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Antisekregni proteiny indukované potravou

Oblast techniky
Vynilez se tykd pouZiti vyrobkii s enzymatickou aktivitou pro pfipravu potravy
vyvolavajici tvorbu antisekre&nich proteint (ASP) a takto pfipravené potravy.

. Dosavadni stav techniky

K intenzivni sekreci télesnych tekutin dochdzi v fadé riznych situaci. Znatny pfiiem
potravy pred fyzickou nimahou vede ihned k sekreci t&lesné tekutiny do stfeva. Fyzicka
naﬁnﬁaha jako takova vede k vytoku tekutiny do svalti a kloubd. Tento jev zplisobuje ztuhlost a
snizenou vykonnost, Podrazdéni stfevni stény rGznymi &inidly doddvd ihned stolici
nepfijemné mékkou konzistenci.

Ve Svédsku je vice nez 10 000 osob, které se podrobily ostomii, a kaZdy rok pfibyvi
dalSich 1000 pfipadd. Pfitom je nezanedbatelné &sti téchto osob provedena ileostomie, V
pfipadech, kdy sekrece prekratuje jeden litr denné, vznikaji Casto problémy z divodu
nadmémého vytoku tekutiny do sédku, ktery je umélym vyvodem pro odchod stolice, coZ
vyZaduje pravidelné vymeny a vyprazdiiovani sitku. Pro kazdého jednotlivee to s sebou
pfmé§1' znacné nepiijemnosti vzhledem k omezeni spoledenskych &innosti, snizeni pracovni
vykonnosti, nedostatku tekutin, kalorii a mineral. Osoby s témito problémy mély zatim
problémy s nalezenim G&inné pomoci.

V poslednich letech byla utingna vyznamn4 zjiftén{ ohledné schopnosti téla regulovat

vysledny vytok tekutiny a elektrolytd do stieva. Byly nalezeny rizné peptidy se schopnosti

zvySovat resorpei tekutin a elektrolytd skrz stfevni sténu. Nejvyznamng&jsi z t&chto peptidd

podobnych hormoniim jsou somatostatin a neuropeptid y (D. T. Krieger a J. B. Martin: N.
Engl. J. Med. 304: 376-885, 1981; J. Miller: Regulatory peptides 4 (dodatek): 203-208, 1985)
a dile antisekre¢ni proteiny (S. Lange a I Lonnroth: FEMS Microbiol. Letters 24: 165-168,
1984; S, Lange a I. Lonnroth: Biochim. Biophys. Acta 883, 138-144, 1986). ASP méni sekreci
a zvysuje resorpci tekutiny a elektrolytii ve stfevs.

Z SE 9000028-2 (publikace &. 466331) je znamo, Ze tvorbu antisekreéniho faktory
(ASF) nebo antisekregniho proteinu lze u zvifat stimulovat krmenim potravou obohacenou

urlitym mnoZstvim aminokyselin a/nebo cukel a/nebo amidd. Diky tvorb& tohoto
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antisekre¢niho faktoru lze u zvifat sniZit vyskyt prujmﬁ vzniklych z riznych pHgin,
Stanovenim obsahu ASP zplisobemn popsanym v tomto patentu lze upravit mnoZstvi
aminokyselin a cukrii tak, Ze se (i¢inné mnoZstvi ASP d4 produkovat za komer&né zajimavou
cenu.

Je t€Z zndmo, Ze pokrmy z ryZe a pienice i vyvary 2 nich lze pouit pro rehydrataci
prijmii (napf. Khin-Maung-U a William Greenough III: J. Pediatrics 118, 72-85 (1991)). Pro
kompenzaci ztrity t&chto litek se &asto podévaji soli. Ugel téchto pfipravkd je pouze

kompenzace ztraty tekutiny, ke které jiz doslo.

Podstata vynalezu

Vynilez se tykd potravy zmiriiujici nebo odstrafiujici potiZe a jevy spojené s vyse
popsanou ne:"cédoucf sckreci tElesnych tekutin. Predmétu vynélezu je dosaZeno pouZitim
vyrobki s enzymatickou aktivitou. Potrava p‘r’iﬁravené § témito vyrobky vyvolavé po poziti
tvorbu antisekre&nich proteing,

Béhem studia tvorby ASP bylo prekvapivé zjisténo, e tvorba ASP je stimulovana
nejen piidavkem aminokyselin a cukrd, ale té potravinami, do nichz byly pidany enzymy se
schopnosti hydrolyzovat obsazené sacharidy a proteiny takovou rychlosti, %e se ve stfevnim
kandlu objevi mnoZstvi cukrd a aminokyselin znamych per se. Bylo piekvapivé zjisténo, Ze
tvorbu ASP lze kontrolovat nebo ovladat zménami mnostvi a poméri vyrobkld s
enzymatickou aktivitou. Diky tomu Ize pfipravit potraviny a takovym obsahem prosttedku, e
obsah ASP dany opakovanou konzumaci bude moci byt pfedpovédénl se znalnym stupném
jistoty. Tato skutednost je zvlasts vyznamnd, nebot reakce na danou davku se li¥ mezi

riznymi skupinami jedinc.

Zv1asté prekvapivé je zjisténi, Ze sladované obilniny maji schopnost dodat Gginna -

mnozstvi cukrii a aminokyselin. To skytd moZnost piipravovat potraviny, které jsou VyZivné,
chutn€ a dokazi stimulovat tvorbu ASP.

Vyraz ,potrava,, ve smyslu pouZivaném v tomto textu zahrnuje potravu uréenou pro
konzumaci lidmi i krmivo pro konzumaci zvitaty. Touto potravou jsou s vyhodou vyrobky v
podobé chleba, suenek, t&stovin, zmi a vloCek, kaSe a ovesné kase, ale napf. i vyrobky

zahmujici maso a masné vyrobky, tuk a vyrobky obsahujici tuk nebo mléko a mlécéné vyrobky.
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Podle vyhodného provedeni vynilezu jsou pfi pfipravé potravy indukujici ASP
pouzity sladované obilniny.

Vyraz ,obilniny,, ve smyslu pouZivaném v tomto textu zahmuje obvyklé druhy
obilnin jako penice, jeSmen, Zito, oves, ryze, kukufice, proso, durha a &irok.

woladované obilniny,, je zdravé a Serstvé zri, které bylo sladovano. Sladovani
znamena, Ze zmo je maceno a pak ponechano klicit ve vodsé prisné kontrolovaného sloZeni za
pisné kontrolované teploty, dokud se nevytvori zarodky vyhonki. Doba klideni je
pfizplisobena danému mnoZstvi a rozmanitosti. Vykli¢ené zmo je suseno a vyhonky jsou
odstrangny. SuSeni lze providét s ndsledkem vét$i & mens zmény enzymové aktivity.
Ziskanym vyrobkem je slad. VyZivné litky v ztni byly v omezené mife hydrolyzovany a byly
aktivovany enzymy vyhonkd. Tato ¢dstedna hydrolyzé usnadituje téZ rozklad vyzivnych latek
endogennimi enzymy trviciho systému. Je ziejmé, Ze stupeti hydrolyzy je zvysen i jistym
piedvarenim nebo tepelnym zpracovanim. |

Pfi piipravé potravinovych vyrobki lze sladované obilniny pfidat ve smési s
nesladovanymi obilninami v takovém poméru, aby byly po konzumaci pfipraveného pokrmu
indukovany ASP.

Testy ukazaly, Ze i vyrobky z obilnin, které b&3né tvofi znatnou &st denniho pifjmu
potravy, mohou byt obohaceny enzymy nebo s vyhodou sladovymi vyrobky, a tak po
konzumaci zpisobit zadouci indukci ASP.

MnoZstvi a pomér sladovanych a nesladovanych (pokud jsou viibec pfidany) obilnin
poZadované pro zamysleny fi¢inek 1ze snadno odborn& stanovit v rutinnich testech, p¥i nichz
je méfena reakce na indukci dané potraviny zplisobem uvedenym v SE 9000028-2. Struené
feceno, zplisob zahmuje méfeni standardizované sekre€ni reakee v tenkém stieve krysy.

Bylo zji§téno, Ze hladina ASP nutna pro dosaZeni zadaného Uginku je alesposi 0,5
jednotek/ml krve (1 jednotka = mnozstvi ASP vedouci k 50% inhibici reakce na toxin cholery,
jak je popséno v Pfikladu 1).

Je ziejmé, Ze potraviny pfipravené zplisobem podle vynilezu se 1i§i v mnoha
ohledech a lze je realizovat v mnoha riznych provedenich. Diky tomu se lze vyvarovat
monoténnosti diety. Potfebu stimulace riznych jednotlivet pro dosaZeni &&inné koncentrace

ASP lze stanovit méfenim reakce na pifjem dané potraviny, jak bylo uvedeno. Zpisobem
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podle vyndlezu lze té2 kompenzovat riznou aktivitu enzymovych pfipravki i rozdily v
enzymaticke aktivité u riznych sladovanych obiinin,

Dile je zfejmé, Ze potravu lze ptipravit mnoha riznymi zplsoby i vzhledem k
pozadavkiim chutnosti a rozmanitosti. Potraviny na bazi sladovanych obilnin lze ptipravit v
podobé¢ obilnych vlo&ek, chleba, réhll’kﬁ a téstovinovych vyrobki za pouZiti znimé techniky.
Pii pfipravé vyrobki, kde je tieba zvlhdeni vodou, napf. pfi pfipravé chleba, byly pfedpisy

-pozménény na zikladé znamych pekaiskych zkusenosti. Je té ziejmé, Ze vyrobky mohou byt
pfipraveny jako prasek pro zamichani do vody, limonady nebo jiné tekutiny a konzumovéany
Jjako népoj. _

Mezi masnymi vyrobky obsahujicimi sladované obilniny 1ze zminit masové smési s
obsahem zma nebo uzeniny s ptidavkem sladovaného zra. Py pfipravé potraviny je
samoziejmé rozhodujici, zda je dosaZeno poZadované stimulace tvorby ASP.

.Schopnost piipravit potraviny indukujici ASP v ptedem stanoveném rozsahu je cenna
piedevSim z toho ditvodu, Ze existuje mnoho situaci, kde je Zadouci sniZena sekrece t&lesnych
tekutin, napf. pfi télesné nimaze. Je dobfe znamo, Ze atleti trpi m&kkou stolici, kdy¥ se sna%{ o
extrémni vykony a zaroveni piijimaji velké objemy jidla a tekutin pro piisun energeticky
bohatych sacharida. Poi"émici a vojici majf podobné problémy jako reakci na stresové situace,

kterym jsou vystaveni. Zvlastni problém vznikd pii fzeni rychlych letadel, kde vznik4

pietizeni nékolik g. Piloti musi nosit zvlastn{ hygienické ubrousky, Semuz by se bylo mozno

vyhnout, pokud by jejich stolice byla upravena novou dietou. Potraviny pfipravené podle
vynlezu maji v téchto situacich eventudlng znaénou hodnotu,
Vynalez je dale ilustrovan nasledujicimi piiklady, které viak nijak neomezuji jeho

rozsah.

Piiklady provedeni vynalezu

Piiklad 1 : Pokusy se sladovanymi obilninami na skupiné osob vybranych pro expetimentéini

ucely

» Skuping lidi vybranych pro experimentilni Ulely byly k snidani poddviny pokrmy
tvofen€ riiznymi obilnymi vyrobky. Vzorky krve byly odebrény pted a po zkugebni periodé. Z

téchto vzorkii byly izolovany antisekredni proteiny (ASP) afinitni chromatografii zpiisobem




popsanym v SE 9000028-2. Obsah ASP ve vzorcich byl m&ten biochemickym stanovenim v
krysich, a to zpiisobem, jenz byl popsén jiZ dfive (S. Lange: FEMS Microbiol. Letters 15:
239-242, 1982). Struéné fefeno, tento zplsob zahmuje voperovani podvazané smycky
doprostied tenkého stfeva krysy, intravendzni injekei vzorku ASP a kratce nato injekei toxinu
cholery (3 ug) do stievni smygky. Po 5 hodinach je zvite usmrceno a je zjisténa jého hmotnost
a délka oddelené stievni smycky. Reakce zvifat (mg tekutiny na 1 cm stieva), kterym byl
injikovén vzorek, je porovnana s kontrolnimi zvifaty, kterym byl tnjikovan pouze puft.
Podavana dieta:
L. chiéb pedeny z bilé mouky s 30% obsahem krmiva wErisk-plus,, (L. Goransson a kol.: J.
Vet. Med., B, 40, 478-484, 1993)
2. chiéb pedeny z bilé mouky s 30% obsahem béné jeéné mouky
3. chléb peceny z bilé mouky s 30% obsahem sladované je¢né mouky
4. vlotky s obsahem sladovaného ovsa
Vysledky pokusu jsou uvedeny v nasledujici tabulce, kde jsou udany inicialy osob,
které se podrobily pokusu a aktivita v jednotkdch ASP na 1 ml (1 jednotka = ﬁmoistvi ASP
vedouci k 50% inhibici reakce na toxin cholery). Cisté mnozstvi pfidanych obilnin (tj. bez
zapocteni pSeniéné mouky nebo jinych obilnin, které zkoumané osoby pozily po jidle

obsahujicim testované obilniny) je uvedeno v zdvorkach.

Den Dieta, dny Aktivita APS v krvi, jednotky ASP/ml

EE SL
135 - 0,0 - 0,0

7150 chléb , Frisk+,, 8 dni L4(15 g 0,9 (26 2)
52 - 0,0 | 0,0

31| jecnychiéb ., 10dni 0,0(29 ) 0,0 (50 g)
0 | . | 0,0 | 0.1

| 8 | sladovany je¢ny chléb, 7 dni 1,025 ¢g) | 0,5(50g)
21 : | 0,0 0,4

28 | sladované ovesné viotky, 13 dni | 1,3(25 125 g) T 06(60g)
37 i 0,6 11




6 B i
EJ U IL
0 . 0,0 00 0.1
12 sladované ovesn 1,0(25+25g) [ 0,7(25+25¢g) ] L0(25+25g)
viotky, 10 dnf
19 i 0,5 - 0.8

ASP se ziejmé v lidské krvi za norm4lnich podminek nevyskytuje. Po poZiti chleba
»Friskt,, byly v kevi EE a SL indukovény ASP. Tyto dvé osoby poZily pak postupné chléb s
obsahem b&Zné jeéné mouky a chléb s obsahem sladované je¢né mouky. Chléb z b&%né je&né
mouky neindukoval ASP. Chiéb ze sladované je¢né mouky indukoval ASP. Dvandct dni
potom, co osoby EE a SL pfestaly konzumovat tento chléb, klesla hodnota ASP na 0,0
jednotek (1 jednotka = mnoZstvi ASP vedouci k 50% inhibici reakce na toxin cholery) u EE a
0,4 jednotek (1 jednotka = mnoZstvi ASP vedouci k 50% inhibici reakce na toxin cholery) u
SL. TytéZ osoby konzumovaly sladované ovesné viosky v kyselém mléce. T v tomto pfipadé
byly indukovany ASP. Podobn# jako v predchozim pipadé dosahla hladina ASP u EE vysoké
hodnoty béhem zkuSebniho obdobi a pak rychle poklesla, zatimco u SL dosahla nejvyssi
hodnoty za tyden po zkuSebnim obdobi. Pokus se sladovanymi ovesnymi vlotkami byl
opakovén s dal§imi tfemi osobami. Viechny tfi osoby mély vysokou hladinu ASP v krvi
béhem zkusebniho obdobi a k jistému poklesu doglo také tyden po ukonceni konzumace

testovanych vlo¢ek.

Pfiklad 2
Pokusy s krmenim pro prasata s pi{davkem enzymi

Pokusy na pravé odstavenych prasatech byly provadény podobnym zpiisobem, jako
bylo popsdno Goranssonem a kol. (1993). Prasatim bylo podévino b né krmivo bez
pfidavku antibiotik, velmi poddbné krmivu ,,Lantméinnens Vixfor, a toté krmivo natrdvens
pridanymi enzymy (smés o- a B-amylas), a to v mnostvi 2x5 litrd, poprvé v dobs 3 dny pred
~ dnem odstaveni prasat. Vzorky ‘krve byly odebriny v den odstaveni (den 0) a 6 dni po
odstaveni (den 6). Vf/s]edky ukazuji, Ze v krvi kontrolované skupiny nebyla nalezena

detekovatelnd mnoZstvi ASP, zatimco testovana skupina méla v krvi hodnoty 0,9 jednotek/ml
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(1 jednotka = mnoZstvi ASP vedouci k 50% inhibici reakce na toxin cholery, jak je popséno v
Prikladu 1) jiZ v den 0 a tato hodnota vzrostla na 1,5 jednotek/ml (n = 10 na skupinu).

Priklad 3

Béhem pokusil se ukazalo, Ze krysy maji podobné.reakce na antisekredng mdukll_}lCI
Cinidla jako lidé. Pro odbomika je tedy jednodussi provést kontrolované pokusy na krysach
nez na lidech. Zplisob méfeni indukce antisekre¢niho Vidinku na krysach je popsan v SE
9000028-2. |

V bé€zném laboratornim testu byla &ist krmiva pro krysy nahrazena testovanym
matenalem Krysy byly pied experimentem krmeny 7 dni kontrolni a testovanou potravou.
Osmého dne bylo vyvolino zduieni (sekrece ven) ve stievé injekci 3,5 mikrograml toxiny
cholery. Byla zjiéténa' hmotnost zdufelého stfeva a porovndna s hmotnosti stfeva zvitat
kontrolni skupiny. Tento pomér byl méfitkem stupné antisekreéniho Géinku nebo inhibice
sekrece.

Béhem experimentu byly zjitény nasledujici hodnoty hmotnosti stieva a rozsahu
inhibice:

Dieta Pocet zvifat | Hmotnost stfeva | Stupesi inhibice
| mg/cm ' %
Kontrolni krmivo 3 453+ 3 -
80 % kontrolniho krmivaa 20 % 3 443 % 16 2 (nent signif))

ovesnych vlo¢ek upravenych v péfe

80 % kontrolniho krmiva a 20 % 3 82+5 82 (signif)

sladované pSenice

Z vySe uvedenych vysledki je zicjmé, ze nejvyznamnéjsi inhibice sekrece nebo jinak
feeno vyznamného stupné antisekredniho w&inku bylo dosazeno ve skuping krys, které byly

krmeny 20 % potravy ve formé sladované pSenice.




Priimyslov4 vyuZitelnost

Vynilez se tykd prostfedk®i s enzymatickou aktivitou, jejichz konzumaci je
indukovana tvorba antisekre¢nich proteinti (ASP), které snizuji sekreci télesnych tekutin do
stfeva vyvolanou napf. fyzickou namahou, stresem atd.‘Lze tak pfipravit vyzivné, chutné a
rozmanité potraviny, které maji schopnost zmirtiovat nebo odstrafiovat problémy s touto

nezadouci sekreci.




PATENTOVE NAROKY

PouZiti vyrobkl s enzymatickou aktivitou pro piipravu potravin indukujicich po
konzumaci antisekrecni proteiny (ASP), které reguluji vytok tekutiny a elektrolyti do
stieva, a to v takovém mnoZstvi, ze 1 ml krve obsahuje alesponi 0,5 jednotky ASP (1
jednotka = mnoZstvi ASP vedouci k 50% inhibici reakce na toxin cholery).

Pouziti podle niroku 2, vyzna&ujici se tim, ze vyrobky s enzymatickou
aktivitou jsou sladované obilniny.

Pouziti podle ndroku 2, vyznadujici se tim, e sladované obilniny jsou
Je€men, pSenice, Zito nebo oves.

Pouziti podle niroku 2, vyznaéujici se tim, ze sladované obilniny jsou ryze,

kukuftice nebo &irok.

Pouzitf podie kteréhokoliv z narokli 2 a2 4, vyzna&u jici se tim, Ze sladované -

obilniny jsou ve smési s nesladovanymi obilninami.

Pouziti podle ndroku I, vyznadujici se tim, se pfipravené potraviny jsou
vlocky vhodné k snidani, chléb, rohliky nebo téstovinoveé vyrobky.

Potraviny pfipravené podle nékterého z narokd 1 az 6, v vznacujici se tim,
Ze maji schopnost indukovat po konzumaci antisekre¢ni proteiny (ASP), které reguluji
vytok tekutiny a elektrolytli do stfeva, a to v takovém mnozstvi, #¢ 1 m! krve obsahuje
alespori 0,5 jednotky ASP (1 jednotka = mnoZstvi ASP vedouci k 50% inhibici reakce na
toxin cholery).

Potraviny podle néroku 7, vyznadujici se tim, e jsou v podob& vlodek
vhodnych k snidani, chleba, rohlikt nebo téstovinovych vyrobki.

Potraviny podle naroku 7,vyznalujici se tim, Ze jsou v podobé pragku pro

zamichani do tekutiny za vzniku napoje.
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