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Anotace:

Glykogenové polysacharidy s obsahem dusiku men-
§im nez 60 ppm, stanoveno Kjeldahlovou metodou, a
obsahem reduk¢nich cukri men$im neZ 0,25 %,
stanoveno metodou podle F.D. Snella a Snella. Vy-
hodné se jedna o latky s obsahem uhliku asi 44 % az
45 % a specifickou ota¢ivosti (@)p?® 197 = 2,0 (c=1
ve vodé). PHprava probiha tak, Ze po ziskani roztoku
surového glykogenu, pfipraveného obvyklym postu-
pem, se pH upravi na neutrdini hodnotu a tento
roztok se zpracuje kationtovou pryskytici, kationtova
pryskyfice se oddéli odfiltrovadnim, roztok se zpracuje
ne-acidickym tékavym rozpoustédlem misitelnym s
vodou k vysraZeni pozadovaného polysacharidu a
srazenina se oddél filtracf.
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Glykogenové polysacharidy a zpusob jejich pFipravy

Oblast techniky
Vynalez se tyka glykogenovych polysacharidii a zpisobu jejich pfipravy. Konkrétné je mozno
uvést, ze se vynalez tyka glykogenovych polysacharidi, které v podstaté neobsahuji dusikaté

slouCeniny a redukéni cukry.

Dosavadni stav techniky

Uvedeny termin "glykogen" se vieobecn& pouziva v tomto oboru k oznaceni skupiny slouenin,
ktera je podobna. nikoliv oviem identicka, proteoglykanovym slou¢enindm, které se v znatné
mife vyskytuji u zvifat.

K nejvice zkoumanym glykogeniim patti glykogen extrahovany z jater kralika, pficemz se
predpoklada, ze se jedna o protein (glykogenin), ktery ma molekulovou hmotnost asi 37 000
a ktery je ptipojen glykosidickou vazbou tyrosinu na vysoce rozvétveny polysacharid glukosy,
ktery ma molekulovou hmotnost 10 000 000 (beta-¢astice). Tyto beta-Castice se mohou ve
zna¢ném podtu spojovat, pficemz mize dojit ke spojeni az 50 téchto beta-Castic, ¢imz vznikne
slou¢enina (alfa-¢astice), kterd ma molekulovou hmotnost asi 500 000 000 a ktera tvoii jednotku

pfirozené se vyskytujiciho glykogenu [viz. D.J. Manners, Carbohydrate Polymers, 16, str. 37-82,
(1991}

Rizné glykogeny. ziskané z riznych druhi zvitat, projevuji rozdily, pokud je az dosud znamo, ve
stupni rozvétveni polysacharidu. Napiiklad v publikaci A.S. Craig a kol. Carbohydrate Research
179, str. 327-340 (1988), se uvadi vyznamné rozdily pokud se tyce rozvétveni polysacharidi
v glykogenovych vzorcich ziskanych extrakei ze savci a bezobratlych.

V literatute podle dosavadniho stavu techniky se sice vyskytuje nékolik riznych metod
extrahovani glykogenu ze tkani zvifat, oviem viechny tyto metody sleduji dva zakladni cile:

(i) kvantitativni extrakci glykogenu pro analytické ucely biochemie, to znamena, Ze tato extrakce
je zamérena tak. aby mohlo byt nasledn& provedeno kvantitativni stanoveni Grovné glykogenu
v urité tkani;

(ii) extrakci glykogenovych vzorkii pfi minimalizovani denaturace pGvodniho polymeru za
G¢elem nasledné provadénych biochemickych a konformacnich studii.

Bez ohledu na zdroj téchto latek jsou produktem v piipad€ viech téchto postupi bézn€ komercné
dostupné glykogeny, které vzdy obsahujici ur¢ity podil dusiku (v rozmezi od 500 do 600 ppm),
coz odpovida pfinejmensim mnoZstvi vypoétenému pro proteoglykan (viz. D.J. Manners a kol.
vyse citovana publikace).

Na zakladé studii provedenych v literatufe podle dosavadniho stavu techniky bylo zjisténo, ze
existuji znaéné rozdily v pohledu jednotlivych autorii na tato mnozstvi dusiku, nebot’ néktefi
z téchto autorti povazuji uvedené mnozstvi dusiku za stopové necistoty, zatimco jini autofi toto
mnozstvi oznaduji jiz jako minoritni (vedlej3i) slozku tvofici glykogen. Na druhé strané neni
v mnoha komeréné dostupnych zdrojich specifikovan rozdil mezi proteoglykanovym glykogenem
a jeho polysacharidem.

I kdyz extrakce glykogenu byla velice dikladné prozkoumana, byla az dosud vénovéna pouze
mald pozornost extrakci glykogenového polysacharidu. Pouze velice staré publikace podle
dosavadniho stavu techniky popisuji postup pfipravy glykogenovych vzorki "neobsahujicich
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dusik" zjater krys [viz. naptiklad publikace M. Somogyi, J. Biol. Chem., 104, 2.45 (1934)].
Ovsem pii provadéni tohoto postupu se glykogen podrobuje kyselinovému zpracovani po dobu
ptes noc, to znamena za hydrolyznich podminek glykogenového polysacharidu. Kromé toho neni
znama presnost analytické metody pouzité autory tohoto postupu ke stanoveni obsahu dusiku.

Pii praktickém provadéni tohoto postupu bylo autory uvedeného vynélezu zjisténo, Ze je tato
metoda 3patné reprodukovatelna, pri¢emz ziskany produkt sice obsahuje malé mnozstvi dusiku,
oviem toto mnoZzstvi je znaéné proménlivé a/nebo se objevuje zna¢né mnozstvi redukénich cukri
(vice nez 0,15 %) jako disledek hydrolytického Sté€peni.

V pripadé glykogent bylo podle dosavadniho stavu techniky nalezeno mnoho riznych druhd
farmaceutického pouziti, pficemz jako pfiklad je mozno uvést, Ze tyto latky se pouzivaji jako
zmékéovadla (viz japonsky patent JP-A-87-178 505), jako vehikula vzhledem Kk jejich
hydrataénim vlastnostem (viz. japonsky patent ¢. JP-A-88-290 809) a jako slozky dermatolo-
gickych produktu, které se pouzivaji proti starnuti kiize (viz. patent Spojenych statii americkych
¢. 5093 109).

Kromé toho bylo navrzeno jejich pouziti jako zivné prostfedi pro bakterie, které produkuji
kyselinu mlé¢nou, a pro farmaceutické prostiedky k regulovani vaginalni hodnoty pH (viz.
evropsky patent EP-A-0 257 007). OvSem tyto latky nejsou dostate¢né stabilni aje
pravdépodobné, ze stopy proteint, nukleovych kyselin a fragmentd téchto latek jsou priCinou
citlivosti na tyto latky. Dokonce mohou byt v nékterych ptipadech pfitomny Zivé kontaminujici
slozky.

Podstata vynalezu

Cilem uvedeného vynalezu je ptiprava sloucenin, u kterych je zachovdna v maximalni mife
struktura glykogenového polysacharidu, pfi¢emz je soucasné zajiSt€éna maximalni neSkodnost
a bezpe¢nost takto ziskanych produktd. To znamena, ze ziskané slouCeniny jsou prosté
dusikovych sloucenin a redukénich cukri.

Po mnoha bezvyslednych pokusech byla podle uvedeného vynalezu zcela neocekavatelné
zjisténa metoda, podle které se zpracovava vodny roztok surového glykogenu po dostatené
dlouhou dobu Kkationtovou pryskyfici, pficemz vysledkem tohoto postupu je ziskédni
pozadovaného polysacharidu vtomto roztoku. Tento polysacharid je potom mozno snadno
vysrazet ptidavkem rozpoustédla misitelného s vodou.

TakZe prvnim aspektem uvedeného vynalezu je ziskani glykogenového polysacharidu, ktery
v podstaté neobsahuje dusikové slouc¢eniny a reduk&ni cukry.

Podstatu pfedmétného vynalezu tvoii glykogenovy polysacharid, ktery ma obsah dusiku mensi
nez 60 ppm, stanoveno Kjeldahlovou metodou, a obsah redukénich cukrii je mensi nez 0,25 %,
stanoveno metodou podle F.D. Snella a Snella.

Vyhodné ma tento glykogenovy polysacharid obsah uhliku v rozmezi od 44 % do 45 %.

Vyhodné je specifické ota¢ivost (a)p™ tohoto glykogenového polysacharidu podle vynalezu 197
+ 2,0 (c=1 ve vodé).

Podstata postupu piipravy glykogenového polysacharidu, ktery ma obsah dusiku mensi nez 60
ppm, stanoveno Kjeldahlovou metodou, aobsah redukénich cukrii je mensi nez 0,25 %,
stanoveno metodou podle F.D. Snella a Snella, pfi kterém se tkar zvifat bohata na glykogen vafi
ve vodném roztoku silné bazické latky, takto ziskany vyvar se ochladi, pfida se ne-acidické
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tékavé rozpoustédlo, které je misitelné s vodou, filtraci se oddéli takto vznikla srazenina a tato
srazenina se rozpusti ve vodg, spociva podle pfedmétného vyndlezu v tom, Ze se hodnota pH
takto ziskaného vodného roztoku srazeniny upravi na neutralni hodnotu atento roztok se
zpracuje kationtovou pryskyfici, tato kationtova pryskyfice se oddéli odfiltrovanim, roztok se
zpracuje ne-acidickym tékavym rozpoustédlem misiteinym s vodou k vysrazeni polysacharidu
v podstaté neobsahujiciho dusikové slou¢eniny a redukéni cukry a sraZenina se oddéli filtraci.

Ve vyhodném provedeni tohoto postupu se neutralizace provadi slabou organickou kyselinou.

Zpracovani kationtovou pryskyfici se ve vyhodném provedeni podle vynélezu provédi pfi teploté
mistnosti, a vyhodné po dobu v rozmezi 8 az 48 hodin, nejvyhodnéji po dobu asi 24 hodin.

Uvedenym rozpoustédlem je ve vyhodném provedeni podle vynalezu ethylalkohol nebo aceton.

V popisné &asti a v patentovych narocich je pouZzit termin "v podstaté neobsahujici dusikové
slou¢eniny a reduk&ni cukry”, pfi¢emz timto terminem se mini to, Ze obsah dusiku je men3i nez
60 ppm, méfeno Kjeldahlovou metodou, a obsah reduk¢nich cukrii je mensi nez 0,25 %, méfeno
metodou F.D. Snell a Snell, "Colorimetric Methods of Analysis, New York, 1954, vol. III, str.
204.

Zejména vhodnym zdrojem glykogenu jsou meékkySi Mytilus Edulis a Mytilus Gallus
Provincialis, pii¢emz tito mékkysi se vyskytuji ve velkych mnozstvich, pti¢emz jejich cena je
pfiméfené nizka a pfitom maji pomérné vysoky obsah glykogenu. Vzhledem k vySe uvedenému
patii mezi vyhodné glykogenové polysacharidy podle uvedeného vynalezu latky ziskané
z mékkysa Mytilus Edulis a Mytilus Gallus Provincialis.

Ovsem rozsah uvedeného vynalezu neni nijak omezen na glykogenové polysacharidy ziskané
pouze z mékky3d Mytilus Edulis a Mytilus Gallus Provincialis. Mezi dalsi zdroje glykogenu
vhodné pro pripravu odpovidajicich polysacharidd podle uvedeného vynalezu patii jiné druhy
mékkysd, jako jsou napiiklad Gstfice a Credipula Fornicata, nebo organy zvifat patficich
k obratlovcim, které jsou bohaté na obsah glykogenu, jako jsou naptiklad jatra a svalovina.

Glykogenové polysacharidy podle uvedeného vynalezu je tedy mozno charakterizovat obsahem
uhliku v rozmezi od asi 44 % do asi 45 %, a dale molekulovou hmotnosti asi 2,5 = 0,1 x 10°
a specifickou otacivosti (Ot)D20 197 £ 2,0 (c=1 ve vodé).

Prvni stupeil postupu ziskani glykogenového polysacharidu podle uvedeného vynilezu se
provede b&éZnymi metodami, znamymi z dosavadniho stavu techniky, coz zahrnuje vareni zvolené
tkané ve vodném roztoku silné bazické latky, ochlazeni takto ziskaného vyvaru a vysrazeni
glykogenu piidavkem ne-acidického t&€kavého rozpoustédla, které je misitelné s vodou.

Jak je vieobecné velice dobfe znamo, mnoZstvi glykogenu obsazené v riznych tkanich se velice
lisi, a to nejenom pokud se tyle konkrétni tkané a druhu zvifete, ale v ptipadé stejnych tkani
zvifat stejného druhu ipokud se tye riznych jinych faktord, jako je napiiklad nutriéni stav
a doba v roce.

Z vyse uvedeného je patrné, Ze mnozstvi glykogenu extrahovaného pfi provadéni vyse
uvedeného postupu zavisi ve znalné mife na mnoZstvi obsaZzeném ve zpracovavanych tkanich
zZvifat.

Novy znak postupu podle uvedeného vynalezu spociva v Gpravé neutralni hodnoty pH roztoku,
ktery se ziska rozpusténim uvedené sraZeniny ve vodé, a potom zpracovani takto ziskaného
roztoku kationtovou pryskyfici.
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Takze dal$im aspektem uvedeného vynalezu je postup pripravy glykogenového polysacharidu,
ktery v podstaté neobsahuje dusikové slouceniny a redukéni cukry, pti kterém se vafi zivo¢isna
tkan bohata na glykogen ve vodném roztoku silné bazické latky, takto ziskany vyvar se ochladi,
prida se ne-acidické tékavé rozpoustédlo, které je misitelné s vodou, oddéli se takto ziskana
srazenina odfiltrovanim a tato sraZenina se rozpusti ve vodé, pfi¢emz podstata tohoto postupu
spotiva v tom, 7e se pH uvedeného vodného roztoku sraZzeniny upravi na neutrdlni hodnotu
a tento roztok se zpracovava kationtovou pryskyftici, zfiltruje se za (icelem odstranéni kationtové
pryskyfice, zpracuje se ne-acidickym tékavym rozpoustédlem misitelnym s vodou za Gcelem
vysrazeni polysacharidu, ktery v podstaté neobsahuje dusikové slouceniny a redukeni cukry,
a nakonec se zfiltruje k oddéleni vzniklé srazeniny.

Uvedena neutralizace se ve vyhodném provedeni podle vynalezu provadi za pouziti slabé
organické kyseliny. ktera je rozpustna ve vod¢, jako je naptiklad kyselina octova.

Zpracovani kationtovou pryskyfici se ve vyhodném provedeni podle vynalezu provadi po dobu
v rozmezi od 8 do 48 hodin za michani a pfi teploté mistnosti.

Jako ptikiad vhodné kationtové pryskyfice je mozno uvést Amberlite™ IR-120 v kyselé formg,
pfi¢emz oviem je mozno pouzit i jiné kationtové pryskyfice, které maji podobné vlastnosti.

V dalsi fazi tohoto postupu se kationtova pryskyfice oddéli odfiltrovanim a pfida se rozpoustédlo
misitelné s vodou.

Jako piiklad vhodnych rozpoustédel je mozno uvést nizsi alkoholy a ketony, jako je napriklad
ethylalkohol a aceton.

Postupem podle vynalezu se ziskad srazenina, kterd predstavuje glykogenovy polysacharid
neobsahujici dusikové slouceniny a redukéni cukry, pfi¢emz tato srazenina se oddéli filtraci.
V ptipadé tohoto postupu neni zapotiebi pouzit jinych C&isticich stupfii, kromé odstranéni
rozpoustédla.

Vytézek tohoto postupu, pokud se ty¢e glykogenu vysrazeného z uvedeného vyvaru, je témér
kvantitativni.

Vzhledem k vy3e uvedenému spociva dalsi vyhoda postupu podle uvedeného vynalezu v tom, ze
vyrobni naklady na ziskani polysacharidu podle uvedeného vynélezu jsou v podstaté stejné jako
jsou naklady na extrakci glykogenu. Jinak fe€eno, pti v podstaté stejnych nakladech se podle
uvedeného vynalezu ziska produkt, ktery je moZno pouzit pro vSechny znadmé aplikace
glykogenu, aniz by tento produkt mél nevyhody produktt ziskanych podle dosavadniho stavu
techniky, to znamena obsah proteini, nukleovych kyselin nebo jejich fragmenti a/nebo
redukénich cukrii.

Piiklady provedeni vynalezu

Glykogenové polysacharidy a postup jejich ptipravy bude v daldim blize ilustrovan s pomoci
piikladd provedeni, které slouzi pouze k ilustrovani tohoto vynalezu aniz by jej jakymkoliv
zpusobem omezovaly.
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Priklad 1
(A) Extrakce glykogenu.

Podle tohoto provedeni bylo do ocelové nadoby umisténo 1000 graml suspenze Mytilus Gallus
Provincialis spole¢né s 1,0 litrem 30% roztoku hydroxidu draselného, pficemz tato smés byla
zahfata na teplotu 100 °C a pfi této teploté byla zahiivana po dobu 1 hodiny.

Takto ziskany roztok byl potom ochlazen na teplotu mistnosti, naez bylo pfidano 1,5 litru 95%
roztoku ethylalkoholu. Timto zpasobem byla ziskana pevna srazenina (v mnoZzstvi 62 grami),
ktera byla oddélena odfiltrovanim.

Po ususeni mél takto ziskany produkt nasledujici charakteristiky:

obsah uhliku: 44,44 %,
obsah dusiku: 0,18 - 0,34 %.

(B) Postup ptipravy glykogenového polysacharidu.

Pevny podil, ziskany oddélenim ve shora uvedeném stupni A, byl rozpuStén v 1 litru vody,
pficemz hodnota pH tohoto vysledného roztoku byla potom upravena na neutralni hodnotu za
pomoci ledové kyseliny octové, nadez byla tato smés filtrovana az do dosazeni aplné Cirosti.

K takto ziskanému roztoku bylo potom piidano 60 grami pryskyfice Amberlit™ IR-120 v kyselé
formé a tato smés byla potom udrzovana za michani pfi teploté mistnosti po dobu 24 hodin.

Po usuleni mél takto ptipraveny glykogenovy polysacharid (ziskany v mnozstvi 61 gramil)
nasledujici fyzikalné-chemické charakteristiky:

obsah uhliku: 44,44 %,

obsah dusiku: nepfitomen

obsah redukénich cukri: nepfitomny =
molekulova hmotnost: 2,5 +0,1 x 10° ™
(0)p™: 198 + 1,0 (c=1 ve vodé).

" citlivost metody 60 ppm

" testovano metodou F.D. Snell a Snell, "Colorimetric Methods of Analysis, New York, 1954,
vol. II1, str. 204; citlivost metody 0,25 %,

™" vypoéteno z hodnoty (eta) aplikaci Floryho rovnice s nasledujicimi hodnotami k = 1,80 x 107,
aa = 0,70, zjisténymi metodou L.P. Yu a J.E. Rollinga pro glykogen [viz. J. Applied Pol. Sci.,
33, 1909 (1987)).

Priklad 2

Podle tohoto piikladu byl glykogenovy polysacharid ptipraven z Mytilus Gallus Provincialis,
pri¢emz bylo pouzito stejného postupu jako je uvedeno ve stupni (B) v piikladu 1 s tim rozdilem,
Ze vysrazeni bylo provedeno acetonem misto ethylalkoholu.

Vytézek: 60,5 gramu,
(@)p®: 196 + 1,0 (c=1 ve vodg),
redukéni cukry: nepfitomny.
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Priklad 3

Podle tohoto piikladu bylo 5 gramil glykogenu ziskaného z jater vepie extrakci provedenou
postupem uvedenym v publikaci Bell a kol., Biochem. J. 28, 882 (1934), rozpusténo ve vodé (85
mililitrd), pfi€emz tento roztok byl zpracovan pryskyftici Amberlite™ IR-120 (v mnoZstvi 5
grami), nacez bylo provedeno vysrazeni 95% roztokem ethylalkoholu (85 mililitrd), coz bylo
provedeno stejnym zplsobem jako je uvedeno ve stupni (B) v pfikladu 1.

V ziskaném produktu neby! ptitomen ani dusik ani redukéni cukry, pficemz hodnota specifické
ota¢ivosti byla podobna jako u glykogenovych polysacharidii v pfikladech 1 a 2.

PATENTOVE NAROKY

1. Glykogenovy polysacharid, ktery méa obsah dusiku men3i nez 60 ppm, stanoveno
Kjeldahlovou metodou, a obsah redukénich cukri je mensi nez 0,25 %, stanoveno metodou
podle F.D. Snella a Snella.

2. Glykogenovy polysacharid podle naroku 1, ktery ma obsah uhliku v rozmezi od 44 % do 45
%.

3. Glykogenovy polysacharid podle naroki 1 nebo 2, jehoz specificka otagivost (a)p™ je 197 £
2,0 (¢c=1 ve vodé).

4. Zpisob ptipravy glykogenového polysacharidu, ktery ma obsah dusiku men3i nez 60 ppm,
stanoveno Kjeldahlovou metodou, a obsah redukénich cukrii je mensi nez 0,25 %, stanoveno
metodou podle F.D. Snella a Snella, pfi kterém se tkail zvifat bohata na glykogen vafi ve vodném
roztoku silné bazické latky, takto ziskany vyvar se ochladi, pfida se ne-acidické tékavé rozpou-
Stédlo, které je misitelné s vodou, filtraci se oddéli takto vznikla srazenina a tato sraZenina se
rozpusti ve vodé, vyznadéujici se tim, Zese hodnota pH takto ziskaného vodného
roztoku sraZeniny upravi na neutralni hodnotu a tento roztok se zpracuje kationtovou pryskyfici,
tato kationtova pryskyfice se oddéli odfiltrovanim, roztok se zpracuje ne-acidickym tékavym
rozpoustédlem misitelnym svodou Kk vysrazeni polysacharidu v podstaté neobsahujiciho
dusikové slou¢eniny a redukéni cukry a sraZenina se oddéli filtraci.

5. Zpisob podle naroku 4, vyznadujici se tim, Ze se neutralizace provadi
slabou organickou kyselinou.

6. Zpusob podle nékterého znarokih 4 nebo 5, vyzmadujici se tim, Ze
zpracovani kationtovou pryskyfici se provadi pfi teploté mistnosti.

7. Zplsob podle nékterého znarokii 4 az6, vyznadujici se tim, Zesezpracovani
kationtovou pryskyfici provadi po dobu v rozmezi 8 az 48 hodin.

8. Zpisob podle naroku 7, vyznadujici se tim, Zesezpracovavani kationtovou
pryskytici provadi po dobu 24 hodin.

9. Zpisob podle nékterého z naroki 4 az8, vyznacdujici se tim, Zeuvedenym
rozpoustédlem je ethylalkohol nebo aceton.
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