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Fermentovany a vysu$eny rostlinny material, zplisob jeho pfipravy, farmaceuticky
vyrobek, dietni doplnék a pouziti vysuSeného rostlinného materialu.

Oblast techniky

Vynalez se tyka fermentovaného a vysu$eného rostlinného materialu, ktery ma
imunostimulaéni Gginek a potladuje vznik metastazy, farmaceutickych prostiedk( které
jej obsahuji, zplsobu pfipravy materialu, pouziti vysu$eného rostlinného materialu jako
dietniho doplitku a vyroby imunostimuladnich a zviasté farmaceutickych prostfedki
potladujicich vznik metastazy.

Dosavadni stav techniky

Jednim z hlavnich cill 1ééeni nadorh je potlacovani metastaz, nebot primarni
nador, ktery je zptsoben malignim ristem bunék, se $ifi metastazami do sousednich
bun&k a organl a zplsobuje vznik téchto sekundarnich nadorl, které nemohou byt
chirurgicky odstranény a téz se mohou stat odolné k chemoterapii.

Vyzkumnici se stale vice soustfeduji na vyvoj imunomodulaénich materiall a
byly intenzivné zkoumany pfirodni materialy — hlavné rostlinného plivodu.

Je dobie znamou skutecnosti, ze slou€eniny s chinonovou strukturou hraji
ddlezitou biologickou roli. Nékolik chinonovych derivati se nachazi v rostlinach, jako
jsou napf. ubichinony, plastochinony a menachinony, které hraji roli ve fotosyntéze, ale
také v bunééném dychacim systému obratlovcu, tedy také lidi, ve sraZeni krve atd.
Nékolik benzochinonovych derivatl je téZ pouzivano pro léebné Ucely. Adriamycin,
daunorubicin a mitomycin C jsou chinonové derivaty s cytostatickym uéinkem, zatimco
jiné benzochinony a hydrochinony maiji antimikrobialni Géinek a jsou aktivnimi slozkami
antibiotik, jako jsou Tetran-B, Metacyclin a Doxycyclin, vhodnych pro Ilé€eni
bakterialnich infekci.

V literatufe se udava, Ze 2,6-dimethoxy-p-benzochinon (2,6-DMBQ) a 2-
methoxy-p-benzochinon (2-MBQ) maji fungicidni a bakteriostaticky Uc€inek a jsou téz
cytotoxické pro maligni nadorové buriky. [Int. J. Quant. Chem.: Quant. Biol. Symp. 7.,
217-222 (1980), 9., 27-30 (1982) a 12., 257-261 (1985); Phytochemistry 27., 225
(1971) aj. Agric. Food Chem. 39., 266 (1991)]. Bylo ukazano, Zze smés 2,6-dimethoxy-p-
benzochinonu a kyseliny askorbové inhibuje rist bunék EhrlichoVa ascitického nadoru
u mysi (Proc. Natl. Acad, Sci. USA 81, 20882091 -(1985)]. 2,6-dimethoxy-p--
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benzochinon a 2-methoxy-p-benzochinon byly nalezeny a izolovany u nékolika rostlin
[Magy. Kém. Folyéirat 102/7., 320-325 (1996)]. Tyto dvé slougeniny lze nalézt
v nejvét§im mnoZstvi ve formé glykosidu v pSenici (Tricitum vulgaris), pfesnéji fe¢eno
v pSeni¢nych kli¢cich. Slou¢eniny byly v padesatych letech izolovany z p$eni¢nych
klickt, fermentovany kvasinkami a chemicky uréeny za ucelem zkoumani zhor$ovani
kvality chieba, do néhoZ byly pSeni¢né klicky pfidany. [Helv. Him. Acta 33., 433 (1950);
J. Chem. Soc. London 1952, 4821-4823].

Podle literarnich Gdajl je v p$eni¢nych kli¢cich 0,05 hmotnostnich % 2-MBQ,
2,6-DMBQ pak 0,01 hmotnostnich % (ve formé glykosidu). Pfitomnost chinonl ve
formé glykosidd je vysvétlovana skuteénosti, Ze chinony, zvlasté p-benzochinony
substituované methoxy- skupinou jsou reaktivni, zatimco jejich hydrochinon-glykosidy
jsou stabilnégjsi a inertni.

B&hem nasich pokust, tykajicich se studia fermentace p$eniénych kli¢ka, jsme
dospéli k zavéru, Ze suchy vytazek ziskany z fermentované tekutiny, vzniklé fermentaci
p$eniénych klickh pekafskymi kvasnicemi (Saccharomyces cerevisiae), ma piekvapujici
imunostimulaéni Géinek a rovnéZ potladuje vznik metastazy a mlze byt uspédné
aplikovan jako aktivni soudast imunostimulaénich farmaceutickych prostfedk(i a
farmaceutickych prostfedk( potladujicich vznik metastazy.

Tento nélez je prekvapujici, protoze ackoli je v literatuie zminka [Proc. Natl.
Acad, Sci. USA 80., 129 (1983)] ze smés 2,6-DMBQ s kyselinou askorbovou inhibuje
rst bunék Ehrlichova ascitického nadoru — jsou vyjimeéné vhodné pro kvantitativni
analyzu rGstu nadort a pro studium jejich biochemickych funkci — vytazek popsany
v tomto vynédlezu, ktery obsahuje vedle neidentifikovatelnych slozek 2,6-DMBQ a 2-
MBQ - se ukazal byt prakticky net¢inny na tyto primarni nadorové buriky, dokonce i
v kombinaci s kyselinou askorbovou — obecné& na v8echny primarni nadory, se ukazal
byt velmi Gginny pouze pfii lé¢eni metastaz. Okolnosti 1é¢by primarnich nadorl a
metastaz, jez se z nich vyvijeji, jsou zasadné& odli$né, takze nebylo pro vyzkumné
pracovniky samoziejmé, ze rostlinny vytazek, obsahujici slozky o nichZ je znamo, Ze
jsou udinné pfi lé¢eni primarnich nadorl a jesté nejsou piné identifikované pokud se
tyka jejich chemického sloZeni, by mohl mit imunostimulaéni G€inek a potladujici uéinek
na metastazu. [Cancer, Principles and Practice of Oncology, sv. 1. 4. vydani, J. B.

Lippincott Company, Philadelphia, 1993.]




Pod§tata vynalezu

Pfedkladany vynalez se tedy tyka fermentovaného a vysuSeného rostlinného
materialu s imunostimulaénim Géinkem a schopnosti potladovat metastazu, ktery je
moZno ziskat fermentaci p3eni€nych klickli pekarskymi kvasnicemi ve vodném
prostiedi, filtraci fermentovaného roztoku, aby byl zbaven bunék a jeho vysusenim.

Predkladany vynalez ma také vztah k takovym farmaceutickym prostfedkium s
imunostimula&nim Gginkem a schopnosti potlacovat metastazu, jejichz aktivni slozka
obsahuje fermentovany, vysuSeny rostlinny material, popsany v pfedkladaném
vynalezu.

Piedkladany vynalez se také tyka pouziti vySe zminéného fermentovaného a
vysuSeného rostlinného materidlu pro vyrobu farmaceutickych prostfedkim s
imunostimulaénim G&inkem a schopnosti potlatovat metastazu.

Predkladany vynalez se také tyka zplsobu léfeni savcd pfi stimulovani
imunniho systému a potladovani metastdz pomoci farmaceutickych prostfedkd
popsanych v pfedkladaném vynalezu.

Vynalez se dale tyka dietniho doplitku, ktery obsahuje v pfedkladaném vynalezu
popsany, fermentovany a vysuseny rostlinny material a maltodextrin.

Podle vynalezu byl fermentovany a vysuseny rostlinny material ur€en a zkousen
na zakladé jeho obsahu 2,6-DMBQ. Radi bychom zde poznamenali, Ze piné uréeni
chemického sloZeni vytazku nebylo pomoci dostupnych metod mozné, tedy v8echny
Gdaje se vztahuji k obsahu 2,6-DMBQ jako k zakladu.

Ukazalo se jako vhodné pouzit pro vyrobu fermentovaného a vysuseného
rostlinného materialu, popsaného v pfedkiadaném vynalezu, pSeniéné klicky — které
jsou vedlej§im produktem pfi mleti mouky a dostupné ve velkém mnoZstvi — rozemleté
na mouku, bud v jejich plvodnim stavu nebo zbavené tuku. Pouziti pSeni¢nych kligka
zbavenych tuku nema Zzadné zviastni vyhody. Fermentace byla provedena za pomoci
pekaiskych kvasnic (Saccharomyces cerevisiae). Tento typ kvasinek je komeréné
dostupny. Doba fermentace byla 10 az 24 hodin, s vyhodou 15 aZ 20 hodin nebo 18
hodin. Teplota fermentace je 25 az 35 °C, s vyhodou 30 °C. Hmotnostni pomér
p$enicénych kli€kt a kvasinek je 4 : 1 az 2 : 1, s vyhodou 3 : 1, hmotnostni pomér susiny
avodyje1:6az1:12, s vyhodou 1: 9.
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Fermentace - v laboratornim méfitku — mizZe byt napfiklad provedena tak, Ze je
do sklen&ného fermentoru k derstvé rozemletym pseniénym klickim pfidana suspenze
kvasinek ve vodé a michanim nebo tfepanim se smisi. Fermentovana tekutina péni.

Po skon&eni fermentace je smés centrifugovana po dobu 15 minut pfi 2000 az
4500 otatkach za minutu, s vyhodou 3000 otagek za minutu. Supernatant je povafen,
ochlazen a vysu$en vhodnym zplGsobem, napfiklad lyofilizaci nebo suSenim
rozpraSované tekutiny.

Produkt, rudohnédy prasek je material, pfipraveny podle tohoto vynalezu. Je
vhodné udrZovat material do dalSiho pouZiti v chladu a v ut&snénych nadobach,
protoze ma hygroskopicky charakter. Obsah 2,6-DMBQ vysledného materialu je 0,4
mg/g.

V piipadé fermentace ve velkém méfitku (napf. 4 m°) je vhodné pouZit stalého
vzduchovani, napfiklad 0,5 | vzduchu na 1 | fermentované tekutiny za minutu a
pomalého michani. Doba fermentace je 18 hodin. Aby se zabranilo tvorbé pény, mohou
byt pouzity obvyklé pfisady — je vyhodné pouzit slune€nicovy olej. Na konci
fermentaéniho procesu je vzduchovani a michani pferu$eno a fermentovana tekutina je
od suspenze p3eniéné kliky — kvasinky oddélena bé&znym zpisobem, napiiklad ve
$nekovém odstfedovacim zafizeni, potom v odiu¢ovali a protiacovanim filtratnim
zafizenim. Pokud je to nezbytné, muze byt pfidan pomocny filtraéni material. Je vhodné
pouzit 5 az 10 kg filtraéniho perlitu na m® fermentované tekutiny. Fermentovana
tekutina je prudce filtrovana a kvalita filtrovani je kontrolovana mikroskopicky.
Filtrovana fermentovana tekutina prakticky neobsahuje buiiky, coz znamena, Ze pfi 10
pozorovanich neni nalezena dohromady vice neZ jedna kvasinkova bufika. Vysledna
fermentovana tekutina, kterd obsahuje 1,5 hmotnostniho procenta su$iny, je
odpaiovana ve vakuovém kondenzatoru, s vyhodou pifi teploté 40 az 50 °C a po
ukonéeni vakua je povaiena pfi atmosférickém tlaku po dobu 15 minut. To ma za
nasledek sniZeni &$kodlivych enzymatickych aktivit. Nasledné je smés suSena
vysousenim rozpra$ované tekutiny, napfiklad v rota&nim rozpradovacim pfistroji. Pokud
je pouzit vy8e popsany fermentaéni proces, pak obsah 2,6-DMBQ ve vysledném
fermentovaném a vysu$eném rostlinném materialu je 0,12 az 0,52 mg/g susiny a obsah
2-MBQ je 0,05 az 0,28 mg/g susiny — v zavislosti na obsahu benzochinonu v pouzitych
p$eniénych klicich.
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ProtoZe je vysledny produkt hygroskopicky, aby se zvysila efektivita vysousent
rozpragovanim a efektivita pouZiti vysledného produktu, mize se béhem vysouseni
rozpra$ovanim pouzit jedna z béZnych pfisad, napfikilad maltodextrin, arabska guma,
guarova guma (Cyamopsis sp.), xanthan, mouka z Ceratonia siliqua (locust bean) atd.
Prednostné je pouZivan maltodextrin. Vhodnym postupem je urdit obsah suSiny ve
smési odpafené ve vakuovém kondenzatoru a povafené, a piidat pak tolik
maltodextrinu, Ze obsah su$iny ve smési, ktera bude vysusena, bude 30 hmotnostnich
procent. Je vhodné rozpustit maitodextrin v horké vodé a ochlazeny jej pfidat ke
kondenzované smési. Po vysuSeni konetny produkt — prasek - obsahuje 60
hmotnostnich % fermentovaného, vysuseného rostlinného materialu a 40 hmotnostnich
% maltodextrinu.

Stabilita ziskaného materidlu miZe byt kontrolovana sledovanim zmeén
koncentrace 2,6-DMBQ. Kvantitativni analyza mize byt provadéna pomoci HPLC.
Prasek vyrabény pomoci vySe popsaného postupu zistava stabilni po dobu 3 let pfi
teplot& mistnosti.

Fermentovany a vysuseny rostlinny material, pfipraveny podle tohoto vynalezu,
se mlzZe pouzit jako aktivni sloZka v imunostimulaénich farmaceutickych prostiedcich a
ve farmaceutickych prostfedcich, potladujicich vznik metastazy. Farmaceuticky
prostiedek mlZe také obsahovat vedle vy$e uvedené aktivni sloZky kyselinu
askorbovou nebo jiné cytostatické latky.

Fermentovany a vysu$eny rostlinny material miize byt zpracovan do obvyklych
pevnych nebo tekutych farmaceutickych prostfedkl pro peroraini nebo parenteraini
podavani. Pfi této vyrob& farmaceutickych prostfedkli se musi vzit v Gvahu
hygroskopicky charakter fermentovaného a vysuSeného rostlinného materialu.
Vhodnou formou jsou kapsle, které chrani aktivni slozku pfed vzdusnou vihkosti.

Pri vyrobé farmaceutickych prostfedkl se mohou pouzit pomocné latky, obvykle
pouZivané ve farmaceutické praxi. ProtoZe tyto latky a jejich mozné pouZiti jsou
detailné popsany ve farmaceutické literatuie, vybér a piiprava vhodné formy je béznou
praxi. Jedna davka Géinné slozky mize se miZe ménit v Sirokych mezich v zavislosti
na stavu pacienta a za vybér vhodné uéinné davky musi byt vzdy zodpovédny lékaf.
Bé&Zné& se mohou ziskat vhodné vysledky jestlize je davka 0,001 az 100 g, vyhodné&ji
0,01 az 50 g, jesté vyhodnéji 0,1 az 40 g na kg télesné hmotnosti, napfikiad pfi
davkach 0,1 az 10, 1 aZ 25 nebo 10 ai 30g.
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Fermentovany a vysuSeny rostlinny material, pfipraveny podie tohoto vynalezu,
mlze byt také michan s kyselinou askorbovou (vitamin C). Podle nasich pokus(i mize
kyselina askorbova u materialu, pfipraveného podle tohoto vynalezu, zvysit inhibiéni
udinek na metastazu. Pomér hmotnostni fermentovaného a vysu3eného rostlinného
materidlu a kyseliny askorbové muzZe byt napfiklad 10:1aZ 1:1, s vywhodou 6 : 1 az 2
.1, jesté vyhodnéji3:1,4:1nebo 5: 1.

Vynalez se také tyka imunostimulaéniho léceni anebo lé¢eni pii potladovani
metastazy fermentovanym a vysu$enym rostlinnym materidlem, pfipravenym podle
tohoto vynalezu. Cilem lé€eni je dat pacientovi Uginnou davku fermentovaného a
vysudeného rostlinného materialu.

Fermentovany a vysus$eny rostlinny material mdze byt také pouZit jako dietni
doplnék pro savce. V tomto piipadé je vyhodné podavat smés obsahujici maltodextrin a
béZné pomocné latky, pouzivané v potravinaiském pramyslu, napfiklad aromatické
latky, sladidla, barvici ¢inidla atd. Dietni dopinék mize byt napfiklad vyrabén
granulovanim smési obsahujici 60 hmotnostnich procent suchého materialu a 40
hmotnostnich procent maltodextrinu spolu s aromatickymi latkami a sladidly v tekutém
zékladu a balenim instantniho granulatu napfiklad do pytiG.

Prehled obrazkli na vykresech

Obrazek 1. Kalibra¢ni diagram méfeni 2,6-DMBQ pomoci HPLC

Obrazek 2. HPLC chromatogram chloroformového extraktu z materialu

Obrazek 3. HPLC chromatogram ethanolového extraktu z materiaiu

Obrazek 4. Vazba nadorovych bunék B16 v pfitomnosti lyofilizovaného materialu o
riznych koncentracich v 60. a 90. minuté po pfidani. (KaZzda hodnota
pfedstavuje primér osmi paralelnich méfeni + standardni odchylka,
hodnoceno spektrofotometrickym mé&fenim)

Obrazek 5. Uginek rGznych davek lyofilizovaného materialu na bujeni bunék B16 za 24
a za 48 hodin po zatatku plisobeni. (Kazda hodnota piedstavuje primér
osmi paralelnich méfeni <t standardni odchylka, hodnoceno
spektrofotometrickym méfenim)

Obrazek 6. Vyvoj lidského melanomu A2058 v pfitomnosti rGznych davek
lyofilizovaného materialu 24 hodin po zacatku plsobeni. Vyhodnoceni
kultur bylo provedeno na zakladé proteinu (SRB) a dehydrogenazové
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aktivity (MTT) paraleinimi spektrofotometrickymi méfenimi. (KaZzda hodnota
pfedstavuje primé&r osmi paraleinich méfeni + standardni odchylka)
Obrazek 7. Podil apoptotickych bun&k (FACS analyza) v in vitro kulturach lidskeho
melanomu A2058 po plsobeni riiznymi davkami lyofilizovaného materialu.

Nasledujici pfiklady slouZi pro ilustraci fermentovaného a vysuSeného
rostinného materialu, pfipraveného podle tohoto vynalezu, jeho pfipravy a

farmakologickych uginkd.

Priklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1. Fermentace p$eni&nych klick( v laboratornim méfitku

Suspenze 33,3 g kvasinek (Saccharomyces cerevisiae) a 1000 mi pitne vody
bylo pfidano k 100 g &erstvych pseni€nych klickl (podle madarského standardu MSZ-
081361-80), rozemletych na mouku. Smés byla tfepana ve _tfepaéce po dobu 18 hodin
pfi 30 °C. B&hem této doby pfechazela fermentovana tekutina do pénového stavu a
dosahla trojnasobku svého plvodniho objemu. Po fermentaci byla smés centrifugovana
15 minut pfi 3000 ota&kach /minutu. Po povafeni a ochlazeni byl supernatant vysusen
lyofilizaci a vysledna lyofilizovana latka byla do dal$iho pouZiti uloZzena v mrazaku (-10
°C). Obsah 2,6-DMBQ ve vysledném lyofilizatu byt 0,4 mg/g susiny (0,04 hmotnostniho

procenta).

Priklad 2. Fermentace p$eniénych kli¢ka ve velkém méfitku

300 kg p8eniénych kligki, rozemletych na mouku (podle madarského standardu)
a 100 kg kvasinek bylo umisténo do fermentoru o objemu 5 m® a byla pfidana pitna
voda, aZz objem dosahl 4000 litrd. Doba fermentace byla 18 hodin, béhem ni bylo
pouZivano stalé vzduchovani (0,5 | vzduchu/l fermentované tekutiny/minutu) a pomale
michani (30 otadek/minutu). Aby se zabranilo tvorb& pény, byl ke smési pfidan
sluneénicovy olej — 1 I/m>. Po fermentaci bylo vzduchovani a michani pferuSeno a
fermentovany roztok byl oddélen napfed na $nekovém odstfedovacim zafizeni, potom
v odludovaéi a nakonec protladovanim filtraénim zafizenim s textilnim filtrem. Jako
pomocny material bylo pfidano 10 kg filtratniho perlitu/ m°®. Fermentovana tekutina byla
prudce filtrovana a kvalita filtrovani byla kontrolovana mikroskopicky. Filtrovana

fermentovana tekutina prakticky neobsahovala Zadné buiiky, coZz znamena, Ze pii 10
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pozorovanich nebyla nalezena dohromady vice neZ jedna kvasinkova buiika. Vysledna
fermentovana tekutina, ktera obsahovala 1,5 hmotnostniho procenta suSiny, byla
odpafovana ve vakuovém kondenzatoru pii teploté 40 az 50 °C a po ukonéeni vakua
byla povafena pii atmosférickém tlaku po dobu 15 minut. Potom byl stanoven obsah
susiny v roztoku a bylo pfidano tolik maltodextrinu — napfed byl rozpustén v horké vodé
a potom zchlazen — Ze obsah susiny v roztoku se stal 30 % jeji hmotnosti. Poté byl
roztok susen vysouenim rozpraSované tekutiny v rotanim rozprasovacim susicim
pfistroji s tryskou, ve kterém byla teplota vychazejiciho vzduchu 90 °C. Vysledny
kone&ny produkt — prasek — obsahoval 60 hmotnostnich % fermentovaného,
vysuseného rostlinného materidlu, pfipraveného podle piedloZeného vynalezu, a 40
hmotnostnich % maltodextrinu. Obsah 2,6-DMBQ - stanoveno HPLC metodou,
popsanou v nasledujicim pfikladé — byl 0,4 mg/g susiny.

Pfiklad 3. Charakteristiky latky pfipravené podie predloZzeného vynalezu

Latka ptipravena podle pfedlozeného vynalezu mlZe byt charakterizovana
dv&ma zplsoby, bud urienim obsahu 2,6-DMBQ anebo tzv. otiskem palce na
chromatogramu. V obou pfipadech je pouzita HPLC chromatografie.

Analyza byla provedena jak u latky, vytvofené jak bylo popsano v piikladu 1 tak
u latky ziskané jak bylo popsano v pfikladu 2 a vysledky byly v obou pfipadech shodné.
A. Kvantitativni a kvalitativni analyza benzochinonovych derivati
Pfiprava vzorku

Pied analyzou se stalo nezbytné zvysit koncentraci benzochinonu v lyofilizatu.
Aby se toho dosahlo, tento lyofilizat byl rozpustén na puvodni koncentraci
v destilované vodé (na obsah 1 hmotnostniho % susiny) — (0,5 g lyofilizatu, 50 ml
destilované vody). Roztok byl extrahovan ve tfech krocich vZdy 25 mi chloroformu.
Zbytkova vihkost v chloroformové fazi byla nakonec odstranéna bezvodym siranem
sodnym. Po filtraci byla chloroformova faze odpafena a ke zbytku byl pfidan chioroform
do celkového objemu 5 ml. Tento vzorek byl injikovan v prib&hu HPLC analyzy.

Kvantitativni a kvalitativni analyza benzochinonovych derivati byla provedena
metodou HPLC.
Popis metody HPLC

Pouzité HPLC zafizeni se sklada z pumpy Beckman model 114 M, LaborMim UV
popi‘ipadé Merck-Hitachi-DAD mod. 4500 diodového maticového detektoru a integraéni




jednotky Waters typ 740. Pro méfeni byl pouzit 10 u sloupec Chromsil C18 (250 x 4
mm). Detekce UV byla provedena pfi frekvenci 290 mm a rychlost pritoku byla 2
mi/minutu.

SloZeni pouzitého eluéniho roztoku bylo nasledujici: Na,HPO, 25 mmol,
NaH,PO4 25 mmol, Na,EDTA 25 mmol, NH,OH.HCI 20 mmol, 10 objemovych %
methanolu, pH=6,05.

Vys$e popsanou metodou byly analyzovany tfi rGzné benzochinony a
hydrochinony. Je v8ak maly rozdil mezi retenénimi &asy sloudenin. SniZenim
koncentrace eluéniho roztoku — organické faze na 10 % - byl zvySen rozsah selektivity.
Analyza retenénich Udaji ukazala, Ze p-benzochinony vykazuji vy$Si retenci, neZ
odpovidajici hydrochinony a retence se spoctem methoxy- skupin zvy3uje.
Koncentrace vs$ech tfi standardl byla 0,1 mg/ml. Tabulka 2 ukazuje idaje o retenénich
Casech (tr) standardd a kapacitnim faktoru (k). ProtoZze t¢elem méfeni byla detekce a
kvantitativni definice 2,6-dimethoxy-p-benzochinonu, v nasledujicim bude tato &ast
méfeni detailné diskutovana. Bylo testovano zda je vypracovana metoda vhodna pro
kvantitativni analyzu 2,6-dimethoxy-p-benzochinonu. Pouzity kalibraéni diagram je
ukazan na obrazku 1. Pfi pouziti korelaéniho koeficientu 0,99 je vysledkem pfimka.
Bylo téZ kontrolovano, zda mohou byt méfeni reprodukovana, u kazdého vzorku byla
provedena tfi paralelni méfeni a byl vypocéten rozptyl vysledkl. Tabulka 1 ukazuje
paralelni vysledky méfeni, provedenych na vzorcich v pribéhu obdobi $esti mésicli a
jejich rozptyl. NaSe vysledky ukazuji, Ze meéfici metoda je vhodna pro pfesné a
reprodukovateliné méfeni 2,6-dimethoxy-p-benzochinonu.

Datum Obsah 2,6-DMBQ (mg/50 g vzorku) (0- %)
27.4. 3,45 3,54 3,66 0,08-2
28.4. 3,27 3,68 3,31 0,18-5
10.5. 1,56 1,49 1,48 0,03-1,9
10.5. 3,65 3,42 0,12-3
8.6. 3,00 2,98 2,86 0,06-2
9.6. 2,92 3,06 2,87 0,08-2,3
10.6. 3,34 3,23 3,36 0,05-1,5

Tabulka 1

Paralelni hodnoty kvantitativni analyzy 2,6-DMBQ a rozpty! vysledki
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Standard tr k’
2,6-DMBQ 13,4 5,0
2,6-DMHQ 51 1,2

2,6'MBQ 8,5 217

Tabulka 2

Retent¢ni ¢asy (tr) a kapacitni faktor (k") zkouSenych latek

Obrazek 2 ukazuje chromatogram HPLC chloroformového vzorku, pfipraveného
jak bylo popsano vy$e. Chromatogram ukazuje pouze jeden vrchol, charakteristicky pro
2,6-DMBQ. Obsah 2,6-DMBQ ve vzorku byl uréen na zékladé nasledujiciho.

B. Otisk palce na chromatogramu
Pfiprava vzorku

Padesat mililitrG 96% ethanolu (objem) bylo pfidano k 5 g vysu3ené latky
(pfipravené jak bylo popsano v pfikladu 2). Smés byla tfepana po dobu 30 minut pfi
teploté 50 °C a 200 obratek/min. Potom byla smés filtrovana, vysuSena do sucha a
zbyvajici material byl rozpustén v 10 mi methanolu. Filtrovany roztok byl injikovan na
sloupec.

Metoda HPLC

Vybaveni HPLC, sloupec a podminky popsané vySe byly pouZity také zde,
kromé& toho, Ze sloZeni eluéniho roztoku bylo nasledujici: Na,HPO, 1,25 mmol,
NaH,PO, 1,25 mmol, Na,EDTA 1,25 mmol, NH,OH.HCI 2,50 mmol, 5 objemovych %
methanolu.

Obrazek 3 ukazuje vysledny HPLC chromatogram. Je vidét, Ze za téchto
podminek se objevily dva charakteristické vrcholy, jeden v 4,7 minuty (5) a jeden v 5,8
minuty (6). Pfi reten¢nim ¢ase 7,3 a 7,7 minuty nasledovaly rychle jeden za sebou dva
vrcholy, které nelze zcela oddélit. Vrchol s mensi intenzitou se objevil v 9,8 minuty (9),
nasledovany charakteristickym intenzivnim vrcholem (11) v 13,1 minuty. V 15 minutach
nasledoval mensi vrchol (12) a dal§i intenzivni vrchol (14) v 18 minutach. V ¢ase 21,8
minuty ukazal chromatogram mens$i vrchol (15) a okolo doby 31 minut plodsi vrchol,
obsahujici nékolik latek.

C. Testy stability
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Rozklad latky, pfipravené podie tohoto vynalezu, byl zjiStovan pomoci zmén

koncentrace 2,6-dimethoxy-p-benzochinonu. Provedli jsme pokusy s uloZzenim pfi tfech
riznych teplotach (teplota mistnosti 20 °C, 40 °C a 60 °C). Lyofilizat ~ 1 g — byl uloZen
ve zkumavkach, které byly vzduchot&sné uzavieny. Pokus trval 8 mésica a kazdy tyden
byly provedeny tfi paraleini méfeni na vzorcich, odebranych ze vSech tii sérii,
uloZenych pii riznych teplotach. Kvantitativni analyza benzochinonovych derivata byla
provedena pomoci HPLC.

Testy ukazaly, Ze sucha latka, pfipravena podle tohoto vynalezu, zistala stabilni
dokonce po tfech letech pfi teplot& mistnosti, ti. obsah 2,6-DMBQ =zistal prakticky
nezménén. Soudasné latka neni stabilni pfi 40 °C - 2,6-DMBQ se rozklada b&hem
nékolika tydn a pfi 60 °C se obsah 2,6-DMBQ sniZi rychle b&hem nékolika dni.

V obou sériich méfeni byl také studovan rozkiad 2-methoxy-p-benzochinonu.
Tato slouéenina je jesté méné stabilni nez 2,6-dimethoxy-p-benzochinon a nasledkem
toho jeho pfitomnost nelze prokazat jiz po jednom tydnu u vzorkl uloZenych pii teploté
40 °C nebo 60 °C. Pfi teploté mistnosti zlistava koncentrace této slou€eniny také

nezménéna.

Piiklad 4. Testy uginnosti

Jak u lyofilizovaného preparatu pripraveného, jak je popsano v prikladé 1, tak u
latky vysu$ené pfi rozprasovani, jak je popsano v pfikladé 2, byla testovana jejich
ac¢innost. Byla pouzita standardizovana susina s obsahem 2,6-DMBQ 0,4 mg/g susiny
a jeji HPLC kfivka byla takova, jaka je ukdzana na obrazku 2. S ob&ma latkami byly
ziskany stejné vysledky — tedy latka, pfipravena podle tohoto vynélezu, bude nadale
nazyvana jednoduse lyofilizat. Dale budou diskutovany vysledky biologickych a
toxikologickych testl, které se tykaji tohoto lyofilizatu, se zviastnim dlirazem na opétné
ustaveni imunity, nadorovy rlist a na potlaéeni vzniku metastaz.
I. Nadorovy rist a Géinek na potiaceni metastaz (testy in vivo)

Pfi testech byly pouzity nasledujici injikovateiné typy nadord, rostouci na mysich
a krysach: silné metastazujici varianta (3LL-HH) Lewisova plicniho karcinomu (mysi
rakovina plic), my$i melanom B16 a xenoimplantat lidského karcinomu tlustého stfeva
HCR-25.

Nadory 3LL-HH (LLT-HH) a B16 byly udrZzovany na inbrednich mysSich C57B1/6.
Xenoimplantat HCR-25 byl injikovan mysim CBA/CA, u kterych byla pfedem potlaena
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imunita pomoci operativniho odstranéni brzliku a ozéafenim celého téla. V pfipadé
nadord 3LL-HH a HCR-25 byly nadorové buiiky transplantovany do sleziny, v pfipadé
melanomu B16 do sval( levé zadni kongetiny. Zvifatim v |é¢ené a kontrolni skuping,
kterym byl injikovan nador HCR-25 byla téZ odstranéna slezina 21 dnil po transplantaci
nadoru.

Lé&eni lyofilizatem, popsané ve vynalezu, bylo zapotato 24 hodin po injekci
nadoru. Denni davky 3 g/kg télesné vahy byly podavany usty ZaludeCni sondou, ve
~ formé vodni suspenze 0,6 g/ml.

Testy byly v pfipad& nadoru 3LL-HH ukong&eny 14 dni po transplantaci, v pfipadé
nadoru B16 21 dni po transplantaci a v pfipadé nadoru HCR-25 51 dni po transplantaci
Uplnym vykrvacenim zvifat v narkoze.

Tabulky 3, 4 a 5 shrnuji vysledky testd.

Léceni Pocet injikovanych bunék Pocet metastaz v jatrech
Kontrola 3x10’ 104,0 + 28,2
Lyofilizat 3x 10 29,8 + 16,4*

*p<0,01

kazda testovana skupina obsahovala 10 zviiat

Tabulka 3.

Uginek I&&eni lyofilizatem, pfipravenym podle vynalezu, na pocet metastaz v jatrech

v piipadé mysi plicni rakoviny 3LL-HH, injikované do sleziny

Lédeni Vaha sleziny s nadorem (g) | Pocet metastaz v jatrech

Kontrola — slezina 1,02 + 0,59 420+ 25,8
neodstranéna

Lyofilizat - slezina 0,62+ 0,47 19,5+ 19,0
neodstranéna '

Kontrola — slezina 0,10 + 0,02 19,1+ 13,5
odstranéna*

Lyofilizat - slezina 0,08 + 0,02 10,6 + 11,6
odstranéna*

*QOdstranéni sleziny bylo provedeno 21 dni po injikovani nadoru do sleziny

Kazda testovana skupina obsahovala 12 zvifat
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Tabulka 4.
Uginek lé&eni lyofilizatem, pfipravenym podle vynélezu, na pocet metastaz v jatrech 51
dni po injikovant lidského karcinomu tlustého stfeva HCR-25 do sleziny my$i CBA/CA
s potlaéenou imunitou

Légeni Véha koncetiny s nadorem |  poxet metastaz v plicich
(pramér)

Kontrola 7.6+0,43 42,4+ 10,2

Lyofilizat 721038 6.2 +3.7*

*p<0,01
kazda testovana skupina obsahovala 10 zvifat

Tabulka 5.
Uginek lé&eni lyofilizatem, pfipravenym podie vynalezu, na vahu kongetiny, do které byl
injikovan nador a na poget metastaz v plicich v pfipadé melanomu B16, injikovaného
do svall koné&etiny 21 dni po injekci nadoru

Vyse uvedené vysledky ukazuji, Ze léeni lyofilizatem, popsanym ve vynalezu,
vyznamné snizilo — 0 71 % — pocet metastaz v plicich, kdyz byl nador 3LL-HH injikovan
do sleziny. (Tabulka 3.)

V piipadé lidského karcinomu tlustého stfeva HCR-25, lé¢eni po dobu 50 dni
snizilo jak vahu sleziny s nadorem, tak potet metastaz v jatrech. Pocet metastaz byl
50% jak ve srovnani s kontrolni skupinou, u které byla slezina odstranéna, tak ve
srovnani s kontrolni skupinou, u které slezina odstranéna nebyla. (Tabulka 4.)

V pfipadé melanomu B16, injikovaného do svalu, vaha nadoru rostouciho ve
svalu se nasledkem lé&eni nezménila, ale potet metastaz v plicich se velmi vyrazné
snizil, 0 85 % ve srovnani s kontroini skupinou. (Tabulka 5.)

il. Testy in vitro

ProtoZe vy$e uvedené testy ukazaly nepochybné, Ze lyofilizat, popsany ve
vynélezu, miZe vyznamné snizit potet metastdz malignich nador(, byl také zkouseny
aéinky vyrobk na rtizné faze tvorby metastaz. Tvorba metastaz sestava z nékolika
fazi. v nichz kromé& proliferaéni a apoptotické aktivity bunék primarniho nadoru, hraje
alohu adhezni schopnost nadorovych bunék a obranné mechanizmy organizmu proti
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nadorovym buitkam. Vin vitro testech byl studovan ucinek lyofilizatu na bunécné
mnoZeni, apoptdzu a adhezni schopnost.

Znadna &ast in vitro testll byla provedena s buitkami my$iho melanomu B16,
v prvnim kroku byl tento nador pouZzit pro testovani lyofilizatu.

1. Test adheze

Adhezni schopnost nadorovych bunék byla testovana na 96-jamkové
mikrodestiéce. Davky lyofilizatu byly 300, 3000 a 30 000 pg/ml. Bylo pouZito kultivacni
médium RPMI jak bez séra, tak v pfitomnosti 10% FCS. Adhezni schopnost byla
testovana 10, 30, 60, 90 a 120 minut po inkubaci za obvyklych okolnosti. Hodnocenl
bylo provedeno kolorimetrickym postupem na zakladé SRB testu. (Mossmann, T.: J.
immunol. Meth. 65, 55-83 /1983/). Test je zalozen na obarveni celkového obsahu
protein(i v kultufe sulforhodaminem-B, absorbance byla odeditana spektrofotometrem
pfi 570 nm. Obrazek 4. ukazuje jen dva Easové okamziky, které v8ak odpovidajicim
zpUsobem reprezentuji uéinek lyofilizatu. Bylo ukézano, ze pokud davka lyofilizatu byla
3000 pg/mi nebo 10krat vy38i, sniZuje dramaticky adhezni schopnost nadorovych
bunék, jak v pfitomnosti, tak i v nepfitomnosti séra. Pokud davka je 300 pg/ml, neni
takovy Gcinek pozorovan.

2. Test proliferace

V tomto testu byly nadorové buiky umistény 24 hodin pred testovanim na 96-
jamkovou mikrodestitku. Po pusobeni vhodnymi davkami lyofilizatu byla proliferaCni
aktivita bunék také testovana pomoci SRB testu, 24, 28 a 72 hodin po pusobenti.
Vysledky opakovanych testdi ukazaly, Ze plsobeni v rozmezi 900 az 15 000 pg/mi je
takové, ze nadorové buiiky dosahnou jednovrstevného narlstu a — jak ukazala metoda
vyludovani trypanové modfi — zahynou. (Kaltenbach, J. P. a kol.: Exp. Cell Res. 15,
112-117 /1985/). (Obrazek 5.)

Nase testy s lidskym amelanotickym melanomem (nadorové buriky A2058 -
Todaro, G. J. a kol.: Proc. Natl. Acad, Sci. USA 77, 5258-5262 /1980/) ukazaly
podobné vysledky, jaké byly ziskany s my$im melanotickym melanomem (obrazek 6.).
V tomto pfipadé tohoto nadoru byl také paraleiné k SRB testu proveden MTT test,
predstavujici metabolickou aktivitu buiiky (Cole, S. P. C. Cancer Chemother.
Pharmacol. 17, 259-263 /1986/). Test je zaloZen na skutecnosti, Ze metabolicky aktivni
bufika pfevede pomoci své dehydrogenazové aktivity tetrazoliovou stl na barevny
formazanovy produkt. Barevna reakce, kterd je Uumérna velikosti aktivity, muze byt
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méfena spektrofotometrem pii 570 nm. MTT test jasné kazal, Ze se funkéni aktivita
nadorovych bun&k sniZila, dokonce kdyZz davka byla 300 pg/mi (obrazek 4.). ProtoZe
v piipad® bun&k, které dosahnou naristu, nebyla pfic¢ina apoptdézy zndmad, apoptoticka
aktivita celé bun&&né populace byla testovana pomoci pritokové cytometrické analyzy
(FACS) (obrazek 7.). Jak ukazuje obrazek 7., nadoroveé buiiky byly ve stavu apoptozy
— v zavislosti na davce — v neobvykie velkém rozsahu.

I1l. Test G&ink{ na imunni reakci

Uginek lyofilizatu, popsaného ve vynalezu, byl zjistovan na dvou rlznych
modelech. Vjedné sérii testl byla studovana moZnost blastické transformace
mononuklearnich bunék, ziskanych ze sleziny zvifat po puisobeni lyofilizatu, zatimco ve
druhé sérii testd byl Gginek lyofilizatu studovan pomoci transplantaéniho modelu
celkového piihojeni kiize koZniho aloimplantatu, transplantované v oblasti zad u mysi.
1. Test blastické transformace T-lymfocytl

Pasobeni lyofilizatu, popsaného ve vynalezu, vyznamné zvy$uje blastickou
transformaci T-lymfocyt(, které hraji duleZitou dlohu vimunni reakci. Bylo to ukazano
pomoci nasledujiciho pokusu.

Mysim Cs;B1s byl podavan po dobu 6 tydnd, Skrat v tydnu Gsty pomoci Zalude¢ni
sondy lyofilizat, popsany ve vynalezu, v davce 3 g/kg (0,6 g/ml vodni suspenze). Po
ukond&eni lé&eni byly lymfocyty, ziskané promyvanim sleziny téchto zvirat, pifevedeny
na bunéé&nou kulturu, na kterou bylo pisobeno 1 ug/ml Con A. Po 48 hodinach byly
buriky, ve kterych probiha syntéza DNA, oznageny pomoci 0,4 pCi *H tymidinu. Urovei
znaéeni byla zjiStovana pomoci detektoru scintilace v roztoku. (Beckman). Jak je
ukazéno v tabulce 6. plisobeni Con A vyznamné zvy$uje — ve srovnani s kontrolou —

zabudovani °H TdR, tj. blastickou transformaci.

Légeni 1 yg/mi Con A

prameér (cpm) SEM
Kontrola 3760,6 583,3
Lyofilizat 8041,8 957,1

Tabulka 6.
Zabudovani *H tymidinu do slezinnych lymfocytii kontrolnich a lyofilizatem lé¢enych

mySi
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2. Testovani imunostimulaéniho G&inku na transplantaénim modelu koZniho
aloimplantatu

Nejlep&i model pro pfedvedeni obnovy poskozené imunni reakce je
transplanta&ni test s koZnim aloimplantatem u mysi, u kterych byla navozena gastena
imunitni nedostate&nost pomoci tymektomie (operativnim odstranénim brzliku). Mysi
kmeny Cs;B1s @ B1oL.P se li§i pouze v lokusu H-3 takZe kiZe, transplantovana ze ¢len)
jednoho kmene na druhy, neni odhojena b&hem 7 dnd, ale pouze po 3 tydnech. Pokud
byl ptjemce operativné zbaven brzliku, odhojeni nastava primérné po padesati dnech.
Véechny latky, které podporuiji zrani a diferenciaci lymfocyti dfené&, jako jsou hormony
brzliku,
Immunopharmacology 7, 67-78 /1985/). TentyZ GCinek miZe byt pozorovan v nasich

zkracuji dobu nezbytnou pro odvrZeni transplantované kize. (J.
testech, kdyZ byla aplikovana ié&ba lyofilizatem, popsanym ve vynalezu.

Mysi Cs/B1s byly pouZity jako pfijemci a my$i B4oLP jako darce. Mysim-piijemcim
byl operativné odstranén brzlik a za 7 tydnl nésledovala koZni transplantace.
Podavani lyofilizatu — Gstn& Skrat tydn&, 30 mg/kg — bylo zahajeno 1 tyden po
tymektomii. Lé&eni bylo ukonéeno 70 dni po koZni transplantaci. Piipadné odvrzeni
kiize bylo sledovano denné.

Tabulka 7 ukazuje Ze doba odvrzeni u my$i, kterym nebyla provedena
tymektomie, byla 21 dnl (samci), pfipadné 28,7 dni (samice). U mys$i, kterym byla
tymektomie provedena, byla doba odvrZeni prodlouZena na 52,4, ptipadné 41,6 dnl.
Lé&ba lyofilizatem, popsanym ve vynalezu, zkracovala vyznamné u tymektomizovanych
a lé&enych my8i prezivani koZnich transplantatl ($t&pl). To ukazuje, Ze imunitni
nedostate&nost, navozena tymektomii, byla vyznamné snizena nasledkem Ié&eni, coz

znamena, Ze lyofilizat ma imunnostimulaéni Géinek.

Doba potfebna k odvrzeni
Léceni samci samice
pramér (dny) SEM pramér (dny) SEM
Kontrola
(neodstranény brzlik) 210 3.1 28,7 45
Kontrola
(odstranény brzlik) 524 5.0 416 55
Lyofilizat * .
(30 mg/kg) 28,8 8,6 32,6 45
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*0,001<p<0,01 vzhledem ke kontrole s odstranénym brzlikem
**0,01<p<0,05 vzhledem ke kontrole s odstranénym brzlikem

Tabulka 7.
U&inek lyofilizatu, pfipraveného podle vynalezu, na odvrZeni koZnich §tépl
(pFijemci my3i Cs7B1g, darci mysi B1oLP)

Testy in vivo a in vitro s lyofilizatem, pfipravenym podle vynalezu ukazuji, Ze
tento vyrobek ma vyrazny Ucinek proti vzniku metastaz u nékolika ZivodiSnych
pokusnych modell. Tento dcinek je pravdépodobné svazan s imunnostimulaénim
i&inkem, pozorovanym jak v in vivo, tak i v in vitro testech, ale je mozné, Ze sniZeni
pottu metastaz je také ovlivnéno antiproliferativnimi, apoptozu zpUsobujicimi Gginky,
uginkem latky na adhezi bun&k a uginkem, ktery zplsobuje tvorbu volnych radikald.

IV. Test schopnosti vazby radikald

Protoze benzochinony maji dobfe znamy ucinek na tvorbu volnych radikall, byla
také u lyofilizatu, pfipraveného podle vynalezu, testovana schopnost vazby radikald.
Pomoci metody elektron spin rezonance byla méfena jak vazba peroxidového radikalu
(SSA), tak vazba hydroxylového radikélu (OH-SA). Lyofilizat m&l vyznamnou SSA
aktivitu, Gista aktivita vazby radikalu 1 mg latky odpovida aktivité 5,64 ug peroxid
dismutazy (SOD). Lyofilizdt nemél zadnou OH-SA aktivitu, ale §tépi systém peroxid
vodiku/Fe, tvotici hydroxylové radikaly, takze mize byt pfedpokladano, Ze ma tzv.
nechelatorovou (,non-chelator”) aktivitu.

V. Toxikologické testy (subakutni)

Byly provedeny 77 dni trvajici toxikologické testy, podle doporudeni Registru
primyslové toxikologie Zivogichl — udaje (RITA). (Exp. Toxic. Pathol. 47, 247-266
/1995/) na krysach F344 a mysich Cs;Be. Zvifatiim byla denné podavana davka 3 g/kg
(0,6 g/ml vodni suspenze). B&éhem podavani byly pozorovany zmény na vaze zvifat,
pfipadné patologické fyzické zmény, spontanni uhyn zvifat. Po uzavieni testu byly
zvazeny srdce, plice, brzlik, slezina, jatra, ledviny a varlata a z patologického hiediska
bylo prozkoumano 34 organl, pfedepsanych RITA. Nebylo pozorovano Zadne
spontanni uhynuti zvifat a vaha zvifat se ménila jako u kontrolni skupiny. Na zaveér

testu vahy rtiznych organli neukazaly ve srovnani s kontroini skupinou Zzadné zmeny.
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B&hem pokusu nebyly pozorovany u lé&enych zvifat Zadné patologicke zmeény, které by
mohly byt zptsobeny lyofilizatem.

Vyse uvedené vysledky ukazuji, Ze fermentovany rostlinny material, pfipraveny
podie vynalezu, neni toxicky a protoze ma imunostimulagni ucinek, je indikovan ve
véech stavech, pii kterych je imunni systém poskozen. Pro jeho vySe popsané
biologické charakteristiky, miZe mit své doplilujici pouZiti pii léCeni malignich nadord,

hlavné& pro zabranéni vzniku metastaz.

Primyslova vyuZitelnost

Material, pfipraveny podle pfedioZeného vynalezu, miZe byt pouZit pro iéceni

stavli s podkozenou imunitou a pro zabranéni vzniku metastaz z primarnich nadord.
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PATENTOVE NAROKY

Fermentovany a vysudeny rostlinny materidl s imunostimulaénim aCinkem a
inhibujici vznik metastazy, vyznaéujici se tim, Ze jejlze ziskat
fermentaci p3eniénych kligki pomoci pekafskych kvasnic (Saccharomyces

cerevisiae) ve vodném prostiedi.

Material podle patentového naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze jeho
HPLC chromatogram v podstaté odpovida chromatogramu uvedenému na obrazku
3.

Material podle patentového naroku 1, vyznacujici se tim, Ze jeho
obsah 2,6-DMBQ je 0,12 aZ 0,52 mg/g susiny a jeho obsah 2-MBQ je 0,05 az 0,28
mg/g susiny, jak je uréeno pomoci HPLC.

Material podle patentového naroku 3, vyznaéujici se tim, Ze jeho
obsah 2,6-DMBQ je 0,4 mg/g susiny.

Zplsob pfipravy fermentovaného a vysuSeného rostlinného  materialu
s imunostimulaénim G&inkem a inhibujiciho vznik metastazy, vyznadujici
se tim, Ze mleté psenitné klicky jsou fermentovany ve vodném prostiedi za
pfitomnosti Saccharomyces cerevisiae a fermentovana tekutina je oddélena,
filtrovana, odpafena, povafena a vysu$ena samotnd nebo za pfitomnosti

doplitkovych susicich latek.

Zpusob pfipravy podle patentového naroku 5, vyznacujici se tim, ze
fermentace je provedena pfi teplot¢ 30 °C po dobu 18 hodin za stalého

vzduchovani a michani.

ZpUsob pfipravy podle patentového naroku 6, vyznadcujici se tim, Ze
vysuseni je provedeno za pfitomnosti maltodextrinu.
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Farmaceuticky vyrobek material s imunostimulanim Gginkem a inhibujici vznik
metastazy, vyznaéujici se tim, Ze obsahuje jako aktivni latku vysuseny
materidl, ziskany fermentaci p$eniénych klick( ve vodném prostfedi za pfitomnosti

Saccharomyces cerevisiae.

Dietni dopinék pro savce, vyznadéujici se tim, Ze obsahuje vysuSeny
material, ziskany fermentaci p&eniénych kli¢k(i ve vodném prostfedi za pfitomnosti

Saccharomyces cerevisiae.

Dietni dopln&k podle patentového naroku 9, vyznadéujici se tim, Ze
obsahuje vysu$eny material, ziskany pomoci zplsobu podie patentoveho naroku 5,
obsahujici 60 hmotnostnich procent fermentovaného materialu a 40 hmotnostnich

procent maltodextrinu.

Pouziti vysuseného rostlinného materialu, ziskaného fermentaci pSeni¢nych klickd
ve vodném prostiedi za pfitomnosti Saccharomyces cerevisiae pro vyrobu
farmaceutického prostiedku s imunostimulagnim G&inkem a inhibujiciho vznik

metastazy.

Poutiti vysu$ené rostlinné hmoty, ziskané fermentaci pSeni¢nych kli¢kl ve vodnem
prostfedi za pfitomnosti Saccharomyces cerevisiae pro vyrobu dietniho dopliiku

pro savce.
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