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Fermenty kompleksy iSskyrimas i Streptomyces gougerotii 101, daugiafermentiniy

biopreparaty ruoSimas bei taikymas

TECHNIKOS SRITIS
Sis igradimas priskiriamas farmacinés biotechnologijos ir biomedicinos sritims. Jis
apima fermenty i§ Streptomyces gougerotii 101 kompleksy gavimo procesus, daugiafermentiniy

biopreparaty ruo$ima ir praktinj pritaikyma.

TECHNIKOS LYGIS

Zaizda — odos, gleivinés ar giliau esan¢iy audiniy mechaninis, cheminis, terminis ar
kitoks suZalojimas. Zaizdos gijimas, kurj inicijuoja ir reguliuoja centriné nervy bei imunine
organizmo sistemos, turi keturias stadijas: uzdegimo, migracijos (granuliavimo), epitelizavimo ir
rando brendimo, pavaizduota 1 paveiksle. Minéty Zaizdy gijimo stadijy metu vyksta tie patys

procesai, nepriklausomai nuo jy kilmés, audiniy Zaizdy uZter§tumo ir kity veiksniy.

Uzdegimo stadija

Pazeidus odg ir po ja esanlias kraujagysles, Zaizdoje susidaro i$siliejusio kraujo
kresulys [3,6]. Trombocitai, esantys kreSulyje i$skiria citokinus ir augimo faktorius: PDGF, EGF,
IGF-1, FGF, TGF - B. Sios medziagos veikia dvejopai: aktyvuoja $alia esan¢ias imunines Igsteles
bei perduoda signalg centrinei nervy sistemai apie uzdegima, pavaizduota 2 paveiksle. [1,3].
Uzdegimo stadija yra svarbus ir sudétingas procesas. Visy pirma Zaizda yra atvira ir dél to yra
didel¢ rizika infekcijai, kadangi paZeisti ir nekrozave audiniai, esantys Zaizdoje yra palanki terpé
veistis patogeniniams mikroorganizmams. Bendras imuninis atsakas uZtrunka apie 24 valandas.
Nors uzdegimas Zaizdy gijimui yra reikalingas procesas, taiau jis sulétina regeneracijos procesg ir
netgi gali biiti kenksmingas. Kai kuriais atvejais dél infekcijos arba Gimaus uzdegimo, uzdegimo
stadija komplikuojasi ir gali testis nuo 20 dieny iki 2 mety. UZsitesusi uzdegimo stadija stabdo
gijimg bei kity stadijy procesus, todél Zaizdos tampa sunkiai gyjan¢ios bei chroninés, gali
susiformuoti hipertrofinis randas, trukdantis aplinkiniy, nesuZaloty audiniy funkcijai.

Visiems faktoriams bei imuninéms lasteléms per kraujotakos sistemg patekus j Zaizda
prasideda uzdegiming Zaizdos gijimo stadija. Pirmieji atkeliauja neutrofilai ir per pirmasias 3 dienas
dominuoja pazeidimo vietoje [3]. Jy pagrindiné funkcija yra mikroby ir svetimkiniy fagocitozé. Po

fagocitozes neutrofilai apoptuoja, tada juos pasalina j Zaizdg migruojantys makrofagai, Maksimali
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makrofagy koncentracija Zaizdoje biina po ~24-36 val. Makrofagai, kaip ir neutrofilai fagocituoja
mikrobus, kitas daleles, i§valo Zaizdos pavirdiy. Taip pat makrofagai aktyvuoja NK Iasteles, kurios
pradeda sintetinti gama interferong IFNy, kuris, savo ruoZtu, aktyvuoja pacius makrofagus. Taip pat
makrofagai atlieka dar viena svarbig funkcija — jie pritraukia j paZeidimo vieta ir aktyvuoja jgyto
imuniteto lasteles, T ir B limfocitus. Aktyvuoti T-limfocitai atkeliave j paZeidimo vieta pradeda
sintetinti IFNy, kuris, kaip jau buvo radyta, aktyvuoja makrofagus ir sustiprina ju poveikj. Reikia
paminéti, kad imuniné sistema jveikia ne visus mikroorganizmus ir infekcija gali iSplisti toliau nuo
pirminés infekcijos vietos, o tai gali sukelti sepsj ~ imy viso organizmo uZdegiminj atsaka.

Yra sukurta visa eilé preparaty kovai su infekcija Zaizdose. Tai jodo tirpalai, kaip
BETADINE® apragytas patente US 5986162 A, antiseptinés priemonés, kaip SSD su antibakterine
medziaga sidabro sulfadiazinu, apradytos patente US5514657 A, arba antibakterinis medicininis
medus Medihoney®, apradytas patente EP2040721 BI. JAV maisto ir vaistiniy produkty
administracijos FDA patvirtino, kad sidabras yra natiiralus antibiotikas, kovai su mikroorganizmais.
Su sidabru yra sukurti sterillis antibakteriniai tvars¢iai apraSyti patentuose US 7704523 B2, WO
2004002384 A1, US 7005556 BI, US 20070275043 Al. Sidabras naudojamas ir kituose priemonese:
koloidiniuose tirpaluose, hidrogeliuose ir t.t. aprasyti patente WO 2005018543 A2, US 6706279 Bl.
Patente WO 2002100448 Al naudojama antibakteriné medZiaga yra triklozanas, tatiau laboratoriniy
testy metu jrodytas $ios medZiagos neigiamas poveikis Zmogaus endokrininei sistemai. Patente WO
2013109004 Al apraSyta zaizdos dengimo medZiaga 1§ chitozano — sidabro nanodaleliy, kurios turi
antibakterine ir léto atpalaidavimo charakteristika, tatiau létas antibakterinis poveikis prailgina ir
kovos su infekcija laikg. Yra sukurta antibakteriniy medziagu, kuriy poveikis pagristas patogeniniy
mikroorganizmy sintetinamy fermenty inhibicija, nes jie skaido antibiotikus, pvz., patente US
20140194386 Al apraSytas beta — laktamazeés, kurj skaido peniciling, inhibitorius. Kita antibakterine
medZiaga apraSyta patente US 20140163038 Al, kuri inhibuoja Fab ferments, kuris dalyvauja
bakterijy riebaly riigi¢iy sintezés cikle, taip slopindama mikroorganizmy dauginimasi ir vystymasi.
Patente US 20140134210 Al apraSytas prieSinfekcinio gydymo blidas, naudojant antibiotikus kartu
su imunostimuliuojan¢ia medZiaga — lizofosfatidilcholinu, kuris stimuliuoja imunines lasteles:
monocitus, makrofagus, T limfocitus ir neutrofilus. Tyrimai parode, kad Siy medZiagy sinergetinis
poveikis efektyvesnis infekcijos gydymui, nei veikiant atskirai. Patente US 20140171358 Al
apraSytos antibakterinés kompozicijos susidedancios i§ vienos ar daugiau riebaly riig§¢iy: DGLA,
15-OHEPA ir/arba 15-HETTE, kurios naudojamos vienos arba kompozicijoje su antibiotikais. US
2014/0193889 Al patente apraSytas lipaziy antimikrobinis poveikis. Lipazés degraduoja
mikroorganizmy lasteliy sieneles bei l1gsteliy membrany komponentus, taip stabdydamos jy augima

ir dauginimasi. Zinomas antibakterinis medicininis preparatas Flaminal® savo sudétyje turintis
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fermentus gliukozés oksidaze ir laktoperoksidaze. PrieSinfekcinj poveikj turintis preparatas
SertaSil™, savo sudétyje turi fermentg seratiopeptidaze, apraSytas patente W02010079209 A2.

Visy $iy preparaty trikumas yra tas, kad jie atlieka tik vieng funkcija, o norint
pasiekti efektyvy Zaizdos gydymg, bitina paalinti visas jmanomas prieZastis, apsunkinanCias
zaizdy gijima. Riebaliniai tepalai ir antibiotiky preparatai nenaudotini, nes riebaliniai tepalai skatina
uzdegimg ir piliavimg, antibiotikas nepatenka | nekroze, Zaizdoje nepakankama antibiotiko
koncentracija. Antibiotikai biina siauro spektro — neveikia grybeliy ir virusy, greitai isivysto
atsparios antibiotikui mikroby padermés. Pagrindinés prieZastys trikdancios Zaizdy gijimo procesus
literatfiros duomenimis ankstyvas ir pilnavertis negyvybingy audiniy paSalinimas salygoja greitesng
Zaizdy epitelizacijg, sumazina randéjimo rizikg bei uztikrina geresnj funkcinj atsistatymga [5,8].

Uzdegiminés Zaizdos gijimo fazés rezultate makrofagai ir neutrofilai i§valo Zaizdos
pavir§iy nuo mikroby, Igsteliy nuolauzy ir inicijuoja audinio reparacijos stadija [7]. Augimo
faktorius TNF-o stimuliuoja neutrofiluose ir makrofaguose proteaziy sintez¢: elastaze,
mieloperoksidaze, riigtine hidrolaze, lizosomas ir kolagenaze, kurios skaido nekrotinius audinius
[1]. Taip pat j zaizdg i§skiriami §iy proteaziy inhibitoriai, kurie stabdo proteaziy veikima Zaizdos
dugne, kad nepakenkty gyvybingiems audiniams [3]. Dél $ios inhibicijos uZtrunka nekrotiniy
audiniy paSalinimas i§ Zaizdos, taip prailgindamas ne tik uZdegimo stadija, bet ir visa Zaizdos gijimo
laikotarpj. Prie $iy apsauginiy funkcijy, uzdegiminés lastelés yra svarbus augimo faktoriy ir citokiny
$altinis, inicijuojantis Zaizdos gijimo proliferacijos faz¢ [2, 3].

Zaizdy gydymo biidai yra jvairiis. Patente US 20140207050 A1 aprasytas metodas, kai
su anestetikais naudojama elektrostimuliacija, sukelianti vietinj ir gily raumeny susitraukima, kuris
savo ruoZtu pagerina kraujo apykaitg bei padidina deguonies koncentracija Zaizdoje, taip pagerinant
zaizdos gijimo procesa bei i§vengiant komplikacijy.

Kad Zaizda gyty ir nekilty komplikacijy, uzdegimo stadijoje biitina skatinti negyvy
audiniy paSalinima. Audiniy pasalinimas — medicininis negyvo, apmirusio, paZeisto ar uzkrésto
audinio paSalinimas, siekiant pagerinti ir paskatinti Zaizdos gijima bei sveiko audinio atsistatyma.
Nekrektomijos budai yra keli: chirurginis, mechaninis, autolitinis, fermentinis ir kt. Autolitiné
nekrektomija sustiprina natiiralius autolitinius procesus vykstanius Zaizdoje, palaiko drégna
aplinkg bei reguliuoja eksudato pertekliy. Autolitiné nekrektomija yra ilgas procesas, kuris negali
biiti taikomas infekuotoms Zaizdoms [2]. Mechaninis nekrotiniy audiniy paSalinimas gali paZeisti
sveikus audinius tiek Zaizdoje, tiek esan¢ius $alia, ir yra neselektyvus. Chirurginé nekrektomija yra
skausminga, gali sukelti kraujavima, naudojami skausmg mal3inantys vaistai bei yra prarandama

dalis sveiky audiniy. Fermentiné nekrektomija yra ypatingai selektyvus ir lokalus metodas
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taikomas Zaizdy ir sunkiai gyjan¢iy Zaizdy gydymui. Sio metodo metu naudojami egzogeniniai
fermentai, daZniausiai proteazés, veikiantys kartu su endogeniniais fermentais, susidaranciais
Zaizdose.

Fermentai atliekantys nekrektomijos funkcija, gali buti iSkirti i¥ augaly,
mikroorganizmy bei gyviiny. Medicininiuose preparatuose, skirtuose nekrektomijai, kaip veiklioji
medziaga daZnai naudojama augalinés kilmés proteazé bromelainas, apralyta patentuose : US
2013/0156745 Al, US 8119124 B2 ir US 8,128,589 B2. Bromelainas yra cisteino endopeptidaze,
igskirta 1§ ananasy. Preparatas ,,NexoBrid* savo sudétyje turintis bromelaing, naudojamas gydyti
odos nudegimus.

Preparato Accuzyme® sudétyje yra veiklioji medZiaga fermentas papainas, kuris
atlieka nekrektomijos funkcija. Papainas — proteinazé iskirta i§ papajos vaisiy. Jos privalumas prie§
kitas proteinazes yra tas, kad veikia platiame pH diapazone - nuo 3 iki 12. Tafiau vienas papainas
yra neveiksmingas, todél naudojamas Kartu su karbamidu, kuris denatliruodamas negyvybingus
baltymus, padeda papainui juos skaidyti. Atlikti klinikiniai tyrimai neparodé reikSmingo poveikio
zaizdy gijimo greiciui [9].

Gyviininés kilmés fermentai apraSomi patente RU 2280076 CI. 1§ Kamciatkos krabo
igskirti fermentai pasiZymi kolagenaziniu, proteaziniu, ribonukleaziniu, deoksiribonukleaziniu,
fosfodiesterazinu, fosfataziniu, amilaziniu, lipaziniu ir gliukanaziniu aktyvumais. Dél Sios
priezasties $iy fermenty misiniai arba pavieniai fermentiniai preparatai gali biiti pla¢iai pritaikomi
biotechnologijoje, medicinoje, kosmetologijoje. Patento autoriai teigia, kad $is daugiafermentinis
preparatas tinka piilingy Zaizdy gydymui ir yra efektyvesnis uZ preparatus, kuriy sudétyje yra tik
kolagenazeés ar proteazés, tatiau néra apra$ytas joks preparatas bei jo taikymo tyrimai.

Dviejy fermenty fibrinolizino ir dezoksiribonukleazés derinys yra naudojamas
preparate Elase®. Fibrinolizinas skaido fibring ir tirpina kraujo kreulj, taip pat inaktyvuoja
fibrinogeng bei keleta kres¢jimo faktoriy. Sis fermentas pledia kraujagysles Zaizdos dugne.
Skaidydamas fibring ir nekrotinius audinius Zaizdoje, padeda patekti makrofagams j Zaizda. Sauso
pavidalo fibrinolizinas yra stabilus, ta¢iau istirpgs po 6 — 8 valandy praranda savo aktyvuma.
Fibrinolizino reakcijos produktai néra rezorbuojami, todél turi biiti paSalinami nuo Zaizdos
pavir$iaus [2].

Dezoksiribonukleazé i$gaunama i¥ galvijy kasos. Sis fermentas skaido nukleino
rugstis bei maZina eksudato klampumg. Jis tirpus vandenyje ir aktyvus pla¢iame pH diapazone,
taciau kambario temperatiiroje praranda aktyvuma [2].

Teoriskai Sie fermentai turéty pagerinti zaizdy gijimg, kadangi eksudatg daugiausia
sudaro fibrinas ir nukleoproteinai. Klinikiniy tyrimy metu buvo tiriamas Sio preparato
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veiksmingumas $alinant nekrotinius audinius bei skatinant granuliacija, o kontrolei buvo naudotas
fiziologinis tirpalas. Gydymo rezultatai io preparato prana$uma jrode tik 19 pacienty i§ 34 [4].

I§ kasos suléiy isskirta endopeptidazé tripsinas atlieka nekrotiniy audiniy paSalinimg,
nedarydama Zalos gyvybingiems audiniams. Klinikiniy tyrimy metu buvo nustatyta, kad Sis
fermentas gali padidinti reepitelizacija, padidinti kraujo cirkuliacija bei sumaZinti edemy
susidaryma Zaizdose. Tatiau reikéty atlikti daugiau iSsamesniy klinikiniy tyrimy, kad bity
nustatytas §io fermento veiksmingumas Zaizdos gijimo procesuose. Zinomiausi preparatai su
tripsinu yra Xenaderm® ir Granulex® [2].

Taip pat yra Zinoma nemazai mikrobiologinés kilmés fermentiniy preparaty, kurie
naudojami Zaizdoms gydyti.

Santyl® preparato, skirto Zaizdy valymui ir gydymui, sudétyje yra mikrobiologines
kilmes kolagenazés, iskirtos i§ Clostridium histoliticum. Si proteazé selektyviai skaido skirtingo
tipo kolagena, esantj Zaizdos nekrotiniuose audiniuose, tatiau yra neveiksminga prie§ keratina,
riebalus ir fibrina. Sios kolagenazés optimalus veikimo pH yra nuo 6 iki 8 [10].

Preparatas Varidase® sudétyje taip pat yra du fermentai: streptokinazé ir
streptodornazé. Streptokinaze produkuoja B-hemoliziniai streptokokai. Sis fermentas transformuoja
plazminogeng j plazming, tokiu biidu skatindamas Zaizdos eksudato fibrinolize. Streptodornaze
produkuoja hemoliziniai streptokokai. Sis fermentas yra dezoksiribonukleazé, kuri atlicka DNR
hidrolize, nedarydama jokios Zalos gyvybingoms lagsteléms [2].

Patente US 2003/0198631 Al aprasomas medicininis fermentinis preparatas skirtas
nekrektomijai, kurio sudétyje yra ekstralasteliné metalendopeptidazé ,,Thermolysin®, iSkirta i3
mikroorganizmo Bacillus thermoproteolyticus. Si proteazé pasizymi dideliu savitumu dviem
baltymams: kolagenui ir fibrinui. D¢l $io savitumo, §is preparatas sudétingame Zaizdos gijimo
procese atlieka tik kelias funkcijas.

Siuo metu rinkoje esandiy produktu, naudojamy Zaizdoms valyti ir gydyti, fermenty
selektyvumas substratui gali lemti létesnj ir nevisi$kg nekrotiniy audiniy paSalinimg. Be to, ju
poveikis yra ribotas atsizvelgiant j visus Zaizdy gijimo stadijose vykstan¢ius procesus.

Migracijos (granuliavimo) ir epitelizacijos stadijos

Kai zZaizda i$valyta nuo mikroby ir nekrozavusiy audiniy, fibroblastai, keratinocitai ir

endotelinés lgstelés sintetina augimo faktorius.



1 lentelé. Lasteliy sintetinami augimo faktoriai.

Lastelé Sintetinamas augimo faktorius
Keratinocitai TGF -3, TGF-a,IL -1
Fibroblastai IGF - 1, bFGF, TGF - B, PDGF, KGF, CTGF
Endotelinés Igsteles bFGF, PDGF, VEGF

Sios sintetinamos medzZiagos skatina lgsteliy migracija, proliferacija, naujy kapiliary
susidaryma ir ekstralgsteliniy baltymy sinteze [3,8].

PaZeistoje vietoje formuojasi taip vadinamas granuliacinis audinys. Jis formuojasi i3
endotelio lasteliy, fibroblasty, keratinocity uzdegiminiy makrofagy, limfocity ir tarplgstelinio
matrikso. Proteazés atlieka svarby vaidmenj lasteliy migracijos stadijoje. Kolagenazeé, elastaze ir
tripsinas degraduoja desmosomas ir hemidesmosomas ir taip padeda fibroblastams ir endotelinéms
Iasteléms atsiskirti nuo pamatinés membranos esan¢ios Zaizdos dugne ir laisvai migruoti j Zaizdos
ertme [2,3]. Taip pat | Zaizdg i$skiriami $iy proteaziy inhibitoriai, kurie slopina proteaziy veikima
7aizdos dugne, kad jos nepakenkty gyvybingiems audiniams [3]. Dél $io slopinimo uZtrunka
nekrotiniy audiniy pasalinimas i Zaizdos, taip prailgindamas ne tik uZdegimo stadijg, bet ir visg
zaizdos gijimo laikotarpj. Kolageno fibrilés yra nuolat remodelinojamos proteaziy, kurias i$skiria
neutrofilai, makrofagai, fibroblastai, endotelio ir epitelio Igstelés. Lygiagre€iai vyksta reepitelizacija
— zaizdos padengimas epitelio lasteliy sluoksniu bei naujy kraujagysliy formavimasis [3,6,7].

Fibroblastai sintetina kolagena, elasting ir proteoglikanus, kurie formuoja pirminj randa.

Rando brendimas

Rando brendimas tgsiasi nuo keliy ménesiy iki keleriy mety, priklausomai nuo Zaizdy
kilmes ir dydzio. Paprasty pjautiniy ar kirstiniy Zaizdy randas bresta 1 ar 2 ménesius, o nudegimy
atvejais gali uZtrukti nuo 30 iki daugiau ménesiy. D¢l sutrikusios audiniy defektus uzpildanciy
fibroblasty funkcijos padidéja kolageno sintezé, tas nulemia hipertrofiniy ir keloidiniy randy
atsiradima. Todel Sios stadijos metu tikslinga naudoti preparatus, turin¢ius kolagenazes.

Patente W02010079209 A2 apraSoma kompozicija — preparatas SertaSil  skirta
jvairioms Zaizdoms gydyti, kurios pagrindiné veiklioji medzZiaga yra proteolitinis fermentas
seratiopeptidazé. Si proteazé iiskirta i¥ nepatogeninio mikroorganizmo Serratia E 15. Patente
apraSomos Sio preparato funkcijos Zaizdose: kovoja su infekcija, efektyviai Salina nekrotinius
audinius, malSina skausma, reguliuoja eksudato kieki, reguliuoja Zaizdos drégmeés balansa, mazina

Zaizdos uZzdegima ir edemas, mazina kraujavima.
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Patente WO 2011104630 Al apra$omas fermenty kompleksas sudarytas i§ proteaziy,
karbohidrolaziy ir lipaziy, i$skirty i$ gryby Conidiobolus brefeldianus kulturos. Sie fermentai gali
biiti naudojami atskirai arba jy deriniai. Autoriai pateikia galimas panaudojimo sritis: odos (gyviny
kailiy) apdirbimui, plovikliams, maistui, tekstilei, §ilko gamybai bei jos proceso metu susidariusiy
atlieky utilizavimui, analitinems priemonéms, farmacijai, kosmetikai, molekulinei biologijai ir kt.
Tadiau $iuo metu néra Zinomas nei vienas preparatas skirtas Zaizdoms gydyti, kurio sudétyje buty
Sie fermentai ar jy deriniai.

Patente US 2013/0202581 Al apraSytos kompozicijos Zaizdy gydymui, kuriose
naudojamos trys i kasos isskirtos hidrolazés: proteazé, lipazé ir amilaz¢. Autoriai apraSo, kad Sie
fermentai gali biti naudojami skirtingomis koncentracijomis kuriant preparatus Zaizdy gydymui.
Taip pat minima, kad $ios hidrolazés stimuliuodamos epidermio lgsteles pagreitina Zaizdy gijima be
to, po gijimo proceso nesusidaro randai. Nurodoma ir tai, kad §iy fermenty kompozicijos néra
veiksmingos prie$ Staphylococcus aureus ir Escherichia coli sukeltas infekcijas.

Taip pat fermentai naudojami kosmetikos gaminiuose, daZniausiai odos Sveitikliy
sudétyje. Fermenty pagrindu veikian¢iuose odos valikliuose néra riigi¢iy ir grandomyjy granuliy,
kurios gali sudirginti oda. Siy $veitikliy veikimo principo esmé yra tame, kad negyvas odos lasteles
istirpdo fermentai. Odos prieZidiros priemoniy rinkoje yra produkty, veikian¢iy panaSiu principu.
Kosmetikos gamyboje naudojami fermentai gali buiti i§skirti i§ skirtingy Saltiniy. Toliau pateikti keli
$iy Saltiniy pavyzdziai. Patentuose US 3,705,166, US 6,416,769 Bl ir US 8,377,434 B2 apraSomi
odos $veitikliy gamybai naudojami fermentai, i§skirti i§ neprinokusiy papajos vaisiy. Patente CA
2377357 apralomi kosmetikos gaminiy gamybai naudojami fermentai, i§skirti i§ atlantiniy menkiy
(Gadus morchua). Patente US 4,556,554 ir US 2010/0080787 Al apraSomi fermenty kompleksai
naudojami odos prieziliros kosmetikos gaminiuose. Patente US 6,551,606 Bl apraSomas
naudojamas fermenty kompleksas, i§skirtas i§ kokoso (Cocos nucifera) pieno. Patente US
2005/0249720 aprasomi kosmetikos gaminiams naudojami fermenty kompleksai, iSskirti i3
ananasy, mango ir papajy vaisiy.

Auksciau aprasyti zaizdy gydymo ir odos prieZitiros biidai pilnai nei§sprendZia visy su

ju terapija susijusiy problemy:

» néra universaliy kompleksiniy preparaty, turiniy antibakterinj poveiki,
selektyviai $alinan¢iy nekrotinius audinius, stimuliuojan¢iy organizmo
imunine sistema, mazinanéiy randy susidarymg ir veikian¢iy visy gijimo

stadijy metu;



> néra kompleksiniy biopreparaty, kuriy pritaikymas priklauso nuo fermenty
koncentracijos;

» néra kompleksiniy biopreparatu, skirty Zaizdy gijimo grei¢iui valdyti;

> néra kompleksiniy biopreparaty, skirty odos prieZitirai bei odos susirgimams

gydyti.

Todél misy isradimo tikslas — sukurti tokj veiksminga daugiafermentinj biopreparata,
kuris neturéty anks¢iau i§vardinty trikumy, biity lengvai pritaikomas tiek skirtingy Zaizdy gydymui,
tiek odos priezitros gaminiams, tiek antibakteriniams preparatams. Be to, funkciskai veikty visose
Zaizdos gijimo procesuose kartu su imunine sistema, turéty plataus spektro antibakterinj poveiki,
selektyviai Salinty nekrotinius audinius, maZinty randy susidaryma, pagreitinty gijimo laikg ir tikty
jvairios kilmés bei pobidzio Zaizdy gydymui. Taip pat daugiafermentinj biopreparata pritaikyti

odos priezilrai bei odos susirgimams gydyti.

ISRADIMO ESME

I3radimo tikslas yra sukurti fermenty, iSskirty i§ Streptomyces gougerotii 101
mikroorganizmo, kompleksy gamybos technologija ir ju panaudojimg daugiafermentiniy
biopreparaty gamyboje.

Sio isradimo esmé yra sukurti fermenty kompleksy, iSskirty i§ Strepromyces
gougerotii 101, daugiafermentinius biopreparatus, padedan¢ius Zmogaus imuninei sistemai bei
pasizymin¢ius proteolitiniu, kolagenaziniu, esteraziniu, amilolitiniu, lipaziniu, gliukanaziniu,
dezoksiribonukleaziniu ir lizuojan¢iu aktyvumais ir skirtus panaudoti Zaizdy gydymui, patogeniniy
mikroorganizmy pasalinimui bei odos prieZitirai.

Siame isradime aprasytas odos susirgimy ir Zaizdy gydymo biidas nuo Zinomy skiriasi
tuo, kad tam panaudojami daugiafermentiniai biopreparatai, sudaryti i§ proteolitiniu, kolagenaziniu,
esteraziniu, amilolitiniu, lipaziniu, gliukanaziniu, dezoksiribonukleaziniu ir lizuojan¢iu aktyvumais
pasiZymin¢iy fermenty, produkuojamy Streptomyces gougerotii 101.

Antras skirtumas pasireiSkia tuo, kad Strepromyces gougerotii 101 produkuojamy
fermenty kompleksy sudetj ir aktyvuma galima keisti auginimo terpéje naudojant skirtingus
induktorius: mieles (A) arba kolagena (B).

TreCias skirtumas pasireiskia tuo, kad Streptomyces gougerotii 101 produkuojamy
fermenty sudétj ir aktyvuma galima keisti auginimo terpéje kei¢iant induktoriy koncentracijas.

Ketvirtas skirtumas pasireiskia tuo, kad daugiafermentinio biopreparato gamybai,

fermenty kompleksai A ir B gali biiti naudojami kartu ir atskirai.



Penktas skirtumas pasireiskia tuo, kad daugiafermentiniame biopreparate naudojamy
fermenty kompleksy A ir B koncentracijos gali variuoti nuo 0 iki 100 procenty.

Sestas skirtumas pasireiskia tuo, kad daugiafermentinio biopreparato gavimo bidas
gali apimti Sias pakopas:

a) A ir B fermenty kompleksy paruosima;

b) A ir B fermenty kompleksy koncentravima ir frakcionavima;

¢) A ir B fermenty kompleksy apdorojima pagrindiniais baltymy i$sodinimo agentais, tokiais kaip
neorganinémis druskomis (pvz. NH4SO4, CaCly), ketonais (pvz. CH;COCH3), sodiais alifatiniais
alkoholiais (pvz. CH;CH,OH, CH;CHOHCH3) ir kt.;

d) A ir B kompleksy chromatografinj atskyrima;

€) A ir B kompleksy stabilizavima so¢iais alifatiniais polihidroksiliais alkoholiais, kuriy anglies
skeleto ilgis ne trumpesnis negu C; (pvz. gliceroliu, sorbitoliu, polivinilo alkoholiu);

f) pasirinktinai A ir B kompleksy maisyma.

Septintas skirtumas pasireiskia tuo, kad ruoSiant daugiafermentinj biopreparata, jis
gali biiti koncentruojamas ultrafiltracijos arba vakuuminio garinimo biidu.

AStuntas skirtumas pasireiSkia tuo, kad ruogiant daugiafermentinj biopreparata, jis gali
bati frakcionuojamas ultrafiltracijos biidu, tam panaudojant 5, 10, 15 ir 50 kDa membranas.

Devintas skirtumas pasireiskia tuo, kad daugiafermentinis biopreparatas lizuoja eile
mikroorganizmy: Micrococcus lysodeicticus, Staphylococcus albus, Staphylococcus aureus,
Streptococcus haemolyticus, ~ Streptococcus  paracitrovorum, Pseudomonas —aeruginosa,
Escherichia coli 078, Escherichia coli 12K, Pseudomonas fluorescens, Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces vini, Candida utilis.

Desimtas skirtumas pasireiskia tuo, kad daugiafermentinis biopreparatas gali biiti
panaudojamas farmacinéms arba kosmetinéms kompozicijoms kartu su farmaciniu arba kosmetiniu
poZitiriy priimtinu uzpildu, skatinan¢iu Zaizdy gijima ir gerinan¢iu odos biikle,

Vienuoliktas skirtumas pasireidkia tuo, kad daugiafermentinis biopreparatas gali biti
panaudojamas imuninés sistemos stimuliavimui skirtingy Zaizdy gydyme, tiek odos prieziliroje ir
gydyme, tiek bakteriniy ligy gydyme.

Dvyliktas skirtumas pasireiskia tuo, kad daugiafermentinis biopreparatas su padidintu
lipaziniu aktyvumu, gali biti naudojamas kompozicijoje, kuri yra skirta chroninéms ir sunkiai
gyjanioms Zaizdoms gydyti.

Tryliktas skirtumas pasireiskia tuo, kad daugiafermentinis biopreparatas su padidintu
lizuojan¢iu ir gliukanaziniu aktyvumais, gali buti naudojamas kompozicijoje, kuri yra skirta

infekuotoms Zaizdoms gydyti.



Keturioliktas skirtumas pasireiskia tuo, kad daugiafermentinis biopreparatas su
padidintu proteolitiniu ir kolagenaziniu aktyvumais, gali biti naudojamas kompozicijoje, kuri yra
skirta nekrotinéms Zaizdoms gydyti.

Penkioliktas skirtumas pasireiskia tuo, kad daugiafermentinis biopreparatas su
pamazintu fermentiniu aktyvumu gali biti naudojamas kompozicijoje, kuri yra skirta odos
priezilrai ir odos susirgimy gydymui.

Sesioliktas skirtumas pasireiskia tuo, kad daugiafermentinis biopreparatas gali biiti
naudojamas kompozicijoje, kuri yra skirta antibakteriniy ligy gydymui.

Septinioliktas skirtumas pasireiskia tuo, kad kompozicijos su daugiafermentiniu
biopreparatu, gali biiti skystos, tepalo ir hidrogelio konsistencijos.

TRUMPAS BREZINIU APRASYMAS

Fig. 1. Zaizdy gijimo fiziologiniy ir biocheminiy procesy principiné schema;

Fig. 2. Pagrindinio ir darbinio Streptomyces gougerotii 101 kultliros banky paruosimas (I etapas);
Fig. 3. Streptomyces gougerotii 101 kamieno fermenty biosintez¢, induktorius mielés (II etapas);
Fig. 4. Streptomyces gougerotii 101 kamieno fermenty biosintezé, induktorius kolagenas (III
etapas);

Fig. 5. Daugiafermentinio komplekso A gavimas i$ kultiirinio skys¢io (IV etapas);

Fig. 6. Daugiafermentinio komplekso B gavimas i§ kultiirinio skys&io (V etapas);

Fig. 7. Daugiafermentiniy kompleksy A ir B sudétis po koncentravimo (SDS - PAGE
elektroforézés metodas);

Fig. 8. Fermenty kompleksy A paruogimo principiné schema (induktorius mielés);

Fig. 9. Fermenty kompleksy B paruo%imo principiné schema (induktorius kolagenas);

Fig. 10. Principiné daugiafermentiniy biopreparaty taikymo schema;

Fig. 11. Daugiafermentiniy biopreparaty principiné panaudojimo schema.

DETALUS ISRADIMO APRASYMAS
Misy sukurta daugiafermentinio biopreparato gavimo technologija paremta,
Streptomyces gougerotii 101 mikroorganizmo sintetinamy fermenty kompleksy gavimu ir jy
panaudojimu farmaciniy, kosmetiniy ir antibakteriniy kompozicijy gamyboje. Daugiafermentinj
biopreparatg sudarantys fermentai turi poveikj:
a) proteazes pradeda veikti ankstyvoje Zaizdos gijimo stadijoje ir dalyvauja visose sekanciose
stadijose. Visy pirma jos atlieka nekrektomijos funkcija, skaido sudétinga kresulio sistema.

Proteazés taip pat lizuoja nekrotinius audinius, eksudatg ir jame esancius baltymus ir taip
10



sutrumpina uzdegiminés stadijos laikg. Jos blokuoja skausmo stimuliatorius histaming ir
bradikining, pagreitina uZdegimo stimuliatoriy bei toksiniy medZiagy degradacija,
stimuliuoja ir reguliuoja funkcinj makrofagy aktyvumg. Sie fermentai dalyvauja migracijos
stadijoje, degraduoja desmosomas ir hemidesmosomas. Tai padeda fibroblastams ir
endotelinems lasteléms atsiskirti nuo Zaizdos dugne esanios pamatinés membranos ir
laisvai migruoti zaizdos ertméje.

b) gliukanazé lizuoja mikroby lgsteliy sieneles ir tokiu biidu stabdo ju vystymasi Zaizdoje, taip
uzkertamas kelias infekcijai. Taip pat dél daugiafermentiniuose biopreparatuose esanciy
gliukanaziy poveikio susidare B-gliukanai aktyvina fagocitus, skatina y-interferono sinteze ir
tokiu blidu stimuliuoja organizmo imunine sistemg bei pagreitina Zaizdy gijimo procesus.

¢) DNRaze hidrolizuoja suirusiy lasteliy DNR, tai pagreitina Zaizdos i$sivalymg nuo nekrotiniy
audiniy. Sis fermentas selektyviai skaldo nukleino riigdtis bei mazZina eksudato klampumag,
taip palengvindamas lasteliy, dalyvaujanéiy Zaizdos gijimo procesuose, judéjima bei
migracija.

d) lipazé didina augimo faktoriy kiekj Zaizdoje, kurie pagreitina angiogeneze, keratinocity ir
fibroblasty proliferacija ir migracija, aktyvina endotelines lgsteles bei skatina kolageno
sintezg. Lipaziy veikimo pasekoje sumaZgja prostaglandiny sintezé, todél sumazéja aplink
Zaizda susidares audiniy patinimas.

€) amilazé regulivoja EGF augimo faktoriaus isiskyrima, kuris aktyvina fibroblasty ir
keratinocity proliferacijg ir migracija Zaizdoje. Taip pat paspartina Zaizdy uZsivérima.

f) elastazé ankstyvosiose stadijose stimulivoja jgimta imunine sistema, o vélyvosiose
dalyvauja audiniy atstatyme ir regenaracijoje.

g) kolagenazé selektyviai skaido kolageng j maZesnes molekules, kurias po to hidrolizuoja
kitos proteazés. Kolagenazé efektyvi valant paZeista vietg nuo nekrotinio audinio, pagreitina
granuliacinio audinio formavimasi. Kolagenazé pagerina keratinocity ir epitelio Igsteliy
migracija j pazeidimo viets ir jy proliferacija, kas pagreitina Zaizdos padengima epiteliu ir
naujy audiniy formavimasi. Dél kolagenazés poveikio sumaZ¢ja rando brendimo metu
fibroblasty sintetinamo kolageno kiekis ir tokiu biidu uzkertamas kelias igkilusio ir grubléto
rando susiformavimui, t.y. normalizavus kolageno kieki, randas minkstéja ir plokstéja.

h) lizuojanciu aktyvumu pasizymintys fermentai dalyvauja mikroorganizmy lIgsteliy sienelés
ardyme, tokiu bidu stabdo jy vystymasi Zaizdoje ir uZkertamas kelias infekcijai bei
komplikacijoms.

Zaizda yra atviras kelias patogeniniams mikroorganizmams, be to joje esantys

nekrotiniai audiniai ir eksudatas sudaro palankias salygas joms veistis. Bendras imuninis atsakas
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uztrunka apie 24 valandas, per §j laika Zaizdoje vykstantys procesai gali komplikuotis negriZtamai ir
prasideti infekcija. Todel tikslinga Zaizdas gydyti i§ kart po suZeidimo daugiafermentinio
biopreparato kompozicijomis, kuris pa$alina visus veiksnius stabdan¢ius ar komplikuojancius
Zaizdy gijima. Visy pirma daugiafermentinio biopreparato kompozicijos pasiZymi placiu lizuojanciu
aktyvumu, ardo Zaizdoje esanCius patogeninius mikroorganizmus. Taip pat hidrolizuoja
denatiiruotus baltymus, skystina Zaizdos nekrozavusius audinius, stimuliuoja granuliacinio audinio
augimg ir greitina Zaizdos i$valyma bei gijima, maZina greta esan¢iy audiniy patinimg ir uZdegima.
Daugiafermentinio biopreparato sudétyje esanti kolagenazé tirpina sukietéjusj sukre§éjusio kraujo
sluoksnj, nekrotinius audinius ir skaido perteklinj kolageno kiekj, kas leidZia i§vengti odos randy
susidarymo tikimybés, gydant pilivojan¢ias Zaizdas. PaSalinus nekrozavusius audinius
daugiafermentinio biopreparato kompozicijomis, panaikinama baltyminga ir kraujotakos neturinti
terpe, palanki veistis mikrobams ir taip sumaZinamas bakterinis Zaizdos uZter§imas bei sustabdomas
infekcijos procesas. Tokiu blidu sudaromos salygos tolimesniam Zaizdos gijimo etapui - audiniy
regeneracijai ir lokaliam kraujotakos pageréjimui.

Taip pat daugiafermentinio biopreparato kompozicijoje esantios papildomos
medZiagos, tokios kaip natrio alginatas padidina eksudato absorbcijg. Polietilenglikolis sudaro
polimerines gardeles, kurios imobilizuoja fermentus ir stabdo fermenty aktyvumo sumaZéjima, kas
leidZia sumaZinti tvarstymy kiekj per diena. Glicerolis pritraukia, ilaiko ir pririsa vanden;.
Kompozicijos, kuriose yra didesné glicerolio koncentracija, sukuria ilgiau i$silaikan¢ia drégna
aplinkg Zaizdoje, visose gijimo stadijose. Epitelio lasteléms drégmé reikalinga tam, kad jos galéty
lengviau judeéti nuo reepitelizacijos Zidiniu, esan¢iy Zaizdos krastuose ir uZpildyti Zaizdos plota.
Sausose Zaizdose Sios lastelés juda Zaizdos dugnu. Palaikant Zaizdose drégng aplinka, lastelés gali

migruoti visu Zaizdos plotu, todél Zaizdos gyja spar&iau.

TINKAMIAUSI IGYVENDINIMO VARIANTAI

PRODUCENTO Streptomyces gougerotii 101 APRASYMAS
Proteolitiniu,  kolagenaziniu,  esteraziniu,  amilolitiniu, lipaziniu,  gliukanaziniu,
dezoksiribonukleaziniu ir lizuojanciu aktyvumais pasizymintys fermenty kompleksai gaunami 1§
aktinomiceto Streptomyces gougerotii 101 kamieno, auginant ji giluminiu badu. Streptomyces
gougerotii 101 kamienas (UAB ,,Biocentras mikroorganizmy kolekcijos registracijos numeris K-
91) buvo i3skirtas i§ dirvos pietry¢iy Lietuvoje. Jo charakteristikos yra:

» Morfologinés
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Kultiros pavir§inis micelis baltas arba bespalvis, vidutinis hify storis 0,6 — 0,8 mikrony.
Sporos ovalios arba pailgos, pavirSius lygus.

» Kultiirinés
Auginant kultiira Streptomyces gougerotii 101 ant agarizuotos kukur@izinés Nr. 2,
susiformuoja gausus micelis (pavirSinis baltas, o substratinis — Sviesiai rudas). Ant
agarizuotos avizinés terpés formuojasi baltas pavirSinis ir smélio spalvos substracinis
micelis.

» Fiziologinés ir biocheminés

Aerobas, optimali augimo temperatiira +(28-30)°C , pH (7,0-7,5). Hidrolizuoja krakmola,
kazeina, kolagena, tving 80, B-gliukanus ir DNR. Sutraukia ir peptonizuoja pieng, skystina
Zelating, lizuoja mieliy ir bakterijy lasteliy sieneles. Asimiliuoja gliukozg, sacharoze,
fruktoze, ksiloze, nejsisavina arba tik silpnai — manita ir rafinoz¢. S. gougerotii 101 kamieno
sintetinamy fermenty hidroliziniam aktyvumui jvertinti buvo i$matuotas proteolitinio,
kolagenazés, DNRazés, esterazés, mieles lizuojantio, beta-gliukanazés, bakterijas
lizuojangio ir amilolitinio aktyvumy indeksai. Siy fermenty aktyvumo indeksui nustatyti
kamienas buvo isétas | Petri léksteles su standZia terpe, i kurias buvo papildomai pridéta
natrio kazeinato, kolageno, DNA, Tvino 80, kepimo mieliy lasteliy, kepimo mieliy beta-
gliukano, Mycrococcus lysodeikticus lasteliy ir krakmolo. Fermenty aktyvumo indeksai
apskai¢ivoti po 96 h inkubacijos 30°C temperatiiroje, atitinkamy substraty hidrolizés zony

skersmenj padalinant i§ kolonijy skersmens. Rezultatai pateikti 2 lenteléje.

Lentelé 2. S. gougerotii 101 kamieno sintetinamy hidroliziniy fermenty aktyvumo indeksai

£y

N W

Fermento aktyvumo indeksas
=)

Fermenty aktyvumai
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> Streptomyces gougerotii 101 kamieno 16S rRNR geno konsensuso seka (SEQ ID Nr. 1)

GGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAAC
GATGAAGCCCTTCGGGGTGGATTAGTGGCGAACGGGTGAGT
AACACGTGGGCAATCTGCCCTGCACTCTGGGACAAGCCCTG
GAAACGGGGTCTAATACYGGATATGACCGTCCATCGCATGG
TGGrTGGTGTAAAGCTCCGGCGGTGCAGGATGAGCCCGCGG
CCTATCAGCTAGTTGGTGAGGTAGTrGCTCACCAAGGCGAC
GACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGCGACCGGCCACACTGGG
ACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGG
GGAATATTGCACAATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCGACGC
CGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCA
GCAGGGAAGAAGCGAAAGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGC
GCCGGCTAACTACGT

FERMENTU KOMPLEKSU, GAUNAMU IS Streptomyces gougerotii 101,
GAMYBOS ETAPAI

I etapas

Pirmiausia, siekiant gauti fermenty kompleksus, turin¢ius optimalius proteolitinj,
kolagenazinj, esterazinj, amilolitinj, lipazinj, gliukanazinj, dezoksiribonukleazinj ir lizuojant]
aktyvumus, yra atliekama Sireptomyces gougerotii 101 kamieno selekcija ir kultliros saugojimui
paruos$iami Igsteliy bankai.

IT ir III etapai

Daugiafermentiniy biopreparaty gamyba prasideda nuo Streptomyces gougerotii 101
fermenty biosintezés, kurios metu gaunamas kultlrinis skystis. Streptomyces gougerotii 101
biosintezés metu produkuoja fermentus, pasizyminéius proteolitiniu, kolagenaziniu, esteraziniu,
amilolitiniu, lipaziniu, gliukanaziniu, dezoksiribonukleaziniu ir lizuojan¢iu aktyvumais.
Sintetinamy fermenty sudétis ir jy aktyvumas regulivojami terpéje keic¢iant induktorius (mieles A
arba kolagena B) bei jy kiekius.

IVirV etapai

Po Streptomyces gougerotii 101 fermenty biosintezés gauti kultiriniai skys¢iai A ir B
yra centrifuguojami, filtruojami, koncentruojami: vakuuminio i§garinimo arba ultrafiltracijos biidu.
Gauti koncentratai A ir B yra i§sodinami naudojant pagrindinius baltymy i$sodinimo agentus. Po
papildomo centrifugavimo gautos nuosédos istirpinamos, o gauta suspensija dar Kkarta

nucentrifuguojama.
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2 lentelé. Daugiafermentiniy kompleksy A ir B fermentiniai aktyvumai.

Fermentinis aktyvumas Daugiafermentinis Daugiafermentinis
Nr kompleksas A kompleksas B
' (induktorius mielés) | (induktorius kolagenas)

1. | Proteolitinis aktyvumas, v/em® 10-22 5-7,5

2. | Kolagenazinis aktyvumas, viem’ 700-1180 ‘ 700-930

3. | Lipazinis aktyvumas, v/cm’ 100-145 10-20

4. | Gliukanazinis aktyvumas, v/em® 5-7,5 2-3,4

5. | DNRazinis aktyvumas, viem® 0.21 -

6. | Amilazinis aktyvumas, v/em® 2-5 1-3

7 | Esterazinis aktyvumas, v/em® 15000-18000 12000-16000

g | Lizuojantis aktyvumas, v/em’ 20-60 80-100

. Proteolitinio aktyvumo vienetas — fermentinio preparato kiekis, kuris, hidrolizuodamas

kazeing arba natrio kazeinatg per minute, esant pH = 8,0 ir 37 °C temperatiirai, iSskiria 1

mikromolj tirozino.

. Kolagenazés aktyvumo vienetas — tai fermento kiekis, kuris, hidrolizuodamas kolageng per

5 valandas, esant pH- 7,5 ir 37°C temperatiirai, i§skiria vieng mikromolj a-leucino.

. Lipazinio aktyvumo vienetas — fermento kiekis, kuris 40°C temperatiiroje, esant pH 8,0 i3

substrato p-nitrofenil palmitato per 1 minute atpalaiduoja 1 nanomolj p-nitrofenolio.

. Gliukanazinio aktyvumo vienetas - toks preparato aktyvumas, kuris per 1 min suskaido 0,1

umol netirpaus p-1,3-gliukano, esant optimalioms sglygoms (pH = 7,0; 50 °C temperatiira).

. DNRazinio aktyvumo vienetas — tai toks fermento kiekis, kuris esant 37 °© C temperat8rai

per 10 min suskaldo 1pg DNR.

. Amilazinio aktyvumo vienetas — bakterinés a — amilazés (S.A. Rapidaz) vienetas yra

fermento kiekis, kuris per 1 min suskaido 1mg krakmolo iki eritrodekstriny, esant pH 5,6 —

5,8 ir temperatiirai 30+0,2 °C.

. Esterazinio aktyvumo vienetas — fermento kiekis, kuris 40°C temperatiiroje, esant pH 8,0 i§

substrato p-nitrofenil butirato per 1 minute atpalaiduoja 1 nanomolj p-nitrofenolio.

. Lizuojan¢io aktyvumo vienetas — fermento kiekis, kuris 37° C temperatiiroje, esant pH iki

8,0, per 30 min sumazina 0,1 reakcijos miSinio optinj tankj. (substratas Micrococcus

lysodeikticus kultlira).

Atsizvelgiant | daugiafermentinio biopreparato antibakterines savybes, jis buvo

taikomas patogeniniy mikroorganizmy, i$skirty i§ ligoniy nosiaryklés, gerklés, danty, piliniy

Zaizdy, ardymui. Daugiafermentinis biopreparatas ardo jvairiy tiek patogeniniy, tiek nepatogeniniy
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mikroorganizmy lasteliy sieneles, ypa¢ gerai lizuoja streptokokus bei stafilokokus, kurie paplite
kaip infekciniy ligy sukéléjai. Daugiafermentinis kompleksas lizuoja Clostridium perfringens

bakterijas, kurios sukelia dujing gangrena (3 lentel¢).

3 lentelé. Daugiafermentinio biopreparato antibakterinis veikimas.

Mikroorganizmai | Lizuoty lasteliy dalis, %

Inkubacijos laikas 15 min.
Micrococcus lysodeicticus 32
Staphylococcus albus 50
Staphylococcus aureus 60
Streptococcus haemolyticus 40
Streptococcus agalacitae 45
Streptococcus paracitrovorum 30
Pseudomonas aeruginosa 40
Clostridium perfringens 30
Escherichia coli 35
Pseudomonas fluorescens 10
Bifidobacterium species 0
Saccharomyces cerevisiae 15
Saccharomyces vini 0
Candida utilis 20
Bacillus subtilis 0
Aspergillus niger 0
Aspergillus awamori 0
Penicillium funiculosum 0

.....

etape buvo atlikti: roksikologiniai, farmakologiniai bei preparato efektyvumo tyrimai (valstybinés
maisto ir veterinarijos tarnybos leidimas atlikti laboratorinius bandymus su gyviinais Nr.0141). Visi
tyrimai atlikti pagal i§ anksto parengtus ir pasiraSytus planus. Visi toksikologiniai tyrimai buvo
atlikti pagal OECD metodikas. Tyrimams buvo naudojamos pelés, triusiai ir jiros kiaulytés.
Visuose toksikologiniuose bandymuose buvo naudojamas (kaip tai nurodyta ES direktyvuose)
tiriamojo daugiafermentinio preparato koncentratas, kurio proteolitinis ir kolagenazinis aktyvumas
6 kartus virSija sililomos vaistinés preparato formos aktyvumus. Apibendrinant galima tvirtinti, kad
16



atlikty toksikologiniy tyrimy apimtis ir rezultatai leidzia daryti iSvadg, kad tiriamas preparatas

toksiskumo atzvilgiu yra saugus.

ISvados :

>

Odos sensibilizacijos tyrimas jury kiaulytéms - i§vada - paraudimo, patinimo nenustatyta,
reakcija j provokacinj méginj neigiama - preparatas odos nesensibilizuoja;

Umaus odos dirginimo testas triu§iams-i§vada- vidutinis odos dirginimo balas lygus nuliui -
preparatas odos nedirgina;

Umaus akies dirginimo testas triu§iams-i§vada- triudiy akies dirginimas jvertintas 0,25
balo, tod¢l vartojant preparatg patartina saugoti, kad jis nepatekty j akis- silpnai degina
akis;

Kartotiniy doziy (28 dieny) toksiskumo per odg testas - tiriant kartotiniy doziy preparato
toksiskumg C57W peléms nustatyta, kad 0,8 v/cm koncentracijos preparatas yra netoksiskas.
Umaus toksiskumo per virskinamajj traktg tyrimas C57W peléms - preparatas yra maZai
pavojinga medZiaga.

Istirtas nudegimy gydymo efektyvumas, naudojant skirtingas tiriamojo preparato
koncentracijas: 0,5 viem®, 0,8 V/cms, 1,0 v/em?®, 1,6 v/em® pagal proteolitinj aktyvuma.
Tyrimui buvo naudojami sveiki, suauge Wistar populiacijos Ziurkiy patinéliai. Tyrimy
rezultatai parodé, kad optimaliausias tiriamojo vaisto proteolitinis aktyvumas gydant
terminius odos nudegimus yra 0,8 v/cm’. Tiriamojo kompleksinio fermentinio preparato su

proteolitiniu aktyvumu 0,8 v/cm’

naudojimas I-III laipsnio terminiy odos nudegimuy
gydymui leidZia sumazinti gydymo trukme vidutiniskai 20%. Gydant nudegimus preparatu
nelieka randy, kas gali biiti labiau aktualu gydant veido, ranky, kojy nudegimus.

Ikiklinikiniy tyrimy apimtis ir rezultatai rodo, kad  toksiS8kumo pozilriu

daugiafermentinis biopreparatas yra saugus ir gali bliti naudojamas farmaciniy, kosmetiniy ir

antibakteriniy kompozicijy gamyboje.

Daugiafermentiniy kompleksy panaudojimas

Daugiafermentinio biopreparato taikymas i§skiriamas j tris dalis. Sie biopreparatai gali

biiti panaudojami farmaciniy, antibakteriniy ir kosmetiniy kompozicijy gamyboje. Taikymas

priklauso nuo daugiafermentiniy biopreparaty aktyvumo koncentracijos bei nuo pasirinkto fermento

komplekso A arba B. Pirmuoju atveju kuriamos daugiafermentinio biopreparato kompozicijos,

skirtos jvairios kilmés ir pobiidZio Zaizdy gydymui. Antruoju kuriamos daugiafermentinio

biopreparato kompozicijos, skirtos antibakteriniy preparaty gamybai. Trediuoju kuriamos

daugiafermentinio biopreparato kompozicijos, skirtos odos prieZifirai ir odos susirgimy gydymui.
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Daugiafermentinio biopreparato kompoziciju, skirty Zaizdy gydymui fermenty kompleksy A ir B

koncentracijos gali varijuoti. Fermenty komplekso A ir B koncentracija gali biti 0 — 100 %.

Daugiafermentinio biopreparato kompozicijos Zaizdy gijimui:

1. Hidrogelis nekrotinéms Zaizdoms

Ingredientai Koncentracija, %
Fermenty kompleksas A (70 %)+ B (30 %) 20
Natrio alginatas 3
Polietilenglikolis 20
Glicerolis 7
Vanduo 50

2. Hidrogelis III laipsnio nudegimams

Ingredientai Koncentracija, %
Fermenty kompleksas A (50 %)+ B (50 %) 30
Natrio alginatas 3
Polietilenglikolis 20
Glicerolis 6
Vanduo 40

Saltalankiy aliejus

3. Hidrogelis I ir II laipsnio nudegimams

Ingredientai Koncentracija, %
Fermenty kompleksas A (60 %)+ B (40 %) 20
Natrio alginatas 3
Polietilenglikolis 20
Glicerolis 6
Vanduo 50

Saltalankiy aliejus
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4. Hidrogelis opoms ir praguloms

Ingredientai Koncentracija, %
Fermenty kompleksas A (20 %)+ B (80 %) 20
Natrio alginatas 3
Polietilenglikolis 20
Glicerolis 5
Vanduo 50

Saltalankiy aliejus

Medetky tinktiira

5. Hidrogelis infekuotom Zaizdoms

Ingredientai Koncentracija, %
Fermenty kompleksas A (90 %)+ B (10 %) 30
Natrio alginatas 3
Polietilenglikolis 20
Glicerolis 7
Vanduo 40

DAUGIAFERMENTINIO BIOPREPARATO KOMPOZICIJOS ZAIZDU GIJIMUI
EFEKTYVUMAS

Buvo atliktas daugiafermentinio biopreparato kompozicijy — hidrogeliy, skirty Zaizdy
gydymui randomizuotas, kontroliuojamas, viengubai aklas, paraleliniy grupiy klinikinis tyrimas.
Buvo atrinkti 80 pacienty patyre dilbiy ir plastaky 2B° odos storio nudegimus. Nudegimai gydyti
daugiafermentinio biopreparato kompozicijy — hidrogeliy aplikacijomis ant Zaizdos pavirdiaus,
perriSimai su marliniais tvars¢iais kiekviena dieng iki visikos nudegimo Zaizdos epitelizacijos.
Pacientai apzidrimi ir Zaizdos buvo vertinamos Siomis dienomis (nuo nudegimo dienos): 0-3
(patekimas i ligoninés stacionara); 7(x1); 14(x1); 21(x1). Siomis dienomis buvo jvertinti klinikiniai
reiSkiniai Zaizdoje (Zaizdos ilgis, plotis, gylis, i§skyros, eritema, fliuktacija, karitis lokaliai Zaizdoje,
skausmas/jautrumas palpuojant, patinimas/induracija, nekrozé, fibrinas, granuliacijos, epitelizacija)
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bei nufotografuota Zaizda. Pragjus $efiems ménesiams po nudegimo atliktas rezultaty jvertinimas
praéjus aktyviam randy remodeliavimo procesui. Daugiafermentinio biopreparato kompozicijy —
hidrogeliy, skirty zaizdy gydymui klinikiniy tyrimy i§vados:
» Efektyviai absorbuoja eksudato pertekliy;
Efektyviai valo Zaizdos pavir$iy nuo negyvybingy audiniy;
Efektyviai slopina infekcija;
Palaiko drégng aplinka Zaizdoje;
Sukuria optimaly mikroklimata;
Neleidzia zaizdoms i§dziati;
Nebiina zaizdos krasty paraudimo;
Nesukelia skausmo tarp tvarstymy;
Skatina greitesni Zaizdos uZsivérima;
Nesukelia Salutinio poveikio;

Po gydymo nesusidaro randai,

V V ¥V V V V V V V VYV V

Bet kurio tipo ir dydzio Zaizdos vidutini$kai epitelizuojasi per 18 dieny.
Daugiafermentinio biopreparato kompozicijy, skirty odos prieziGirai bei odos
susirgimy gydymui, fermenty kompleksy A ir B koncentracijos gali varijuoti. Fermenty komplekso

A ir B koncentracija gali buti 0 — 100 %.

Daugiafermentinio biopreparato kompozicijos odos prieZitirai ir gydymui:

1. Losjonas nusalimams/nudegimams

Ingredientai Koncentracija, %
Fermenty kompleksas A (50 %)+ B (50 %) 10
Glicerolis 60
Saltalankiy aliejus 5
Vanduo 25

2. Losjonas nuospaudoms

Ingredientai

Koncentracija, %

Fermenty kompleksas A (50 %)+ B (50 %) 10
Glicerolis 60
Vanduo 30

3. Losjonas nuo randy

Ingredientai

Koncentracija, %
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Fermenty kompleksas A (10 %)+ B (90 %)

10

Glicerolis 60
Medetky tinktiira 5
Vanduo 25
Kremai:
S. Odos 3$veitiklis
Ingredientai Koncentracija, %
Fermenty kompleksas A (20 %) + B (80 %) 5
Glicerolis 4
Vanduo 70
Polietilenglikolis |
Sorbitano stearatas 5
Sorbitano oleatas 5
10

Kokosy aliejus

6. ISsauséjusiai odai

Ingredientai Koncentracija, %
Fermenty kompleksas B (100 %) 10
Glicerolis 20
Vanduo 40
Polietilenglikolis 2
Sorbitano stearatas 6
Sorbitano oleatas 6
Kokosy aliejus 10
Saltalankiy aliejus 6

. Péduy prieziurai

Ingredientai

Koncentracija, %

Fermenty kompleksas A (20 %) + B (80 %)

20
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Glicerolis 20
Vanduo 30
Polietilenglikolis 1,5
Sorbitano stearatas 10
Sorbitano oleatas 10
Kokosy aliejus 5
Meéty aliejus 3,5

8. Randams Salinti

Ingredientai Koncentracija, %

Fermenty kompleksas B (100 %) 30

Glicerolis 20

Vanduo 20
Polietilenglikolis 1

Sorbitano stearatas 10

Sorbitano oleatas 10
Kokosy aliejus 8
Medetky tinkttira 1

Daugiafermentinio biopreparato antibakteriné kompozicija:

1. Antibakterinis burnos gleivinés purskiklis

Ingredientai Koncentracija, %
Fermenty kompleksas A (100 %) 10
Glicerolis 15
Vanduo 70
Saltalankiy aliejus 0,5
Meéty aliejus 0,5
Medetky tinktiira 4
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-SANTRAUPOS

B lastelés — kraujo Igstelés, baltieji kraujo kiineliai, lemiantys organizmo humoralinj atsaka.

T lastelées — kraujo lgstelés, priklausancios leukocity agranulocity grupei, viena i§ limfocity
populiacijy.

NK lastelés — pakites limfocitas, savo pavirSiuje neturintis T ir B lastelems biidingy determinanciy.
PDGF ~ trombocity i$skiriamas augimo faktorius.

EGF — epidermio augimo faktorius.

IGF-1- | insuling panasus augimo faktorius.

FGF - fibroblasty augimo faktorius.

TGF — B — transformuojantis augimo faktorius — f.

TGF - a — transformuojantis augimo faktorius - a.

IL — 1 — interleukinas 1 Seima (IL-1 Seima) yra 11 citokiny grupé, kuri vaidina pagrindinj vaidmen;j
imuniniy ir uzZdegiminiy reakcijy procesuose.

[FNy — gama interferonas yra dimerizuotas tirpus citokinas.

bFGF - pagrindinis fibroblasty augimo faktorius.

KGF - keratinocity augimo faktorius.

CTGF - jungiamojo audinio augimo faktorius.

VEGF - kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Daugiafermentinis biopreparatas, besiskiriantis tuo, kad jis apima Streptomyces gougerotii
101 produkuojamus fermentus, kurie pasizymi proteolitiniu, kolagenaziniu, esteraziniu,
amilolitiniu, lipaziniu, gliukanaziniu, dezoksiribonukleaziniu ir lizuojan¢iu aktyvumais ir jy

kompleksus.

2. Daugiafermentinis biopreparatas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad auginimo terpé
apima Streptomyces gougerotii 101 produkuojamus fermentus pagal vieng i§ induktoriy,

susidedanc¢iy i§ mieliy (fermenty kompleksas A) arba kolageno (fermenty kompleksas B).

3. Daugiafermentinis biopreparatas pagal 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad auginimo terpé

susideda i§ skirtingy induktoriy koncentracijy.

4. Daugiafermentinis biopreparatas pagal bet kurj i§ 1-3 punkty, besiskiriantis tuo, kad

preparatas apima A ir B kompleksus kartu arba atskirai.

5. Daugiafermentinis biopreparatas pagal bet kurj i§ 1-4 punkty, besiskiriantis tuo, kad Air B

kompleksy koncentracijos yra nuo 0 iki 100%.

6. Daugiafermentinio biopreparato pagal bet kurj i§ 1-5 punkty gavimo biidas, besiskiriantis
tuo, kad apima $ias pakopas:

a) A ir B fermenty kompleksy paruosima;

b) A ir B fermenty kompleksy koncentravimg ir frakcionavima;

c) A ir B fermenty kompleksy apdorojimg pagrindiniais baltymy i§sodinimo agentais, tokiais kaip
neorganinémis druskomis (pvz. NHsSO4, CaCly), ketonais (pvz. CH;COCH3), soéiais alifatiniais
alkoholiais (pvz. CH;CH,OH, CH;CHOHCH3;) ir kt.;

d) A ir B kompleksy chromatografinj atskyrima;

e) A ir B kompleksu stabilizavimg sociais alifatiniais polihidroksiliais alkoholiais, kuriy anglies
skeleto ilgis ne trumpesnis negu Cs; (pvz. gliceroliu, sorbitoliu, polivinilo alkoholiu);

f) pasirinktinai A ir B kompleksy mai§yma.

7. Daugiafermentinio biopreparato gavimo biidas pagal 6 punkta, besiskiriantis tuo, kad A ir B

fermenty kompleksai b) pakopoje koncentruojami ultrafiltracijos arba vakuuminio garinimo biidu.
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8. Daugiafermentinio biopreparato gavimo biidas pagal 6 punkta, besiskiriantis tuo,kad A ir B
fermenty kompleksai frakcionuojami ultrafiltracijos bidu, tam panaudojant 5, 10, 15 ir 50 kDa

membranas.

9. Daugiafermentinis biopreparatas pagal bet kurj i§ 1-5 punkty, besiskiriantis tuo, kad jis
lizuoja mikroorganizmus: Micrococcus lysodeicticus, Staphylococcus albus, Staphylococcus
aureus, Streptococcus haemolyticus, Streptococcus paracitrovorum, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli 078, Escherichia coli 12K, Pseudomonas fluorescens, Saccharomyces cerevisiae,

Candida utilis.
10. Kosmetin¢ arba farmacin¢ kompozicija, apimanti daugiafermentinj biopreparata pagal bet kurj
i§ 1-5 ir 9 punkty ir kosmetiniu arba farmaciniu poZidiriu priimting uZpilda, skirta panaudoti Zaizdy

gijimo skatinimui ir odos buklés gerinimui.

11. Kosmetin¢ arba farmaciné kompozicija pagal 10 punkta, skirta panaudoti imuninés sistemos

stimuliavimui, skirtingy Zaizdy gydymui, odos prieZiiirai ir gydymui ir bakteriniy ligy gydymui.

12. Kompozicija, skirta panaudoti pagal 10 ir 11 punktus, besiskirianti tuo, kad kompozicija

su padidintu lipaziniu aktyvumu yra skirta chroninéms ir sunkiai gyjan¢ioms Zaizdoms gydyti.

13. Kompozicija, skirta panaudoti pagal 10 ir 11 punktus, besiskirianti tuo, kad kompozicija

su padidintu lizuojanéiu ir gliukanaziniu aktyvumais yra skirta infekuotoms Zaizdoms gydyti.

14. Kompozicija, skirta panaudoti pagal 10 ir 11 punktus, besiskirianti tuo, kad kompozicija

su padidintu proteolitiniu ir kolagenaziniu aktyvumais yra skirta nekrotinéms Zaizdoms gydyti.

15. Kompozicija, skirta panaudoti pagal 10 ir 11 punktus, besiskirianti tuo, kad kompozicija

su pamaZintu fermentiniy aktyvumu yra skirta odos prieZiirai ir odos susirgimy gydymui.

16. Kompozicija, skirta panaudoti pagal 10 ir 11 punktus, besiskirianti tuo, kad kompozicija

yra skirta antibakteriniy preparaty gamybai.
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17. Kompozicija, skirta panaudoti pagal bet kurj i§ 10 — 16 punkty, besiskirianti tuo, kad

kompozicija yra skystos, tepalo ir hidrogelio formos.

27



ZMOGAUS IMUNINE

ZAIZDA

SISTEMA

S~ Citokinai

| . TROMBOCITAL -—>

-

/. Ciokinai v <

PDCF TCF-2

Utdegimo
mediatoriai

Proteazes

Proteazin
inhibitoriat

Proliferacijos

FOGE T}F -« s me . X
(epitelizavimo) ¥

-}

DAUGIAFERMENTINIS
KOMPLEKSAS

T YRR
S Lﬂ‘ﬂ St&ldﬁa \{ \\\ '\
?: ASTAL | T0F-p
SR R T g ,'/l R k W
| KERATINOCITAI —>. Powszes ui...../-5 Rando brendimo -~ 3\
| o i - : oo . )
o ° ' stadija
AAAAAA S b

! s Augime K :_ _______________________
| ENDOTELMS doral
. LAS ) PDGF, TGF~B,  /

. KGF EGF.1GF

Fig. 1

1 Kultiros selekeija

2. Spory surinkimas ir pagrindinio

4

kultiiros banko paruosimas

3. Pagrindinio kultiros banko
mégintuvéliy uZpildymas

¥
6. Spory surinkimas ir darbinio 5. Sudygusty spory iSséjimas ant 4. Pagrindinio kultdros banko
kultiros banko paruosimas [« standZios terpés mégintuvélinose e spory daiginimas kolboje

¥

% Darbinio kultfiros banko
megintuvéliy uZpildymas

8. Darbinio kultros banko

> méginfuvéliy saugojimas

Fig. 2




1.S. gougerotii 101 2.8. gougerotii 101 3.S. gougerotii 101 Multifermentinis
pasé€jamosios pasejamosios kultliros auginimas,
kultdros daiginimas »  kultiiros auginimas =1 induktorius mielés kompleksas A
(kolbose)
Fig. 3
1.5. gougerotii 101 2.S. gougerotii 101 3.S. gougerotii 101 Multifermentinis
paséjamosios paséjamosios kulttiros auginimas,
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Fig. 4
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1. Kultirinio 2. Nuskaidrinantis 3. Sterilus 4. Koncentravimas
skys¢io B L filtravimas N filtravimas »
centrifugavimas
A
8. Suspensijos 7. Nuosédy 6. Koncentrato 5. Baltymy
centrifugavimas [ tirpinimas [4—  centrifugavimas < i$sodinimas
A 4
9. Multifermentinio
B komplekso
stabilizavimas
Fig. 6
M I 2 3 4
kDa
e —

| R
90 W
S0 Gaeme
36
27
20

M1 — markeris FERMENTAS SM0441;
1 — Streptomyces gougerorii 101 fermenty kompleksas (fermentacija su
kolagenu, ultrafiltracija);

2 — Streptontyces gougerotii 101 fermenty kompleksas (fermentacija su
kolagenu, rotacinis garintuvas);

3 — Streptomyces gougerotii 101 fermenty kompleksas (fermentacija su
mielém, ultrafiltracija);

4 - Strepromyces gougerorii 101 fenmenty kompleksas (fermeutacija su
mielém, rotacinis garintuvas);

Fig. 7
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