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Séjovy extrakt,

dek, ktery jej obsahuje

blas hnik

Vynédlez se tykd novych extraktl ziskanych extrakci

celych sdéjovych bobu nebo sbéjové mouky zbavené oleje

max (L.) MERRIL, t¥ida Leguminosae),

prost¥edkt, které obsahuji tyto extrakty.

vyznac¢uji tim, Ze obsahuji v urcitém poméru

saponiny.

Dosavadni stav techniky

Je znamo,
ridy a aminokyseliny,
stvi, které zavisi na oblasti puvodu a podminkéch,

byla rostlina pé&stovana a sklizena.

Saponinové 1latky byly rozdéleny do t¥i

struktury jejich triterpenové Casti:

(Okubo K. a dalsi, Ser. 546, 330,

ACS Symp.,

Pv Zow - 423

zpusob jeho p¥ipravy a farmaceuticky prost¥e-

zralych
(glycin

zpUsobu jejich p¥ipravy a
Nové extrakty se

isoflavony a

ze sbja obsahuje saponiny a isoflavony a dile sacha-
a také proteiny a minerdlni soli v mnoZ-

za Jjakych

t¥id podle chemické
sb6jové saponiny skupiny A,

1994) .
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skupina E |[sacharidovy [-0 H
Yetézec

Isoflavonové slouceniny se deéli na glukosidisoflavony (daidzin,
- genistin a glycitin), které mohou obsahovat acylové napt¥iklad

malonylové zbytky pripojené k Feté&zci sacharidu.

RO 0
Ry
0
Rl RZ R3
Daidzin H H D-glukosa

Glycitin OCH; |H D-glukosa

Genistin H OH |D-glukosa

Naizdein H H H

Glycitein |OCH, |H H

Genistein |H OH |H

Podle biomedicindlnich publikaci a epidemiologickych praci pu-
blikovanych v neddvné dobé& (hlavné& u vychodnich narodd, které
ve velkém konzumuji potraviny na bazi s6ji) poZivani té&chto
potravin G¢inné omezuje premenopausdlni a postmenopausalni

symptomy (A. Cassidy, Proceedings of the Nutrition Society,
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1996, 55, 339-417). Tato fakta, kterd dosud postradaji jasny
védecky zaklad, jsou obvykle pr¥isuzovana isoflavon a glykon-
genisteinu, daidzeinu a glyciteinu, které jsou p¥itomné v rtz-

nych sdéjovych potravinéch.

Isoflavony se obvykle povaZuji za rostlinné estrogeny a ¥ada in
vitro studii prokazala, Ze tyto latky pusobi na mechanismy
ovliviiujici sav&i estrogeny s aktivitou F¥adové (500 az 1000)
ni¥%i, neZ estradiol (D.A. Shutt a R.I. Cox, Journal of

Endocrinology, 1972, 52, 299-310).

Podle daldich biomedicin&lnich publikaci a epidemiologickych
praci publikovanych v neddvné dobé (hlavné u vychodnich nérodi,
které ve velkém konzumuji potraviny na bazi s6ji) poZivéani
t&chto potravin G&inné omezuje vyskyt rakoviny prsu u Zen a
rakoviny prostaty u muZd (A. Nomura, B.E., Henderson J. Lee,
American Journal of Clinical Nutrition, 1978, 31, 2020-2025;
T. Eirayamn v Diet, Nutrition and Cancer, 1986 str. 41-53,
Y. Hayashi, M. Nagao, T. Sugimura, S. Takayana, L. Tomatis,
L.W. Wattenberg a G.N. Wogan, Tokyo: Japanese Scientific
Society Press; R.K. Severson, A.M.Y. Nomura, I.S. Grove, G.N.
Stemmerman, Cancer Research, 1989, 49, 1857-1860). I tato fak-
ta, kterd dosud postréddaji jasny védecky zaklad, jsou obvykle
prisuzovana isoflavon a glykongenisteinu, daidzeinu a

glyciteinu, které jsou pritomné v rlznych sdjovych potravindch.

Tyto isoflavony byly studovany v in vitro modelech s ohledem na
jejich schopnost interagovat s proteinkinasami, =zejména tyro-
sinkinasou, coZ jsou enzymy, které pravdépodobné hraji roli pri

proliferaci né&dorovych bunék.

V soulasné dobé bylo popsé&no mnoho zplsobl p¥ipravy l1é&iv na

bazi séjovych extraktl pro preventivni léceni premenopausalnich

svee




a postmenopausdlnich symptomd a také rakoviny. Neékteré patenty
nebo patentové p¥ihl&Zky popisuji prostf¥edky s novymi sdjovymi
extrakty ziskanymi chemickou nebo enzymatickou hydrolyzou
glukosidisoflavond p¥itomnych v séjovyéh bobech nebo jejich
vyhoncich (Kikkoman Corp. J-08291191; Kikkoman Corp.
J-07173148; Kelly GE W0-9323069; Kikkoman Corp. J-0511707566) .
Vdechny tyto publikace jsou ale povaZovény pouze za pIripravu
isoflavond s vysokou koncentraci a aktivitou (s ohledem na
ovliviiovdni premenopausdlnich a postmenopausé&lnich poruch a

protirakovinnou aktivitu).

Nyni bylo objeveno, Ze narozdil od dfivéjsich popist jsou
samotné isoflavony (s ohledem na prevenci i 1léc&eni premenopau-
sdlnich a postmenopausdlnich symptomd a prevenci i 1léceni
rakoviny) zna&né aktivné&j8i neZ extrakty, které obsahuji v ur-

&itém pom&ru glukosidisoflavony a sdjové saponiny skupiny B.

Daldim aspektem spojenym s extrakty v souladu s predkladanym
vynadlezem je zneuZivéni alkoholu a alkoholova zavislost. Toto
jsou fenomény, které lze shrnout pod pojmem "alkoholismus" a
tvori zAvaZny problém soucfasné moderni spolelnosti (Gessa G.L.,
"Bisogno compulsive di bere e principio del piacerell [Nutkéni
k piti a princip radosti] v Medicina delle tossicodipendenze
[Lé&eni drogové zavislosti] II, 5 (1994)). Nap¥iklad v Italii

0,

jsou vic neZ 9 % populace (asi 5 miliond osob) tzv. téic

[

konzumenti a vice neZ 1 milion osob jsou alkoholové zavisli
(Calamo-Spechhia F.P., "Epidmiologia dell'alcolismo v Italia"
[Epidemiologie alkoholismu v It&lii] v Atti del VII Congresso
Nazionale della S.I.A. [Sbornik 7. narodniho kongresu S.I.A.]
Mediserve, Rim, 295-301 (1991)). Tato &isla se =zvy3uji, kdyZ
vezmeme v Uvahu USA, kde je vice neZ 13 miliond osob zavislych

na alkoholu. zneuzivadni alkoholu a soulasna alkoholova
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zavislost vedou k velmi vysokym statnim vydajim (od roku 1991

bylo v USA takto pouZito asi 200 miliard dolarl roc¢né&) a jsou

p¥i&inou velkych socidlnich a psychologickych probléml posti-

zenych.

v

Stavajici ptistupy k 1lé&eni alkoholismu krom& psychologickych

2

(skupinovad terapie apod.) sestévaji =z podavani 1léku jako je

disulfiram a kalciumkarbamid, které ovliviiuji wmetabolismus

alkoholu resp. inhibuji jaterni aldehyddehydrogenasu, a tak

zvy&uji hladinu daviciho acetaldehydu a zpusobuji vyskyt v&ech

neprijemnych jevd spojenych s poZivanim alkoholu.

Podle dosavadniho stavu techniky byla jedinou rostlinou pou-

Yivanou p¥i 1é&eni alkoholismu Pueraria lobata (Radix puerarie)

a Salvia miltiorrhiza, které se hojné uzivaji v tradicéni &inské

medicing a tvori podstatu patentové p¥ihlagky WO 93/00896 a WO

96/35441. Krom& pouZiti extraktld tyto patentové prihlasky

ndrokuji pouZ?iti <&istych 1l&tek jako Jje daidzein a jeho

semisyntetické derivaty ve WO 93/00896 nebo diterpenoidy jako
jsou tanshinon a miltiron ve WO 96/35441. U&inek na alkohol-

dehydrogenasu s vyfe uvedenymi postrannimi efekty byl uveden i

u derivadtl isoflavonu, zatimco byl stejny mechanismus u
diterpenoidickych sloudenin vylouden. Dale uvadi patentova
p¥ihladka WO 96/36332 ulinek forskolinu na sniZeni spot¥eby

alkoholu.

2

Nyni bylo pf¥ekvapivé objeveno, Ze lze s Uspéchem pro sniZeni
patologické spot¥eby alkoholu pouZit extrakty obsahujici v ur-
gitém poméru glukosidisoflavony a sdjové saponiny skupiny B.

v

Tyto extrakty jsou znacdné U¢innéjsi neZ samotné isoflavony a
plusobi jinym mechanismem, neZ je inhibice alkoholdehydrogenasy,

protoZe plasmovd koncentrace alkoholu zistava nezménéna.




Krom& vyde uvedeného dosavadniho stavu techniky uvadi
WO 96/10341 dietetické nebo zdravotnické prost¥edky obsahujici
v podstat& <&isté hypokotyly séjovych semen. Neni zde ale
uvedena ¥&dna zminka o postupu extrakce ani o poméru isoflavonu

a saponintt v souladu s p¥edkladanym vynalezem.

Patent US 4,428,876 uvadi zpusob izolace saponint a flavonoidl
z ludté&nin. Uvedend extrakce sbjovych bobl 0,4% vodnym hydro-
xidem sodnym ale poskytuje jiny kone&ny extrakt neZ ten v sou-
ladu s predkladdanym vynédlezem. A opét zde neni Z2adny odkaz na

pom&r isoflavonti a saponini v souladu s pY¥edkladanym vynalezem.

Patent JP 59088064 vede pouze k izolaci a pouZiti samotnych
saponintl. TéhoZ se tyk& DE 34 00 258. Podobné& JP 61036225 vede
k izolaci a &i8té&ni saponinti a JP 62005917 k pripravé cistych
saponin® zcela prostych isoflavoni. Prace JP 4036242 se tyka
ptipravy d&istého saponinu nebo extraktu obsahujiciho vysoky

pom&r saponin/isoflavonejako protizanétlivého c¢inidla.

Patent EP-A-426 998 uvadi pripravu isoflavont ze sdjovych bobu
a zejména genistin a daidzinmalondtu. Neni zde Z&dnd zminka o

extrakci saponini a o poméru isoflavonid a saponint.

Prdce JP 63245648 vede k pripravé sbéjové potraviny zbavené
saponini a isoflavont, které jsou shledany zpusobujicimi pachut

a nepoZivatelnost potraviny.

Mark Messina a dal$i, Journal of the National Cancer Institute,
Vol. 83, No. 8, 17.4. 1991, strany 541-546, uvadi roli sdjovych
produktll p¥i potladovédni rizika rakoviny, kterd 3jiZ byla
uvedena ve vé&decké literatu¥e. Ani tento ani jiny dokument ale
neuvédi extrakt obsahujici saponiny a isoflavony v poméru jako
predklédany vynélez.natoé farmakologicky uG¢inek dostupny takto

specifickym extraktem.




Podstata vynélezu

Pr¥edkladany vyndlez se proto tyké extraktu, ktery obsahuje 0,6
s vyhodou 1 hmotnostni dil sdjového

kdy

a? 1,5 hmotnostniho dilu,

saponint skupiny B na 1 hmotnostni dil glukosidisoflavont,

Q

je obsah glukosidisoflavonl v extraktu alespoil 13 % hmotnost-

nich.

Jak ukézala HPLC-MS analyza, maji sdéjové saponiny skupiny B,

které zplsobuji vyhodny efekt na aktivitu isoflavonové slozZky,

nédsledujici strukturu:

COOH
0O
OH
R oH
OH—0 o
OH
OR,

R, R,
sbéjovy saponin V CH,OH |[glukosa
sbjovy saponin II isomer |CH, arabinosa
sbéjovy saponin I CH,0H |ramnosa
sdéjovy saponin II H ramnosa
sbéjovy saponin III CH,OH |H
sdjovy saponin IV H H

ceen
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Vyndlez se dale tyk& zpusobu pripravy vy8e uvedenych extraktd,

ktery se vyznaluje tim, Ze zahrnuje nésledujici kroky:

a) extrakce =zralych celych sbéjovych bobl nebo sbéjové mouky
zbavené oleje alifatickymi alkoholy nebo sm&si téchto

alkohold s vodou;
b) zahu3téni extraktu z kroku a);

igt&ni zahudté&ného extraktu z kroku b) od olejovitych a a

o
-
(024

lipofilnich latek puUsobenim alifatickych uhlovodikil;

d) extrakce aktivnich sloZek pomoci s vodou nemisitelnych ali-

fatickych alkoholu;
e) =zahusténi extraktu z kroku d) a jeho vysuSeni.

Konkrétn& lze extrakty v souladu s predklédanym vyndlezem p¥i-
pravit extrakci zralych celych sbéjovych bobl nebo séjové mouky
zbavené oleje, které obsahuji séjové saponiny skupiny B a
glukosidisoflavony ve vzadjemném poméru 3:2 az 2:3 pomoci
alifatickych alkoholll samotnych nebo ve smé&si s vodou, vyhodné
pomoci sm&si ethanol/voda Jjako je 95% <&isty ethanol. Po
zahudténi extraktu a ¢igténi od olejovitych a lipofilnich léatek
pusobenim alifatickych  uhlovodikl (napt. n-hexanu nebo
n-heptanu) se aktivni slozky extrahuji pomoci s vodou nemisi-
telnych alifatickych alkoholl jako je n-butanol, isobutanol a
isoamylalkohol. Po zahudt&ni na men3i objem se organickéd féaze
vysu8i za sniZeného tlaku. Vyndlez se dale tykd modifikaci vyse
uvedeného postupu, kdy se po krocich b) nebo c¢) zahustény
alkoholovy extrakt podrobi nasledujicimu kroku d'), ktery je

nasledovan krokem e) :
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d') adsorpce aktivnich sloZek na polystyrenovou adsorpéni

prysky¥ici; promyti pryskyf¥ice vodou; vymyti aktivnich

sloZzek ethanolem.

V souladu s touto modifikaci lze typicky extrakt podle p¥edklé-
daného vyndlezu p¥ipravit adsorpci aktivnich sloZek (isoflavont

a saponint), které jsou pritomné v zahusté&€ném alkoholovém ex-

traktu rostlinného materidlu, na polystyrenové adsorpdéni

prysky¥ici jako je duolit nebo jakykoliv XAD, zejména XAD1180

kvili svému mirn& kyselému pH; a zpétnym vymytim smési

isoflavoni a séjovych saponint skupiny B ethanolem po pedlivém
promyti sloupce prysky¥ice vodou za odstranéni soli a dalgich

neaktivnich sloZek.

)
)

Extrakt ziskany za té&chto podminek obsahuje 13 aZ 17 hmot -
nostnich isoflavond a 0,6 to 1,5 hmotnostniho dilu sdjovych
saponintd skupiny B (v z&vislosti na kvalit& pouZitého rostlin-

ného materid&lu) na 1 hmotnostni dil glukosidisoflavoni. Tento
extrakt obsahuje i velké mnozZstvi polyfenolickych latek, které

se ukézaly byt nezbytné pro vlastni aktivitu extraktu.

Provedeni vy8e uvedeného postupu a jeho modifikaci zahrnuje

nadsledujici kroky:

f) suspendovani extraktu z kroku e) ve sm&si s vodou misitel-
ného alkoholu a vody a jeho z¥edéni s vodou nemisitelnym
aprotickym rozpoustédlem;

g) =zah¥ivani sm&si 2z kroku f) pro dokondeni rozpousdténi a
ponechdni p¥i teploté mistnosti;

h) oddéleni vysraZenych sdjovych saponinid skupiny B filtraci;
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odd&leni organické a vodné féaze a zahudténi organické faze

a jeji vysuSeni za ziskédni isoflavonové slozky; a

smichdni saponind z kroku h) a isoflavonlt =z kroku i) =za

)

GGelem vytvo¥eni extraktu.

A tak lze ziskat i extrakty v souladu s predkléadanym vynalezem,
které se vyznaduji velmi vysokym obsahem glukosidisoflavonu a

séjovych saponind skupiny B ve vy8e popsaném poméru, a to z

extraktu ziskaného vyde popsanym postupem nebo jeho modifikaci.
Za tim G¢elem lze postup provést nasledovné: uvedeny extrakt se

suspenduje v alkoholu misitelném s vodou jako je ethanol nebo

[
)

methanol s obsahem wvody 10 aZz 50 objemovych a z¥edi se

s vodou nemisitelnym aprotickym rozpoustédlem jako je ethylen-
chlorid nebo ethylacetdt. Ziskand heterogenni smés se zahYeje

pro dokon&eni rozpoudté&ni extraktu a ponechd se pri teploté

mistnosti, takZ¥e se mohou vysréZet sdjové saponiny skupiny B.
Saponiny, které maji d&istotu vys88i neZ 90 %, se oddelil
filtraci. Isoflavonové sloZky, které maji distotu vice neZ 80 %

se ziskaji z vodnych mate&nych louhl oddélenim organické féaze a

jejim zahudténim a vysuSenim. Isoflavony a saponiny lze pak

smisit za U&elem ziskdni extraktu s nejvys3Sim moZnym obsahem
glukosidisoflavonl a s obsahem séjovych saponint skupiny B od

0,6 do 1,5 hmotnostniho dilu na 1 hmotnostni dil glukosid-

isoflavont.

D4dle jsou uvedeny vyhodné podminky pro provedeni jednotlivych

krokt postupu v souladu s p¥edklddanym vyndlezem. V tomto

pripadé jsou jednotky pro mé¥eni objemovych dila ,litry"“ a

hmotnostnich dilt ,kilogramy™.

Krok a: rostlinny materidl se s vyhodou extrahuje 12 az 17

objemy rozpouStédla na 1 hmotnostni dil biomasy. Ex-




Krok b:

Krok c:

Krok d:

Krok e:

Krok f£:

Krok g:
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trakdéni teplota je s vyhodou nad 55 °C. KaZdad extrakce
se g vyhodou provadi v periodé krat8i neZ 4 hodiny.
Vhodn& rozpoustédla kromé ethanol jsou mj. methanol,
propanol a isopropanol. tato rozpouStédla mohou obsa-

hovat do 10 % vody.

extrakt se s vyhodou zahusti p¥i teploté do 50 °C =za
sni%eného tlaku. Extrakt se s vyhodou zahusti na obsah

alkoholu 65 aZz 75 %.

&idt&ni se s vyhodou provadi za pouZiti 0,3 azZz 0,6
objemi alifatického uhlovodiku na 1 hmotnostni dily
rostlinného materidlu. Vhodny postup je extrakce ole-

jovitych a lipofilnich latek.

aktivni sloZky se s vyhodou extrahuji 0,2 aZ 0,4 objemy
alkoholického s vodou nemisitelného rozpoustédla na
ka’?dou extrakci pol¢itédno na 1 hmotnostni dil rost-

linného materidlu; s vyhodou se provedou 3 extrakce.

extrakt z kroku d se s vyhodou zahusti p¥i teploté do

50 °C za sniZeného tlaku.

extrakt z kroku e) se s vyhodou suspenduje v 5 aZ 10
objemech (na 1 dil extraktu) ve s vodou misitelném
alkoholu za pouZiti pom&ru alkohol/voda v rozsahu od
2:8 do 3:7 objem/objem. Aprotické s vodou nemigsitelné
rozpoudtédlo se s vyhodou pouzije v mnoZstvi 2 aZ 5

objemd na 1 hmotnostni dil extraktu z kroku e.

k dosaZeni Uplného rozpusténi se smé€s s vyhodou zaht¥iva
k varu. Smé&s se pak s vyhodou ponechd& stat p¥i teploté

mistnosti 15 aZ 24 hodin.
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Krok i: organickd féze se g wvyhodou zahusti odpa¥enim pri

teploté do 30 °C za snizZeného tlaku.

Krok j: saponiny 2z kroku h a glukosidisoflavony z kroku g se
s vyhodou pou%iji k p¥ipravé alkoholického roztoku,
ktery obsahuje saponiny a glukosidisoflavony v poméru
1:1. Roztok se pak s vyhodou =zahusti do sucha p¥i

teploté do 50 °C za sniZeného tlaku.

MnozZstvi isoflavonli a sbjovych saponind skupiny B se stanovi
HPLC analyzou za pouZiti Supelco-Sil LC-ABZ kolony (250 mm x
4,6 mm), 5 pum, a terndrniho elué¢niho média s gradientem, které
obsahuje A) H,0 (CF,COOH 0,01 %), B) acetonitril (CF,COOH
0,01 %) a C) methylalkohol (CF,COOH 0,01%). Jednotlivé sloZky
lze identifikovat a charakterizovat hmotnostni spektroskopii

v kombinaci s HPLC a termosprej interface.

Extrakty v souladu s pYedkléddanym vynélezem se 1isSi od drive
znadmych extraktd kvali svému zvlastnimu plasobeni. Z poruch
v menopause Jjsou nejcastéjsi klimakterické poruchy, kterymi
zeny trpi v menopause, ndvaly horkosti, nespavost a deprese.
Jsou spojeny se sniZenim nebo zastavenim d&innosti vajednikt a
spojenou sni%enou tvorbou estrogenu a zvySenou tvorbou
luteinizadniho hormonu (LH) a folikulus stimulujiciho hormonu

(FSH) .

Soulasné studie (Duker E.M. a dalsSi; Planta Med. 57, 420, 1991)
uvddéji spojitost mezi prileZitostnym zvySenim LH a teplotnimi
zm&nami kuZe samic krys po vynéti vajednikd. Tato spojitost
mezi hladinou LH a névaly horkosti, kterd& byla pozorovany nejen
v p¥ipadé krys, ale i Zen, napovida, Ze mnoZstvi vylulovaného

LH miZe byt vhodnym parametrem pro studovani psychoneurotického

a endokrinniho Ud¢inku aktivnich endokrinnich sloudenin.

(XX 2]
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Tabulka 1 uvadi vysledky =ziskané u krys po vyjmuti vajeénikt
p¥i podavani dvou oddélenych frakci (isoflavony a sdjové sapo-

niny skupiny B) a extraktu v souladu s predklédanym vynalezem.

Tabulka 1: Koncentrace luteinizadniho hormonu (LH) v plasmé u
krys po vyjmuti vajeénikll po peroralnim podavani

s6jového extraktu

Podavany produkt Davka LH

{mg/kg/den) {ng/ml)

Nosil 10 ml/kg 6,2+0,01
Séjové saponiny skupiny B 1000 5,840, 02
Séjové isoflavony 1000 3,4+0,001
S6jovy extrakt pripraveny podle 1000 2,1+0,001

prikladu 1

Séjovy extrakt p¥ipraveny podle 1000 1,3+0,001
prikladu 3

Samice krys byly podrobeny ovariotomii znamym zplsobem. Po 15
dnech po operaci byla zviratim podévéna testovand latka:
jednorazové, perordlné&, 15 dnl. Zvirata byla usmrcena 3 hodiny
po posledni davce. Krev byla odst¥edéna hned nato a ziskané
sérum bylo aZ do stanoveni LH radioimunologickym testem podle
Niswender a dalsi (Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 128, 807, 1986)

skladovano p¥i -25 °C.

Jek je vidét, podavani extraktu v souladu s predkléadanym vyna-
lezem vedlo ke statisticky vyznamnému sniZeni hladiny LH, které

bylo v&tdi neZ soulet jednotlivych sloZek (synergicky efekt).

Extrakty pouZité u opakovaného 1léceni zdravych zvifat nevedly k

zddnym makroskopickym ani wikroskopickym zmé€ndm organt ani

(L Z A X
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systémd u samcl krys, kdyZ u samic doSlo ke zm&né€ hmotnosti

d&lohy a kostry, coZz potvrzuje estrogenni aktivitu.

KdyZ byly extrakty v souladu s predkladanym vyndlezem podavany
Zendm v menopause (bez ohledu jestli k ni do$lo pr¥irozené nebo
chirurgicky), do8lo ke zm&n& hladiny LH v plasm& a omezeni
menopausalnich poruch, jako jsou navaly horkosti nebo deprese
apod. v n&kolika dnech poddvéani a p¥i dlouhodob&jsi 1é&cbé€ dodlo

i ke sniZeni demineralizace kosti.

Extrakty v souladu s pfedklédanym vynadlezem maji 1 znacnou

antiproliferadni aktivitu. Tabulka 2 uvadi antiproliferadni in

vitro aktivitu u kmene naddorovych bunék vajeéniku (OVCA 433).

Tabulka 2: Antiproliferadni aktivita sdéjovych extraktd proti

néddorovym burikdm vajedniku (OVCA 433) in vitro.

Sloucenina 1C,, UM
S6jové saponiny skupiny B 6,2
S6jové isoflavony 4,5
Séjovy extrakt pripraveny podle prikladu 1 1,6
S6jovy extrakt pripraveny podle prikladu 3 1,1

Builky byly kultivovdny v monovrstvé na minimu esenciélniho
média obsahujiciho p¥idané teleci sérum a 200 jednotek/ml peni-
cilinu pro udrZeni sterility média. Za G&elem reprodukova -
telnosti testu byly builky kaZdy tyden trypsinizovany a naneseny
na desku s hustotou 8 x 10! bun€k/ml a inkubovany p¥i 37 °C na
vzduchu s obsahem 5 % CO, a vlhkosti. Za ulelem testovani
aktivity slouCenin byly burlky naneseny do jamek (Falcon 3046,
Becton Dickinson NY) p¥i koncentraci 1 x 10°/ml v minim&dlnim
mnoZstvi substratu. Po 24 hodindch byl substrat vymé&nén za
Cerstvy a byly p¥idadny slouleniny rozpudténé v absolutnim

ethanolu. Kontrolni pokus byl proveden s excipientem za absence

saee

L X4
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~

aktivni sloudeniny. Vy8e uvedeny postup byl opakovén ve
24hodinovych intervalech po dobu 72 hodin. Inhibice proliferace
bun&k byla stanovena p¥imym politédnim bunék za porovné&ni testo-
vaného a kontrolniho vzorku. Ukdzalo se, Ze extrakty v souladu
s predkladanym vyndlezem maji antiproliferaéni aktivitu, ktera
je v&t&i ne? soulet antiproliferaénich aktivit jejich sloZek
(synergickd aktivita). Sloufeniny v souladu s predkladanym
vyndlezem inhibovaly bun&&nou proliferaci in vivo, coZ bylo
ov&tfeno m&fenim velikosti nédort transplantovanych nahym
atymickym my$im podle bé&Znych postupl popsanych v literature.
Poddvani davek v rozsahu 10 a¥% 500 wmg/kg vedlo ke znadné
degeneraci studovanych nddort aZz po jejich zmizeni u vysokého

procenta jedincu.

Inhibi&ni efekt na spot¥ebu alkoholu byl stanoven pomoci
alkolickych krys druhu ,Sardinskad alkoholicka“ (Sp) (Fadda F.,
Mosca E., Colombo G., Gessa G.L., Alcohol Preferring rats;
Genetic sensitivity to alcohol-induced stimulation of dopamin
metabolism, v Fysiol. Behav. 47, 727 (1990)). Tato zviXata,
kterd m&la volny vyb&r mezi vodou a alkoholem, poZivala denné 6
a? 7 g alkoholu na 1 kg télesné hmotnosti (pfi poméru voda:
alkohol vice neZ 2:1), byla v poslednich letech pouZita ke
stanoveni uU&inku raznych latek na dobrovolnou spot¥ebu alko-
holu, viz. nap¥. Balakleevsky A., Colombo G., Padda F., Gessa
G.L., Ro 19-4603, a benzodiazepine receptor inverse agonist,
attenuates voluntary ethanol consumption in rats selectively
bred for high ethanol preference, Alcohol Alcohol 25, 449-452
(1990); Fadda F., Garau B., Colombo G., Gessa G.L., Isradipine
and other calcium channel antagonists attenuate ethanol

consumption in ethanol-preferring rats, Alcoholism: Clinical

and Experimental Research 16 (3), 449-452 (1992).
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ZviY¥ata chovand za normdlnich podminek mé€la volny vybér mezi
vodou (kterd byla vZdy k dispozici) a alkoholem (10% roztok
objem/objem), ktery byl nabizen ve 4 hodinovych periodéach kazdy
den (tj. prvni 4 hodiny temna b&hem cyklu den/noc). KaZdy den
ve stejnou dobu byla =zaznamenédna spot¥eba vody a alkoholu.
Potrava byla k dispozici dle libosti. KdyZ byla dosaZena
stabilni spot¥eba alkoholu a vody, =zafalo perordlni podavani
extraktu v dévce 1000 mg/kg suspendovaného ve vodé (2 ml/kg,
jednou za den, 7 po sobé& jdoucich dnl). Jako kontrolni pokus
byl pou¥it stejny objem excipientu. Na konci podévani byla
zaznamenadvana spot¥eba alkoholu, dokud nedosdhla hodnot pred

podavanim.

Tabulka 3 ukazuje Gfinek opakovaného perorédlniho podéavani

1000 mg/kg séjového extraktu na spot¥ebu alkoholu.

Tabulka 3 vede k zavéru, Ze sdjovy extrakt vyznamné& snizZuje
spottebu alkoholu. SniZend spot¥eba alkoholu zustava behem
7 dnt podavéani konstantni a zpatky narustéd aZ po ukonceni 1é-
Zeni. Dale je vidét, Ze sniZeni spotfeby alkoholu je vyznam-
n&jsi neZ jen soulet G&inkd jednotlivych sloZek (synergicky

efekt) .

seey
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Vyndlez se proto tykd 1 farmaceutickych prost¥edkd, které
obsahuji jako aktivni sloZku vySe uvedeny extrakt. Konkrétné se
vyndlez tyk&: farmaceutického prost¥edku obsahujiciho tento
extrakt pro prevenci nebo lé&eni premenopausalnich nebo postme-
nopausélnich symptomt; farmaceutického prost¥edku obsahujiciho
tento extrakt pro prevenci nebo 1léCeni rakoviny prsu Zen a
prostaty mu¥t; a farmaceutického prost¥edku obsahujiciho tento

extrakt pro prevenci nebo lé&eni alkoholismu.

Prost¥edky nebo extrakty v souladu s pY¥edklaédanym vynalezem lze
vhodnym zplsobem upravit do formy tablet, mékkych nebo tvrdych
Yelatinovych kapsli, granulovaného praSku pro pripravu instan-
tnich roztokd nebo tekutin nebo kapalin, které odpovidaji
jejich rozpustnosti. Davky extraktu v souladu s predkladanym
vynadlezem jsou v rozsahu 30 mg a% 500 mg za den v p¥ipadé
jednorézového nebo opakovaného podévani, s vyhodou 200 mg pri

podavani dvakrat denné&. Vyhodnéd forma podavéani je peroralni.

Priklady provedeni vynélezu

Vyndlez ilustruji nésledujici p¥iklady.

[

P¥iklad 1 P¥iprava sdjového extraktu s obsahem isoflavonu 15 %
hmotnostnich a pom&rem glukosidisoflavonu ku sdjovym

saponiniim B skupiny 1:1,5 &iSténim rozpousteédly.

o)

10 kg sdjové mouky zbavené oleje obsahujici 0,2 % glukosidi-
soflavond a 0,3 % sdjovych saponint skupiny B se peétkrat
zahtiva k varu vZdy ve 30 litrech 95% ethylalkoholu. Alkoholové
extrakty se spoji a =zahusti za sniZeného tlaku na objem 5
litrti. Koncentrat se z¥edi 1,5 litrem vody a <&ty¥ikrat se
extrahuje 5 1 n-hexanu. Hexanovd fédze se odloZi a zahusté&na

alkoholovad faze se &ty¥ikrat extrahuje 2,5 1 n-butanolu.




19

Organické féze se zahusti a vysu8i za sniZeného tlaku. Ziské se
133 g extraktu obsahujiciho 15 % hmotnostnich isoflavonu a

22,5 % hmotnostnich sdjovych saponint skupiny B.

Chromatogram 2z HPLC extraktu ziskaného postupem podle tohoto

prikladu je uveden na obréazku 1.

P¥iklad 2 - Priprava sdjového extraktu s obsahem isoflavonu
15 % hmotnostnich a pomérem glukosidisoflavonu ku sdé-
jovym saponintm B skupiny 1:1,5 ¢isténim na polysty-

renové pryskyrici

Vodny koncentradt p¥ipraveny podle pfikladu 1 se neextrahuje
n-butanolem, ale podrobi se pusobeni polyethoxylovaného
ricinového oleje (Cremofor’), a to za uGdelem rozpudté&ni
pryskyti&nych zbytkd po =zahudténi alkoholové faze. Sm&s se
potom aplikuje suspendovand v ¢isténé vodé (5 1) na kolonu
pryskyrice XAD1180. Kolona se promyje vodou =za Uplného
odstranédni soli, sacharidl a povrchové aktivnich latek, a pak
se vymyvad 10 litry 95% ethylalkoholu. Po =zahuSténi a vysuseni

ethanolové féaze se ziskd 130 g extraktu se stejnym sloZenim

jako v p¥ikladu 1.

P¥iklad 3 - Priprava sdjového extraktu s obsahem isoflavonu
43 % hmotnostnich a pomérem glukosidisoflavonu ku

sb6jovym saponintm B skupiny 1:1

Extrakt (200 g) ziskany v ptrikladu 1 nebo 2 se suspenduje v 1 1
20% vodného ethylalkoholu a z¥edi se 0,5 1 ethylacetéatu.
Suspenze se za intenzivniho michani zahf¥ivéd k varu azZ do
dplného rozpusténi, a pak se nechd stdt pres noc. Tim dojde
k vysrdZeni saponind (38 g, 93% <Jdistota), které se oddéli

filtraci, a oddéleni vodnych matelnych louhd, které obsahuji

ethylacetdt a vodu. Organickéd féaze se zahusti za sniZeného
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tlaku a vysu8i se. Isoflavonovy zbytek (37 g) o listoté& 81 % se
rozpusti v 1 1 ethylalkoholu a pridéd se 32 g krystalickych
saponini za Udelem ziskani produktu, ktery obsahuje isoflavony
a saponiny v hmotnostnim poméru 1:1. Alkoholovy zroztok se
zahusti do sucha za sniZeného tlaku a poskytne 69 g extraktu
s obsahem glukosidisoflavont 43 % hmotnostnich a obsahujiciho

43 % hmotnostnich sdjovych saponint skupiny B.

P¥iklad 4 - P¥iprava tvrdych Zelatinovych tobolek obsahujicich

sbéjovy extrakt

S6jovy extrakt pripraveny podle prikladu 1 200,0 mg
Laktosa 67,5 mg
Mikrokrystalickd celulosa 22,5 mg
Koloidni oxid k¥emicity 3,0 mg
Sodnd stl kroskarmelosy (zesité&ny polymer 21,0 mg

sodné soli karboxymethylcelulosy)
Mastek 8,0 mg

Stearan horecdnaty 3,0 mg

P¥iklad 5 -Priprava tablet obsahujicich séjovy extrakt

Séjovy extrakt p¥ipraveny podle prikladu 3 400,0 mg
Séjové polysacharidy 155,5 mg
Mikrokrystalicka celulosa 57,0 mg
Hydroxypropylmethylcelulosa 12,0 mg
ZtuZeny rostlinny tuk 19,5 mg
Koloidni oxid kF¥emicity 3,0 mg

Stearan hoYecnaty 3,0 mg

.0 (X ]
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PATENTOVE NAROKY

Séjovy extrakt vyznadcdujici s e tim, Ze
obsahuje 0,6 aZ 1,5 hmotnostniho dilu sdjovych saponini
skupiny B na 1 hmotnostni dil glukosidisoflavont a Ze obsah

[

glukosidisoflavonl v extraktu je alespoil 13 % hmotnostnich.

-

c 1 s €

[

Séjovy extrakt podle néroku 1 vy znacuj
t im, Ze obsahuje 1 hmotnostni dil sdéjovych saponint

skupiny B na 1 hmotnostni dil glukosidisoflavonu.

Zpisob  pripravy extraktu ©podle né&roku 1 nebo 2

c i s e t i m, Ze zahrnuje nésledujici

Fh

vyznaduj

kroky:

a) extrakce zralych celych séjovych bobtd nebo sbdjové mouky
zbavené oleje, obsahujicich sdéjové saponiny skupiny B a
glukosidisoflavony ve vzdjemném poméru 3:2 a%Z 2:3,
alifatickymi alkoholy nebo smési té&chto alkoholu a
vody;

b) zahudténi extraktu z kroku a);

c) &isté&ni zahu3té&ného extraktu z kroku b) od olejovitych
a lipofilnich l&tek plUsobenim alifatickych uhlovodiku;

d) extrakce aktivnich sloZek pomoci s vodou nemisitelnych
alifatickych alkoholu;

e) zahu3té&ni extraktu z kroku d) a jeho vysuseni.

Modifikace zplsobu podle né&roku 3 vyznadcduijici
s e t im, %e po kroku b) nebo kroku c) se zahustény
alkoholovy extrakt podrobi nédsledujicimu kroku d'), ktery

je nésledovan krokem e):
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d') adsorpce aktivnich sloZek na polystyrenovou adsorpéni

pryskyrici; promyti pryskyrice wvodou; vymyti aktivnich

sloéek ethanolem.

Zpisob podle nédroku 3 nebo 4 vyznadujici s e

t 1 m , Ze zahrnuje nésledujici dalsi kroky:

f) suspendovédni extraktu 2z kroku e) ve smési alkoholu
misitelného s vodou a vody a jeho zredéni aprotickym

rozpoustédlem nemisitelnym s vodou;

v -

g) zah¥ivéni sm&si z kroku f) pro dokon&eni rozpoudténi a

ponechani smé&si p¥i teploté mistnosti;

h) odd&leni vysrédZenych sdjovych saponini skupiny B fil-

traci;

i) odd&leni organické a vodné faze; a zahusSténi organické

faze a jeji suSeni za ziskdni isoflavonovych sloZek; a

j) smiseni saponint z kroku h) a isoflavont z kroku i) za

G¢elem vytvoreni extraktu.

Farmaceuticky prost¥edek vy zna c¢ujici s e tim,
Ye jako aktivni sloZku obsahuje extrakt podle naroku 1

nebo 2.

Farmaceuticky prost¥edek podle naroku 6 pro prevenci nebo

1é&eni premenopausdlnich a postmenopausdlnich symptomi.

Farmaceuticky prost¥edek podle néroku 6 pro prevenci nebo

1éceni rakoviny.

Farmaceuticky prost¥edek podle ndroku 6 nebo 8 pro prevenci

nebo 1lé&eni rakoviny prsu Zen.

(1 J (1]
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Farmaceuticky prost¥edek podle nédroku 6 nebo 8 pro prevenci

nebo léceni rakoviny prostaty muzu.

Farmaceuticky prost¥edek podle naroku 6 pro prevenci nebo

1é%eni alkoholismu.
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