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(57)Fosfolipopr0teiny jsou nové komplexy ob-
sahujici kyselé fosfolipidy a peptidy nebo :
bilkoviny v hmotnostnim pom&ru 1 aZz 50 : 99
az 50. Peptidy museji obsahovat nejméné dva
aminokyselinové zbytky, z nichz aspon jeden
je tvofen bazickou aminokyselinou. Ziskdva-
j3i se smisenim kyselych fosfolipidl s pe- |
ptidy nebo bilkovinagi za intenzivniho mi-
chdni pfi 10 az 100 "C. Fosfolipoproteiny
najdou uplatné&ni jako nové biologické fak-
tory v lékafstvi, kosmetice, v potravi-
ndfském primyslu a v zemédélstvi.
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Vyndlez se tykd fosfolipoproteini, obsahujicich kyselé fosfolipidy komplexné& vdzané
na peptidy nebo proteiny a zplsobu jejich vyroby.

Fosfolipoproteiny jsou nové biologické faktory, k jejichZz pripravé lze pouzit fosfo-
lipidy ziskané zndmymi izola&nimi a syntetickymi postupy. Pro pridmyslovou ptipravu jsou
vhodné zejména sm¥si fosfatidovych kyselin a bis/diacylglycerol/fosforeénych kyselin
a jejich lysoderivdtd, které se pripravuji fosforylaci smdsi parcidlnich acylglycerold,
napt¥iklad postupem podle 8s. autorského osvédéeni &. 173 220, &s. autorského osvédéeni
&. 203 421, &s. autorského osvédéeni &. 256 691 a &s. autorského osvéd&eni &. 259 440.

Komplexy, které vznikajfinterakci bilkovin s fosfolipidy, se vyskytujf ve vSech Zi-
vych objektech, kde plni fadu funkci, z nichZ nejdalezité&jsf je funkce strukturni /bio-
membrény/ a transportni /pfendsete ldtek ptes membrény nebo lipoproteiny/. V biologic-
kych membrdndch se komplexy tvof{ na fdzovém rozhrani lipidové dvojvrstvy s integrdlni-
mi a perifernimi proteiny. Z hlediska struktury vzniklych komplext s integrdlnimi bilko-
vinami jde o dtvary, kde vazba obou slo¥ek je zprostiedkovdna pfedev&im hydrofobnimi
interakcemi mezi uhlovodikovymi Fetdzci acylovych skupin fosfolipidt a lipofilnimi Zést-
mi aminokyselin v polypeptidovych molekuldch, jako jsou aromatickd jddra v tryptofanu,
tyrosinu.a fenylalaninu a alifatické, popfipad& rozvétvené fet&zce leucinu, iscleucinu
a valinu. Perifernf bilkoviny, které jsou lokalizovény na povrchu membrdn jsou na ng&j
v4zdny poldrnimi vazbami a v&t¥inou také vodikovymi vazbami. I tyto vazby jsou relativ-
ng slabé, protoZe perifern{ bflkoviny lze z povrchu snadno uvolnit, napEfifklad d&inkem
ztedénych roztokd neutrdlnich solf. Po&et molekul fosfolipidi vézanych na molekulu bil-
koviny zdvis{ jak na velikosti molekuly integrdlniho proteinu, tak i na sloZeni a struk-
tu¥e jeho povrchu, ktery je ve stykuslipidovou dvojvrstvou. Fosfolipidy vdzané na bil-
kovinnou molekulu se neustdle vym&nuji rychlestf, srovnatelnou s rychlostf{ laterdlni
diftze tdchto molekul v prostory  membrdny a jejich sloZeni vyznamné ovlivnuje funkci
daného komplexu. Lipoproteiny, kieré jsou nejviznémnéjéi transportni formou lipidd krev-
n{ plazmy jsou, podobn& jako biomembrény, tvofeny jé&drem /s obsahem triacylglycerold
a esterd cholesterolu/ a dédle pl43té&m tvofenym fosfolipidovou vrstvou, na které jsou vé-
zdny specidlni proteinové molekuly, tzv. apoproteiny. Také zde se vazba realizuje pfede-
v8im hydrofobnimi interakcemi mezi hydrofobnimi fet&zci fosfolipidd a hydrofobnimi po-
strannimi ret&zci apolipoproteind /o jejich% struktufe se Fikd, %e je amfifilni/. Hydro-
filn{ postranni Fetdzce apoproteind vy&nivaji do vodné fdze a umofnuj{ transport lipidd
v krevni plazmé&. Vazba v3ech sloZek v lipoproteinovych tdsticich je pomérn& volnd, pro-
toZe pfi pohybu lipoproteind v krevni plazmé se jednotlivé molekuly apoproteint, ale
i lipidd, snadno vym&nujl za jiné. Existence shora popsanych komplext fosfolipoproteind
v biomembrdndch i v lipoproteinech byla odvozena predevdim z fyzikdlnich vlastnosti na-
tivnich systémd. Pokud je ndm zndmo, takové komplexy nebyly, vzhledem k jejich malé sta-
bilits, zatim izolovdny. Interakce 1lipidd s peptidy a bilkovinami se vyznamn$ uplatnujf
i p#i nékterych jinych fyziologickych d&jich, naptiklad pfi myelinizaci nervovych vléa-
ken, kdy se uskute®nuje mimo jiné vazba lysofosfatidylcholinu na basicky protein myeli-

"nu, déle pfi tvorb& antiatelektaktického lipoproteinu, ktery vystyld vnittni povrch

plicnich alveold a pfi vzniku ionoford, komplexd lipidd s niZ$imi peptidy, které umoi-
nuji transport iontd pres membrdny a podobn&. V poslednich letech je také v&novdna po-
zornost vyznamu interakce lipidd a proteint v potravinich, kde se vzniku komplexu pki-
suzuje vyznamnd Gloha p¥i trdven{ a pfi resorpci Zivin ze zafivaciho traktu. V této: sou-
vislosti byly pfedeviim studovény interakce neutrdlnich /amfoternich/ fosfolipidt /fo-
sfatidylcholinu, lysofosfatidylcholinu/ s nékterymi potravindfskymi biflkovinami a jejich
frakcemi, zejména s mléénymi a sojovymi bilkovinami. Také z t&chto praci vyplynulo, %e
pfi vzniku komplext se uplatnujfi ptevd#n& hydrofobni interakce mezi acylovymi fetézci
fosfolipidd a hydrofobnimi skupinami bilkoviny a Ze poldrni &dst fosfolipidl zéstdvéd re-~
lativné volnd. Jinymi slovy feteno, izolace téchto komplext pro praktické vyuZiti jako
biologickych faktord v lékafstvi a ve vyZivé by byla, vzhledem k jejich malé chemické
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a fyzikalni stabilité& jen obtiZn& realizovatelnd. DosvédZuje to ostatn& i skutetnost, Ze
komplexy tohoto typu se zatim nikde neobjevily na trhu.

Pro primyslovou vyrobu a pro aplikace jako biolegické faktory v lékafstvi, potravi-
ndfském promyslu a ve vyiivé zvifat jsou podle vyndlezu vhodné fosfolipoproteiny chara-
kterizované tim, Ze obsahuj{ kyselé fosfolipidy a peptidy nebo bilkoviny v hmotnostnim
poméry 1 aZ 50 : 99 aZ 50. Jako kyselé fosfolipidy lze pouZ?it p¥{rodni nebo syntetické
glycerolfosfolipidy nebo sfingofosfolipidy, obsahujici aspon jednu volnou kyselou fosféa-
tovou nebo karboxylovou skupinu schopnou interakce s bazickymi skupinami peptidd nebo
bflkovin, Patf{ sem mimo jiné zejména kyseliny fosfatidovéd, bis/diacylglycerol/fosfored-
né, plasmanovd, plasmenovd a fosfatidylgylcerolfosforend, ddle fosfatidylglycerol, di-
fosfatidylgkycerol, fosfatidylserin, fosfatidylinositol nebo jejich lysoderivédty, ddle
kyseliny ceramidfosforedénd, ceramidfosfoinuéitol, ceramidfosfoserin nebo jejich smési’

s neutrdlnimi fosfolipidy.

Jako peptidy se hodi ni{zKomolekulové i vysokomolekulové peptidy, obsahujici nejméné
dva aminokyselinové zbytky /dipeptid/, z nich% aspon jeden je tvofen bazickou aminoky-
selinou, jako arginin, lysin, histidin nebo ornithin. Lze je pfipravit bud izolacemi
z p¥irodnich materidld, nebo vhodnymi metodami chemické syntézy a biosyntézy.

Bilkovinnd slozka ve fosfolipoproteinech muZe byt tvofena jakoukoliv bilkovinou
rostlinného, mikrobidlniho nebo Zivo&isného plvodu nebo p¥ipravend synteticky /&istg
chemicky nebo biochemicky/, nativn{ nebo denaturovanou, kterd nese ve svych postrannich
tet&zcich bazické skupiny schopné vdzat fosfdtové nebo karboxylové anionty. Mohou to byt
mimo jiné naptiklad proteinové koncentraty ze soje, repky, brambor, fas, z listd rostlin
a stroml, z kvasinek, z mléka, kostf, z kuZe, z krve a krevnf plazmy, z vaje&éného bilku
a Zloutku nebo jejich smési.

Fosfolipoproteiny podle vyndlezu lze ptipravit intenzivnim michédnim obbu slozZek
za teplot 10 aZ 100 O¢. Fosfolipidy, které jsou za dané teploty tekuté, lze michat
s pradskovymi peptidy a bilkovinami,.pfiSemZ se reakce urychluje ptfidavkem malého mnoZ-
stvi vody. Tuhé fosfolipidy lze pfedem rozpustit ve vhodnych organickych rozpoustédlech,
napfiklad alifatickych uhloveodicich, v chlorovanych a fluorovanych uhlovodicich, v di-
ethyletheru a vy3emolekulovych etherech, v niz%fch alkoholech aj. Prebyte&né rozpoustéd-
lo se po reakci odsirani odpafenim.--Reakci mezi kyselymi fosfolipidy a peptidy nebo bil-
kovinami 1lze uskuteénit i rozptylenim fosfolipidd ve vhodnych roztocich bilkovin a odpa-
fenim vody ve vhodném zafizeni za zvyZené teploty, popfipadd i sniZeného tlaku.

Fosfolipidy jsou ve fosfolipoproteinech, pfipravenych podle vynédlezu, vdzdny nejen
b&znymi hydrofobnimi interakcemi a vodikovymi vazbami, ale prostfednictvim svych fosf4-
tovych a volnych karboxylovych skupin i pevn&j3imi elektrostatickymi vazbami na bazické
skupiny lysinu, histidinu, argininu v postrannich Fetdzcich peptidt a proteint. Vznik
této vazby, at jiz H-vazebného iontového pdru bez ptenosu protonu nebo iontové vazby,
vyplyvd mimo jiné i ze ztetelné zmény pH reagujiciho systému.

Vazbou fosfolipidd na peptidy nebo bilkoviny se vyrazng zméni Jjejich rozpustnost
ve vodé i v organickych rozpouitédlech. V&tsina fosfolipoproteint je na rozdfl od vy-
chozich tosfo;ipiqﬁ dobfe rozpustnd nebo dispergovatelnd ve vod& a chovd se - podle po-
méru mezi fosfolipidem a peptidem nebo proteinem - jako typickd povrchové aktivni l4tka,
vytvdfejic{ s hydrofobnimi oleji emulze typu olej ve vodé nebo voda v oleji. P#itomnost
vySemolekulové peptidové nebo proteinové sloiky zaruduje dobrou stabilitu vzniklych emul-
z{ nebo disperzi.

P¥fklad 1

85 kg praskového sojového koncentratu obsahujiciho 72 % hmot. proteind bylo smiché-
no v uzavieném homogenizdtoru, napojeném na chlazeny kondenzdtor s disperzi 15 kg kyse-
lych amonnych soli fosfatidovych a bis/diacylglycerol/fosfore&nych kyselin v 100 kg




3 CS 269834 Bl

n-hexanu. Kyselé soli byly vyrobeny fosforylac{ diacylglyceroll ze slunefnicového oleje

a parciédlnf neutralizaci plynnym amoniakem a obsahovaly 40 % hmot. fosfatidovych kyselin,
15 % hmot. bis/diacylglycerol/fosforeénych kyselin, 6 % hmot. jJejich lysoderivéata, 1 %
mastnych kyselin, 2 % hmot. diacylglycerol® a 36 % hmot. triacylglyceroll. Po pfiddni

2 kg vody byla reakéni smé&s 2 hodiny michdna pfi 40 aZ 55 8¢ za snizeného tlaku. Ziskany
fosfolipoprotein byl upraven na prések v sitovém mlynu a byl pouZit jako nutriéni faktor

v dietetickych pfipravcich pro sportovce. Obsahoval komplex fosfolipidd a bilkovin v hmot-
nostnim poméru 25 : 75.

Prikiad 2

1 kg lyofilizovaného lidského seralbuminu reagovalo s disperzi 10 kg syntetické
l1-hexadecyl-2-lyso-sn-glycerol-3-fosfore&né kyseliny /l-hexadecyl-2-lyso-plasmanové kyse-
liny/ v 200 ml diethyletheru a 20 ml vody. Po 30 minutécﬁ michdni byl diethylether od-
destilovédn za sniZeného tlaku pii 30 9 a takto ziskany prédskovy fosfolipoprotein byl
suden v tenké vrstvé ve vakuové susdrné po dobu 2 hodin pri 30 o¢. Ptipravek obsahoval
komplex fosfolipidd a bilkovin v hmotnostnim pom&ru 1 : 99 a byl zkou$en jako modifiké-
tor malignich transformaci a ristu bunék.

Pfiklad 3

10 kg ultrafiltrdtu sérovych mlé&nych bilkovin s obsahem 65 % hmot. proteind bylo
rozptyleno v disperzi 7 kg fosfatidylcholinové frakce s0jového lecithinu v 30 litrech
n-hexanu a po 20 minutdch michédni bylo rozpou3t&dle odpafeno pti 40 OC za snizeného tla-
ku. Bylo ziskdno 16,5 kg komplexu obsahujiciho fosfolipid a bflkovinu v hmotnostnim pomé-
ru 50 : 50.

Priklad 4

90 kg bilkoviny z brambor /85 % hmot. proteinu/ bylo v temperovaném homogenizitoru
pfi 80 °C smichdno s 10 kg sm&si fosfatidovych a bis/diacylglycerol/fosfore&nych kyselin,
ziskanych fosforylaci diacylglycerold z fepkového oleje s nizkym obsahem kyseliny eruko-
vé., Fosfolipidovd smés obsahovala 60 % hmot. fosfatidové Kkyseliny, 10 % hmot. kyseliny
bis/diacylglycerol/fosfore&né, 15 % hmot. jejich lysoderivdtl, 4 % hmot. mastné kyseli-
ny a 11 % hmot. triacylglycerold. Po 2 hod. michdni, kdyZ pivodné& kyseld smés pfesla
na neutrdlni, byly ziskané fosfolipoproteiny prosety v sitovém mlynu a pouZity jako nu-
triéni faktory p¥i vyrobé dietetického pe&iva a jako emulgdtory v emulgovanych tucich.
Hmotnostni pomér mezi fosfolipidy a proteiny byl v tomto komplexu 16 : B4.

Pfiklad 5

V 1 kg tekutych vaje¢nych bilki s obsahem 10,5 % hmot. bilkovin bylo dispergovéno
10 g sojového lecithinu, ziskané chromatografii lecithinu na sloupci oxidu hlinitého.
Kysele reagujic{ frakce obsahovala 64 % hmot. fosfatidylinositu, 12 % hmot. fosfatidyl-
serinu, 10 % hmot. fosfatidylethanolaminu, 5 % hmot. fytoglykolipidd, 4 % hmot. fosfa-
tidylcholesterolu, 1 % hmot., lysofosfatidylcholesterolu, 3 % hmot. fosfatidové kyseli-
ny a 1 % hmot. mastnych kyselin. Po 10 minutdch michdni p¥i 25 ¢ byla ziskand emulze
préskovana v proudu horkého vzduchu v rozpraSovaci susdrné. Findlni prédkové fosfaolipo-
proteiny byly pouZity jako nutriéni faktor a emulgdtor v enterdlni vyzive. Obsahovaly
fosfolipidy a bilkoviny v hmotnostnim peomé&ru 9 : 91.

Pf¥iklad 6

Ke 500 mg vodného roztoku /4%/ nonapeptidu bradykinu bylo p¥i 40 °C primichéno
100 mg 1% disperze 1,2-dioleyl-sn-glycerol-3-fosfdtu /fosfatidové kyseliny/, pfiprave~
né reakcf 1,2-sn-dioleylglycerolu oxychloridem fosfore&nym. Po 5 minutdch michéni se
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- ptvodn& kyseld reakce smési zmé&nila na neutrdlni. Ziskany roztok fosfolipoproteind byl
pou?it jako biclogicky aktivni 1l4tka p¥i studiu experimentdlnich zdn&td. Hmotnostni po-
m&r mezi kyselym fosfolipidem a peptidem byl 5 : 95.

Fosfolipoproteiny jsou nové latky, jejichZ uplatnén{ v lékatstvi, v potravindiském
promyslu, v zemédélstvi, popfipadé i v jinych oborech si vyZ4dd jedté znatnou vyzkumnou
prdci. Podle zatim ziskanych vysledkd lze potftat s jejich vyuZitim pro p¥ipravu disperz-
nfch enterdlnich dietnich smé&s{ pro aplikaci v medicin&, které se zavddé&ji jako plno-
hodnotny dopln&k parenterdlni vyZivy. V dermatologii se pravdé&podobné uplatni predev3im
komplexy s albuminy a kolageny jako pfisady do krémd a lotiond a jako farmaka pro léde-
ni ran a popdlenin. V humdnni vyZivé je 1lze aplikovat jako aditiva s vysokou nutriéni
hodnotou do novych typd dietetik a smé&si s roborujicim d¢inkem, zejména pro sportovce,
rekonvalescenty, nemocné se zhoubnymi néddory jakoZ i pro fyziologicky stdrnouci popula-
ci. Ddle jsko netoxické emulgdtory a stabilizdtory do specidlnich potravindifskych emul-
z{ a jako dispergdtory tuku v masnych vyrobcich a podobns.

PREDMET VYNALEZU

1. Fosfolipoproteiny sloZené z kyselych pfirodnfich nebo syntetickych glycerofosfolipida
a bilkovin rostlinného, mikrobidlniho nebo Zivo&isného plvodu, vyznadujic{ se tim,
Ze obsahujf’ kyselé fosfolipidy a peptidy nebo bilkoviny v hmotnostnim poméru 1 aZ
50 : 99 az 50.

2. Fosfolipoproteiny podle bodu 1, vyznadujicf se tim, %e peptidy obsahujf alespon
dva aminokyselinové zbytky, z nichZ aspon jeden je tvofen basickou aminokyselinou,
jako je arginin, lisin, histidin nebo ornithin.

3. Iplsob vyroby fosfolipoproteind podle bodd 1 a 2, vyznadujici se tim, Ze se pfi te-
ploté 10 az 100 OC smis{ za intenzivniho michdni kyselé fosfolipidy nebo jejich roz-
toky v organickych rozpou$tédlech nebo jejich disperze ve vod& s prdskovymi peptidy
nebo bilkovinami nebo s vodnymi roztoky peptidd nebo bflkovin a po ukon&eni reakce
se pfebytednd voda odstran{ -odpafenim nebo azeotropickou destilacfi.
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