extrahovén, se ziskava z kvasnych kultur bungk Gingko biloba
a Lycopersicum_esculentum. Techniky pro p&stovani bun&&nych kultur jsou b&zné a zahrnuji
suspenzni kultivaci, vychazejici z kalusovych kultur, ziskanych z riznych &4sti rostlin jako jsou
listy, kira, kofeny, stonek &i semena, jak je popsano Dobbsem a Robertsem v publikaci "Expe-
riments in plant tissue culture", 2. vydani, Cambridge University Press, New York, 1985.

Rostlinné tkané kalusu se po sterilizaci a ptipadném piidani antibakteridlnich latek typicky pouzi-
vaji pro zaotkovani vhodného kapalného kultivadniho média, jak je popsano ve vySe zminéné
piiru¢ce Dobbse a Robertse. Pro tento vynalez se zvl4sté hodi médium podle Murashigeho
a Skooga. Pro zvySeni produkce pozadovanych glykoproteinti miize byt vhodné dodat specifické
pfidavné latky jako prolin, redukéni ¢inidla, ethylen nebo latky schopné uvoliiovat ethylen, jako
Ethephon nebo L-aminocyklopropankarboxylovou kyselinu.

Prednost se davé pouZiti naftyloctové kyseliny jako auxinu, 6-(y,y—dimethylamino)-purinu jako
cytokininu, vitaminii a 3% roztoku sachar6zy jako zdroje uhliku. Pro prevenci hnédnuti konetné-
ho produktu miize byt v zavislosti na zvoleném materialu vhodné piidani vitaminu C.

Doba kvaSeni se miiZe pohybovat od 3 do 12 dnd a s vyhodou &ini 5 a% 6 dnii. Jakmile je kvaseni
dokon&eno, kultivatni médium se odstfedi a masa bunék se extrahuje alkoholem, s vyhodou etha-
nolem, za pfitomnosti zfedénych mineralnich kyselin, s vyhodou kyseliny chlorovodikové nebo
sirové. Tento proces inaktivuje n&které enzymy, které by mohly ohrozit stalost glykoproteini
podle vynalezu, zvla$t€ polyfenoloxidizu a tyrosinoxidazu, které napomahaji polymerizaci
glykoproteinii s naslednou tvorbou nerozpustnych produkti.

Alkoholové extrakce v piitomnosti minerdlnich kyselin umoZiiuje aplnou extrakci bazickych
glykoproteinii a byla prokazéna v tomto ohledu jako extrémng selektivni metoda. Kromé ethano-
lu Ize pouZit i jiné alkoholy misitelné s vodou, jako methanol &i isopropanol. Vysledné vodné
alkoholové extrakty se neutralizuji, poté se zahuituji a zah¥ivaji na teplotu 70 az 100 °C, s vyho-
dou pfiblizné na teplotu 80 °C, aZ do uplného vysraZeni denaturovanych bilkovin. Suspenze se
pak procisti zahusténim a kapalina je podrobena trakéni ultrafiltraci k odstranéni latek s vysokou
a s nizkou molekulovou hmotnosti. Ultrafiltrace se provadi pomoci polysulfonovych membran,
odd€lujicich frakei od 10 000 do 40 000, jako jsou membrany Centricon® nebo Romicon®,
JejichZ vlakna mohou byt duta nebo stogené do smy&ek. Vysledny zfilmovany produkt se elektro-
dialyzuje k odstranéni neZadoucich latek jako jsou sole a nizkomolekularni cukry. Po filtraci
a dialyze miZe byt vysledny roztok pouzit jako takovy v kosmetickych & farmaceutickych prost-
fedcich, nebo mize byt zahustén na mensi objem a poté lyofilizovan nebo atomizovéan (rozpra-
Sen).

Analytickd charakterizace produkti podle vynélezu byla provedena gelovou filtraci za pouziti
zafizeni pro HPLC, sestévajiciho z jednotky Watersovy pumpy, soustavy kolon Ultrahydrogel
Linear Waters® 30 cm x 0,5 cm a UV absorpéniho detektoru Waters, modelu 484. Jako eluéni
¢inidlo byl pouzivan vodny roztok, obsahujici 0,067 mol.I”! fosforednan draselny, 0,1 mol.I"’
NaCl a 6.10"* mol.I"! NaN;. Vzorky glykoproteinti k analyze byly rozpustény ve stejném eludnim
roztoku (3 mg/10 ml) a skalarni mnoZstvi stanovované latky i referenénich (srovnavacich) latek
byla zvolena jako molekulové hmotnosti v rozmezi mezi cytochromem C (12 400) a dextranovou
modfi (dextran blue, 2 000 000). Produkty &i jejich meziprodukty mohly pak byt alternativng
nebo soub&Zné stanoveny také pomoci elektroforézy v 12,5% polyakrylamidovém gelu a 4%
zaostfovacim gelu. V takovém p¥ipadé byly vzorky pro analyzu rozpuStény v pufru s obsahem
dodecylsulfatu sodného (SDS) a 0,1 % merkaptoethanolu a nana$ena mnoZstvi se pohybovala od
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100 mg do 300 mg. Migrace probihala za konstantniho proudu pfi 20 mA po dobu 4 hodin.
Kalibragni kfivka byla stanovena z péti standardnich hmotnosti (7000, 14 000, 24 000, 54 000
a 66 000). Z této kalibratni kiivky byly hmotnosti dvou hlavnich prouzki stanoveny jako 22 500
2 25 000 a hmotnosti dvou méné intensivné zbarvenych prouzki jako 31 000 a 34 000. Zde pop-
san¢ postupy umoZiiuji ziskat smési produkti se srovnatelnymi molekulovymi hmotnostmi
a srovnatelnym sloZenim aminokyselin z riznych bun&&nych explantati, pfitemz se vychazi z
riznych rostlin. Vysledek analyzy aminokyselin u glykoproteinii, extrahovanych z bungk Gingko
biloba, je uveden nize jako piiklad.

aminokyselina plocha maxima (piku) v %

Asp 4,399
Glu 4,328
Hyp 17,505
Ser 7,065
Gly 6,056
Hys 1,782
Arg 2,471
Thr 4,739
Pro 10,036
Ala 82
Tyr 2,388
Val 6,162
Met 1,154
Ile 2,479
Leu 5,525
Phe 1,862
Lys 14,254

Vyse uvedené daje se vztahuji k procentiim celkového mnoZstvi aminokyselin, p¥itomnych ve
smési glykoproteinit. Cukry, obsaZzené ve smési, jsou arabinéza a galaktéza. Pomér aminokyselin
a cukrd odpovida pro riizné produkty v priméru hodnoté 2 : 1.

Jak bylo zmin€no diive, produkty podle vynalezu mohou byt pouZity jak ve farmaceutickém, tak
i v kosmetickém oboru. Pro farmaceutické pouZiti mize byt produkt zaglendn v gelech nebo
mastech, nebo nanesen na lé¢ebné gazy pro specifickou 1é¢bu popalenin & otevienych ran.
V takovém piipadé¢ je produkt obvykle podroben sterilizaci nebo sterilizaénim filtracim a lyofili-
zovan.

Kosmetické a dermatologické prostfedky podle vynélezu mohou byt pfipraveny tradinimi meto-
dami. K piikladim forem pro podavani patfi vodné spreje, pletové vody, roztoky, emulse, gely,
masti (mazani) a krémy.

Kosmetické a dermatologické prostfedky podle vynalezu mohou obsahovat glykoproteiny s vyso-
kym obsahem hydroxyprolinu v hmotnostnich procentech piiblizng od 0,01 % do 50 % a lépe
piiblizn€ od 0,05 do 5 %, stejné jako b&iné pomocné latky. Vzhledem k vysoké stélosti glyko-
proteind podle tohoto vyndlezu mohou byt ziskany farmaceutické a kosmetické prostedky
s obsahem nad 50 % rozpustnych glykoproteind s vysokym obsahem hydroxyprolinu.

Glykoproteiny podle vynélezu mohou byt pfidavany do farmaceutickych a kosmetickych prost-
fedki jako takové anebo mikroenkapsulované (mikroskopicky zapouzdiené) tak, aby bylo zajis-
t€no dlouhodobé hydrataéni pisobeni. Mikrokapsle mohou byt bud’ hydrofilni, nebo lipofilni.
Prostfedky podle vynalezu mohou zahrnovat i dalsi aktivni slozky, majici dopliikové anebo jinak
vhodné piisobeni vzhledem k pozadovanému uéelu.
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Vynilez je dle dokreslen nasledujicimi pfiklady.

Ptiklady provedeni vynalezu

Priklad 1
Pfiprava kalusu a kapalné kultury Gingko biloba k produkei glykoproteint

Explantit z mladych listi rostliny Gingko biloba se ptipravi promytim listd v 0,1% roztoku
Tween 80®. Cepele jsou pfiblizné po 0,5 cm rozdéleny na &asti a predsterilizovany po dobu
1 minuty v 75% ethanolu. Poté je sterilizace dokon&ena ve 2% roztoku chlornanu sodného a tro-
Jim promytim explantatu sterilni vodou. Vysledné explantity jsou pfeneseny do Petriho misky
s médiem podle Murashigeho a Skooga, obsahujicim 3% sacharézu s p¥idavkem vitaminii a hor-
monii podle Lynsmeyera a Skooga, jako 2,4-dichlorfenoxyoctovou kyselinou a naftyloctovou
Kyselinou. Produkty jsou inkubovény 20 dni ve tmé pii teplotd 23 °C. Na konci tohoto obdobi
Jsou ziskany drolivé kalusy, které se snadno p&stuji a jsou souvisle ptevadény formou subkultur
ve stejnych podminkach, nebot je lze pouZit pro rozmnoZovani v kapalném médiu. Tyto kalusy
jsou pouZity k zao&kovani Erlenmeyerovych ban&k, obsahujicich 200 ml média podle Murashi-
geho a Skooga s pfidavkem kyseliny naftyloctové a 6—(y,y—dimethylamino)—purinu, vitamind
podle Lynsmeyera a Skooga a 3% sacharozy jako zdroje uhliku. Baiiky jsou za michéni inkubo-
vany pfi stadlém osvétleni po dobu 4 dnd a poté je bunééna biomasa shromazdéna k extrahovani
glykoproteind.

Ptiklad 2
Ptiprava glykoproteinti z bun&k Gingko biloba

5 litrd kultury, ziskané podle Piikladu 1, se odstfedi malou rychlosti a shroméazdéné buriky
(1,5 kg vlhké hmotnosti) se extrahujf 1,51 70% ethanolu, obsahujiciho 1% kyselinu sfrovou.
Extrakce se opakuje dvakrét pro kvantitativni vyziskéni bazickych glykoproteind. Po neutralizaci
jsou extrakty filtrovany k odstranéni jakéhokoli zakalu a zahustovany ve vakuu pfi 50 °C a% do
uplného odstranéni ethanolu. Vodny koncentréat se zahtiva 30 minut pfi 85 °C a znovu je pak
odstfedén k odstranéni sraZeniny, ktera se vyhazuje. Vysledny &iry roztok se ultrafiltruje pomoci
membrény Centricon®, odd&lujici latky do 40 000, k vylougeni vyssich molekulovych hmotnosti.

Zfilmovany produkt se potom ultrafiltruje pomoci membrany z dutych vlaken, oddélujici hmot-
nosti do 10 000, k odstranéni latek s nizkou molekulovou hmotnosti, nemajicich povahu glyko-
proteini. Filtrat se poté podrobi dialyze a zhusti se k 1% pevnému zbytku. Ziské se tak 1,5 litru
slab€ viskézniho produktu, ktery 1ze pouzit bez dalii tpravy v kosmetickych prost¥edcich. Pokud
se tyka elektroforetické analyzy, produkt obsahuje 6 prouzkd, z nich% &tyfi vykazuji molekulové
hmotnosti 16 000, 22 000, 33 000 a 36 000.

Priklad 3
Ptiprava glykoproteint z Lycopersicum esculentum

Podle postupu, popsaného v Piikladu 1, se bunééna masa sterilnich pupenti Lycopersicum escu-
lentum piipravi ve fermentoru (v kvasném tanku) o obsahu 14 litrd, obsahujicim 10 litrd média
podle Murashigeho a Skooga, doplnéného kyselinou naftyloctovou a 6—(y,y—dimethylamino)-
purinem, vitaminy podle Lynsmeyera a Skooga a 3% sacharézou jako zdrojem uhliku. KvaSeni
probiha 5 dni pfi teploté 23 °C, za michani rychlosti 150 otatek za minutu, v ptitomnosti kvasnic-
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ného extraktu v 0,05% koncentraci a za pifiblizn& 70% koncentrace rozpu§téného kysliku.
Na konci kvaSen{ se shromézdi kvasny bujon a mikrofiltruje se pies 0,2 pm keramickou membra-
nu k zahuSténi bunék. K takto ziskané bun&&né pasté se piida urdité mno¥stvi isopropanolu,
obsahujictho 0,5% kyselinu chlorovodikovou, a na extrakt se aplikuje postup, popsany v Ptikla-
du 2. Ziska se 3,5 litrli roztoku s 0,5% pevnym zbytkem. Analyza lyofilizovaného roztoku vyka-
zuje obsah 10 % prolinu a 31 % hydroxyprolinu.

Ptiklad 4
Kosmeticky prostiedek

100 g emulze typu olej/voda obsahuje:

roztok podle Pfikladu 2 nebo 3 100 g
acetylovany lanolin—alkohol PEG-10 20g
cetylstearylalkohol 15¢g
cetylpalmitat 20g
kyselina stearova 70¢g
oktyloktanoat 75¢g
cetylfosfore¢nan draselny 05¢g
konzervaéni latky dle potieby
parfém dle potieby
precisténa voda dle potieby do 100 g
Piiklad 5

Kosmeticky prostfedek

100 g emulze typu olej/voda obsahuje:

roztok podle P¥ikladu 2 nebo 3 10,0 g
cetylstearylglukosid 50g
jojobovy olej 10,0 g
isopropylmyristat 80¢g
dimethicon 05g
antioxidaéni latky dle potieby
konzervaéni latky dle potieby
parfém dle potieby
precisténa voda dle potfeby do 100 g
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PATENTOVE NAROKY

1. Glykoproteiny bohaté hydroxyprolinem, p¥ipravitelné alkoholovou extrakei v kyselém pros-
tfedi z Gingko biloba, Lycopersicum esculentum, nebo z jejich bun&&nych kultur, zpisobem pri
némz:

a) se butiky Gingko biloba a Lycopersicum esculentum kultivuji v kapalném médiu po dobu
3 az 12 dni;

b) masa bunek se v pfitomnosti zfedénych minerélnich kyselin extrahuje alkoholy misitelnymi
s vodou;

¢) extrakty se neutralizuji, zahu$t'uji a zah¥ivaji pfi teplotach mezi 70 °C a 100 °C; a
d) podrobi se odstfedéni s odstranénim precipitatu, frak&ni ultrafiltraci a dialyze supernatantu,

pfi¢emZ uvedené glykoproteiny bohaté hydroxyprolinem maji primérnou molekulovou hmotnost
20 000, s intervalem variability od 12 000 do 38 000, stanovovanou gelovou filtraci a elektroforé-
Zou.

2. Kosmetické a farmaceutické prostiedky, vyzna&ujici se tim, e obsahuji glykop-
roteiny podle ndroku 1 jako aktivni slozku, majici t€inky hydrata&ni, tonizaéni, hojivé a vytvare-
jici povrchovy film.

3. Prostfedky podle ndroku2, vyznaéujici se tim, Ze jsou ve form& vodnych spreji,
pletové vody, roztokii, emulzi, gelt, masti, krémi a Ié¢ebnych gaz.

Konec dokumentu
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